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INTRODUGAO

D'Herelle em 1917 foi um dos primeiros pesquisadores a isolar e des
crever um fenomeno litico nao especifico em placas de culturas bac
terianas. Este autor observou que o principio litico poderia ser pas
sado diversas vezes de uma cultura para outra, 1evantahdo a hipétese
de que se tratava de um virus patogénico para a bactéria que causava
lise de seu hospedeiro enquanto se multiplicava. Este . microrganismo
foi denominado de bacteriofago ou‘fago. Colifago € o nome genérico

aplicado a bacteriofagos que atacam bactérias Escherichia coli. Dife

rentes tipos de fagos tém sido isolados de aguas poluidas. Na litera
tura encontram-se relatos de diversos autores citando estudos feitos
no sentido de tentar padronizar metodos de isolamento de colifagos pa
ra varios tipos de agua. Estes métodos incluem filtragoes, concentra
goes, plaqueamento direto ("pour plate" e "overlay"), metodo do nﬁmg
ro mais provavel (NMP) e outros. Acredita-se que 0S colifagos este

jam presentes sempre que as bactérias Escherichia coli sa0 isoladas

e por esta razao podem servir como indicadores de poluigéo. Atualmen
te, ainda o indice de coliformes € o parametro microbiologico corren
temente utilizado para avaliar a qualidade da égua e o risco de presencga de
microrganismos patogénicos. No entanto, tem-se levantado a questao
quanto & sua utilidade em indicar a presenga de virus na agua. A de
teccao de niveis de bacteriofagos na agua tem sido entao proposta por

alguns pesquisadores como um meio de avaliagao da contaminagao da
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égua por esgoto onde estao presentes concomitantemente bactérias e
virus enteropatogenicos.

1 OBJETIVO

1.1 Esta Norma prescreve o metodo utilizado para determinagao de co

lifagos em amostras de égua tratada, natural e de esgoto.

2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicagao desta Norma é necessario consultar:

- M1.001 - Lavagem, preparo ¢ esterilizacgao de materiais em labo

ratorio de microbiologia

!

L5.215 - Prova de adequabilidade biologica da agua destilada pa

ra fins microbiologicos

L5.216 - Controle de qualidade de meios de cultura
Guia de Coleta e Preservagao de Amostras de Agua, da CETESB.

3 DEFINIGOES

Para os efeitos desta Norma sao adotadas as seguintes definigoes:

3.1 Colifagos

Nome genérico aplicado a bacteriofagos que atacam bacterias Escherichia

coli.

3.2 Placas

Areas circulares incolores na camada de crescimento bacteriano con

fluente, visiveis quando a E.coli infectada e lisada.

3.3 EDTA

Acido etilenodiaminotetracetico.

3.4 p.a.

Para analise.

3.5 q.s.p.

Quantidade suficiente para.

4 APARELHAGEM

4.1 Vidraria, materiais e equipamentos

4.1.1 Estufa para esterilizagao e secagem

A estufa deve acondicionar pipetas, placas de Petri, frascos para cQ
leta e toda a vidraria e aparelhagem que pode ser esterilizada por

calor seco, € ter capacidade suficiente para permitir a circulagéo
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do ar quente ao redor do material a ser esterilizado. Deve ser equil
pada com um termometro e um termostato e operar normalmente a uma tem
peratura de 170 a 180°C. O tempo de esterilizagéo para a maior parte
da vidraria € de 2 horas, a temperatura de 170 a 180°C.

4.1.2 Autoclave

Deve ter tamanho suficiente para permitir a circulagao do vapor ao

redor do material a ser esterilizado por esse método e ser equipada
com valvula de seguranga, com um manSmétro e com um termometro, cujo
bulbo ficara na diregéo da linha de escape do vapor condensado (drg
no). A autoclave e normalmente operada a uma pressao de vapor de 15
libras por polegada quadrada, produzindo, em seu interior, uma tempe
ratura de 121,6°C ao nivel do mar. Deve-se observar, em seu funciona
mento, a substituigao por vapor de todo o ar existente na camara. A
operagéo total de uma autoclave deve durar no maximo uma hora, sendo
recomeridado o acompanhamento dos ciclos de operagéo e os registros de
tempo-temperatura. E recomendavel que a autoclave atinja a tempera
tura de esterilizagao de 121°C em 30 minutos e mantenha essa tempera

tura durante o periodo de esterilizagao.

4.1.3 1Incubadora bacteriologica

Dever ser equipada com termostato e projetada de tal forma que a tem
peratura em todas as partes utilizadas seja 35 b O,SOC, com capacida
de suficiente para permitir a circulagao do ar ao redor de todas as
culturas, quando o material de trabalho estiver sertdo incubado. Para
verificar a temperatura de uma incubadora grande, devem ser coloca
dos um ou mais termometros, com o bulbo submerso em agua, glicerina
ou oOleo mineral, em lugares representativos da camara e feitos regis
tros periddicos da temperatura. A incubadora devera manter 75 a  85%
de umidade relativa e ser colocada em local onde a temperatura perma
nega preferencialmente na faixa de 16 a 27°c.

4.1.4 Banho-maria

Equipado com termostato para temperatura de 55°C, com capacidade su
ficiente para comportar recipientes contendo meios de cultura, cuja
temperatura deve ser estabilizada antes da distribuicao em placas de
Petri.

4,1.5 Destilador de égua ou aparelho para desionizagéo

Deve produzir agua nao toxica, livre de substancias que impegam ou

interfiram na multiplicagéo bacteriana.

4.1.6 Potenciometro
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Deve ter escala bem legivel e medir com precisao minima de 0;1 unida
de de:pH. A calibragao do potenciBmetro deve ser feita pelo menos du
as vezes ao dia, com tampSes de pH 4,0, pH 6,86 e pH 9,18.

4,1.7 Balanga
Com sensibilidade minima de 0,1 g ao pesar 150 g.

4.1.8 Refrigerador

Certificado para manter a temperatura na faixa de 2 a 8°C, com capa
cidade para conter os meios de cultura e solugSes a serem mantidos
sob refrigeracao. Sua limpeza e desinfecgao devem ser feitas perio
diecamente.

4.1.9 Congelador

Com regulagem para manter a temperatura na faixa de -20%. £ destina
do ao armazenamento das suspensoes da bactéria padrao E.coli C.A lim

peza e desinfecgao devem ser feitas periodicamente.

4.1.10 Contador de colonias

Tipo Quebec ou similar, preferencialmente com campo escuro, ou outro

modelo que fornega aumento equivalente (1,5 diametros) e possibili

te visualizagao satisfatoria das placas a serem contadas.

4.1.11 Espectrofotometro

Com monocromador de espectro continuo na faixa visivel de 520 nm, trans
mitancia de 0-100% e absorvancia de 0-2.

4.1.12 Materiais para preparagéo de meios de cultura

Recipientes de vidro ou ago inoxidavel. O material de aquecimento e
os bastdes devem estar limpos e isentos de qualquer substancia toxica
(nunca devem ser de cobre).

4.1.13 Frascos para coleta de amostras

De vidro neutro ou pléstico autoclavavel nao toxico, com capacidade

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

4,1.14 Pipetas )
Pipetas tipo Mohr de 1 mL, 5 mL e 10 mL, com graduagéo de 1/10 e er

ro de calibragéo inferior a 2,5% e com bocal para tampao de algodéo.
Sao guardadas em caixas de ago inoxidavel, podendo tambem ser embru
lhadas individualmente em papel. Sao esterilizadas por calor seco a
170 - 180°C, durante duas horas.

4,1.15 Tubos de ensaio

Tubos de ensaio de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com capa

cidade adequada para conter o volume necessario de meio de cultura e
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o inoculo da amostra. Usualmente sao empregados tubos de.ensaio de
12 mm x 120 mm ¢ 16 mm x 150 mm.

4,1.16 Placas de Petri

Devem ser de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro de boa qualidade

com fundo perfeitamente plano, sem ranhuras e bolhas de ar, com 100

mm de diametro e 15 mm de altura.

4,1.17 Bico de Bunsen

4.1.18 Tripe

4,1.19 Tela de amianto
De tamanho 22 x 22 cm.

4.1.20 Alcas de inoculagao

De platina, platina-iridio ou niquel-cromo, com 7 a 8 cm de comprimen
to e 0,5 mm de diametro, apresentando na extremidade uma parte encur
vada, formando um aro com diametro minimo de 3 mm; com cabo de metal
(cabo de Kolle).

4,1.21 Estantes

Para tubos de ensaio de 12 mm x 120 mm e 16 mm x 150 mm, podendo ser

de arame galvanizado (para utilizacao em incubadoras) ou de ago 1ino
xidavel ou arame galvanizado plastificado (para utilizagéo em banho-

-maria).

4.1.22 Porta-pipetas de ago inoxidavel

4.1.23 Seringa automatica

Tipo Cornwall, de 10 mL. :

4.1.24 Alcoometro

4.1.25 Flaconete

Do mesmo tipo utilizado para acondicionar penicilina, com capacidade
de 5 mL, e tampa de borracha.

4.1.26 Algodao hidrofilo

4,1.27 Fita crepe

4,1.28 Fitas adesivas

Para controle do material submetido a esterilizagao, em estufa ou
autoclave.

4.1.29 Papel aluminio

4.1.30 Papel Kraft
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5 EXECUGAO DO ENSAIO

5.1 Principio do método

A determinagao de colifagos em uma amostra baseia-se no principio de
que, definindo condigoes de nutrigao, hospedeiro, temperatura e tem
po de incubagao, se houver colifagos na agua, havera formagao de pla
cas de lise que serao visualizadas apos determinado periodo de incaba
cho. Para tal, volumes adequados da amostra sao inoculados, juntamen
te com a cultura da bactéeria hospedeira E.coli C, em placas de Petri
contendo meio de cultura especifico. Os colifagos infectam e se mul
tiplicam na bactéria sensivel e, apos um periodo de incubagao de 4 a
6 horas a 35°C se formarao areas circulares de descontinuidade do
crescimento bacteriano, as placas,em todos os locais onde as bacté
rias foram lisadas por particulas de fagos.Cada bacteriofago infectante
produz na célula do hospedeiro aproximadamente 200 descendentes e estes in
fectarao a seguir as celulas bacterianas vizinhas. A partir da con
tagem das placas formadas no meio de cultura especifico, calcula-se

o numero de colifagos presentes na amostra.

5.2 Meios de cultura e solugoes

5.2.1 Reagentes

5.2.1.1 Para a preparagao dos meios de cultura e solugoes utilizados

nesse ensaio sao os seguintes os reagentes necessarios:

a) acido cloridricogfumegante (HC1) p.a.;

b) agar;

¢) agar nutriente;

d) alcool etilico comercial;

e) caldo nutriente;

f) cloreto de sodio (NaCl) p.a.;

g) dextrose;

h) EDTA (acido etilenodiaminotetracetico) p.a.;
i) extrato de carne em pasta;

j) fosfato dipotassico anidro (K,HPO,) p.a.;
k) glicerina p.a.;

1) hidroxido de sodio (NaOH) p.a.;

m) nitrato de amdnia (NH,NO;) p.a.;

n) nitrato de estrdncio (Sr(NOgz),) p.a.;

o) peptona de soja;

p) tiossulfato de sodio (Na,S,04) pP.a.; e

q) triptona.
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5.2.1.2 Os reagentes devem ser de grau bacteriologico e de procedég
cia idonea, apresentar odor, cor e consistencia inalteradas, ser 11
vres de elementos: bactericidas ou bacteriostaticos inespecificos bem

como de carboidratos inespecificos.

5.2.2 Preparo de meios de cultura

5.2.2.1 Caldo de soja e triptona glicerinado

Formula:
TriptoONa..cce e ieeecesssstsseesanoossasse 17,0 g
Peptona de S0Jja...cevcereecceconaccannans 3,0 g
DEXErOSE it veesrsasocasossossssssansanes 2,5 g
Cloreto de s6dio (NaCl) Pe@.ceceeecceenas 5,0 g
- Fosfato dipotéssico anidro (K2HPO4) p-a.. . 2,5 g
Agua destilada Q.S.D.cecererenaccasccnnns 1 000 mL

Preparo:

Pesar os reagentes e acrescentar 1000 mL de agua destilada fria. Aque
cer, agitando freqlientemente, ate a completa dissolugao, tomando cui
dado para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Resfriar
a 25°¢C e ajustar o pH paba 7,3 com solugao de hidroéxido de sodio ou
acido cloridrico 0,1 ou 1N. Acrescentar no meio 10% de glicerina Dp.a.
e autoclavar a 121°C durante 15 minutos. Armazenar em geladeira, de
2 a 8°C.

5.2.2.2 Agar de soja e triptona

Formula: '
Triptona...... cecssensecns ceecsanenne ceo e 15,0 g
Peptona de S0Ja...cceesvsecscacasaacsnses 5,0 g
Cloreto de s0dio (NaCl) P.@..ceeeencennnn 5,0 g
Y <P AU S P 15,0 g
Agua destilada g.s.pP....... ceevacseaceven 1 000 mL

Preparo:

‘Pesar 0os reagentes e acréscentar 1 000 mL de égua destilada fria. Aque
chr em banho-maria, agitando freqglientemente, ate a completa dissolu
gao. Resfriar e ajustar o pH para 7,3 com solucao de hidroxido de so
dio ou acido cloridrico 0,1 ou IN. A esterilizagao € efetuada em au

toclave a 121°C, durante 15 minutos.

Notas: &) Antes da autoclavagao, distribuir volumes de 5 a 8 mL em
tubos de 12 mm x 120 mm, tamponar e esterilizar. Apés a
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esterilizagao e enquanto o meio ainda estiver quente,. ©co
locar os tubos em posigéo inclinada até»que o meio se soO
lidifique;

" b) Para distribuigéo em placas de Petri, autoclavar o meio
previamente, resfriar a 45°C e distribuir assepticamente,
com seringa automatica tipo Cornwall, volumes de 20 a 25
mL em placas de Petri de 15 mm x 100 mm. Armazenar em g€

ladeira.

5.2.2.3 Agar de soja e triptona modificado

Formula:
Triptona........c.. ceens e cesons cesesens .o 17,0 g
PeptOona..sceeeecaceaacacasessa et seesss e .. 3,0 g
Dextrose...c.ceieeaecs Ceeeesessesan cereeseseas ' 2,5 g
Cloreto de sodio (NaCl) p.@........ e .. 5,0 g
Fosfato dipotassico anidro (K, HPO,) p.a..... 2,5 g
Nitrato de amonia (NH4N03) DeBleveeeannns cens 1,6 g
Nitrato de estroncio (Sr(NOz),) P.@......... 0,21 g
Agar..cieeeeeeasns cecesssnssesssasseesnas ceas . 15,0 g
Agua destilada Q.S.Pececeveens e cenn 1 000 mL

Preparo:

Pesar os reagentes e acrescentar 1 000 mL de agua destilada fria. Aque
cer em banho-maria, agitandd freqlientemente, até a completa dissolu
cao. Resfriar e ajustar o pH para 7,3 com solugao de hidroxido de so
dio ou acido cloridrico 0,1 ou 1N. Distribuir volumes de 5,5 mL em
tubos de ensaio de 16 mm x 150 mm. Tamponar e esterilizar em autocla
ve a 121°C durante 15 minutos.

5.2.2.4 Caldo nutriente 20 x concentrado

Formula:
Caldo nutriente (Difco)...ceeeveees.n Ceeeeenn 160 g
Cloreto de 50dio (NaCl) Pe@eeeeecorovecnannns 100 g
Agua destilada g.S.Deeccececesannascaacasns .. 1 000 mL
Preparo:

Pesar os reagentes e acrescentar 1 000 mL de égua destilada fria. Aque
cer, agitando freqlientemente ate a completa dissolucao, tomando cui
dado para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Distri
buir volumes de 100 mL em frascos apropriados. Tamponar e esterilizar

em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Armazenar em geladeira de
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2 a 8%. -

5.2.2.5 Caldo nutriente

Formula:

Caldo nutriente (DifCO)..cecerercocoacnsas 8 g
Agua destilada Q.S.Pececcesceccnsransnnnas 1 000 mL

Preparo:

Pesar 8 g de caldo nutriente e acrescentar 1000 mL de éguadestilada
fria., Tamponar e esterilizar em autoclave a 12100 durante 15 minutos.
Armazenar em geladeira, de 2 a SOC.

Nota: Na falta do caldo nutriente désidratado, pesar:

Extrato de carne........ cesesnsesnsasnaanen : 3 g
Peptona......cveeeees cestesesssasasensnanns . 8 g
Agua destilada g.S.pP.-v.... e e 1 000 mL

5.2.2.6 Agar nutriente

Formula:
Agar nutriente (Difco)........ R 23 g
Cloreto de sodio (NaCl) p.a..... e ceen ’ 5 g
Agua destilada Q.S.Peveecccncssas e .. ' 1 000 mL
Preparo:

Pesar os reagentes e acrescentar 1 000 mL de égua destilada fria. Aque
cer em banho-maria, agitando freqglientemente ate a completa dissolu
c30. Resfriar e ajustar o pH para 7,3 com solugao de hidroxido de so
dio ou acido cloridrico 0,1 ou 1IN. Esterilizar em autoclave a 121°¢
durante 15 minutos. Resfriar a 45°C e distribuir assepticamente, com
seringa tipo Cornwall, volumes de 20 a 25 mL em placas de Petri de
15 mm x 100 mm. Armazenar em geladeira, de 2 a 8°c.

Nota: Na falta do agar nutriente desidratado pesar:

Extrato de carne.....ceceeeeaccs s eeennes e 3 g
Peptona............ ceseccacssensaasscensen s 8 g
Agar......... et eteteneee e et 15 g
Agua destilada Q.S.Deceecececoroans Ceeeaaes 1 000 mL

5.2.2.7 Agar nutriente de superficie

Formula:

Caldo nutriente....cceeveeesecscceccscscnnacs 8 g
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Cloreto de 50dio (NACl) Pe@.cecsraccccccnanssss ) 5 g

AEAr . ettt iieeeessasecsssronsesascasanns ceee 10 g

Agua destilada Q.S.Pe-ceecesrcrsonoasascscsocss 1 000 mL
Preparo:

Pesar os reagentes e acrescentar 1000 mL de agua destilada fria. Aque
cer em banho-maria, agitando freqglientemente ate a completa dissolu
gao. Resfriar e ajustar o pH para 7,2 com solugao de hidroxido de sé
dio ou acido cloridrico 0,1 ou 1N. Distribuir volumes de 5,5 mL em
tubos de ensaio de 16 mm x 150 mm. Tamponar e esterilizar em autocla
ve a 121°C durante 15 minutos.

5.2.3 Preparo de solugoes

5.2.3.1 Solucao de acido cloridrico 1N

Formula:
Acido cloridrico fumegante (HCl a 37%) p.a..... 83,5 mL
Agua destilada Q.S.Deecececacecsorasassrassscas 1 000 mL
Preparo:

Diluir vagarosamente 83,5 mL de acido cloridrico fumegante em 1000 mL
de agua destilada. Adicionar o acido a agua e nunca a agua sobre o
acido. |

5.2.3.2 Solugao de hidroxido de sodio 1N

Formula:

Hidroxido de s0dio (NAOH) Pe@eeecsccrsoscnsanns 40,0 g
Agua destilada Q.S.Diccececeseccesasssasessacas 1 000 mL

Preparo:

Pesar 40 g de hidroxido de sbdio, colocar em um baldo volumétrico e
completar o volume para 1 000 mL com égua destilada. Homogeneizar bem

até a completa dissolugio do hidroxido de sodio.

5.2.3.3 Solucgao de alcool a 70%

Preparo:

A 700 mL de alcool etilico comercial acrescentar quantidade de agua
suficiente (aproximadamente 200 a 300 mL) para obter uma solugao de

4lcool a 70%. Essa verificagao ¢ feita através do uso do alcodmetro.

5.2.3.4 Solugao de tiossulfato de sodio 1,8%

Formula:
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Tiossulfato de sodio (Na,5,05) Peeeeneennnn. 18,0 g
Agua destilada Q.S.Peceecsccscsocasoceasccnses 1 000 mL

Preparo: M

Pesar 18 g de tiossulfato de sodio e dissolver em 1 000 mL de agua
destilada. Armazenar em frasco bem vedado. Ao serem preparados 0s
frascos para coleta de amostras de éguas tratadas, adicionar aos mes
mos, antes de sua esterilizagao,0,1 mL dessa solugao para cada 100 nL
da amostra a ser coletada.

5.2.3.5 Solugao de EDTA a 15%

Formula:

EDTA (acido etilenodiaminotetracetico).veeeee.. 150 g
Agua destilada Q.S.Deeceecesccocesccsssnsonnons 1 000 mL

Preparo:

Pesar 150 g de EDTA e dissolver em 1 000 mL de agua destilada. Ajus
tar o pH para 6,5. Armazenar em frasco bem vedado. Ao serem prepara
dos os frascos para coleta de amostras de éguas suspeitas de conterem
metais pesados, adicionar aos mesmos, antes de sua esterilizagéo, 0,3

mL dessa solugao para cada 100 mL da amostra a ser coletada.

Nota: Alem da solugao de EDTA, no volume especificado acima, deve

ser adicionado aos frascos de coleta dessas amostras 0,1 mL de
uma solugao de tiossulfato de sodio a 10% para cada 100 mL da
amostra a ser coletada.

5.3 Amostragem

Deve ser realizada conforme descrito no Guia de Coleta e Preservagao
de Amostras de Agua, CETESB.

5.3.1 Amostra

5.3.1.1 Identificagao: a amostra deve ser bem identificada e todas
as informagSes sobre a mesma devem ser completas (n? da amostra, da
ta, local, pH, temperatura, cloro residual e outras informagSes ne
cessarias para que os resultados possam ser interpretados corretamen
te).

5.3.1.2 Agente neutralizador de cloro residual: para a coleta de amos
tras de éguas tratadas, deve-se adicionar ao frasco de coleta, antes
de sua esterilizagao,0,1 mL de uma solugao a 1,8% de tiossulfato de
s6dio para cada 100 mL da amostra, para neutralizar a agéo do cloro
residual., Essa quantidade de tiossulfato de sodio e suficiente para
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neutralizar concentragoes de ate 5 mg/L de cloro residual, sendo ade
quada para as amostragens de rotina. Em situagSes especiais, como por
exemplo em emergencias, em que o residual de cloro pode ser maior,
uma maior quantidade de tiossulfato é 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 esta quantidade suficien

te para neutralizar concentragoes de até 15 mg/L de cloro residual.

5.3.1.3 Agentes quelantes: para a coleta de amostras de aguas polui
das, suspeitas de conterem concentragGes superiores a 0,01 mg/L de
metais pesados, tais como cobre, zinco, etc.,, deve-se adicionar ao
frasco de coleta, antes de sua esterilizagao, 0,3 mL de uma solugao
a 15% de EDTA, para cada. 100 mL da amostra, alem do tiossulfato 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 coleta
separadamente ou jé combinada com a solugao de tiossulfato de sodio
antes da adicao. O EDTA atua como agente quelante, reduzindo a agao
toxica de metais, apresentando uma ‘acao mais ampla que o tiossulfato
de sodio, o gqual, na concentragao empregada, previne apenas a agao
bactericida do cobre.

5.3.1.4 Transporte e conservagéo: apés a coleta, a amostra deve ser
enviada ao laboratério o mais rapido possivel. O tempo maximo ideal
entre a amostragem e inicio do exame € de 8 horas, sendo que o tempo
limite nao deve exceder 24 horas. As amostras devem ser transporta
das sob refrigeracio (4 a 10°C) e conservadas assim até o inicio do

exame.

5.4 Procedimento para analise de amostras de aguas naturais e de es

goto

5.4.1 Preparo da cultura bacteriana hospedeira Escherichia coli C
(ATCC n® 13 706)

5.4.1.1 Com auxilio de uma alga de inoculagao devidamente flambada
e esfriada, colher um inoculo da cultura estoque de E.ggli C, contida
em tubo com égar de soja e triptona, e transferi-la para 10 mL de cal
do de soja e triptona glicerinado.

5.4.1.2 Incubar esse meio a 35 s O,SOC, durante 18 a 24 horas.

5.4.1.3 Apés o periodo de incubacao e obedecendo aos cuidados de
assepsia, transferir o volume de 10 mL para um frasco que contem 25

mL de caldo de soja e triptona glicerinado.
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5.4.1.4 Homogeneizar a suspensao bacteriana e incubar a” 35 i'O,SOC
até obter uma densidade optica de 0,5 a 520 nm (essa medida & equiva
lente a 1 x 109 E.ggli/mL). As leituras da densidade 6ptica sao rea
lizadas em espectrofothetro previamente calibrado com caldo de soja
e triptona glicerinado esteril.

5.4.1.5 Com uma pipeta esterilizada transferir volumes de 4,5 mL da

suspensao bacteriana para flaconetes estereis e vedar.

5.4.1.6 Estocar em congelador a -20°C, no periodo maximo de 6 sema
nas.

5.4.2 Realizagao do ensaio

5.4.2.1 Antes de iniciar o trabalho, desinfetar a bancada do labo
ratorio, usando uma solugao de alcool a 70% ou outro desinfetante que

nao deixe residuos.
5.4,2.2 Para o inicio da analise proceder da seguinte maneira:

a) descongelar os frascos da bactéria hospedeira E.coli C
em banho-maria a 44,5°C. Utilizar um frasco da cultura
hospedeira para cada amostra;

b) fundir 4 tubos de égar de soja e triptona modificado e
estabiliza-los em banho-maria a 45°C;

¢) efetuar a marcacao de 4 placas de Petri contendo égar de
soja e triptona, anotando,na tampa de cada placa,o n&mg
ro designado pela laboratorio na ficha de registro de exa
mes, o tipo de agua e a diluigao, se utilizada; .

d) homageneizar a amostra, por agitagéo,manual,vinclinandO'o
frasco (formando um angulo de aproximadamente 45°  entre
o brago e o antebrago),e agitando vigorosamente; repetir
a operagéo no minimo 25 vezes; ,

e) para amostras que contenham menos que 1 000 colifagos/100
mL, homogeneizar segundo o item 5.4.2.2.d e proceder a ino
culacao conforme descrito em 5.4.2.3;

f) para amostras que contenham mais de 1 000 colifagos/100 mL,
efetuar diluigaes decimais com égua destilada estéril,pqz
cedendo da seguinte forma:

- anotar, em cada frasco de agua destilada estéril, o nu
mero da amostra e a diluigao que devera conter;

- homogeneizar a amostra (como em 5.4.2.2.d) e, com uma
pipeta estéril de 10 mL e,obedecendo aos cuidados de as

sepsia, transferir 10 mL da amostra para um frasco pre
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viamente identificado, contendo 90 Y 2 mL de égua des
tilada estéril. Estara preparada assim a primeira dai
luigao decimal (10—1), sendo que 1 mL da mesma corres
ponde ac volume de 0,1 da amostra;

- repetir a operagéo segundo o item anterior, com o fras
co contendo a diluigao feita anteriormente (10_1) e des
ta, com uma nova pipeta esteril de 10 mL, transferir 10 mL para
um novo frasco, previamente identificado, contendo 90 t
2 mL de égua destilada esteril. Prepara-se assim a
22 diluigao decimal (10_2), sendo que 1 mL da mesma
corresponde ao volume de 0,01 mL da amostra.

- se necessério, proceder dessa maneira na seqﬁéncia das

diluicdes desejadas (1072, 1074, .......107%. ... 0);

- apds o preparo das diluigoes, selecionar a diluigao
apropriada e proceder a inoculagéo,como descrito em
5.4'2.3.

5.4.2.3 Com uma pipeta esterilizada de 5 mL e, obedecendo aos cuida
dos de assepsia, transferir 5 mL da amostra ou da diluigao apropria
da para cada um dos 4 tubos de agar de soja e triptona modificado.

5.4.2.4 Desprezar a pipeta e, com uma pipeta de 1 mL,inocular 1 mL

da bacteria hospedeira E.coli C a cada um dos tubos.

Nota: Para se obter uma coloragao rosada no meio de cultura, duran

te a leitura dos testes, pode-se adicionar a cada um dos tubos
de agar de soja e triptona modificado 0,08 mL da solugao de
2,3,5 - triphenyl tetrazolium chloride (TPTZ) a 1% em etanol.

5.4,.2.5 Homogeneizar lentamente o conteudo dos tubos e verter cada
um deles em placas de Petri, contendo égar de soja e triptona, previa
mente marcadas.

5.4.2.6 Homogeneizar cada placa de Petri com movimentos circulares
em forma de um oito ( =), aproximadamente dez vezes consecutivas. Os
movimentos devem ser moderados para nao projetar o égar com © inécg
lo na tampa da placa.

5.4.2.7 Apos a solidificagao do agar, incubar as placas em posigao

invertida, a 35 ¥ 0,5°C, durante 4 a 6 horas.

5.4.2.8 Apés o periodo de incubagéo, efetuar a contagem de todas as
placas de lise formadas no agar, com o auxilio de um contador de c¢o
10nias Quebec ou similar.
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5.5 Procedimento para analise de amostras de égua tratada

5,5.1 Preparo da cultura bacteriana hospedeira Escherichia coli C
(ATCC n? 13 706)

5.5.1.1 Com o auxilio de uma alga de inoculagao devidamente flamba
da e esfriada, colher um inoculo da cultura estoque de E.coli C con
tida em um tubo de agar nutriente e transferi-la para 50 mL de caldo
nutriente. |

5.5.1.2 Incubar esse meio a 35 pl O,5°C, durante 18 a 24 horas.

5.5.2 Realizacao do ensaio

5.5.2.1 Antes de iniciar o trabalho, desinfetar a bancada do 1labora
torio, usando uma solugao de alcool a 70% ou outro desinfetante que
nao deixe residuos. '

5.5.2.2 Para o inicio da analise proceder da seguinte maneira:

a) fundir 4 tubos de agar nutriente de superficie e estabi
liza-los em banho-maria a 45°C;

b) efetuar a marcagéo de 4 placas de Petri contendo égar nu
triente, anotando, na tampa de cada placa,o numero desig
nado pelo laboratorio na ficha de registro de exames;

c) a cada 100 mL de amostra acrescentar, com uma pipeta es
téril, 5 mL de caldo nutriente 20 vezes concentrado e 10
mL da cultura bacteriana hospedeira com 18-24 horas de
crescimento em caldo nutriente;

d) homogeneizar a amostra e incubar a 35 ¥ O,5°C por 2 hg
ras, com agitagao constante;

e) apos o periodo de incubagao, transferir 5 mL da amostra
para cada um dos 4 tubos de agar nutriente de superficie
e acrescentar 4 gotas da cultura bacteriana hospedeira;

f) homogeneizar lentamente o conteudo dos tubos e verter ca
da um deles em placas de Petri, contendo égar nutriente;

g) homogeneizar cada placa de Petri com movimentos circula
res em forma de oito (=), aproximadamente dez vezes con
secgﬁivas. Os movimentos devem ser moderados para naor
projetar o égar com o inoculo na tampa da placa;

h) apos a solidificagdo do agar, incubar as placas em posi
¢ao invertida, a 35 t O,5°C,durante 4 a 6 horas;

i) apos o periodo de incubagio, efetuar a contagem de todas
as placas de lise formadas no égar, com o auxilio de um
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contador de colonias Quebec ou similar.

6 EXPRESSAO DOS RESULTADOS

6.1 Amostras de aguas naturais e de esgoto
6.

1.1 O numero de colifagos ¢ obtido multiplicando-se por 5 a soma

toria da contagem das placas de lise nas 4 placas de Petri utiliza
das. O resultado e expresso como unidades formadoras de placa (UFP)
por 100 mL da amostra.

Exemplo:

Placas de Petri I II III IV Total
Placas de lise 5 5 9 6 = 25

Calculo:
25 x 5 = 125 placas/100 mL

6.1.2 Quando forem utilizadas diluigoes da amostra, o calculo € ob
tido multiplicando-se © resultado pelo fator de diluigao correspondente.Noexem
plo descrito no item 6.1.1, considerando ter sido utilizada a diluigéo
decimal 10—1, o resultado final sera 1250 placas/100 mL (125 multi
plicado pelo fator de diluigao 10).

6.2 Amostras de agua tratada

6.2.1 O aparecimento de placas de lise no agar & indicagao positiva
da presenga de colifagos. O resultado é expresso como presenga de co
lifagos em 100 mL da amostra.

6.2.2 Na auséncia de placas de lise,a analise,é considerada negati
va e o resultado & expresso como ausencia de colifagos em 100 mL da
amostra.

/ANEXO A
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ANEXO A - ESQUEMA DE PROCEDIMENTO I -

As Figuras A1 e A2 mostram o esquema de procedimento para aplicagao

do método de deteccio de colifagos em amostras de aguas naturais e

de esgoto.

E. coli (ATCC n? 13706) em agar de soja e triptona

10 mL de caldo de soja e triptona glicerinado
18 a 24 h a 35 £ 0,50C

. Yy
25 mL de caldo de soja e triptona glicerinado
35 ¥ 0,5°C até D.0. de 0,5 em 520 nm

. h
Distribuir 4,5 mL em frascos estereis com tampa

Congelar a -20°C no maximo 6 semanas

.

FIGURA A, - Fluxograma da preparagao da suspensao bacteriana

/FIGURA A2
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Amostra ou | 4,5 mL de E.coli C

Diluigao apropriada (ATCC n® 13706)

!
Inocular 5 mL da amostra e 1 mL de E.coli C em
cada um dos 4 tubos de égar de soja e triptona
modificado (fundido e estabilizado a 45°C)

¥

Inocular em cada uma das 4 placas contendo

agar de soja e triptona
4 a 6 horas a 35 ¥ 0,5°C

y

Contagem de todas as placas de lise

formadas

Expressao dos resultados
UFP/100 mL

FIGURA A - Fluxograma para a realizagéo do ensaio

2

/ANEXO B



CETESB/L5.225 19

ANEXO B - ESQUEMA DE PROCEDIMENTO II -

As Figuras Bl’ 52 e B3 mostram o esquema de procedimento para aplicagao

do método de detecgao de colifagos em amostras de agua tratada.

E.coli C (ATCC n® 13706) em agar nutriente

4

20 mL de caldo nutriente, 18 a 24 h

* 0,5%

FIGURA Bi - Fluxograma da preparagéo da suspensao bacteriana

5 mL de caldo nutriente

20 x concentrado

10 mL da suspensao
bacteriana em ealdo

nutriente

!

Tnocular 5 mL de caldo nutriente 20 x concentrado e

10 mL da suspenséo bacteriana em 100 mL de amostra

Y

+

Incubar 2 h a 35 ¥ 0,5°C, com agitagao constante

FIGURA B, - Fluxograma do enriquecimento da amostra

/FIGURA B

EY

3
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tratada

Amostra de agua

enriquecida

Suspensao
bacteriana
E.coli C

i

do a 45°C).

Tnocular 5 mL da amostra enriquecida e 4 gotas da cultura bacte

riana em cada um dos 4 tubos égar nutriente (fundido e estabiliza

4 a 6 horas a 35 ¥ 0,5°C

Incubar em cada uma das 4 placas contendo agar nutriente

Contagem das placas de lise formadas

i

Expressao dos resultados
Jauséncia ou presenga/100 mL

FIGURA

B, - Fluxograma para a realizagao do ensaio

3

/ANEXO C
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ANEXO C - RECOMENDACOES DE ORDEM GERAL .

C-1 Cuidados especiais com a vidraria

Devem ser obedecidas as prescrigoes da Norma CETESB M1.001.

C-2 Controle da eficiencia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensao de esporos de Bacillus stearothermophilus

em meios de cultura, colocando-os no centro da caixa contendo os mei
os de cultura a serem esterilizados. Estas ampolas, depois da auto
clavagao, sao incubadas em banho-maria a 55°C durante 24 a 48 h. Se
houver mudanga da coloragéo da suspenséo contida nas ampolas de rosa
para amarela, significa que a esterilizagao foi insuficiente, pois

houve desenvolvimento de bacterias.

C-3 Controle de qualidade da agua destilada .

A égua destilada, a ser empregada no preparo de meios de cultura e
solugoes, deve ser de alta qualidade, livre de substancias toxicas
ou nutritivas que possam influenciar na sobrevivencia e crescimento
de microrganismos.é recomendavel a avaliagao periédica de sua quali
dade, atraves da realizagao de ensaios especificos. Ver Norma CETESB
15.215.

C-4 Cuidados no preparo dos meios de cultura

C-4.1 O égar utilizado nos meios de cultura devera ser purificado,
especial para analise microbiologicas.

C-4.2 A hidratacgao .dos meios deve ser realizada com égua destilada
fria, principalmente para os meios que contém égar, pois, se for hti
lizada agua quente, forma-se imediatamente, em torno de cada particu
la de agar uma pelicula que protege o nicleo. Com a elevagao da tempe
ratura, ocorre um aquecimento seco do nﬁcleq que impede que a parti
cula se umedega totalmente. Por esse motivo, aconselha-se deixar os
meios que contenham dgar de molho durante 15 minutos em agua destila
da fria, agitando-se a mistura freqientemente e utilizando recipien
tes com volumes duas ou tres vezes maiores do que seu contetido para
facilitar a homogeneizagao.

C-5 Controle de qualidade dos meios de cultura

C-5.1 Todos os reagentes usados no preparo dos meios de cultura de
vem ser de grau bacteriologico. Isto é particularmente importante,
pois certas impurezas quimicas encontradas em reagentes de grau infe
rior ou comercial podem estar presentes em concentragoes suficientes

para suprimir ou inibir o crescimento bacteriano, ou possibilitar a
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ocorréncia de reagdes inespecificas. .

Q:g;g Antes e apés a esterilizagéo, deve-se verificar o pH de cada
partida de meio de cultura preparado, anotando-se seu valor, a data
" e o nimero de controle do lote. Esta verificagao € fundamental, pois
ha possibilidade de ocorrencia de erros nas pesagens, aquecimento ex

cessivo, contaminagao quimica.

C-5.3 Apés terem sido preparados e antes de serem usados, os meios
de cultura devem ser rotineiramente testados quanto a presenga de

bactérias e fungos.

C-6 Precaugoes

C-6.1 Ao fundir o agar e triptona modificado evitar:

a) colocar excesso de égua no recipiente que ira - conter os
tubos com o agar, pois esta, ao ferver, podera ocasional
mente entrar nos tubos, contaminando o meio;

b) exposigéo prolongada a temperaturas elevadas durante e apés
a fusao;

¢) fundir quantidade do meio superior a que sera usada.

/ANEXO D
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