inea METODO DE ENSAIO
BE RS S8 DpDETERMINACAO DE COLIFORMES TERMOTOLERANTES PELA TECNICA
“TUBOS MULTIPLOS”

10BJETIVO

Definir o0 método de determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Termotolerantes em
amostras de aguas e efluentes, pela técnica dos tubos mudltiplos realizado nas atividades do Setor de Analises
Microbioldgicas do SERVAB-Servico de analises Bioldgicas.

2 CAMPO DE APLICACAO E VIGENCIA

Este método € aplichvel na determinacdo de Coliformes Termotolerantes em &aguas. A vigéncia deste
documento se dara a partir da data de aprovacgéo.

3TERMOS E DEFINICOES

TERMO / SIGLA OBJETO
INEA Instituto Estadual do Ambiente
GERLAB Geréncia de Analises Laboratoriais
SERVAB Servigo de Andlises Microbiol6gicas
SERVQUAL Servigo de Controle da Qualidade
ME Método de Ensaio
POP Procedimento Operacional Padrao
Agua de diluicio Solugdo contendo sais minerais utilizada para diluicdo de amostras

Aliquota de amostra, ou substancia, contendo ou ndo microrganismos

In6culo ; x
empregados na inoculagéo.

Associacao equilibrada de agentes quimicos (nutrientes, pH, etc.) e fisicos
Meio de cultura (temperatura, viscosidade, atmosfera, etc.) que permitem o cultivo de
microrganismos fora de seu “habitat” natural.

Bactérias Gram-negativas, em forma de bacilos, aerébios ou anaerdbios
facultativos, ndo formadores de esporos, oxidase negativa, capazes de
desenvolver na presenca de sais biliares ou agentes tensoativos que

Coliformes fermentam a lactose com producao de acido, gas e aldeido a 44,5 £ 0,2°C
Termotolerantes em 24-48 horas, e que podem apresentar atividade da enzima 3 -
galactosidase. A maioria das bactérias do grupo coliforme pertence aos
géneros Escherichia, Citrobacter, Klebsiella e Enterobacter, embora véarios
outros géneros e espécies pertencam ao grupo.

4  REFERENCIAS
4.1 Documento Normativo

AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION. Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater. Maryland: Port City Press, 24™ ed., 2023; Method 9221-E2.

4.2 Documentos Complementares
ISO/IEC 17025:2017 — Requisitos gerais para competéncia de laboratorios de ensaio e calibragao.

POP-INEA-GERLAB-204 — Controle de qualidade analitica
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POP-INEA-GERLAB-205 — Validacdo de métodos de ensaios
POP-INEA-GERLAB-206 — Elaboracao de Carta de Controle
POP-INEA-GERLAB-209 — Estimativa da Incerteza de Medicéo
POP-INEA-GERLAB-212 — Acondicionamento e Preservacdo de Amostra
POP-INEA-GERLAB-317 — Registro de Resultados (Laboratério)
POP-INEA-GERLAB-325 — Registro de Carta de Controle no Labwin
POP-INEA-GERLAB-510 - Garantia da Qualidade dos Ensaios Microbiol6gicos
POP-INEA-GERLAB-513 — Operac¢éo do Banho Maria;

POP-INEA-GERLAB-519 — Operacao Incubadora Bacteriolégica;
POP-INEA-GERLAB-521 - Operacao Cabine de Seguranca Bioldgica;
POP-INEA-GERLAB-528 - Operacao Pipetador Automético;
POP-INEA-GERLAB-1101 - Medidas gerais de seguranca e prevencao de acidentes.
IT-INEA-GERLAB-006 - Instrucdo para a Selecéo de Duplicatas nos Pontos de Amostras Ambientais
IT-INEA-GERLAB-007 - Instrucdo para o Recebimento e Identificacdo de Amostras

5 RESPONSABILIDADES GERAIS

FUNCAO RESPONSABILIDADE

¢ A andlise critica deste documento é de responsabilidade do

SERVAB SERVAB.

¢ A execucgdo dos procedimentos descritos é de
responsabilidade de todos, salvo quando for especificada a
atuacdo de determinado setor ou nucleo.

6 PROCEDIMENTOS

6.1 Aspectos de seguranca

Para a seguranca do profissional envolvido deve-se seguir o procedimento descrito no POP-INEA-DIGAT-
GERLAB-1101- Medidas gerais de seguranca e prevencao de acidentes.

6.2 Equipamentos e materiais
¢ Pipetador automatico ou pera;
e Frasco leite graduado ou tubo de ensaio;
¢ Cabine de seguranca bioldgica;
¢ Pipeta ou micropipeta;
e Incubadora bacteriolégica;

e Banho-maria;

6.3 Reagentes, solucdes e padrbes
 Agua de Diluicéo: Agua Peptonada Tamponada 0,1%;
o Meio de cultura Al simples e/ou duplo.

¢ Cultura de trabalho da cepa padréo ATCC Escherichia coli, ou
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e Cultura de trabalho da cepa padrdo ATCC Enterococcus faecalis
Interferéncias

A amostra sempre deve ser manuseada segundo as técnicas de assepsia, visando a autenticidade da
amostra e a confiabilidade do ensaio.

As condi¢des de acondicionamento e preservacdo das amostras estdo descritas no POP-INEA-GERLAB-212
Acondicionamento e Preservagéo de Amostra.

Preparo e tratamento da amostra
Em estante apropriada, dispor, no minimo, trés (3) séries de cinco (5) tubos de meio por amostra;
e Homogeneizar a amostra (25 vezes);

¢ Pipetar 10mL da amostra homogeneizada (25 vezes) para frasco contendo 90mL de 4gua de diluigdo, ou
pipetar 1,0mL da amostra homogeneizada (25 vezes) para frasco/tubo contendo 9,0mL de agua de
diluicdo, fazendo a primeira diluicdo (10-1);

Nota: Caso utilize meio Al concentracdo dupla, transferir 10,0mL da amostra homogeneizada (25
vezes) para cada tubo;

e Inocular 1,0mL da amostra em cada um dos cinco (5) tubos contendo meio Al de concentracdo simples;
e Homogeneizar o frasco contendo a primeira diluicio;

e Pipetar 10mL do frasco contendo a primeira diluicdo para outro frasco contendo 90 mL de 4gua de
diluicéo, ou pipetar 1,0mL do frasco contendo a primeira diluicdo para outro frasco contendo 9,0 mL de
agua de diluigdo fazendo a segunda diluicdo (10-2)

e Inocular 1,0mL da primeira diluicdo (10-1) homogeneizada (25 vezes) em cada um dos cinco (5) tubos
contendo meio Al de concentragdo simples;

e Homogeneizar o frasco contendo a segunda diluicdo

e Inocular 1,0mL da segunda diluicao (10-1) em cada um dos cinco (5) tubos

Notal: Utilizar tantas vezes forem necessarias estas diluicdes seriadas com coeficiente 1:10.

Nota™ Na primeira coleta de determinada amostra de agua bruta, utilizar 4 series de 5 tubos e comecgar
ainoculacdo pela amostra. No caso de efluentes sanitérios, utilizar 4 series de 5 tubos e comegar
ainoculacéo pela primeira diluicdo.

e Incubar todos os tubos inoculados em estufa incubadora soroldgica a 35 + 0,5°C, durante 3 horas.

e Transferir os tubos da incubadora para um banho-maria a 44,5 + 0,2°C, para a continuidade da
incubacéo durante 21 + 2 horas.

Operacdo / Calibracao do equipamento

A operacdo e calibracdo dos equipamentos sdo executadas de acordo com o descrito nos POP-INEA -
GERLAB-519 de estufa incubadora bacteriolégica, POP-INEA-DIGAT-GERLAB-521 cabine de seguranca
biologica, POP-INEA-GERLAB-528 pipetador automatico, POP-INEA-DIGAT-GERLAB-513 banho maria.

Medicéo do analito
A medicao do analito é através da fermentacgdo a lactose que gera o aparecimento de bolha no tubo de Durhan.
Validacéo

De acordo com os critérios definidos no POP-INEA-GERLAB-205 — VALIDACAO DE METODOS DE ENSAIO,
o referido método ndo necessita de validacéo, pois segue método normalizado definido pelo AMERICAN PUBLIC
HEALTH ASSOCIATION. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. Maryland: Port
City Press, 24™ ed., 2024; Method 9221-E2. Entretanto, com o objetivo de confirmacéo de exame e fornecimento
evidéncia objetiva de que o método é adequado ao uso pretendido realizou-se o experimento de:
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ltem Resultados

No teste de validagdo vérias duplicatas (pelo menos 7) foram
utilizadas para se definir o desvio médio absoluto dos
logaritmos das concentracoes.

A partir deste valor as duplicatas foram lancadas em cartas
de amplitude para diferencas entre os Logs (10) das
concentracoes.

Repetitividade (precisao)

Os resultados encontram-se declarados nos relatérios de
validacdo emitidos pelo médulo de Validacdo do LABWIN.

Controle de qualidade / Critérios de aceitacao

Os critérios utilizados para a validagdo dos dados e controle de qualidade dos resultados analiticos destes
métodos sdo encontrados nos POP-INEA-GERLAB-204 — Controle De Qualidade Analitica, POP-INEA-GERLAB-
206 — Elaboracdo de Carta de Controle e POP-INEA-GERLAB-510 - Garantia Da Qualidade Dos Ensaios
Microbiolégicos.

Calculos e expresséo dos resultados

Deve-se seguir o procedimento descrito no POP-INEA-GERLAB-317 — Registro de Resultados (Laboratério)
POP-INEA-GERLAB-510 - Garantia da Qualidade dos Ensaios Microbiolégicos

Calcular a densidade de coliformes termotolerantes, que é expressa em NMP por 100 mL da amostra.

A estimativa do NMP/100 mL é feita através de consulta & Tabela de Namero Mais Provavel por 100 mL,
computando-se os tubos positivos das trés (3) diluicBes consideradas criticas, isto €, aquelas em que ha transicao
de tubos positivos para tubos negativos.

Selecionar apenas as diluicdes que apresentarem todos os tubos da série positivos.

Para selecionar as 3 diluicdes a serem usadas no calculo, partir da maior diluicdo que apresentar todos os tubos
positivos.

Exemplo:

EX DILUICAO (VOLUME, EM mL)

,\EA 10 1 101 10- 10- COMBINACAO

P (0,1) 2(0,01)  3(0,001) DE NMP/100mL

L POSITIVOS

o
A 5 5 1 0 0 X-5-1-0-X 330
B 4 5 1 0 0 4-5-1-X-X 48
C 5 2 5 2 1 X-X-5-2-1 7000
D 4 5 4 5 1 X-X-4-5-1 4800
E 5 4 4 0 1 X-4-4-1-X 400
F 4 3 0 1 1 4-3-2-X-X 39
G 4 3 3 2 1 X-X-3-2-1 1700

Notar que a tabela de NMP refere-se as inoculagdes de 10 mL, 1 mL e 0,1 mL. Quando diluicdes maiores sao
realizadas, os resultados devem ser multiplicados pelo nimero de vezes que a amostra for diluida.

Estimativa da incerteza de medicéao
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Nao é necessario o céalculo da Estimativa da Incerteza de Medicdo dos ensaios de coliformes termotolerantes
pois a tabela especifica os limites para os valores das principais fontes de incerteza de medicao e especifica a
forma de apresentacao de resultados calculados.

Apesar da ndo obrigatoriedade, a Estimativa da Incerteza de Medicdo foi calculada de acordo com o DOQ-
CGCRE-53_00 - Incerteza de medicdo em microbiologia, e arquivada na area compatrtilhada (t).

7. REGISTROS
FRM-POP-GERLAB-510-01 — Livro de registro de amostras
FRM-POP-GERLAB-510-02 — Livro de registro de amostras

8. ANEXOS
ANEXO 01 - Tabela 9221: IV — Numero Mais Provavel (NMP)

9. HISTORICO DAS REVISOES
- Primeira edi¢éo / Versdo O
- Segunda edigéo / Verséo 1
v’ Substituicdo do termo DIMFIS por DIGAT;
v" Incluséo da matriz Efluente no item 2;
v Atualizagdo dos itens 3, 4; 5; 6, 9.1.2; 9.2, 12 e 13;
v Incluséo do item 12.1 Estimativa da Incerteza de Medicéo;
- Terceira edicao / Verséo 3
v Atualizagdo das normas vigentes no item 4 — Referéncias;
v Atualizagdo conforme POP-INEA-GERLAB-104;
v Adicionado o campo de responsabilidades.
- Terceira edicdo / Verséo 4
Atualizagédo de adequacdo ao POP-INEA-GERLAB-104 e NOI-INEA-01-R1.
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ANEXO 01 - Tabela 9221: IV — Nimero Mais Provéavel (NMP)

N° de tubos que apresentam reagdo positiva quando s&o utilizados | j4dice de NMP por Limites de confian¢a 95%
5 tubos del0 mL 5 tubos del mL 5 tubos de0,1 mL 100 mL Inferior Superior
0 0 0 <1,8 -- 6,8
0 0 1 1,8 0,09 6,8
0 1 0 1,8 0,09 6,9
0 1 1 3,6 0,7 10
0 2 0 3,7 0,7 10
0 2 1 55 1,8 15
0 3 0 5,6 1,8 15
1 0 0 2 0,1 10
1 0 1 4 0,7 10
1 0 2 6 1,8 15
1 1 0 4 0,71 12
1 1 1 6,1 1,8 15
1 1 2 8,1 3,4 22
1 2 0 6,1 1,8 15
1 2 1 8,2 34 22
1 3 0 8,3 3,4 22
1 3 1 10 3,5 22
1 4 0 10 3,5 22
2 0 0 4,5 0,79 15
2 0 1 6,8 1,8 15
2 0 2 9,1 34 22
2 1 0 6,8 1,8 17
2 1 1 9,2 34 22
2 1 2 12 4,1 26
2 2 0 9,3 3,4 22
2 2 1 12 4,1 26
2 2 2 14 5,9 36
2 3 0 12 4,1 26
2 3 1 14 5,9 36
2 4 0 15 5,9 36
3 0 0 7,8 2,1 22
3 0 1 11 3,5 23
3 0 2 13 5,6 35
3 1 0 11 3,5 26
3 1 1 14 5,6 36
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N° de tubos que apresentam reagdo positiva quando s&o utilizados | j4dice de NMP por Limites de confian¢a 95%
5 tubos del0 mL 5 tubos del mL 5 tubos de0,1 mL 100 mL Inferior Superior
3 1 2 17 6 36
3 2 0 14 57 36
3 2 1 17 6,8 40
3 2 2 20 6,8 40
3 3 0 17 6,8 40
3 3 1 21 6,8 40
3 3 2 24 9,8 70
3 4 0 21 6,8 40
3 4 1 24 9,8 70
3 5 0 25 9,8 70
4 0 0 13 4,1 35
4 0 1 17 59 36
4 0 2 21 6,8 40
4 0 3 25 9,8 70
4 1 0 17 6 40
4 1 1 21 6,8 42
4 1 2 26 9,8 70
4 1 3 31 10 70
4 2 0 22 6,8 50
4 2 1 26 9,8 70
4 2 2 32 10 70
4 2 3 38 14 100
4 3 0 27 9,9 70
4 3 1 33 10 70
4 3 2 39 14 100
4 4 0 34 14 100
4 4 1 40 14 100
4 4 2 47 15 120
4 5 0 41 14 100
4 5 1 48 15 120
5 0 0 23 6,8 70
5 0 1 31 10 70
5 0 2 43 14 100
5 0 3 58 22 150
5 1 0 33 10 100
5 1 1 46 14 120
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N° de tubos que apresentam reagdo positiva quando s&o utilizados | j4dice de NMP por Limites de confian¢a 95%
5 tubos del0 mL 5 tubos del mL 5 tubos de0,1 mL 100 mL Inferior Superior
5 1 2 63 22 150
5 1 3 84 34 220
5 2 0 49 15 150
5 2 1 70 22 170
5 2 2 94 34 230
5 2 3 120 36 250
5 2 4 150 58 400
5 3 0 79 22 220
5 3 1 110 34 250
5 3 2 140 52 400
5 3 3 170 70 400
5 3 4 210 70 400
5 4 0 130 36 400
5 4 1 170 58 400
5 4 2 220 70 440
5 4 3 280 100 710
5 4 4 350 100 710
5 4 5 430 150 1100
5 5 0 240 70 710
5 5 1 350 100 1100
5 5 2 540 150 1700
5 5 3 920 220 2600
5 5 4 1600 400 4600
5 5 5 >1600 700 -
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