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Introducéo

As bactérias heterotréficas sdo aquelas que utilizam compostos organicos como fonte de carbono,
estando incluidas neste grupo tanto bactérias patogénicas como aquelas pertencentes ao grupo dos
coliformes. Entretanto, de acordo com estudos epidemioldgicos, foi concluido que, na auséncia de
contaminagdo fecal, ndo h4 uma associacéo direta entre as concentragdes de bactérias heterotroficas
na &gua de consumo humano e efeitos a salide na populagéo geral (BARTRAM, 2003).

As bactérias heterotroficas estéo presentes em todos os tipos de agua, nos alimentos, no solo, na
vegetacdo e no ar. Sua contagem pode fornecer uma indicagdo gera sobre a qualidade
microbiol 6gica da agua tratada, e quando realizada regularmente pode demonstrar alteragdes devido
a0 armazenamento (recrescimento, formacdo de biofilme), eficiéncia dos métodos de tratamento,
integridade e limpeza do sistema de distribuicdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).
Além disso, muitas bactérias heterotréficas apresentam a capacidade de multiplicar-se na rede de
abastecimento por meio da utilizagdo de nutrientes presentes nos materiais empregados em sua
construcéo e, também, de carbono orgéanico assimilavel ou particulado naturalmente presente nas
&dguas. Assim, a redizacd0 dessas andlises pode indicar se determinados materiais ndo sdo
adequados ou se estdo ocorrendo alteracbes na qualidade da é&gua captada (STANDING
COMMITTEE OF ANALY STS, 2002).

Um aspecto extremamente importante € a influéncia inibidora dessas bactérias na deteccdo dos
coliformes. De acordo com estudos redizados, contagens elevadas de bactérias heterotroficas
podem diminuir a freqiéncia de deteccdo de coliformes, quando sdo empregados os métodos
baseados na fermentacdo da lactose. Essa inibicdo € mais acentuada para a técnica de membrana
filtrante do que para a técnica de tubos multiplos, tendo sido observada por alguns pesquisadores ja
com densidades de bactérias heterotréficas de 500UFC/mL, enquanto que em outros estudos essa
interferéncia foi verificada somente quando as concentragbes dessas bactérias eram iguais ou
superiores a 1000UFC/mL. Essa inibicdo ndo ocorre para os métodos que utilizam a técnica do
substrato definido (ALLEN, 2002).
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Segundo a legislacéo brasileira vigente para agua de consumo humano, as bactérias heterotroficas
ndo sdo utilizadas como critério de qualidade, mas sua concentracdo deve ser determinada em 20%
das amostras analisadas quanto a presenca de coliformes e seu valor ndo deve ultrapassar 500
UFC/mL (BRASIL, 2004). Quanto a &gua mineral natural e a &gua natural, a legisacdo estabelece
gue a contagem de bactérias heterotréficas sgja realizada diariamente na fonte ou poco (BRASIL,
2000).

A diversidade e concentragdo de bactérias heterotréficas, determinada por meio de um método de
analise, ira depender das variaveis desse método, que incluem a composicdo do meio, o tempo e a
temperatura de incubacdo e a técnica de inoculacdo. Apenas uma pequena proporcdo dos
microrganismos metabolicamente ativos presentes na amostra ir4 crescer e ser detectada na
dependéncia dessas variaveis. Esses resultados também podem apresentar grandes variagfes entre
diferentes locais, épocas do ano e mesmo entre amostragens consecutivas realizadas no mesmo
local (BARTRAM, 2003).

A presente Norma apresenta a técnica de inoculagdo em profundidade (pour plate), recomendada
pela legisacdo americana (ELECTRONIC CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2004) para
contagem de bactérias heterotroficas em égua, seguindo os métodos descritos no "Standard
Methods' (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1998).

1.0bjetivos

Esta Norma prescreve 0 método para determinagdo da densidade de bactérias heterotréficas em
&gua por meio da técnica de inoculagdo em profundidade, como instrumento auxiliar no controle
bacteriol 6gico para:

a) Avdliar adteracbes na qualidade da &gua tratada no sistema de distribuicdo e armazenamento e
também as condic¢des de limpeza do sistema de distribui¢o;

b) Avadliar a eficiéncia das diversas etapas de operacdo das estacOes de tratamento de agua na
remocao de bactérias;

c) Avadliar as caracteristicas microbiol 6gicas de aguas minerais naturais e aguas naturais na fonte ou
POCO;

d) Avaliar as condicfes higiénicas e de protecéo de pogos, fontes e reservatorios;

€) Avadliar a possivel interferéncia na determinacdo de coliformes em &guas quando o método
analitico utilizado na determinacdo desses microrganismos basear-se na fermentacéo da lactose;

f) Avaliar as condic¢des higiénicas e da eficiéncia de operagéo de piscinas.

2.Documentos Complementar es

Na aplicacdo desta Norma é necessério consultar:

ad Normas Técnicas CETESB:
- L5.216 — Controle de qualidade de meios de cultura - Método de Ensaio. CETESB, 1987.
- M1.001-Lavagem, preparo e esterilizacdo de materiais em laboratorios de microbiologia
Procedimento. CETESB, 1986.
2
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b) Guiade Coleta e Preservacio de Amostras de Agua. CETESB, 1988.

c) Manual for the certification of laboratories analyzing drinking water. UNITED STATES. EPA
1997.

3.Definicdes
Para os efeitos desta Norma, séo adotadas as definicbes de 3.1 a 3.3.

3.1- Bactérias heterotr oficas:
Bactérias que requerem um ou mais compostos organicos como fonte de carbono.

3.2 - Densidade bacteriana:
Numero de unidades formadoras de coldnias de bactérias por unidade de volume (UFC/mL).

3.3 - Técnica de inoculacdo em profundidade (pour plate):
Técnica que consiste na adi¢do do meio de cultura fundido e estabilizado a temperatura de 45°+ 1°C
ao inéculo da amostra.

4.Aparelhagem

4.1 - Equipamentos

4.1.1- Balanga

Deve ter sensibilidade de, no minimo, 0,1g a0 serem pesados 150g. As balancas devem ser
colocadas em local adequado, protegidas de vibracBes, umidade e mudancas bruscas de
temperatura; devem ser mantidas limpas e manuseadas por pessoal que conhega seu funcionamento
e sua calibragdo deve ser feita periodicamente.

4.1.2 - Banho-maria

Equipado com termostato para manter a temperatura uniforme (45 +1°C) em todos os pontos, com
capacidade suficiente para comportar recipientes contendo o meio de cultura, o qual apés fusdo
prévia, deve ter sua temperatura estabilizada nessa faixa no momento do uso. O termémetro deve
ter a escala graduada em incrementos de 1°C ou menos.

4.1.3 - Capela de seguranca biologica (camara de fluxo laminar vertical)

Deve ser equipada com filtros HEPA, cuja €eficiéncia é de 99,995 para particulas iguais ou maiores
que 0,3mm. O ar estéril produzido deve ser dirigido em forma de fluxo direto sobre a area de
trabalho, para proporcionar seguranga nos manuseios que devam ser realizados em condigoes de
esterilidade, como também protecéo aos operadores.

4.1.4 - Contador de coldnias
Deve ser utilizado um contador de col6nias tipo Quebec, de preferéncia de campo escuro, e que
fornega aumento equivalente a 1,5 didmetros.
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4.1.5 - Destilador de agua ou aparelho para desionizacao.

Deve produzir agua que obedeca aos critérios de qualidade estabelecidos pela Agéncia Ambiental
Americana no Manua for the certification of laboratories analyzing drinking water (UNITED
STATES. EPA,1997).

4.1.6 - Equipamentos par a esterilizacéo.

4.1.6.1 - Autoclave

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

4.1.6.2 - Estufa (forno) para esterilizagdo

Deve manter a temperatura de 170 a 180°C durante o periodo de esterilizagdo (minimo de duas
horas). O termémetro utilizado para controle de temperatura deve ter a escala graduada em
incrementos de 10°C ou menos, com seu bulbo colocado em areia, durante o uso.

4.1.7 - Incubadora micraobiol6gica equipada com termostato para operar a35+ 0,5°C
Deve manter a temperatura na faixa de 35 £ 0,5°C. O termOmetro deve ter a escala graduada em
incrementos de 0,5°C ou menos e estar imerso em liquido.

4.1.8 - Potencidmetro
Deve fornecer exatiddo minima de 0,1 unidade de pH.

4.1.9 - Refrigerador

Deve manter atemperatura nafaixa de 2 a 8°C, e ter capacidade para conter os meios de cultura e as
solugdes a serem mantidas sob refrigeracdo. O termdmetro utilizado para controle de temperatura
deve ser graduado em incrementos de 1°C ou menos.

4.1.10 - TermOmetros

Devem ter escala adequada a0 uso e a coluna de merclrio ndo deve apresentar interrupcoes.
Também podem ser utilizados termémetros eletrbnicos digitais, desde que apresentem faixa,
sensibilidade e exatidéo adequadas.

4.1.11 - Placa aquecedora
Com temperatura regulavel.

4.2 - Vidraria e material plastico
4.2.1 - Frascos para agua de diluicéo

De vidro neutro, de borossilicato ou de pléstico autoclavavel, com tampas que permitam boa
vedagdo e sgjam livres de substancias toxicas solUveis. Devem ter volume suficiente para conter 90

1 As autoclaves mais modernas que possuem portas deslizantes, com abertura e fechamento automaticos, ciclos programaveis de
esterilizagdo 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 operagao do ciclo normal e o resfriamento durante a exaustao e remogao do vapor.
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+ 2mL de &gua de diluicdo, deixando um espago para permitir uma boa homogeneizagdo quando se
efetuar a agitacdo.

4.2.2 - Frasco para coleta de amostra

De vidro neutro ou de plastico autoclavavel atoxico, com capacidade minima de 125mL, com boca
larga e tampa a prova de vazamento.

4.2.3 - Pipetas®

De borossilicato de 1 ou 2mL, com graduacéo de 1/10mL e erro volumétrico inferior a 2,5%, com
bocal para tamp&o de algoddo. Podem ser utilizadas pipetas descartaveis, de pléstico ndo toxico,
estéreis.

4.2.4 - Ponteiras
Ponteiras de polipropileno estéreis para pipetadores autométicos de 1000mL_..

4.2.5 - Placas de Petri
Devem ser de borossilicato (pyrex) ou de vidro neutro de boa qualidade, com 100mm de diametro e
15mm de altura ou de pléastico ndo téxico, de 90 mm de didmetro e 15mm de altura.

4.2.6 - Tubosde ensaio

De borossilicato (pyrex) ou de vidro neutro, com tampa de rosca de material ndo toxico, com
capacidade adequada para conter 12 a 15mL do meio de cultura (usualmente sdo empregados tubos
de ensaio de 15x150mm).

4.3 - Outros materiais

4.3.1 - Bicosde Bunsen ou similar
Devem ter funcionamento adequado, de modo a produzir combustéo completa.

4.3.2 - Pipetador automatico de 1000nL
Calibrados periodicamente e com erro inferior a 2,5%.

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

4.3.4 - Estojo para pipetas

Usar estojos de aluminio ou aco inoxidavel de tamanho adequado para acondicionamento das
pipetas a serem esterilizadas. Opcionalmente, as pipetas podem ser embrulhadas individua mente
em papel apropriado para a esterilizagao.

4.3.5 - Canecas
Em auminio ou ago inoxidavel, e dimensbes adequadas para comportar os tubos de ensaio
contendo o meio de cultura a ser fundido.

5- Meiosde Cultura e Solucbes

5.1 - Agar triptona glicose extrato de levedura (" Plate Count Agar")

2 Em alternativa & utilizag&o de pipetas de vidro ou descartaveis pode ser utilizado pipetador automatico de 1000ni com ponteiras de
polipropileno, estéreis, especificas para o micropipetador

5
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51.1-Férmula:

Triptona (digerido enzimatico de Caseing)..........cccovvereereereereeneeen. 5,09
Extrato de levedura............ccooeeveeecieie e 2,59
DS (01 = SRS 1,09
o= GO 15,09
AQUATESLIIATAL. ..., 1000mL
pH final apds esterilizacdo...........cccevveeeveciececeens 70+02a25°C

Observacéo: Podem também ser utilizados os meios de cultura descritos no item 8.

5.1.2—-Preparo

Pesar 23,59 do meio desidratado “Plate Count Agar” e acrescentar 1000mL de agua destilada fria,
deixando em repouso durante, aproximadamente, 15 minutos. Aquecer, agitando freqlentemente,
até a completa dissolucdo do meio, tomando cuidado para que ndo seja atingida a temperatura de
ebulicdo. Se necess&rio, gjustar 0 pH com solucdo normal de hidréxido de sodio (NaOH 1N).
Distribuir volumes de 12 a 15mL em tubos de 15mm x 150mm com tampa de rosca e esterilizar em
autoclave a 121°C durante 15 minutos.

5.1.3 — Armazenamento
O meio preparado poderd ser estocado a temperatura ambiente, em loca limpo e livre de poeira
durante, no maximo, 3 meses.

5.2 - Agua de diluigdo

5.2.1-Foérmula;

SOIUGEO-ESIOTUE A ...ttt 1,25mL
SOIUGEO-ESIOQUE B......eeeeeeee s 5,0mL
AQUAdEstilata g.S.p. ......veeveereeeieecieiesee et 1000mL
pH final apos esterilizacao:.........coveveeeevecece e 72101

5.2.2 - Preparo:
a) Preparar a solugdo-estoque A com a seguinte composi ¢&o:

Dihidrogeno fosfato de potassio (KHz POg) ..., 34,09
Aguadestilada g.S.P. ...ccoveveerieieeeese e 1000mL

Preparo: Dissolver o fosfato de potassio com 500mL de &gua destilada, ajustar o pH para 7,2 + 0,5
com solucdo de hidroxido de sodio 1 N e completar o volume para um litro com agua destilada.

Distribuir volumes que sgjam adequados a necessidade de uso do laboratério, em frascos com
tampa de rosca. Esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 minutos. Armazenar em geladeira.®

b) Preparar a solucéo-estoque B, com a seguinte composi ¢ao:

Cloreto de magnésio (MgCh.6H20) .......cccoveeeieecieciesecieceene, 81,19

% Antes da utilizacdo da solugdo-estoque A, deve-se verificar se ndo ha quaisquer evidéncias de contaminag&o microbiana (turbidez,
presenca de material em suspenséo). Em caso afirmativo, essa solugao deve ser descartada.

6
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AQUadestilada g.S.p. ...c.vvvivreeeieeieeeee s 1000mL

Preparo: Dissolver o cloreto de magnésio em 500mL de &gua destilada e completar o volume para
um litro. Distribuir volumes que sgjam adequados as necessidades de uso no laboratério, em frascos
com tampa de rosca. Rotular e armazenar em geladeira;

c) Adicionar 1,25mL da solugdo-estoque A a 5mL da solucdo-estoque B e completar o volume
para um litro com agua destilada;

Distribuir em frascos de diluicdo quantidades adequadas para que o volume fina, ap6s a
esterilizacdo sejade 90 £ 2mL;

d) Esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 minutos.

5.3 - Solucdo normal de hidroxido de sddio (NaOH 1N)

53.1- Formula:
Hidroxido de s6dio (NaOH) ..., 40,09
Aguadestiladag.S.p. «oeeveereeiiere e 1000mL

5.3.2 — Preparo

Pesar 409 de hidréxido de sddio, colocar em um baldo volumétrico e completar o volume para
1000mL com égua destilada. Homogeneizar bem até a compl eta dissol ugéo.

6.Execucéo do Ensaio

6.1 - Principio do método

A técnica de inoculacdo em profundidade para contagem de bactérias heterotréficas baseia-se na
inoculacdo de volumes adequados da amostra em placas de Petri, com posterior adicdo do meio de
cultura triptona glicose extrato de levedura ("plate count agar"). Ap6s 48 horas de incubagdo a 35 +
0,5°C, as bactérias vidveis presentes na amostra, que possam se desenvolver nessas condiges, iréo
formar col6nias que serdo contadas com o auxilio de um contador tipo Quebec ou similar.

6.2 - Amostragem
Deve ser efetuada segundo as especificacbes apresentadas no Guia de Coleta e Preservacéo de
Amostras de Agua (CETESB, 1988).

6.3 — Procedimento:

6.3.1 - Antesde iniciar o trabalho, desinfetar a bancada do laboratério ou da capela de fluxo laminar
usando um desinfetante que néo deixe residuos;

6.3.2 - Proceder inicialmente a fusdo do &gar triptona glicose extrato de levedura, conforme descrito
abaixo:
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a) colocar os tubos contendo 0 meio de cultura em um recipiente (caneca), contendo agua que
atinjaa alturado meio de cultura®;

b) fundir com chapa agquecedora ou bico de Bunsen;

c) dedigar a chapa ou 0 bico de Bunsen tdo logo o meio estgja fundido, para evitar que a dgua
entre em estado de ebulicdo e também que ocorra contaminacao pelo vapor formado;

d) colocar o recipiente contendo os tubos com o0 meio fundido em banho-maria a temperatura de
45+ 1°C para estabilizagdo da temperatura.

6.3.3 - Preparar placas de Petri em duplicata para cada volume da amostra a ser inoculado e
proceder a identificacdo das mesmas, anotando, na tampa de cada placa, 0 nimero da amostra, o
volume a ser inoculado e a data.

6.3.4 - Homogeneizar a amostra no minimo 25 vezes, inclinando o frasco, de modo a formar um
angulo de aproximadamente 45° entre o braco e o antebraco.

6.3.5 - Com uma pipeta estéril de 1 ou 2mL (ou micropipetador de 1000nmL) e obedecendo aos
cuidados de assepsia, transferir volumes em duplicata de 1mL da amostra para as placas de Petri
correspondentes, inclinando a pipeta em um angulo de 45° tocando o fundo da placa.

6.3.6 - Se for necessario examinar volumes decimais inferiores a ImL da amostra, definir esses
volumes em funcéo da sua procedéncia, para que nas contagens possam ser obtidos valores na faixa
de 30 a300 UFC e preparar as dilui¢cdes conforme descrito abaixo:

a) identificar os frascos de diluicéo;

b) homogeneizar a amostra (como em 6.3.4) e, com uma pipeta de 10mL e obedecendo aos
cuidados de assepsia, transferir 10mL da amostra para um frasco contendo 90 £ 2mL de dgua de
diluicdo. Prepara-se assim, a primeira diluigdo decimal (10?), sendo que 1mL dela corresponde
a0,1mL da amostra;

c) com uma pipeta de 1mL, obedecendo aos cuidados de assepsia, transferir ImL da primeira
diluicdo (10'%) para cada placa da duplicata correspondente;

d) homogeneizar o frasco contendo a primeira diluicdo (10'Y) (como em 6.3.4) e com uma nova
pipeta de 10mL esterilizada, transferir 10mL para um novo frasco de diluicdo contendo 90 + 2
mL de agua de diluicdo, obtendo-se assim a segunda diluicdo decimal (1079, sendo que 1mL
dela corresponde a 0,01mL da amostra;

€) com uma pipeta estéril de 1mL, inocular ImL da segunda diluicdo (102 para cada placa da
duplicata correspondente;

f) proceder dessa maneira na seqiiéncia de diluicdes desejadas (10,104,107, ...10™);

6.3.7 - Ap0s a inoculacdo de todos os volumes requeridos da amostra, com todos os cuidados de
assepsia, entreabrir cada placa e acrescentar 12mL do meio de cultura previamente fundido e

* Fundir o meio apenas uma vez
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mantido em banho-maria para a estabilizacéo da temperaturaa 45 + 1°C, tendo o cuidado de secar a
parte externa do tubo e flambar o seu bocal antes de verter o meio de cultura na placa®, ®;

6.3.8 - Homogeneizar o in6culo e 0 meio de cultura contidos na placa com movimentos circulares
em forma de oito, aproximadamente dez vezes consecutivas. Esses movimentos devem ser
moderados, para evitar a projecdo do liquido contra as paredes e a tampa da placa. Deixar as placas
€m repouso para que 0 meio de cultura se solidifique;

6.3.9 - Incubar as placas a 35 * 0,5°C durante 48 + 3h, em posicdo invertida, para evitar a
condensacdo de &gua sobre a superficie do meio de cultura;

6.3.10 - Ap0Gs o periodo de incubacdo, efetuar a leitura das placas com o auxilio de um contador de
col6nias e calcular a densidade de bactérias heterotréficas conforme descrito no item 7.1.

7.Resultados

7.1 - Célculo da densidade de bactérias heterotr 6ficas

7.1.1 - Selecionar para leitura as placas em duplicata correspondentes ao volume inoculado que
tenham fornecido contagens entre 30 e 300 colbnias. Calcular a média aritmética das contagens e
multiplicar o valor pelo inverso da dilui¢éo utilizada;

Exemplo: Para uma amostra, cujo volume selecionado foi 0,001mL (diluicdio 10°) e os valores
obtidos foram 40 e 46 col6nias, calcular conforme descrito abaixo:

Soma dosvaloresdasduplicatas x inverso dadiluicdo = densidade de bactérias heterotr 6ficasmL
2

40 + 46 x 10° = 43.000UFC/mL
2

7.1.2 - Quando as placas correspondentes a todos os volumes inoculados apresentarem contagens
inferiores a 30, efetuar as contagens na duplicata correspondente ao maior volume. Calcular a
média aritmética e multiplicar o vaor pelo inverso da diluicéo utilizada;

7.1.3 - Quando as placas correspondentes a todos os volumes inoculados apresentarem contagens
superiores a 300, porém o menor volume inoculado fornecer contagens proximas a 300, efetuar as
contagens nas placas correspondentes a esse volume. Calcular a média aritmética e multiplicar pelo
inverso da diluicdo utilizada;

7.1.4 - Quando as placas correspondentes a todos os volumes inoculados apresentarem contagens
muito superiores a 300, ha trés casos a serem considerados:

7.1.4.1 - Placas com menos de 10 colonias por cm?: efetuar as contagens em 13cm? (13 quadrados
do contador de colénias’), que apresentem distribuic&o representativa de colnias, em cada uma das

°0 tempo entre o preparo da diluicdo ou inoculagdo da primeira amostra nas placas até a dosagem do meio de cultura na Gltima
amostra ndo deve ultrapassar 20 minutos.

® Antes da dosagem do meio de cultura, verificar sua temperatura colocando um termémetro dentro de um tubo com o meio
9
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placas em duplicata correspondentes ao volume selecionado para a contagem. Multiplicar a soma
das contagens de cada placa por 5 quando a area da placa for de 65cm? (placa de vidro), ou por 4,4
quando a &rea for 57cm? (placa de pléstico). Calcular a média aritmética e multiplicar pelo inverso
da diluicéo utilizada nessas placas;

Exemplo: Quando o volume cuja leitura efetuada foi 0,1mL (diluicdo 10%) e as somas dos 13
quadrados obtidos no contador para cada placa (de vidro) foram 116 e 98, multiplicar o valor de
cada placa por 5. Calcular a média aritmética e multiplicar pelo inverso da diluicéo.

Soma dos valores dos 13 quadrados da placa x 5 = densidade de bactérias heter otr 6ficag/placa

Soma dos valores das duplicatas x inver so da diluicdo = densidade de bactérias heter otr 6ficagmL
2

(116 X5+ (98X 5 x 10 = 5.350
2

7.1.4.2 - Placas com 10 a 100 colénias por cm? efetuar a contagem em quatro quadrados
representativos (4cm? ) em cada uma das placas da duplicata selecionada para leitura. Calcular a
média aritmética das contagens por cm? para cada placa e multiplicar cada resultado pela area da
placaem cm?, 65 para placas de vidro e 57 para placas de plastico;

Exemplo: Para uma amostra cujo volume selecionado foi 0,1mL (diluicdo 10%), e os vaores dos
quatro quadrados das duplicatas foram 50, 40, 43, 37 e 36, 44, 42, 38 em placas de plastico, calcular
conforme segue:

Soma dos valoresdos 4 quadrados x area da placa = densidade de bactérias heterotr 6ficas/placa
4

50+ 40+ 43+ 37 x 57 =2.422,5
4

36+44+42+38 x 57 = 2.280
4

Soma dos valores das duplicatas x inverso da diluicdo = densidade de bactérias heter otr 6ficagmL
2

24225+ 2.280 x 10 = 23.512,5
2

7.1.5 - Caso sgiam encontradas colOnias invasoras a contagem devera ser realizada em porcoes
representativas, livres das colbnias invasoras, respeitando-se as seguintes condicdes: as colbnias a
serem contadas estiverem bem distribuidas nessas areas representativas; quando a &rea coberta pelas
coldnias invasoras ndo exceder a metade da area da placa.

7 . . . . . .
Se possivel, selecionar, para essa contagem, sete quadrados consecutivos horizontalmente e seis quadrados consecutivos
verticalmente, tomando cuidado para ndo contar o mesmo quadrado duas vezes

10
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7.2 - Expressao dos resultados

7.2.1-Expressar 0 resultado em termos de unidades formadoras de colénias de bactérias
heterotréficas por mililitro (UFC/mL);

7.2.2-Procedimentos de arredondamento para obtenc&o do resultado final.

Quando os resultados das médias das placas forem superiores a 100, efetuar o arredondamento, de
tal modo gue o resultado final apresente apenas dois algarismos significativos, segundo as seguintes
regras:

a) Considerando apenas os dois primeiros algarismos da esquerda, efetuar o arredondamento do
segundo algarismo para cima, quando o terceiro for igual ou superior a5, e para baixo, quando o
mesmo for inferior a5;

b) Acrescentar zeros para cada algarismo adicionado ao segundo algarismo da direita, por exemplo
uma contagem de 142 é expressa como 140, e uma contagem de 155 como 160, da mesma
maneira que uma contagem de 1349 é expressa como 1300, e uma contagem de 1350 é expressa
como 1400;

¢) Quando os resultados das médias das placas forem inferiores a 100, ndo ha necessidade de se
fazer arredondamento para o resultado final, por exemplo uma contagem de 35 € expressa como
35. Entretanto, quando o resultado da média apresentar valor 5 apds a virgula, é feito o
arredondamento para cima do algarismo antes da virgula, por exemplo uma média de contagem
68,5 € expressa como 69 ou uma médiade 0,5 é expressa como 1.

7.2.3 - Se as placas correspondentes a todos os volumes inoculados ndo apresentarem colonias,
expressar o0 resultado como <1 multiplicado pelo inverso do maior volume inoculado (exemplo:
para uma amostra, cujo maior volume inoculado foi 0,01mL e ndo se observou crescimento em
nenhuma das placas, o resultado € expresso como <100 UFC/mL).

7.2.4 - Se as placas correspondentes a todos os volumes inoculados apresentarem mais que 100
col6nias por cm?, expressar 0 resultado como >6500 para placas de vidro ou como >5700 para
placas de plastico, multiplicado pelo inverso do menor volume inoculado (exemplo: para uma
amostra cujo menor volume inoculado foi 0,01mL, o resultado é expresso como >650000 (placas de
vidro) ou >570000 UFC/mL (placas de pléstico)®.

8 - Meios de Cultura Alternativos par a Determinacao da Densidade de Bactérias
Heterotr éficas em Agua

Estudos tém demonstrado que a recuperacdo de bactérias heterotroficas em amostras de aguas
oligotréficas vém sendo superior quando sdo utilizados meios de cultura mais pobres em fontes de
carbono e nitrogénio, com incubagdo em temperaturas mais baixas e por tempos mais longos,
portanto meios mais pobres como R2A e Agar NWRI  tém mostrado maior recuperacio de bactéria
heterotréficas quando incubados por longo tempo. Assim sendo, quando se desgja fazer um estudo
com bactérias heterotréficas, onde ndo se necessita rapidez nos resultados, € recomendavel a
utilizagdo desses meios com a determinacdo prévia do tempo e da temperatura de incubagdo ideais.

8 Neste caso, o resultado deve ser expresso como “contagem estimada”.
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8.1- Agar R2A

8.1.1 Férmula

Extrato de levedura 059
Proteose peptona n® 3 ou polipeptona 059
"CaSAMIND BCIAS ......vieeie ettt 059
€] 1T e0 1S 059
AMIdO SOIUVEL........eoiieeeeee e e 0549
Monohidrogeno fosfato de potassio (K2HPOg)....cveeeeveceeiecieceee, 0,39
Sulfato de magnésio (MgSOa, 7H20)......cccviereienereineneeeeeeenes 0,059
Piruvato dE SOUIO. ......ccicveieirie ettt e e s s e s s e e 039
o T SO 15,0 g
YO TUT= X L= i F="o = N 1000 mL
8.1.2—Preparo

Pesar os ingredientes, com excecdo do &gar e acrescentar 1000mL de agua destilada fria. Ajustar o
pH para 7,2 com o monohidrogeno fosfato de potéssio ou dihidrogeno fosfato de potassio sdlido e
acrescentar o agar, deixando em repouso durante, aproximadamente, 15 minutos. Aquecer agitando
freqlientemente, até a completa dissolucdo, tomando cuidado para que ndo segja atingida a
temperatura de ebulicéo. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

8.1.3-Uso

Esse meio de cultura é utilizado nos métodos de inoculagdo em profundidade, inoculacdo em
superficie e de membrana filtrante e a recomendagéo de temperatura e tempo de incubagdo variam
entre 20 a 28°C e cinco a sete dias, respectivamente.

8.2 - Agar NWRI

8-2.1- Formula:

PEDIONAL. ... 3049
CaSEINASOIUVEL ... .oeiieee ettt e s e st e s e e srees 059
Monohidrogeno fosfato de potassio (Ko2HPOg)....ocveveeeecieciecnenee. 0,29

Sulfato de magnésio (MgSOs, 7TH20)......cceveieveneieeieeeieseseeiene 0,059
Cloreto férrico (FECE .6H20).......ccuiiiieieeiese e 0,001 g
o T ST 15,0 g

AQUATESIBOAL..........coeeeceeeeeeeeee e 1000mL

8.2.2—Preparo

Ajustar o pH para 7,2 antes da autoclavagem por 15 minutos a 121°C.

8.2.3-Uso

Esse meio de cultura é utilizado nos métodos de inoculacdo em profundidade, inoculacdo em
superficie e de membrana filtrante e a recomendagédo de temperatura e tempo de incubagdo variam
entre 20 a 28°C e cinco a sete dias, respectivamente.
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