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1 Introducdéo

As bactérias do grupo coliforme tém sido utilizadas por mais de um século na avaliagdo da qualidade
microbiolégica de amostras ambientais (ROMPRE et al., 2002, TALLON et al., 2005), e atendem varios
dos requisitos de um bom indicador de contaminacéo fecal.

Segundo as publicagbes mais recentes da Organizagdo Mundial da Saude e da Associacdo Americana
de Saude Pdublica, bactérias do grupo coliforme s&o definidas como micro-organismos capazes de
fermentar a lactose na presenca de agentes tensoativos, em temperaturas de 35°C (coliformes totais) ou
44 — 45C (coliformes fecais ou termotolerantes), com formacao de acido, gas e aldeido (APHA, 2007,
WHO, 2011) Esses micro-organismos estdo presentes no trato intestinal de humanos e de diversos
animais, mas também podem ser isolados do ambiente (solo, aguas superficiais poluidas e plantas).

Escherichia coli, € uma das espécies desse grupo a qual, particularmente, possui a capacidade de
crescer e fermentar a lactose em temperatura mais elevada, e seu habitat é quase que exclusivamente
restrito ao trato intestinal de seres humanos e animais de sangue quente. As demais espécies de
coliformes termotolerantes apesar de compartiiharem o mesmo habitat de E. coli, também sao
encontradas naturalmente no ambiente, o que faz de E. coli um melhor indicador da presenca de
contaminacao fecal em amostras ambientais quando comparada as demais espécies de coliformes.

Embora ja na década de 70 fossem conhecidas as limitacdes do uso dos coliformes termotolerantes
como indicadores da contaminagao fecal de amostras ambientais, os métodos para identificacdo de E.
coli eram ainda caros, complexos e demorados, sendo assim disponiveis apenas para laboratorios
especializados (EDBERG et al. 2000). Na década de 80, o desenvolvimento de métodos analiticos
baseados na presenca de enzimas de determinados grupos de micro-organismos, como por exemplo, a
B-D-glicuronidase presente em 95% das linhagens de E. coli, permitiu que as analises dessa bactéria
fossem adotadas na rotina dos laboratérios de analises bacterioldgicas de agua (EDBERG et al., 2000,
TALLON et al, 2005). A pesquisa de E. coli no monitoramento de corpos d’agua utilizados para uso
recreacional tem sido adotada pela legislagao de diversos paises (EP 2006; USEPA 1986).
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No Brasil, a Resoluggo CONAMA 357/2005, utiliza como padrdo de qualidade microbiolégico os
coliformes termotolerantes para a classificagdo e enquadramento dos corpos d’agua, mas permite que
esse parametro seja substituido pela analise de E. coli, de acordo com critérios estabelecidos pelo 6rgao
ambiental competente (BRASIL, 2005).

2 Escopo

Esta norma descreve o método de quantificacdo de Escherichia coli utilizando a técnica de membrana
filtrante. Tal metodologia deve ser aplicada no atendimento das seguintes demandas:

- Controle de qualidade de aguas brutas destinadas: ao abastecimento publico (apds tratamento
convencional ou simplificado, ou com simples desinfeccdo), a irrigacdo de hortalicas e plantas, a
recreacao de contato primario (natagdo, esqui-aquatico, mergulho); a criagdo natural e/ou intensiva
(aquacultura) de espécies destinadas a alimentacdo humana e a dessedentacéo de animais;

- Avaliagado do grau de contaminacao fecal em cursos d'agua;

- Avaliacao da eficiéncia dos processos de tratamento de esgoto.

3 Documentos complementares

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

Na aplicagcdo desta norma sugere-se consultar:
- USEPA. Manual for the certification of laboratories analyzing drinking water. Criteria and procedures.
Quality Assurance. 5" Editon. 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 preservacdo de amostras: agua, sedimento, comunidades
aquaticas e efluentes liquidos. Sao Paulo: CETESB; Brasilia, DF: ANA. 2011. 325 p.
4 Materiais
4.1 Equipamentos
4.1.1 Balancas
Nota: As balangas devem ser instaladas em local adequado, protegidas de vibracbes, umidade e
mudancgas bruscas de temperatura. Calibragdes periodicas devem ser efetuadas, bem como verificagdes
da balanga com massas de referéncia.
4.1.1.1 Balancga de topo
E utilizada para pesar quantidades superiores ou iguais a 2g. Deve ter sensibilidade de, no minimo,
0,1g ao serem pesados 150g.
4.1.1.2 Balanga analitica

E utilizada para pesar quantidades inferiores a 2g. Deve ter sensibilidade de, no minimo 1mg ao serem
pesados 10g.
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4.1.2 Destilador de agua ou purificador de agua
Deve produzir agua que obedega aos critérios de qualidade estabelecidos pela Agéncia Ambiental
Americana (USEPA 2005).

4.1.3 Potenciémetro

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

4.1.4 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 esterilizagdo 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 pressao,
também podem apresentar etapas de resfriamento e remocao do vapor como parte do ciclo; para esses
equipamentos, nado é requerido o tempo estrito de 45 minutos para o ciclo, desde que os registros
impressos indiqguem a operagao do ciclo normal e o resfriamento durante a exaustdo e remogao do vapor.

4.1.5 Estufa para esterilizagédo

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 graduacéo ou resolugéo igual ou menor que
10°C, com o seu bulbo ou sensor colocado na areia, durante o uso.

4.1.6 Equipamentos para filtracao

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

4.1.6.2 Frasco Kitasato de paredes espessas, para filtragdo, com capacidade adequada (usualmente
4L), ou suporte para os porta-filiros individual ou multiplo.

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

4.1.6.3 Frasco Kitasato para protecdo, 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.

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

FONTE: CETESB

4.1.7 Incubadora-bacteriologica (35°C)
Deve manter a temperatura na faixa requerida (35 + 0,5°C). O termdmetro utilizado para o controle da
incubadora deve ter a graduacg&o ou resolugdo igual ou menor que 0,5°C e estar imerso em liquido.

4.1.8 Banho-maria (44,5°C)

Equipado com termostato e agitador de baixa velocidade, para promover a circulagao da agua e manter a
temperatura uniforme na faixa requerida (44,5 + 0,2°C) em todos os pontos. A quantidade de &gua no
banho-maria deve ser suficiente para imergir os sacos plasticos (contendo as placas de Petri com o0 meio
de cultura e a membrana), sendo recomendada a troca semanal da agua, para evitar a proliferagéo de
fungos e outros micro-organismos. O termémetro utilizado para o controle do banho-maria deve ter a
graduacao ou resolugao igual ou menor que 0,1°C.

4.1.9 Incubadora do tipo Jaqueta d’ agua (44,5°C)
Deve manter a temperatura na faixa requerida de 44,5 + 0,2°C. Esta faixa de temperatura é obtida por
meio da circulagdo de agua aquecida ao redor de uma camara externa, o que mantém a temperatura no
interior da incubadora constante. O termdémetro utilizado para o controle do banho-maria deve ter a
graduacéo ou resolugao igual ou menor que 0,1°C.

4.1.10 Microscépio estereoscdpico binocular
Para ampliagdo de 10 a 15 didmetros. Para iluminacdo, usar ldampada de luz fluorescente branca (fria).

4.1.11 Refrigerador

Deve manter a temperatura na faixa de 2 a 8°C e ter capacidade para armazenar meios de cultura,
reagentes, solugbes ou amostras que necessitam de refrigeragdo. O termdmetro utilizado para controle
de temperatura deve ter a graduacao ou resolugao igual ou menor que 1°C e estar imerso em liquido.

4.2 Vidraria e materiais plasticos
4.2.1 Balbes

De borossilicato ou de vidro neutro ou plastico autoclavavel atéxico, com capacidade adequada para
conter a agua de diluicdo a ser usada no enxague dos porta-filtros, durante a filtragao das amostras.
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4.2.2 Frasco para coleta de amostra
De vidro neutro ou 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 diluigao

De borossilicato ou vidro neutro, com tampa de rosca que permita boa vedacdo e seja livre de
substancias toxicas soluveis, com capacidade para conter 90 + 2mL de agua de diluicdo, deixando um
espaco suficiente para permitir uma boa homogeneizagado quando se efetuar a agitagao.

4.2.5 Pipetas

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

4.3 Outros materiais

4.3.1 Alcas de inoculagao

Fio de niquel-cromo, platina-iridio ou platina, com 0,5mm de didmetro e 7 a 8cm de comprimento, com um
aro de 3mm de diametro na extremidade, fixado a um cabo metalico (cabo de Kolle). Também podem ser
utilizadas algas 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 sao esterilizadas por calor seco (170-
180°C) durante 2 horas. Apés o0 uso as mesmas sdo autoclavadas a 121°C durante 30 minutos e
descartadas.

4.3.2 Suportes para incubagao

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

4.3.3 Bicos de Bunsen ou similar
Devem ter funcionamento adequado de modo a produzir combustao completa.

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

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

4.3.6 Pincas
De aco inoxidavel, com as extremidades arredondadas.

4.3.7 Placas de Petri
De vidro borossilicato neutro, com 15mm de altura e 100mm de didmetro ou de plastico ndo téxico com
15mm de altura e 90mm de didametro.

4.3.8 Placas de Petri para membrana filtrante
De plastico n&o téxico, estéreis, bem vedadas, de 49mm de didmetro por 13mm de altura.

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

4.3.10 Sacos plasticos

Utilizados para o acondicionamento das placas de Petri de plastico (contendo o meio de cultura e a
membrana filtrante); quando a incubacao desse material é efetuada em banho-maria, esses sacos devem
oferecer condicdes 6timas de vedacao.

4.3.11 Termémetros

Os termdmetros de vidro devem ter escala adequada ao uso (faixa de medigdo e graduagao) e a coluna
de liquido ndo deve apresentar interrupgdes. Os termdmetros eletrénicos digitais devem apresentar faixa
de medigao, resolugao, exatidao e precisdo adequadas ao uso.

Todos os termdmetros devem ser calibrados periodicamente e a corre¢cdo da temperatura deve ser
efetuada, quando aplicavel.

Nota: Nao se recomenda a utilizacdo de termdmetros de vidro contendo mercurio.

5 Meios de cultura e solugcdes

Nota: Para o preparo dos meios de cultura e solu¢des devem ser usados meios desidratados e reagentes
de qualidade comprovada.

5.1. Agar mTEC modificado

5.1.1F6érmula:

Proteose peptona.n® 3 5,09
Extrato de levedura 3,0g
Lactose 10,09
Cloreto de sddio (NaCl) 7,59
Monohidrogeno fosfato de potassio(K.HP0,) 3,39
Dihidrogeno fosfato de potassio(KH,P0,) 1,0g
Lauril sulfato de sédio 0,29
Desoxicolato de sodio 0,1g
5-bromo-6-cloro-3-indoxil-B-D-glicuronideo 0,5¢g
Agar 15,09
Agua purificada 1000mL
pH final apés esterilizacao 7,3+£0,2a25°C

5.1.2 Preparo

Pesar o meio desidratado agar mTEC modificado na quantidade especificada pelo fabricante e
acrescentar 1000mL de agua purificada fria, deixando em repouso durante aproximadamente 15 minutos.
Aquecer em banho-maria, agitando frequientemente, até a completa dissolugdo do meio, tomando
cuidado para que nao seja atingida a temperatura de ebuligdo. Esterilizar em autoclave a 121°C durante
15 minutos. Apods esterilizagdo, manter o meio preparado em banho-maria a 50-55°C, para estabilizacao
da temperatura, até o momento de sua distribuicdo. Distribuir volumes de aproximadamente 4 a 5mL em
placas de Petri de plastico de 49mm x 13mm estéreis.

5.1.3 Armazenamento
O meio preparado devera ser estocado sob refrigeracdo, ao abrigo da luz durante, no maximo, duas
semanas.

5.2 Agua de diluicdo

5.2.1 Férmula:
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Solugao-estoque A 1,25mL
Solugéo-estoque B 5,00mL
Agua purificada 1000mL

5.2.2 Preparo
a) preparar a solugao-estoque A com a seguinte composicao:

Dihidrogenofosfato de potassio (KH2PO4) 34,09
Agua purificada 1000mL

Dissolver o dihidrogenofosfato de potassio em 500mL de agua purificada, ajustar o pH para 7,2 + 0,5
com solugdo de hidroxido de sdédio 1N e completar o volume para 1000mL. 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 refrigeragao, durante no maximo dois meses;

Nota: Antes da utilizagcao da solugao-estoque A, deve-se verificar se ndo ha quaisquer evidéncias da
contaminacao microbiana (turbidez ou presenga de material em suspenséo). Em caso afirmativo, essa
solucao deve ser descartada.

b) preparar a solugido-estoque B com a seguinte composicao:

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

Dissolver o cloreto de magnésio em 500mL de agua purificada e completar o volume para 1000mL.
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 refrigeragdo, durante no maximo
dois meses;

c¢) adicionar 1,25mL da solugédo-estoque A e 5mL da solugéo-estoque B a um litro de agua purificada;

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

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

Nota: A agua de diluigdo a ser utilizada no enxagle de porta-filtros, apds a filtracdo de cada amostra,
pode ser distribuida em baldes ou frascos em volumes adequados as necessidades de uso do
laboratério, devendo ser observado o tempo requerido para a esterilizagao em autoclave do volume
utilizado (30 minutos para volumes de 500 e 1000mL).

5.2.3 Armazenamento
A solugdo preparada podera ser estocada ao abrigo da luz e a temperatura ambiente (inferior a 30°C),
durante, no maximo, duas semanas.

5.3 Solugao de hidroxido de sédio 1N
5.3.1 Férmula:

Hidroxido de sodio (NaOH) 40,09
Agua purificada 1000mL

5.3.2 Preparo
Pesar 40,0g de hidroxido de sodio, colocar em uma baldo volumétrico e completar o volume para 1000mL
com agua purificada. Homogeneizar bem até a completa dissolugao do hidroxido de sédio.
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5.3.3 Armazenamento

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

5.4 Agar nutriente

5.4.1 Férmula:

Extrato de carne 3,0g
Peptona de carne 5,09
Agar 15,0g
Agua purificada 1000mL
pH final apés esterilizagao 6,8+0,2

5.4.2 Preparo

Pesar o meio desidratado na quantidade especificada pelo fabricante e acrescentar 1000mL de agua
purificada fria, deixando em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer em banho-maria,
agitando freqlentemente, até a completa dissolucdo do meio, tomando cuidado para que nao seja
atingida a temperatura de ebuli¢do. Distribuir volumes de 4mL em tubos de ensaio de 12x120mm ou 8mL
em tubos de 16x 150mm e tamponar com algodao cardado. Esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15
minutos. Apds a autoclavagdo e enquanto o meio estiver quente (fundido), colocar os tubos em posicao
inclinada até que o meio se solidifique.

5.4.3 Armazenamento
O meio deve ser armazenado sob refrigeracdo, ao abrigo da luz, por um periodo maximo de 15 dias.

Nota: Meios de cultura distribuidos em tubos com tampa de rosca podem ser armazenados por até trés
meses sob refrigeragao.

5.5 Caldo soja e triptona (TSB)

5.5.1 Férmula:

Triptona. 7,0g
Peptona de soja 3,0g
Dextrose 2,59
Cloreto de sodio (NaCl) 5,09
Monohidrogeno fosfato de potassio (K;HPOy,) 2,59
Agua purificada 1000mL
pH final apés esterilizagao 7,3+0,2

5.5.2 Preparo

Pesar o meio desidratado na quantidade especificada pelo fabricante e acrescentar 1000mL de agua
purificada fria. Aquecer em banho-maria, agitando freqientemente, até a completa dissolugdo do meio
tomando cuidado para que ndo seja atingida a temperatura de ebulicdo. Distribuir volumes de 10mL em
tubos de 16x 150mm com tampa de rosca e esterilizar por autoclavagao a 121°C, durante 15 minutos.

5.5.3 Armazenamento
O meio contido nos tubos rosqueados deve ser armazenado ao abrigo da luz, sob refrigeragdo ou a
temperatura ambiente (inferior a 30 °C) por no maximo 3 meses.

5.6 Agar Citrato de Simmons

-
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5.6.1 Formula:

Dihidrogeno fosfato de améneo (NH4H,PO,) 1,0g
Monohidrogeno fosfato de potassio (K;HPO,) 1,0g
Cloreto de sodio (NaCl) 5,09
Citrato de sodio 2,0g
Sulfato de magnésio (MgSQ,) 0,29
Azul de bromotimol 0,08g
Agar 15,09
Agua purificada 1000mL
pH final apés esterilizacao 6,9+0,2

5.6.2 Preparo

Pesar o meio desidratado na quantidade especificada pelo fabricante e acrescentar 1000mL de agua
purificada fria, deixando em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer em banho-maria,
agitando freqlientemente, até a completa dissolugdo do meio tomando cuidado para que nao seja
atingida a temperatura de ebulicdo. Distribuir volumes de 8mL em tubos de 16 x 150mm, com tampa de
rosca. Esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 minutos. Apds a autoclavacdo e enquanto o meio
estiver quente (fundido), colocar os tubos em posic¢ao inclinada até que o meio se solidifique.

5.6.3 Armazenamento
O meio deve ser armazenado sob refrigeragao, ao abrigo da luz, por um periodo maximo de 3 meses.

5.7 Caldo triptona 1%

5.7.1 Férmula:

Triptona 10,0g
Agua purificada 1000mL
pH final apds esterilizagao 7,2.+.0,2

5.7.2 Preparo

Pesar 10g de triptona e acrescentar 1000mL de agua purificada fria, deixando em repouso durante
aproximadamente 15 minutos. Aquecer em banho-maria, agitando freqlentemente, até a completa
dissolugcdo do meio, tomando cuidado para que ndo seja atingida a temperatura de ebuligdo. Distribuir
volumes de 5mL em tubos de 12 x 120mm e tamponar com algodao cardado ou tampas plasticas
apropriadas para esse tipo de tubo de ensaio. Esterilizar por autoclavagao a 121°C, durante 15 minutos.

5.7.3 Armazenamento
O meio deve ser armazenado ao abrigo da luz, sob refrigeracdo ou a temperatura ambiente (inferior a
30°C), por no maximo 15 dias.

5.8 Reativo de Kovacs

5.8.1 Formula:

p-dimetilaminobenzaldeido 5,09
Alcool amilico ou isoamilico 75mL
Acido cloridrico concentrado 25mL

5.8.2 Preparo

Pesar 5,0g de p-dimetilaminobenzaldeido e colocar em um baldo volumétrico. Em seguida, adicionar
75mL de alcool amilico ou isoamilico para dissolver o p-dimetilaminobenzaldeido. Acrescentar
lentamente, 25mL de HCI. Acondicionar em frasco ambar ou protegido da luz com tampa rosqueada.
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Nota 1: Esse preparo deve ser realizado na capela de seguranga quimica, utilizando-se mascara e luvas
de borracha grossas.

Nota 2: O reativo preparado pode ser adquirido comercialmente.

5.8.3 Armazenamento

Armazenar em frasco ambar ou protegido da luz com tampa rosqueada por trés meses sob refrigeracao
ou, se adquirido comercialmente, de acordo com as instrucdes do fabricante.

5.9 Reativo de oxidase

5.9.1 Férmula:

(;Ioridrato de N,N,N°,N’-tetrametil-p-fenilenodiamina 0,10g
Agua purificada 100mL

5.9.2 Preparo

Pesar 0,1g de cloridrato de N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilenodiamina e acrescentar 10mL de agua
purificada. Em seguida, agitar bem até a completa dissolucdo do cloridrato de tetrametil-p-
fenilenodiamina.

5.9.3 Armazenamento

Armazenar em frasco ambar ou protegido da luz com tampa rosqueada por uma semana sob
refrigeragéo.

5.10 Agar m-Endo LES

5.10.1 Férmula:

Extrato de levedura 1,29
Casitona ou tripticase 3,79
Tiopeptona ou tiotona 3,79
Triptose 7,59
Lactose 9,49
Monohidrogeno fosfato de potassio (K;HPO,) 3,39
Dihidrogeno fosfato de potassio (KH.PO,) 1,0g
Cloreto de sodio (NaCl) 3,79
Desoxicolato de sodio 0,1g
Lauril sulfato de sdédio 0,05¢g
Sulfito de sédio (Na,SOs3) 1,69
Fucsina basica 0,89
Agar 15,0g
Agua purificada 1000mL
pH final apés esterilizagao 7,2+0,2

5.10.2 Preparo

Pesar o meio desidratado na quantidade especificada pelo fabricante e acrescentar 1000mL de agua
purificada fria contendo 20mL de alcool etilico a 95%. Aquecer, agitando freqlientemente, até a completa
dissolugdo do meio tomando cuidado para que nao seja atingida a temperatura de ebulicdo. Estabilizar o
meio de cultura a uma temperatura de 50 - 55°C, em banho-maria. Distribuir volumes de
aproximadamente 15mL em placas de Petri de 90x15mm estéreis. Apds a solidificacdo do meio, embalar
as placas.

5.10.3 Armazenamento
O meio deve ser armazenado ao abrigo da luz, sob refrigeragdo, por um periodo maximo de 15 dias.
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5.11 Meio EC

5.11.1 Férmula:

Triptose ou tripticase 20,09
Lactose 5,0g
Mistura de sais biliares ou sais biliares n° 3 1,5g
Monohidrogeno fosfato de potassio (K;HPOy,) 4,09
Dihidrogeno fosfato de potassio (KH.PO,) 1,59
Cloreto de sodio (NaCl) 5,0g
Agua purificada 1000mL
pH final apods esterilizagao 6,9+0,2

5.11.2 Preparo

Pesar o meio desidratado na quantidade especificada pelo fabricante e acrescentar 1000mL de agua
purificada fria. Aquecer, agitando freqientemente, até a completa dissolugdo do meio, tomando o cuidado
para que nao seja atingida a temperatura de ebuligdo. Em tubos de ensaio de 12mm x 120mm, contendo
em seu interior tubos de Durham invertidos, distribuir volumes adequados para que o volume final, apos
esterilizagao, seja de 5SmL. Tamponar com algodao cardado ou tampas plasticas apropriadas para esse
tipo de tubo de ensaio. Esterilizar por autoclavacao a 121°C, durante 15 minutos.

5.11.3 Armazenamento
O meio deve ser armazenado ao abrigo da luz, a temperatura ambiente (inferior a 30°C), por no maximo
15 dias.

6 Execucdo do ensaio

6.1 Principio do método

A técnica de membrana filtrante para quantificagdo de E. coli baseia-se na filtragdo de volumes
adequados de agua, mediante pressao negativa (vacuo), através de membrana filtrante, com porosidade
de 0,45um. As bactérias ficarao retidas na superficie da membrana, a qual é entdo transferida para uma
placa de Petri, contendo o meio de cultura seletivo e diferencial (dgar m-TEC modificado), com posterior
incubacao a 35 + 0,5°C durante 2 horas, seguida de um periodo de 22-24 horas a 44,5 + 0,2°C. Apds
esse periodo, efetua-se a contagem das colbnias tipicas de E. coli que crescem neste meio com
coloragao vermelha a magenta.

6.2 Amostragem

Deve ser efetuada segundo as especificagdes apresentadas no Guia nacional de coleta e preservagao 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 funcdo de sua
procedéncia, segundo especificagcbes a seguir:

a) para amostras que se supbe menos contaminadas a soma dos volumes filirados deve ser no
minimo 100mL; e

b) para aguas mais contaminadas pode ser requerida a filtragdo de volumes decimais da amostra.

6.3.2 Antes de iniciar o exame, desinfetar a bancada de trabalho, usando como desinfetante alcool etilico
70%.
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6.3.3 Dispor sobre a mesma o seguinte material:
a) porta-filtro(s) previamente esterilizado(s), adaptado(s) ao suporte de filtracdo (“manifold”), o qual é
conectado a um frasco Kitasato, que por sua vez é conectado a um frasco kitasato de protecéo e esse
a fonte de vacuo ou a um garrafao reforgado para vacuo em polipropileno apresentando tampa com
sistema de enchimento;

b) placas de Petri de 49x13mm contendo o meio agar mTEC modificado, identificadas com o numero
das amostras e o volume a ser filtrado;

¢) pinga com as extremidades mergulhadas em alcool etilico contido em um béquer;
d) bicos de Bunsen, para manter o ambiente asséptico e efetuar a flambagem das pingas utilizadas;

e) provetas graduadas estéreis, com abertura recoberta com papel aluminio, identificadas com o
numero da amostra. Podem ser utilizados porta-filtros graduados com marcacgéo externa, desde que
0s mesmos apresentem erro volumétrico inferior a 2,5%;

f) agua de diluigéo estéril contida em baldes ou frascos de 1000 mL e frascos para diluigdo (volume de
90 £ 2mL); e

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

6.3.4 Preparacéao 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, com a face quadriculada voltada para cima,
centralizando-a sobre a parte inferior do porta-filtro;

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

c) para o controle de contaminacdo de cada porta-filtro usado, efetuar a filtragdo de um volume de
100mL de agua de diluigido estéril antes da filtragdo das amostras e apds a filtracdo de 10 amostras.

6.3.5 Preparacao da amostra para a filtracao

6.3.5.1 Para volumes iguais ou superiores a 10mL.:

a) homogeneizar a amostra, por agitacdo manual, inclinando o frasco (formando um angulo de
aproximadamente 45  entre o braco e antebraco) e agitando vigorosamente; repetir a operacdo no
minimo 25 vezes; e

b) distribuir os volumes requeridos da amostra em provetas graduadas estéreis, previamente
identificadas, ou 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 descrito em 6.3.5.1.a e, com o auxilio de uma pipeta estéril retirar o
volume desejado e adicionar a um frasco contendo 90mL de agua de diluicdo estéril (este volume
servira apenas de suporte para que as possiveis bactérias existentes na amostra se distribuam
uniformemente na superficie da membrana, ao ser efetuada a filiracao); e

b) homogeneizar e proceder a filtragado como em 6.3.6.

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

a) proceder a marcagao de cada frasco de agua de diluicdo estéril, anotando o nimero da amostra e a
diluicdo que devera conter;
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b) homogeneizar a amostra como descrito em 6.3.5.1.a e, com uma pipeta estérii de 10mL e,
obedecendo aos cuidados de assepsia, transferir 10mL da amostra para um frasco previamente
identificado, contendo 90 + 2mL de agua de diluigdo estéril. Estara preparada assim a primeira diluicao
decimal (10'1), sendo que 1mL da mesma corresponde ao volume de 0,1mL de amostra;

c) repetir a operagao segundo o item anterior, com o frasco contendo diluicao feita anteriormente (10°
1), e desta, com uma nova pipeta estéril de 10mL, transferir 10mL para um novo frasco, previamente
identificado, contendo 90 + 2mL de agua de diluicdo estéril. Prepara-se assim a segunda diluicdo
decimal (107%), sendo que 1mL da mesma corresponde ao volume de 0,01mL da amostra; e

d) proceder dessa maneira na sequéncia das diluigdes desejadas de acordo com o grau de
contaminagdo da amostra (103, 10, ......10%).

6.3.5.4) Com o auxilio de uma pipeta estéril, retirar o volume de 1mL da cada diluigdo e adicionar a um
frasco contendo 90mL de agua de diluicdo (este volume servira 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 filtragdo como em 6.3.6.

6.3.6 Filtragcdo da amostra e incubagéao

6.3.6.1 Verter cuidadosamente o volume da amostra a ser examinada no porta-filtro, evitando que a
agua respingue sobre as bordas superiores do mesmo.

6.3.6.2 Ligar a bomba de vacuo e proceder a filtragao.

6.3.6.3 Apos a filtracdo, enxaguar o porta-filtro trés vezes com porgcoes de 20-30mL de agua de
diluicdo estéril, para evitar a retengao 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 apds o término do
processo de filtragao.

6.3.6.5 Separar a parte superior do porta-filiro e, com uma pinga 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 da area de filtracdo) com as extremidades da pinga previamente flambadas e resfriadas, coloca-la
sobre o meio de cultura e efetuar com ela um movimento giratério para permitir uma boa adesdo. Se
persistir a formacao de bolhas entre a membrana e o meio de cultura, sempre com a extremidade da
pinga flambada e resfriada, levantar a borda da membrana mais préxima da bolha para elimina-la, pois as
bolhas impedem o contato das bactérias com o meio de cultura, dificultando, ou mesmo impedindo, o seu
crescimento (figura 2).
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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 agua de diluicdo estéril e proceder a filtragdo da préxima
amostra.

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

6.3.6.9 Apds as filtragdes, incubar as placas em posicao invertida a 35 = 0,5°C durante 2 horas, e em
seguida a 44,5 £ 0,2°C em banho-maria ou incubadora jaqueta d’agua durante 22 a 24 horas. Se a
incubacao for realizada em banho-maria, as placas de Petri devem ser colocadas em sacos plasticos
bem vedados e mantidas totalmente submersas na agua, durante o periodo de incubagao.

6.3.7 Leitura

6.3.7.1 Apos o periodo de incubagao e com auxilio de um microscopio estereoscopico (com iluminagao
fluorescente, efetuar a contagem das colbnias tipicas de E. coli que apresentem coloragdo vermelha
ou magenta (rosa escuro).

6.3.7.2 Os limites ideais para a contagem de colbnias tipicas de E. coli em agar mTEC modificado
situam-se entre 20 e 80 colbnias, sendo que a contagem total (colénias tipicas e atipicas) deve ser
inferior a 200. Para efetuar a contagem, observar as figuras 3 e 4.
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Figura 3 — Modelo pra contagem das col6nias

FONTE: CETESB

Nota: O circulo interno indica a area de filtragéo e as linhas pontilhadas indicam as a seqliéncia a ser
seguida na contagem.

Figura 4 - Porgdo da membrana filtrante quadriculada, em aumento

FONTE: CETESB
Nota: As colbnias sdo contadas nos quadrados indicados pelas setas

6.3.7.3 No caso de terem sido filtrados varios volumes, selecionar para leitura apenas aquele(s) que
tiver (em) fornecido contagem de colbnias dentro dos limites aceitaveis.

6.3.7.4 Quando os volumes filtrados (soma dos volumes maior ou igual a 100mL) ndo apresentarem
crescimento bacteriano, isto é, contagens iguais a zero, expressar o resultado segundo item 7.2.3.

6.3.7.5 Se a contagem em todos os volumes filtrados for inferior a 20 colbnias 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.
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6.3.7.6 Se a contagem em todos os volumes filtrados for inferior a 20 colbnias tipicas e a soma desses
volumes nao 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.

6.3.7.7 Nos casos em que todos os volumes filtrados forneceram contagens superiores a 80, mas for
possivel contar as colénias no menor desses volumes, utilizar a contagem dessas colénias nesse
volume para o calculo e expressar o resultado como densidade estimada.

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

6.3.7.9 Quando a estimativa visual do total de colbnias (tipicas e atipicas) for superior a 200 em todos
os volumes filtrados, ou quando houver crescimento em toda a area de filtracdo da membrana, sem
coldénias bem definidas (crescimento confluente), a contagem de col6nias ndo € efetuada. Nesses
casos deve ser avaliada a necessidade de recoleta da amostra para a selecdo de volumes mais
adequados para a filtragdo de forma que sejam obtidas contagens de colbnias dentro dos limites
aceitaveis, ou considerar para calculo e expressao dos resultados os itens 7.1.3 e 7.2.4.

7 Resultado

7.1 Calculo

7.1.1 A partir da contagem de colénias vermelhas ou magentas em agar mTEC modificado, selecionar a
placa que apresentar contagens dentro da faixa ideal (20 a 80) e calcular a densidade de E. coli por meio

da seguinte formula:

E. coli/100mL=  N°total de colbnias tipicas X 100
Volume filtrado de amostra (mL)

7.1.2 Se as contagens forem efetuadas em placas correspondentes a mais de um volume filtrado
conforme item 6.3.7.5 € 6.3.7.8, calcular a densidade em 100mL através da seguinte formula:

E. coli /100mL= Soma das coldnias tipicas X 100
Soma dos volumes correspondentes (mL)

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

7.1.4 Nos casos em que todas as placas referentes aos volumes filtrados apresentarem numeros de
coldnias superiores a 200, considerar o valor de 80 colénias no menor volume filtrado, utilizar a férmula
geral apresentada no item 7.1.1 para célculo dos resultados e o item 7.2.4 para expressdao dos
resultados.

7.1.5 Nos casos em que todas as placas referentes aos volumes filtrados apresentarem numeros de
colbnias superiores a 200, considerar o valor de 80 col6nias no menor volume filtrado, utilizar a formula
geral apresentada no item 7.1.1 para calculo dos resultados e o item 7.2.4 para expressao dos
resultados

7.2 Expressao dos resultados

7.2.1 A densidade de E.coli, determinada através da técnica de membrana filtrante é expressa como:

Unidades formadoras de colbnias de E. coli /100mL
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7.2.2 No caso especificado em 7.1.3, em que todos os volumes filtrados fornecem contagens iguais a
zero, mas os mesmos nao totalizam 100mL, apds o calculo, expressar o resultado obtido precedido do
sinal < (menor que):

Unidades formadoras de colénias de E. coli /100mL < valor obtido

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

Unidades formadoras de colénias de E. coli /100mL < 1 (Ausente)
7.2.4 Quando a contagem nao for efetuada devido ao grande numero de coldnias tipicas e / ou atipicas
que se desenvolveram na membrana (> 200) ou a ocorréncia de crescimento confluente, o resultado é

expresso como:

Unidades formadoras de colbnias de E. coli > valor obtido/100mL

8 Procedimento de verificacdo para controle de qualidade

A verificagdo das colbnias tipicas para E. coli em meio m-TEC é recomendada como controle de
qualidade e fornecimento de dados para uma avaliagdo do desempenho do método em relagdo as
amostras analisadas, devendo ser realizada periodicamente.

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

8.2 Reisolar cada coldnia selecionada em placa de agar m-Endo LES através de espalhamento em
estrias conforme apresentado na Figura 5.

Figura 5 — Procedimento para obtencéo de colbnias isoladas

FONTE: CETESB
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a) Com uma alga, flambada e resfriada, colher o inéculo da colénia a ser reisolada;

b) Depositar o inéculo em um ponto nas bordas da placa de agar m-Endo LES, gira-la e iniciar seu
espalhamento na superficie do primeiro quadrante, tomando cuidado para que a parte encurvada da
alca toque apenas a superficie do meio, evitando racha-lo;

c¢) Girar novamente a placa e continuar o espalhamento no segundo quadrante;
d) Proceder dessa maneira até completar a semeadura em toda a superficie do agar; e
e) Fechar e incubar a placa em posigao invertida durante 22 a 24 h a 35 + 0,5°C.

8.3 Identificar tubos de agar nutriente e caldo de soja e triptona (TSB) de tal modo que cada colbnia
reisolada corresponda a um tubo de cada meio.

8.4 Com uma alca de inoculagao flambada e resfriada, transferir um indculo de cada col6nia tipica para
um tubo de agar nutriente e para um tubo de caldo triptona e soja (TSB) e incuba-los a 35 + 0,5°C por 24
h.

8.5 Pesquisa de oxidase

Apoés incubagao, com uma alga de inoculacido de platina, devidamente flambada e esfriada, retirar uma
pequena quantidade do crescimento em agar nutriente e tocar em uma folha de papel de filtro
previamente colocada no fundo de uma placa de Petri estéril e embebida em uma solugéo aquosa a 1%
de cloridrato de N-N-N'-N' tetrametil-p-fenilenodiamina. A reacao é evidenciada pelo desenvolvimento de
coloracao azul (intensa) em aproximadamente 30 segundos, no local em que foi depositada a cultura. Se
nenhuma ou discreta reacado se desenvolver no periodo de dois minutos de observacéo, considera-se
como prova negativa.

Nota 1: Para controle positivo do teste de oxidase utilizar cultura de Pseudomonas aeruginosa e para
controle negativo cultura de E.coli.

Nota 2: Nao deve ser utilizada alga de niquel, o que acarretaria resultados falso-positivos.

8.6 Utilizacao do citrato como unica fonte de carbono

Com uma alga de inoculagao, devidamente flambada e esfriada, transferir uma pequena quantidade do
crescimento em caldo de soja e triptona para um tubo contendo agar citrato de Simmons. Incubar a 35 +
0,5°C durante 48 horas. Apdés o periodo de incubacdo, considerar como positivas as culturas que
apresentarem crescimento e alcalinizagdo do meio, evidenciado pela coloragdo azul; considerar como
negativas as culturas que nao cresceram no meio.

8.7 Producéo de indol

Com uma alga de inoculagao, devidamente flambada e esfriada, transferir uma pequena quantidade do
crescimento do caldo de soja e triptona para o caldo triptona. Incubar a 35 + 0,5°C durante 48 horas.
Apods o periodo de incubagao, adicionar 0,5mL de reagente de Kovacs para o teste de indol e agitar
levemente o tubo. Efetuar a leitura, considerando como teste positivo o desenvolvimento de uma forte
coloracao vermelha na camada superficial de alcool.

8.8 Fermentacgao da lactose a 44,5°C

Com uma alga de inoculacdo, devidamente flambada e esfriada, transferir uma pequena quantidade do
crescimento em caldo de soja e triptona para um tubo contendo caldo EC. Incubar a 44,5°C £ 0,2°C e
efetuar a leitura apds 24 horas, considerando:

- presencga de gas no tubo de Durhan: prova positiva;

-auséncia de gas no tubo de Durhan: prova negativa.
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8.9 As culturas de E. coli devem apresentar, nessas provas bioquimicas, os resultados descritos na
Tabela 1 e na Figura 6.

Tabela 1 — Resultados das provas bioquimicas

Prova Bioquimica Resultado

Oxidase -

Citrato de Simmons -

Indol

Fermentacdo da lactose a 44,5 + 0,2°C

Figura 6 — Sequéncia de testes confirmativos para E. coli

Agar m-TEC modificado
Coldniastipicas
Yermelho a magenta
Agarnutriente Caldodesojae
inclinado ] triptona (TSB)
24 h a 3540,5°C 24 h a 3520,5°C
Pesquisa da oxidase |
Citrato de Simmons Caldo triptona Caldo EC
48h a 3520.5°C 48h a 3520,5°C 24 h a44,540,2°C
Teste de Indol —I
+ - + - Producdo || Produgéic
| de gas degas
teste teste
+ - positivo negativo
E. coli
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