METODO DE ENSAIO
DETERMINACAO DE COLIFORMES TOTAIS E ESCHERICHIA COLI
PELO METODO DO SUBSTRATO ENZIMATICO - TUBOS
MULTIPLOS
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1 OBJETIVO

Definir o método de determinacdo do Nimero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Totais e Escherichia coli
em 24 horas, com aplicacdo para amostras de aguas, pela técnica dos tubos multiplos, empregando o meio
de cultura Fluorocult LMX ou similar, realizado nas atividades do Setor de Analises Microbioldgicas -do
Servico de analises biolégicas-SERVAB.

2 CAMPO DE APLICACAO E VIGENCIA

Este método se aplica a amostras provenientes de 4guas. A vigéncia deste documento se daré a partir da
data de aprovacéo.

3TERMOS E DEFINICOES

TERMO / SIGLA OBJETO

Agua de diluicio Solugdo contendo sais minerais utilizada para diluicdo de amostras

Bacilos Gram-negativos, ndo formadores de esporos, aerdbicos ou
anaerdébicos facultativos, que fermentam a lactose com producdo de
gas e acido dentro de 48 horas a 35 — 37 (x 0,5) °C. Neste grupo estédo
incluidos 4 (quatro) géneros da familia Enterobacteriaceae:
Escherichia, Klebsiella, Citrobacter e Enterobacter.

Coliformes totais

Bactérias do grupo Coliformes, bacilos Gram-negativos, nao
formadores de esporos, aerébios ou anaerdbios facultativos, que
apresentam a propriedade de produzir fluorescéncia, dentro de 24
horas a 35 — 37 (+ 0,5)°C, em meio de cultura com substratos
cromogénico e fluorogénico.

Escherichia coli

Meio de cultura seletivo e diferencial no qual estdo integrados
substratos cromogénico e fluorogénico. A identificacdo de enzimas
bacterianas caracteristicas, mediante substratos cromogénicos e
fluorogénicos oferece a possibilidade de uma rapida identificagdo
desses microrganismos. Este meio de cultura é utilizado para a
determinacdo simultdnea de coliformes totais e Escherichia coli,
através da técnica de tubos multiplos, a uma temperatura de 35 (+ 0,5)
°C durante 24 horas.

Fluorocult LMX

GERLAB Geréncia de Analises Laboratoriais

INEA Instituto Estadual do Ambiente

In6eulo Aliquota de amostra, ou ~substéncia, contendo ou ndo microrganismos
empregados na inoculacio.

ME Método de Ensaio

NUmero Mais Provavel
(NMP)

Estimativa da densidade de bactérias em uma amostra, calculada a
partir da combinacdo de resultados positivos e negativos, obtidos
mediante a técnica dos tubos multiplos.

POP Procedimento Operacional Padrdo
SERVAB Servico de Andlises Biolégicas
SERVQUAL ) ]
Servi¢co de Qualidade
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TERMO / SIGLA OBJETO

Esse teste tem a finalidade de determinar a producdo de indol por
microrganismos. Diversos microrganismos séo capazes de clivar o
triptofano, com producéo de acido piravico, amoniaco e indol. O indol
reage com o 4-dimetilaminobenzaldeido produzindo uma cor vermelho
escuro. O reativo de Kovacs € empregado nessa determinacao. A
Escherichia coli apresenta reacdo positiva para esse teste.

Teste de Indol

4 REFERENCIAS
4.1 Documento Normativo

AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION. Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater. Maryland: Port City Press, 24" Edition., 2023; Method 9223B2a.

US Environmental Protection Agency, Manual for the Certification of Laboratories Analyzing Drinking
Water, Fifth Edition, January 2005, EPA 815-R-05-004

4.2 Documentos Complementares
ISO/IEC 17025:2017 — Requisitos gerais para competéncia de laboratérios de ensaio e calibragéo.
POP-INEA-GELAB-204 — Controle de qualidade analitica
POP-INEA-GELAB-205 - Validagdo de métodos de ensaios
POP-INEA-GELAB-206 — Elaboracéo de Carta de Controle
POP-INEA-GELAB-209 — Estimativa da Incerteza de Medic&o
POP-INEA-GELAB-212 — Acondicionamento e Preservacdo de Amostra
POP-INEA-GELAB-317 — Registro de Resultados (Laboratério)
POP-INEA-GELAB-325 — Registro de Carta de Controle no Labwin
POP-INEA-GELAB-510 - Garantia da Qualidade dos Ensaios Microbiol6gicos
POP-INEA-GELAB-513 — Operagédo do Banho Maria;
POP-INEA-GELAB-519 — Operac¢édo Incubadora Bacterioldgica;
POP-INEA-GELAB-521 - Operacdo Cabine de Seguranca Biolégica;
POP-INEA-GELAB-524 — Operac¢éo Lampada Ultravioleta (UV).
POP-INEA-GELAB-528 - Operacao Pipetador Automatico;
POP-INEA-GELAB-1101 - Medidas gerais de seguranca e prevencédo de acidentes.
IT-INEA-GELAB-006 - Instrucdo para a Sele¢édo de Duplicatas nos Pontos de Amostras Ambientais
IT-INEA-GELAB-007 - Instrucdo para o Recebimento e Identificagcdo de Amostras

5 RESPONSABILIDADES GERAIS.

FUNCAO RESPONSABILIDADE

e A analise critica deste documento é de responsabilidade do

SERVAB SERVAB.

e A execucao dos procedimentos descritos é de
responsabilidade de todos, salvo quando for especificada a
atuacdo de determinado setor ou nucleo.
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6 PROCEDIMENTOS
6.1 Aspectos de Seguranca
Para a seguranca do profissional envolvido deve-se seguir o procedimento descrito no POP-INEA-DIGAT-
GELAB-1101- Medidas gerais de seguranca e prevencédo de acidentes.
6.2 Equipamentos e Materiais

Pipetador

Tubo de ensaio;

Cabine de seguranca biolégica;
Pipeta ou Ponteira

Incubadora bacteriolégica;

NN

Lampada Ultravioleta — 365nm,;

6.3 Reagentes, Solucdes e Padrbes

v" Meio de cultura Fluorocult LMX ou similar;
v Agua de Diluicdo: Agua Peptonada Tamponada 0,1%;

v Cultura de trabalho da cepa padrédo Escherichia coli, ou
v Cultura de trabalho da cepa padrédo Enterococcus faecalis
v Reativo de Kovac’s.

6.4 Interferéncias

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

As condicdes de acondicionamento e preservagcdo das amostras estdo descritas no POP-INEA-GELAB-212
— Acondicionamento e Preservacéo de Amostra.

6.5 Operacéo / Calibracdo dos equipamentos

A operacdo e calibracdo dos equipamentos sdo executadas de acordo com o descrito nos POP-INEA-
DIGAT-GELAB-519 de estufa incubadora bacteriolégica, POP-INEA-DIGAT-GELAB-521 cabine de seguranga
biologica, POP-INEA-DIGAT-GELAB-528 Pipetador automatico e POP-INEA-DIGAT-GELAB-524 - operacao
da lampada ultravioleta (UV).

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

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

Inocular 10,0mL da amostra em cada um dos cinco (5) tubos contendo meio de concentracéo dupla;
Inocular 1,0mL da amostra em cada um dos cinco (5) tubos contendo meio de concentracao simples
Homogeneizar o frasco contendo a primeira dilui¢cao;

Pipetar 10mL do frasco contendo a primeira diluigdo para outro frasco contendo 90 mL de agua de diluigdo,
fazendo a segunda diluicdo (107?)

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

Homogeneizar o frasco contendo a segunda diluicdo

Inocular 1,0mL da segunda diluicdo (10-2) em cada um dos cinco (5) tubos
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Notal: Utilizar tantas vezes forem necessarias estas diluicdes seriadas com coeficiente 1:10.
Incubar todos os tubos inoculados em estufa incubadora sorol6gica a 35 + 0,5°C, durante 24 horas.
6.7 Medicao do analito

Coliformes Totais:

Ap6s o periodo de incubacao das amostras, proceder a leitura, considerando como resultado positivo para
o teste todos os tubos que apresentaram cor verde azulada.

Escherichia coli

Os tubos positivos para o teste de coliformes totais devem ser observados com uma luz UV 365nm. Sdo
considerados, como resultado positivo para E. coli, os tubos que apresentarem fluorescéncia azul.

Como teste confirmatério adicionar algumas gotas (2-10) do reativo de Kovacs nos tubos que
apresentaram fluorescéncia. Os tubos que apresentarem um halo vermelho na superficie do meio de cultura
com crescimento séo considerados como Indol positivos.

6.8 Validacéo

De acordo com os critérios definidos no POP-INEA-GELAB-205 — VALIDACAO DE METODOS DE ENSAIO,
o referido método ndo necessita de validagdo, 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., 2023, Method 9223. Entretanto, com o objetivo de confirmagdo de exame
e fornecimento evidéncia objetiva de que o método é adequado ao uso pretendido realizou-se o experimento
de:

Iltem Resultados

No teste de validacdo varias duplicatas (pelo menos 7)
foram utilizadas para se definir o desvio médio absoluto dos
logaritmos das concentracdes.

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

Repetitividade (preciséo)

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

6.9 Controle de Qualidade / Critérios de Aceitacao

Os critérios utilizados para a validacdo dos dados e controle de qualidade dos resultados analiticos destes
meétodos sao encontrados nos POP-INEA-GELAB-204 — Controle De Qualidade Analitica, POP-INEA-GELAB-
206 — Elaboragcdo de Carta de Controle e POP-INEA-DIGAT-GELAB-510 - Garantia Da Qualidade Dos
Ensaios Microbioldgicos.

6.10 Célculos e Expressédo dos Resultados

A partir dos resultados obtidos, calcular a densidade de coliformes totais e Escherichia coli, sendo o
resultado expresso em NMP por 100 mL da amostra (NMP/100mL).

A estimativa do NMP/100 mL ¢é feita através de consulta a Tabela de Niamero Mais Provavel por 100 mL,
computando-se os tubos positivos das trés (3) diluigbes consideradas criticas, isto é, aquelas em que ha
transicéo de tubos positivos para tubos negativos.

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

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

Exemplo:
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DILUICAO (VOLUME, EM mL) COMBINACAO
EXEMPLO 10 1 10*(0,1) 102%(0,01) 10(0,001) POSIIDTITVOS NMP/100mL
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 inoculagbes de 10 mL, 1 mL e 0,1 mL. Quando diluigbes maiores
sdo feitas, os resultados devem ser multiplicados pelo nimero de vezes que a amostra for diluida.

6.11 Estimativa da incerteza de medi¢cédo

N&o é necessério o célculo da Estimativa da Incerteza de Medigdo dos ensaios de coliformes
termotolerantes pois a tabela especifica os limites para os valores das principais fontes de incerteza de
medic&o e especifica a forma de apresentagéo de resultados calculados.

Apesar da nédo obrigatoriedade, a Estimativa da Incerteza de Medicao foi calculada de acordo com o DOQ-
CGCRE-53_00 - Incerteza de medi¢cao em microbiologia, e arquivada na area compartilhada (t).

7 REGISTROS
FRM-POP-INEA-GELAB-510_Rev 03 — Livro de registro de amostras

8 ANEXOS
Anexo 01 — Tabela 9221:1V — Numero Mais Provavel (NMP)

9 HISTORICO DAS REVISOES
- Primeira edicédo / Versao 0
- Segunda edi¢éo / Verséo 1
¢ Mudancga de Titulo
e Substituicdo do termo DIMFIS por DIGAT;
e Inclusédo da matriz Efluente no item 2.
¢ Atualizacéo dos itens 4; 5; 6, 9.1.2; 9.2, 12 e 13;
e Inclusédo do item 12.1 Estimativa da Incerteza de Medicdo
- Terceira edicdo / Verséo 2
¢ Atualizacdo das normas vigentes no item 4 — Referéncias;
¢ Atualizac@o conforme POP-INEA-GELAB-104.
-Quarta edicéo/Verséo 03
¢ Atualizacéo da verséo do Standart Methods 24 2023

¢ Adicionado o campo de responsabilidades
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¢ Adequacédo ao pop-inea-104
Quinta edicao/Verséo 04
Atualizacéo para adequacéo ao POP-INEA-GERLAB-104 e NOI-INEA-01-R1.
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ANEXO 01 - Tabela 9221:1V — Nimero Mais Provavel (NMP)

N° de tubos que apresentam reagéo positiva quando s&o utilizados | jndice de NMP por Limites de confianca 95%
5tubos del0 mL 5tubos del mL 5tubos 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 34 22
1 2 0 6,1 1,8 15
1 2 1 8,2 34 22
1 3 0 8,3 34 22
1 3 1 10 3,5 22
1 4 0 10 3,5 22
2 0 0 45 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 3,4 22
2 1 2 12 4,1 26
2 2 0 9,3 34 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 59 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 reag&o positiva quando s&o utilizados | jndice de NMP por Limites de confianca 95%
5tubos del0 mL 5tubos del mL 5tubos de0,1 mL 100 mL Inferior Superior
3 1 2 17 6 36
3 2 0 14 5,7 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 reag&o positiva quando s&o utilizados | jndice de NMP por Limites de confianca 95%
5tubos del0 mL 5tubos del mL 5tubos 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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