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1 Introducéo

Os enterococos ou enterococos intestinais sdo um subgrupo dos estreptococos fecais considerados
indicadores de contaminacdo fecal especificos de animais de sangue quente. Taxonomicamente
pertencem ao género Enterococcus, e, como fazem parte da flora intestinal normal de humanos e de
animais, geralmente estdo presentes em ambientes aquaticos poluidos com esgoto, embora também ja
tenham sido isolados de plantas, residuos de animais e solo (FUJIOKA et al., 1999; KUHN et al., 2003;
MULLER et al., 2001; WHO, 2003).

Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium sédo as espécies predominantes em fezes humanas e
esgoto, mas também estdo presentes em fezes animais em propor¢des variaveis. Alguns estudos
indicam variacdes na distribuicdo de espécies de enterococos em populacdes de diferentes regides
geogréficas (BLANCH et al., 2003; FISHER; PHILLIPS., 2009; KUHN et. al., 2003).

Esses micro-organismos sdo cocos Gram-positivos isolados ou em cadeias, negativos para o teste da
enzima catalase, anaerdbios facultativos, capazes de crescer em 6,5% de NaCl, em 40% de sais
biliares, em pH 9,6 e em temperaturas de 10°C e 45°C. Os enterococos intestinais apresentam algumas
vantagens em relacdo a outros indicadores de contaminacéo fecal, como a habilidade de sobreviver por
mais tempo na dgua e em ambientes com maior salinidade e a maior resisténcia a dessecac¢édo e ao
cloro.

Estudos mais recentes tém demonstrado a correlacdo positiva entre as densidades de enterococos e a
incidéncia de doenca gastrointestinal em individuos expostos a dguas recreacionais doces e marinhas,
sugerindo a eficacia dessas bactérias como indicadores da potencial presen¢ga de micro-organismos
patogénicos entéricos (PRUSS, 1998; WADE et al., 2003, 2006, 2010; WIEDENMANN et al., 2006;
USEPA, 2009).
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Os enterococos sao utilizados, principalmente, na avaliacdo da qualidade microbiolégica das aguas
recreacionais, sendo que no caso de aguas marinhas, sdo recomendados como indicadores
microbioldgicos preferenciais pela agéncia ambiental dos Estados Unidos e pela Organizacdo Mundial
de Saude (USEPA, 2004; WHO, 2003). A Regulamentacdo Federal brasileira também inclui os
enterococos como um dos padrbes de qualidade de aguas recreacionais marinhas.

Na avaliagdo da qualidade das aguas de consumo, os enterococos podem ser utilizados como
indicadores suplementares na investigacdo de fontes potenciais de contaminacao, como deficiéncias do
tratamento da 4gua ou da integridade do sistema de distribuicdo (WHO, 2011). Para aguas minerais e
naturais engarrafadas, os enterococos sao adotados como critério de qualidade na Unido Européia e
também no Brasil.

2 Escopo

Esta Norma prescreve o método para quantificacdo de enterococos pela técnica de membrana filtrante,
com aplicacéo na:

a) avaliacdo da qualidade de aguas recreacionais doces, marinhas e estuarinas;
b) avaliacao da qualidade de aguas destinadas ao consumo humano;

c) avaliacdo da qualidade de 4guas minerais e aguas naturais engarrafadas.

3 Documentos complementares

Os documentos relacionados a seguir contém disposicdes que constituem fundamento para este
procedimento. As edi¢Bes indicadas estavam em vigor no momento desta publicagdo. Como toda norma
esta sujeita a revisdes e alteracbes, aqueles que realizam procedimentos com base nesta, devem
verificar a existéncia de legislagdo superveniente aplicavel ou de edigbes mais recentes das normas
citadas.

Na aplicacdo desta norma sugere-se consultar:

- USEPA. Manual for the certification of laboratories analyzing drinking water. Criteria and procedures.
Quality Assurance. 5" Edition. EPA 815-R-005-04. January 2005. Disponivel em:
http://www.epa.gov/ogwdw/methods/pdfs/manual_labcertification.pdf. Acesso em 21/11/2012.

- CETESB/ANA. Guia nacional de coleta e preservacao de amostras: agua, sedimento, comunidades
aquéticas e efluentes liquidos. S&o Paulo: CETESB; Brasilia, DF: ANA. 2011. 325 p.

4 Materiais
4.1 Equipamentos

4.1.1 Balancas

As balancas devem ser instaladas em local adequado, protegidas de vibracdes, umidade e mudancas
bruscas de temperatura. Calibracdes periddicas devem ser efetuadas, bem como verificagbes da
balanca com massas de referéncia.

4.1.1.1 Balanca de topo
E utilizada para pesar quantidades superiores ou iguais a 2g. Deve ter sensibilidade de, no minimo,
0,1g ao serem pesados 150g.
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4.1.1.2 Balanca analitica
E utilizada para pesar quantidades inferiores a 2g. Deve ter sensibilidade de, no minimo 1mg ao
serem pesados 10g.

4.1.2 Banho — maria

Equipado com termostato para temperatura de 50 a 55°C ou 44 a 46°C, com capacidade suficiente para
comportar recipientes contendo meios de cultura, cuja temperatura deve ser estabilizada antes de sua
distribuicdo ou da adicdo de suplementos termolabeis.

4.1.3 Destilador ou purificador de agua
Deve produzir agua que obedeca aos critérios de qualidade estabelecidos pela Agéncia Ambiental
Americana (USEPA 2005).

4.1.4 Equipamentos para esterilizacdo

4.1.4.1 Autoclave

Deve ter a capacidade suficiente para permitir a circulagdo do vapor ao redor do material a ser
esterilizado. Deve manter a temperatura de esterilizacdo de 121°C, durante o ciclo, o qual ndo deve
exceder 45 minutos para um tempo de esterilizacdo de 15 minutos.

Nota: As autoclaves mais modernas que possuem portas deslizantes, com abertura e fechamento
automaticos, ciclos programaveis de esterilizacdo e monitoramento continuo de temperatura e
pressédo, também podem apresentar etapas de resfriamento e remocéo do vapor como parte do ciclo;
para esses equipamentos, ndo é requerido o tempo estrito de 45 minutos para o ciclo, desde que os
registros impressos indiquem a operacdo do ciclo normal e o resfriamento durante a exaustdo e
remocéao do vapor.

4.1.4.2 Estufa para esterilizacdo

Deve manter a temperatura de 170 a 180°C durante o periodo de esterilizacdo (minimo de duas
horas). O termdmetro utilizado para controle de temperatura deve ter a graduacao ou resolucéo igual
ou menor que 10°C, com o seu bulbo ou sensor colocado na areia, durante o uso.

4.1.5. Equipamentos para filtracéo

4.1.5.1 Bomba de vacuo ou outro dispositivo conveniente para produzir uma presséao diferencial no
porta-filtro de, no minimo, 0,5atm.

4.1.5.2 Frasco Kitasato de paredes espessas, para filtracdo, com capacidade adequada (usualmente
4L), ou suporte especial para os porta-filtros.

Nota: Como alternativa ao uso do frasco Kitasato, pode-se utilizar um garrafao reforcado para vacuo
em polipropileno, apresentando tampa com sistema de enchimento.

4.1.5.3 Frasco Kitasato para protecédo da fonte de vacuo, com capacidade adequada (usualmente 1L)
conectado ao frasco de filtracdo (ou ao suporte especial) e a fonte de vacuo através de tubo de
polietileno ou de latex de espessura adequada.

4.1.5.4 Porta-filtro de vidro, de plastico autoclavavel ou de ago inoxidavel (Figura 1).
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Figura 1 - Vista geral dos diversos componentes da unidade de filtracdo

FONTE: CETESB

4.1.5.5. Conjunto de filtracdo a vacuo estéril com membrana filtrante de 0,22um para esterilizagéo de
solucoes.

4.1.6 Incubadora bacteriolégica (41°C)

Deve manter a temperatura uniforme na faixa requerida (41 £ 0,5°C). O termémetro utilizado para o
controle da incubadora deve ter a graduacao ou resolugéo igual ou menor que 0,5°C e estar imerso em
liquido.

4.1.7 Incubadora bacteriol6gica (35°C)

Deve manter a temperatura uniforme na faixa requerida (35 * 0,5°C). O term6metro utilizado para o
controle da incubadora deve ter a graduacgdo ou resolucéo igual ou menor que 0,5°C e estar imerso em
liquido.

4.1.8 Incubadora bacteriolégica (10°C)

Deve manter a temperatura uniforme na faixa requerida (10 + 0,5°C). O termémetro utilizado para o
controle da incubadora deve ter a graduacgao ou resolugéo igual ou menor que 0,5°C e estar imerso em
liquido.

4.1.9 Potencidbmetro

Deve fornecer exatiddo minima de 0,1 unidade de pH. Sua padronizacéo deve ser feita antes de cada
periodo de uso com duas solugbes-tampédo padrdes (Exemplo: pH = 6,86 e pH = 4,0 ou pH = 9,18), de
acordo com o pH do meio de cultura ou solucdo que estiver sendo preparada.

4.1.10 Microscépio estereoscépico binocular
Para ampliacdo de 10 a 15 didmetros. Para iluminacédo, usar lampada de luz fluorescente branca (fria).

4.1.11 Refrigerador

Deve manter a temperatura na faixa de 2 a 8°C e ter a capacidade adequada para armazenar meios de
cultura, reagentes, solu¢cdes ou amostras que necessitam de refrigeracdo. O termémetro utilizado para o
controle da temperatura deve ter graduacdo ou resolucao igual ou menor que 1°C e estar imerso em
liquido.

4.2 Vidraria e materiais plasticos
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4.2.1 Baldes
De vidro borossilicato neutro ou plastico autoclavavel atdéxico, com capacidade adequada para conter
agua de diluicdo a ser usada no enxagie dos porta-filtros, durante a filtracao das amostras.

4.2.2 Frasco para coleta de amostra
De vidro borossilicato neutro ou de plastico autoclavavel atéxico, com capacidade minima de 125mL,
boca larga e tampa a prova de vazamento.

4.2.3 Provetas
De vidro borossilicato neutro, graduadas (100mL), com erro volumétrico inferior a 2,5%.

4.2.4 Frasco para agua de diluicdo

De vidro borossilicato neutro, com tampa de rosca que permita boa vedacéo e seja livre de substancias
téxicas sollveis, com capacidade para conter 90 £ 2mL de 4gua de diluicdo, deixando um espaco
suficiente para permitir uma boa homogeneizacdo quando se efetuar a agitacao.

4.2.5 Pipetas

Tipo Mohr, para 10mL e 5mL, com graduac¢éo de 1/10, 2mL e 1mL, com graduac¢éo de 1/100 e erro de
calibracdo inferior a 2,5%, com bocal para tampdo de algoddo. Podem ser utilizadas pipetas
descartaveis de plastico estéreis ou de vidro borossilicato neutro.

4.3 Outros materiais

4.3.1 Suportes para incubacéo

Podem ser estantes ou bandejas forradas com material absorvente embebido em agua, para fornecer a
umidade requerida durante a incubacado das placas de Petri contendo as membranas apoés a filtragéo
das amostras.

4.3.2 Bicos de Bunsen ou similar
Devem ter funcionamento adequado, de modo a produzir combustdo completa.

4.3.3 Caixas ou cestas de aco inoxidavel
Para acondicionamentos de materiais a serem esterilizados.

4.3.4 Alcas de inoculacéo

Fio de niquel-cromo, de platina-iridio ou de platina, com 0,5mm de didmetro e 7 a 8cm de comprimento,
com um aro de 3mm de didmetro na extremidade, fixado a um cabo metalico (cabo de Kolle). Também
podem ser utilizadas al¢cas plasticas descartaveis e pré-esterilizadas.

Nota: Alternativamente, podem ser empregadas hastes de madeira de aproximadamente 20cm de
comprimento e 0,2cm de didmetro. Antes do uso, estas hastes sdo esterilizadas por calor seco (170-
180°C) durante 2 horas. Apdés 0 uso as mesmas sdo autoclavadas a 121°C durante 30 minutos e
descartadas.

4.3.5 Membranas filtrantes
De acetato de celulose ou mistura de acetato de celulose e nitrato de celulose, com 47mm de diametro
e 0,45um de porosidade, brancas, quadriculadas e estéreis.

4.3.6 Pingas
De aco inoxidavel, com as extremidades arredondadas

4.3.7 Placas de Petri
De vidro borossilicato neutro, com 15mm de altura e 100mm de diametro ou de plastico ndo téxico com
15mm de altura e 90mm de diametro.
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4.3.8 Placas de Petri para membrana filtrante
De plastico nao toxico, bem vedadas, de 49mm de didmetro x 13mm de altura.

4.3.9 Recipientes para preparacdo de meios de culturas
Devem ser de vidro borossilicato neutro ou de aco inoxidavel, limpos e isentos de qualquer substancia
téxica (nunca devem ser de cobre).

4.3.10 Termbmetros

Os termbmetros de vidro devem ter escala adequada (faixa de medicao e graduacdo) ao uso e a coluna
de liquido ndo deve apresentar interrupcdes. Os termdmetros eletrénicos digitais devem apresentar
faixa de medicao, resolucéo, exatidao e precisdo adequadas ao uso.

Todos os termbmetros devem ser calibrados periodicamente e a correcdo da temperatura deve ser
efetuada, quando aplicavel.

Nota: Nado se recomenda a utilizacdo de termbémetros de vidro contendo mercurio.

5 Meios de cultura e solugdes

Nota: Para o preparo dos meios de cultura e solucbes devem ser usados meios desidratados e
reagentes de qualidade comprovada

5.1 Agar mEl

5.1.1 Férmula:

Peptona 10,0g
Cloreto de sodio (NaCl) 15,09
Esculina 1,09
Extrato de levedura 30,0g
Ciclohexamida 0,05¢g
Azida sédica 0,15¢g
Indoxil-3-D-Glucosideo 0,75¢g
Agar 15,09
Agua purificada 1000mL

5.1.2 Preparo

Pesar o meio desidratado 4gar mEl nas quantidades determinadas pelo fabricante e acrescentar
1000mL de agua purificada fria. Deixar em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer em
banho-maria, agitando frequentemente até a completa dissolucdo do meio, tomando cuidado para que
nao seja atingida a temperatura de ebulicdo. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Estabilizar o meio de cultura, apds retirar da autoclave, em banho-maria a 44-46°C. A seguir, com todos
0s cuidados de assepsia, adicionar ao mesmo:

a) Solucao de acido nalidixico;

Misturar 0,249 de acido nalidixico em 5mL de agua purificada estéril e adicionar algumas gotas de
uma solucdo de hidroxido de sédio 0,1N para dissolver o antibiético. Esterilizar por filtracédo,
utilizando um conjunto de filtracdo a vacuo estéril, com membrana filtrante de 0,22um e juntar essa
solucéo ao meio preparado;

b) Cloreto de 2, 3, 5 trifeniltetrazolio (TTC);
Adicionar 0,02g de cloreto de 2, 3, 5 trifeniltetrazélio ao meio preparado e misturar bem.

Alternativamente, as seguintes solu¢des podem ser usadas:

a) Acido nalidixico:
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Adicionar 0,489 de &cido nalidixico e 0,4mL de uma solucdo de hidroxido de s6dio 10N em 10mL de
agua purificada estéril e misturar. Esterilizar a solucao por filtracdo (como em 5.1.2.a) e adicionar
5,2mL por litro de meio. Armazenar a solucéo sob refrigeracédo, durante no maximo, duas semanas.

b) Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC):

Adicionar 0,1g de TTC em 10mL de agua purificada e aquecer para dissolu¢do. Esterilizar por
filtracdo (como em 5.1.2.a) e adicionar 2mL por litro de meio. Armazenar a solucdo sob refrigeracéo,
durante no maximo, duas semanas.

Distribuir volumes de aproximadamente 4mL em placas de Petri de plastico de 49 x 13mm, previamente
esterilizadas e deixar solidificar. Verificar o pH do meio, cujo valor final deve ser 7,1 £ 0,2.

5.1.3 Armazenamento
O meio preparado deverd ser estocado sob refrigeracdo e ao abrigo da luz, durante no méaximo, duas
semanas.

5.2 Caldo Infuséo de cérebro e coracédo (Caldo BHI)

5.2.1 Férmula:

Cérebro de carneiro (infusdo de 2009g) 7,79
Coracéo bovino (infuséo de 250q) 9,8¢g
Proteose-peptona 10,0g
Cloreto de sodio (NaCl) 5,0g
Monohidrogeno fosfato de sédio (Na,HPOy) 2,59
Dextrose 2,09
Agua purificada 1000mL
pH final apds esterilizacdo 7,4+0,2

5.2.2 Preparo

Pesar o meio desidratado nas quantidades determinadas pelo fabricante e acrescentar 1000mL de 4gua
purificada fria. Aquecer, agitando freqiientemente, até a completa dissolu¢cdo do meio, tomando cuidado
para que ndo seja atingida a temperatura de ebulicdo. Em tubos de ensaio de 15mm x 150mm com
tampa de rosca, distribuir volumes de 10mL e esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 minutos.

5.2.3 Armazenamento
O meio preparado podera ser estocado ao abrigo da luz e a temperatura ambiente (menor que 30°C),
durante no maximo, trés meses.

5.3 Caldo Infusdo de cérebro e coracao com 6,5% de NaCl (Caldo BHI com 6,5% de NaCl)

5.3.1 Formula:
Cérebro de carneiro (infusdo de 200g) 7,79
Coracao bovino (infusdo de 250q) 9,89
Proteose-peptona 10,09
Cloreto de sodio (NaCl) 65,09
Monohidrogeno fosfato de sédio (Na;HPO,) 2,5¢
Dextrose 2,09
Agua purificada 1000mL
pH final apds esterilizacdo 7,4+0,2

5.3.2 Preparo

Pesar o meio desidratado caldo BHI nas quantidades determinadas pelo fabricante, adicionar o cloreto
de sddio de forma que a concentracao final seja 6,5% e acrescentar 1000mL de agua purificada fria.
Aquecer, agitando freqiientemente, até a completa dissolucdo do meio, tomando cuidado para que nao
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seja atingida a temperatura de ebulicdo. Em tubos de ensaio de 15mm x 150mm com tampa de rosca,
distribuir volumes de 10mL e esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 minutos.

5.3.3 Armazenamento
O meio preparado podera ser estocado ao abrigo da luz e a temperatura ambiente (menor que 30°C),
durante, no maximo, trés meses.

5.4 Agar Infusdo de cérebro e coracéo (Agar BHI)

5.4.1 Formula:
Cérebro de carneiro (infusdo de 200g) 7,79
Coracao bovino (infusdo de 2509) 9,8¢g
Proteose-peptona 10,09
Cloreto de sadio (NaCl) 5,09
Monohidrogeno fosfato de sédio (Na,HPOy) 2,5¢
Dextrose 2,09
Agar 15,09
Agua purificada 1000mL
pH final apds esterilizacdo 7,4+0,2

5.4.2 Preparo

Pesar o meio desidratado nas quantidades determinadas pelo fabricante e acrescentar 1000mL de agua
purificada fria. Aquecer, agitando freqlientemente, até a completa dissolugdo do meio, tomando cuidado
para que ndo seja atingida a temperatura de ebulicdo. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15
minutos, estabilizar 0 meio de cultura a uma temperatura de 50-55°C em banho-maria e distribuir
volumes de, aproximadamente, 12mL em placas de Petri de 90 x 15mm.

5.4.3 Armazenamento
O meio devera ser estocado sob refrigeragéo, durante, no maximo, duas semanas.

5.5 Agar bile esculina

5.5.1 Férmula:

Extrato de carne 3,09
Peptona 5,09
Bile de boi 40,09
Esculina 1,0g
Citrato férrico 0,59
Agar 15,09
Agua purificada 1000mL
pH final apds esterilizacéo 6,6 £0,2

5.5.2 Preparo

Pesar o meio desidratado nas quantidades determinadas pelo fabricante e acrescentar 1000mL de agua
purificada fria. Aquecer, agitando freqiientemente, até a completa dissolugdo do meio, tomando cuidado
para que ndo seja atingida a temperatura de ebulicdo. Esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15
minutos, estabilizar 0 meio de cultura a uma temperatura de 44-46°C em banho-maria e distribuir
volumes de, aproximadamente, 15mL em placas de Petri de 90 x 15mm.

Notas:
a) O meio desidratado disponivel comercialmente contém 20,09 de bile de boi;

b) O aquecimento excessivo pode causar escurecimento do meio de cultura.
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5.5.3 Armazenamento
O meio preparado devera ser estocado sob refrigeracédo, durante, no maximo, duas semanas.

5.6 Agua de diluicao

5.6.1 Féormula:

Solucéo-estoque A 1,25mL
Solucao-estoque B 5,00mL
Agua purificada 1000mL

5.6.2 Preparo
a).preparar a solucéo-estoque A com a seguinte composicao:

Dihidrogenofosfato de potassio (KH,PO,) 34,09
Agua purificada 1000mL

Dissolver o dihidrogeno fosfato de potassio em 500mL de &gua purificada, ajustar o pH para 7,2 £ 0,5
com solucédo de hidroxido de s6dio 1IN e completar o volume para 1000mL com &gua purificada.
Distribuir volumes adequados a necessidade de uso do laboratério em frascos com tampa de rosca.
Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Armazenar sob refrigeracdo, durante no
maximo, dois meses;

Nota: Antes da utilizacdo da solugédo-estoque A, deve-se verificar se ndo ha quaisquer evidéncias da
contaminacdo microbiana (turbidez ou presenca de material em suspensdo). Em caso afirmativo,
essa solucdo deve ser descartada.

b) preparar a solugdo-estoque B com a seguinte composicéo:

Cloreto de magnesio hexahidratado (MgCl,.6H,0) 81,19
Agua purificada 1000mL

Dissolver o cloreto de magnésio em 500mL de agua purificada e completar o volume para 1000mL
com agua purificada. Distribuir volumes adequados a necessidade de uso do laboratério em frascos
com tampa de rosca. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Armazenar sob
refrigeracdo, durante no maximo, dois meses;

c) adicionar 1,25mL da solucdo-estoque A e 5mL da solucdo-estoque B a 1000mL de &gua
purificada;

d) distribuir, em frascos de diluicdo, quantidades adequadas para que o volume final, apo6s
esterilizacdo, seja de 90 + 2mL; e

e) tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Nota: A agua de diluicdo a ser utilizada no enxague de porta-filtros, apos a filtracdo de cada amostra,
pode ser distribuida em baldes ou frascos em volumes adequados as necessidades de uso do
laboratorio, devendo ser observado o tempo requerido para a esterilizacdo em autoclave de acordo
com o volume utilizado (30 minutos para volumes de 500 e 1000mL).

5.6.3 Armazenamento
A solucéo preparada podera ser estocada ao abrigo da luz e a temperatura ambiente (menor que 30°C),
durante, no maximo, duas semanas.

5.7 Solucéo de hidroxido de sédiolN
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5.7.1 Formula:
Hidréxido de s6dio (NaOH) 409
Agua purificada 1000mL

5.7.2 Preparo
Pesar 40g de hidroxido de sddio e dissolver em 1000mL de agua purificada.

5.7.3 Armazenamento
Em frasco ambar ou protegido da luz, com tampa de rosca, a temperatura ambiente, durante no maximo
seis meses.

5.8 Solucao de hidroxido de sédio 10N

5.8.1 Formula:
Hidréxido de sodio (NaOH) 4009
Agua purificada 1000mL

5.8.2 Preparo
Pesar 400g de hidroxido de sddio e dissolver em 1000mL de &gua purificada.

5.8.3 Armazenamento
Em frasco a&mbar ou protegido da luz, com tampa de rosca, a temperatura ambiente, durante no maximo
seis meses.

5.9 Solucao de peroxido de hidrogénio (H,0,) a 3%

5.9.1 Formula:
Peroxido de hidrogénio (H.0O) 30% p.a 10mL
Agua purificada 1000mL

5.9.2 Preparo

Colocar 10mL de peréxido de hidrogénio 30% p.a. em um baldo volumétrico e completar com agua
purificada. Agitar bem até a completa homogeneizacdo. Distribuir o volume em frasco ambar ou
protegido da luz, com tampa rosqueada, de capacidade de 100mL.

5.9.3 Armazenamento
A solucdo preparada devera ser estocada sob refrigeracéo, durante, no maximo, trés meses.

6 Execucdo do ensaio
6.1 Principio do método

A técnica de membrana filtrante para a quantificacdo de enterococos baseia-se na filtracdo de volumes
adequados de agua, mediante pressdo negativa (vacuo), através de membrana filtrante estéril com
porosidade de 0,45um. As bactérias presentes nas amostras por apresentarem dimensdes maiores que
0s poros da membrana, ficardo retidas em sua superficie. Por sua vez, a membrana sera entéo
transferida para uma placa de Petri, contendo o meio de cultura seletivo e diferencial para enterococos
(Agar mEI). Por capilaridade, o meio se difundird para a membrana, entrando em contato com as
bactérias e, apds um periodo determinado de incubacao (24+2h a 41 + 0,5°C), desenvolvem-se colbnias
com caracteristicas tipicas (de qualquer coloracdo que apresentarem um halo azul). A partir da
contagem dessas colbnias, calcula-se a densidade de enterococos na amostra analisada.
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6.2 Amostragem
Deve ser efetuada segundo as especificacdes apresentadas no Guia nacional de coleta e preservacao
de amostras (CETESB; ANA, 2011).

6.3 Procedimento

6.3.1 Identificar a amostra a ser analisada e definir os volumes a serem filtrados, em funcédo de sua
procedéncia, segundo especificacbes a seguir:
a) para aguas destinadas ao consumo humano, € requerida a analise de um volume minimo de
100mL da amostra, o qual é filtrado diretamente, no caso de aguas de boa qualidade, ou subdividido
em volumes menores dependendo do grau de contaminacdo que possa estar presente; e

b) para outros tipos de aguas, incluindo aguas superficiais marinhas ou doces, pode ser requerida a
filtracdo de volumes menores (diluicbes decimais da amostra), dependendo do grau de contaminagéo
presente.

6.3.2 Antes de iniciar a andlise, desinfetar a bancada de trabalho, usando como desinfetante alcool
etilico 70%.

6.3.3 Dispor sobre a mesma o seguinte material:
a) porta-filtro(s) previamente esterilizado(s) e adaptados(s) ao suporte de filtracdo (“manifold” ou um
suporte especial), o qual é conectado a um frasco Kitasato que por sua vez é conectado a um frasco
Kitasato de protecdo e esse a fonte de vacuo ou a um garrafdo reforcado para vacuo em
polipropileno apresentando tampa com sistema de enchimento;

b) placas de Petri de 49 x 13mm, contendo o meio agar mkEl, identificadas com o numero das
amostras e o volume a ser filtrado;

¢) pinca com as extremidades mergulhadas em alcool etilico contido em um béquer;

d) bicos de Busen para manter o ambiente asséptico e efetuar a flambagem das pinc¢as utilizadas;

e) provetas graduadas estéreis com a abertura recoberta com papel aluminio e identificadas com o
namero da amostra. Podem ser utilizados porta-filtros graduados com marcacgao externa, desde que

0S mesmos apresentem erro volumétrico inferior a 2,5%;

f) agua de diluicdo estéril contida em frascos de diluicdo (volume de 90 + 2mL) e em balBes ou
frascos de 1000mL; e

g) membranas filtrantes de acetato de celulose ou acetato de celulose e nitrato de celulose estéreis,
com 47mm de didmetro, porosidade de 0,45um, brancas e quadriculadas.

6.3.4. Preparacdo do porta-filtro:
a)retirar a parte superior do porta-filtro e com as extremidades de uma pinga. previamente flambadas
e resfriadas, colocar uma membrana filtrante estéril sobre a parte inferior do porta-filtro;

b)acoplar a parte superior do porta-fitro a parte inferior, tomando cuidado para ndo danificar a
membrana; e

c)para o controle de contaminacdo de cada porta-filtro usado, efetuar a filtracdo de um volume de
100mL de agua de diluicdo estéril no inicio de cada série de filtracdo e apos a filtracdo de 10
amostras.

6.3.5 Preparacdo da amostra para filtracao:

6.3.5.1 Para volumes iguais ou superiores a 10mL.:
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a)homogeneizar a amostra por agitacdo manual, no minimo 25 vezes, inclinando o frasco formando
um angulo de aproximadamente 45° entre o braco e o antebraco; e

b)distribuir os volumes requeridos da amostra em provetas graduadas estéreis previamente
identificadas ou entdo em porta-filtro com graduacéo, e proceder a filtragdo como em 6.3.6.

6.3.5.2.Para volumes inferiores a 10mL:

a)homogeneizar a amostra (como em 6.3.5.1.a) e, com 0 auxilio de uma pipeta estéril retirar o
volume desejado e adicionar a um frasco contendo 90mL de &gua de diluicao estéril (este volume
servird apenas de suporte para que as possiveis bactérias existentes na amostra se distribuam
uniformemente na superficie da membrana, ao ser efetuada a filtracao); e

b) homogeneizar e proceder a filtragdo como em 6.3.6.

6.3.5.3 Para volumes decimais (diluicdo da amostra), efetuar as diluicbes decimais da amostra da
seguinte forma:

a) proceder a identificacdo de cada frasco de agua de diluicao estéril, anotando o nUmero da amostra
e a diluicdo que devera conter;

b) homogeneizar a amostra (como em 6.3.5.1.a) e, com uma pipeta estéril de 10mL, obedecendo aos
cuidados de assepsia, transferir 10mL da amostra para um frasco previamente identificado, contendo
90 + 2mL de agua de diluicdo estéril. Estara preparada a primeira diluicdo (10™), sendo que 1ml da
mesma corresponde ao volume de 0,1mL da amostra;

C) repetir a operagdo segundo o item anterior, com o frasco contendo a diluigdo feita anteriormente
(10" e desta, com uma nova pipeta estéril de 10mL, transferir 10mL para um novo frasco,
previamente identificado, contendo 90 + 2mL de &gua de diluicdo decimal (10?), sendo que 1mL da
mesma corresponde ao volume de 0,01mL de amostra; e

d) preparar as diluicdes seguintes da mesma forma, até a maior diluicdo definida em funcao do nivel
de contaminacdo da amostra.

6.3.5.4 ApoGs o preparo das diluicdes, e homogeneizacdo da diluicdo selecionada para a filtracao
(conforme 6.3.5.1.a), retirar o volume de 1,0mL com uma pipeta estéril e adicionar a um frasco
contendo 90mL de &agua de diluicao estéril (este volume servird apenas de suporte para que as
possiveis bactérias existentes na amostra se distribuam uniformemente na superficie da membrana,
ao ser efetuada a filtracdo). Homogeneizar e proceder a filtracdo como em 6.3.6.

6.3.6 Filtracdo e incubacdo da amostra

6.3.6.1 Verter cuidadosamente no porta-filtro o volume da amostra a ser examinado, evitando que a
agua respingue sobre suas bordas superiores.

6.3.6.2 Ligar o sistema ou a bomba de vacuo e proceder a filtracao.

6.3.6.3 ApOs a filtracdo enxaguar o porta-filtro trés vezes com por¢des de 20-30mL de &gua de
diluicdo tamponada estéril, para evitar a retencdo de alguma bactéria nas paredes internas do
mesmo.

6.3.6.4 Desligar a valvula de controle de vacuo do porta-filtro ao finalizar a operacdo. Evitar a
secagem excessiva da membrana filtrante, desligando o vacuo imediatamente apés o término do
processo de filtragao.
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6.3.6.5 Separar a parte superior do porta-filtro e, com uma pin¢ca cujas extremidades foram
flambadas e resfriadas, retirar com cuidado a membrana. Acoplar novamente a parte superior do
porta-filtro a inferior.

6.3.6.6 Obedecendo aos cuidados de assepsia, colocar cuidadosamente a membrana com a
superficie quadriculada voltada para cima, na superficie do meio de cultura contido na placa de Petri
devidamente identificada com o nimero da amostra e o volume filtrado.

Nota: Ao transferir a membrana para a superficie do meio de cultura, observar que toda a area da
membrana deve ficar completamente aderida ao meio. Para isso, segurando a membrana pelas
bordas (fora de é&rea de filtragdo), com as extremidades da pingca previamente flambadas e
resfriadas, colocé-la sobre o0 meio de cultura e efetuar um movimento giratério, para permitir uma boa
adesdo. Se persistir a formacdo de bolhas entre a membrana e o meio de cultura, sempre com a
extremidade da pin¢a flambada e resfriada, levantar a borda da membrana mais proxima a bolha
para elimina-la, pois as bolhas impedem o contato das bactérias com o meio de cultura dificultando
ou mesmo impedindo seu crescimento (Figura 2).

Figura 2- Colocagcéo da membrana filtrante na superficie do meio de cultura

FONTE: CETESB

6.3.6.7 Tampar a placa de Petri

6.3.6.8 Lavar novamente o porta-filtro com 4gua de diluicdo estéril, e proceder a filtracdo da préxima
amostra.

Nota: Os porta-filtros devem estar estéreis no inicio de cada série de filtracdo e, se houver um
intervalo de 30 minutos entre uma filtracdo e outra, devem ser esterilizados novamente ou
substituidos por outros estéreis, para evitar uma contaminacdo acidental.

6.3.7 ApOs as filtracdes, colocar as placas de Petri, contendo o meio de cultura e a membrana, em
posicéo invertida em bandejas ou estantes nos quais foram colocadas folhas de papel toalha (ou outro
material absorvente) embebidas em agua e incubar as placas a 41 + 0,5°C durante 24 + 2 horas.
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6.3.8 Leitura
6.3.8.1 ApOs o periodo de incubacdo e com o auxilio de um microscopio estereoscépico com
iluminacdo fluorescente, efetuar a contagem das colbnias tipicas de enterococos, com halo azul,
indiferentemente da cor da col6nia.

6.3.8.2 Os limites aceitaveis para a contagem de col6nias tipicas de enterococos no agar mEl se
situam entre 20 e 60 col6nias. Para efetuar a contagem, observar as figuras 3 e 4.

Figura 3 — Modelo para contagem das col6nias

FONTE: CETESB

Nota: O circulo interno indica a &rea de filtrag@o a as linhas pontilhadas indicam a sequéncia a ser
seguida na contagem.

Figura 4 — porcdo da membrana filtrante quadriculada, em aumento

FONTE: CETESB

Nota: As col6nias sdo contadas nos quadrados indicados pelas setas
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6.3.8.3 No caso de terem sido filtrados varios volumes, selecionar para a leitura apenas aquele(s)
que tiver(em) fornecido contagem de col6nias dentro dos limites aceitaveis.

6.3.8.4 Se a contagem em todos os volumes filtrados for inferior a 20 col6nias tipicas, e a soma dos
volumes correspondentes for 100mL, efetuar a leitura em todas essas placas e utilizar a soma das
contagens para o célculo.

6.3.8.5 Se a contagem em todos os volumes filtrados for inferior a 20 colbnias tipicas e a soma
desses volumes néo for 100mL, selecionar para leitura o volume cuja contagem for mais préxima do
intervalo ideal para a contagem e expressar o resultado como densidade estimada.

6.3.8.6 Se dois diferentes volumes filtrados fornecerem placas com a contagem na faixa ideal, utilizar
essas duas contagens e volumes para o calculo.

6.3.8.7 Nos casos em que todos os volumes filtrados forneceram contagens superiores a 60, mas for
possivel contar as colénias no menor desses volumes, efetuar a contagem e o célculo e expressar o
resultado como densidade estimada.

6.3.8.8 Quando os volumes filtrados ndo apresentarem crescimento bacteriano, isto é, contagens
iguais a zero, calcular e expressar os resultados, respectivamente, segundo os itens 7.1.3, e 7.2.2 ou
7.2.3.

6.3.8.9 Quando a estimativa visual do total de col6nias (tipicas e atipicas) for superior a 200, ou
guando houver crescimento em toda a area de filtracdo da membrana, sem col6énias bem definidas
(crescimento confluente) a contagem de col6nias nao é efetuada.

Nota: Nesses casos deve ser avaliada a necessidade de recoleta da amostra para a selecdo de
volumes mais adequados para a filtracdo de forma que sejam obtidas contagens de colénias dentro dos
limites aceitaveis ou considerar para célculo e expressao dos resultados os itens 7.1.4 e 7.2.4

7 Resultado
7.1 Calculos
7.1.1 Selecionar a placa com o nimero de coldnias tipicas, com halo azul (indiferentemente da cor da
colénia), dentro dos limites aceitaveis (20 a 60). Calcular a densidade de enterococos por 100mL
através da aplicacdo da seguinte férmula:

N° de colbnias tipicas

Enterococos/100mL = X 100
Volume filtrado da amostra (mL)

7.1.2 Se as contagens forem efetuadas em placas correspondentes a mais de um volume filtrado,
conforme o item 6.3.8.4 e 6.3.8.6, calcular a densidade em 100mL através da seguinte formula:

Soma das colénias tipicas
Enterococos/100mL = X 100
Soma dos volumes correspondentes as contagens (mL)

7.1.3 Nos casos em que todos os volumes filtrados fornecerem contagens iguais a zero, se esses
volumes nao totalizarem 100mL, considerar como sendo 1 a contagem no maior volume filtrado e
utilizar a férmula geral apresentada no item 7.1.1 para o calculo da densidade de enterococos em
100mL e o item 7.2.2 para a expressao dos resultados.

Cod.014-vers&o 01 16/19



CETESB / (L5.212 / jun/2012)

7.1.4 — Nos casos em que todas as placas referentes aos volumes filtrados apresentarem nimeros de
coldnias superiores a 200, considerar 0s seguintes casos:

7.1.4.1 — Quando a amostra for de 4gua de consumo humano ou de agua mineral ou natural
envasada, expressar o resultado como item 7.2.4.1

7.1.4.2 Quando a amostra for de agua bruta ou efluente, considerar o valor de 60 col6nias no menor
volume filtrado, utilizar a férmula geral apresentada no item 7.1.1 para céalculo dos resultados e o
item 7.2.4.2 para expressao dos resultados.

7.2 Expresséao dos resultados

7.2.1 A densidade de enterococos determinada através da técnica de membrana filtrante é expressa
como:

Unidades formadoras de colénias de enterococos por 100mL ou UFC de enterococos/100mL
7.2.2 No caso especificado em 7.1.3, em que todos os volumes filtrados forneceram contagens iguais a
Zzero e 0s mesmos nao totalizam 100mL, apés o célculo expressar o resultado obtido precedido do sinal
<(menor que):

Unidades formadoras de coldnias de enterococos / 100mL: < valor obtido

7.2.3 Nos casos em que todos os volumes filtrados forneceram contagens iguais a zero, mas 0s
mesmos totalizaram 100mL, expressar o resultado como:

Unidades formadoras de colénias de enterococos / 100mL: < 1 (Ausente)
7.2.4 Quando a contagem nao for efetuada devido ao grande nimero de colbnias tipicas e / ou atipicas
gue se desenvolveram na membrana (> 200) ou a ocorréncia de crescimento confluente, considerar os
seguintes casos para expressao dos resultados:

7.2.4.1 — Para aguas de consumo humano ou dguas minerais ou naturais envasadas:

Presenca de enterococos - contagem prejudicada devido a crescimento confluente

7.2.4.2 — Para aguas brutas ou efluentes, calcular o resultado conforme o item 7.1.4.2:

Unidades formadoras de colonias de enterococos > valor obtido/100mL

8 Procedimento de verificagdo para controle de qualidade

A verificacdo das colbnias tipicas com halo azul, para confirmag¢do dos enterococos € recomendada
como controle de qualidade e fornecimento de dados para uma avaliacdo do desempenho do método
em relacdo as amostras analisadas, devendo ser realizada periodicamente.

8.1 A partir das placas de uma determinada amostra, selecionar um niamero de no minimo 10 col6nias
tipicas bem isoladas, para serem submetidas ao procedimento de verificagéo.

Nota: Se o numero total de col6nias tipicas for menor que 10, confirmar todas as coldnias.

8.2 Identificar placas de agar infusdo de cérebro e coracdo (agar BHI) de tal modo que cada coldnia
corresponda uma placa de meio.
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8.3 Com auxilio de uma agulha de inoculacdo, devidamente flambada e resfriada, estriar e espalhar
para isolamento um indculo de cada coldnia tipica em placas de agar BHI e incubar a 35 + 0,5°C por um
periodo de 24 + 2 a 48 + 4h.

8.4 Apls o periodo de incubacao, transferir, com auxilio de uma agulha de inoculacdo, devidamente
flambada e resfriada, partes de uma coldnia bem isolada de cada placa de agar BHI para um tubo de
caldo BHI e duas laminas de vidro.

8.5 Incubar o caldo BHI a 35 + 0,5°C por 24+2h.

8.6 Em uma das laminas de vidro, na qual foi colocada a cultura, adicionar algumas gotas de perédxido
de hidrogénio a 3 % A formacao de bolhas constitui teste de catalase positivo, indicando que a coldnia
nao pertence ao género Enterococcus. Se o teste de catalase for negativo (isto €, nao produz bolhas),
realizar uma coloracdo de Gram na segunda lamina de vidro, para posterior microscopia. Os
enterococos se apresentam como cocos Gram-positivos, se o resultado for diferente, ndo prosseguir
com 0s outros testes.

8.7 A partir do crescimento em caldo BHI transferir um inéculo para os seguintes meios:
8.7.1 agar bile esculina: incubar a 35° + 0,5°C por 48 + 4h;

8.7.2 agar BHI: incubar a 10° + 0,5°C por 48 * 4h;

8.7.3 caldo BHI: incubar a 45° + 0,5°C por 48 * 4h;

8.7.4 caldo BHI com 6,5% NacCl: incubar a 35° + 0,5°C por 48 + 4h;

8.8 As colbnias que apresentarem catalase negativa, cocos Gram-positivos, hidrélise da esculina em
agar bile esculina (isto €, produzem precipitado preto ou marrom), crescimento em caldo BHI a 45 +
0,5°C, em agar BHI a 10 + 0,5°C e caldo BHI com 6,5% NaCl a 35 + 0,5°C sdo confirmadas como
enterococos.
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