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Introducao

ideia de elaborar este manual surgiu muitos anos atras,
frente a necessidade de disponibilizar um texto de
onsulta simplificado e ilustrado para os alunos uni-
versitarios das disciplinas de Microbiologia Ambiental e de
Microbiologia Sanitaria e Ambiental, sobre os fundamentos e
as técnicas de identificacdo e quantificacdo de microrganis-
mos indicadores de contaminacdo fecal e enteropatogénicos
relacionados com agua, esgotos domesticos e lodos de esgo-
tos, entre outras matrizes ambientais. Reforcamos a ideia
ao verificar, durante pesquisas em municipios do interior
do Estado, que seria também bem recebido nos laboratérios
regionais que trabalham com agua.

Ao longo desse tempo, foram redigidas diversas aposti-
las avulsas e numerosos apontamentos de aulas praticas, aqui
organizados e atualizados, com destaque para as analises bac-
teriologicas de amostras de agua de mananciais superficiais e
de agua potavel e consumo humano em geral. Justifica-se a
escolha o fato de as primeiras serem as principais fontes de
agua no pais e em particular no Nordeste para usos multiplos,
e a importancia do controle da qualidade microbiologica das
aguas para consumo humano.

Foram incluidas técnicas de deteccao e de quantificacao
de protozoarios patogénicos em aguas que complementam
0s estudos de indicadores sanitarios da qualidade das aguas
destinadas ao consumo humano de acordo com a Portaria N°
2914 do Ministério da Saude de dezembro de 2011.



Nesse contexto, sdo descritas técnicas de coleta de
amostras de agua de mananciais l1énticos (lagos, represas
ou “acudes”) e loticos (rios). Sdo apresentadas as técnicas
mais frequentemente usadas na deteccdo e quantificacao de
microrganismos indicadores de contaminacao fecal. Dentre
estes, destacam-se, pela sua ampla aplicabilidade, bactérias
(principalmente coliformes, Escherichia coli, enterococos,
estreptococos), cistos e oocistos de protozoarios. Esses
microrganismos indicam o nivel de risco a saude ao qual esta
exposta a populacado usuaria de uma agua, em contato com os
esgotos e com os efluentes de seu tratamento e de um solo
contaminado, entre outros ambientes.

Bactérias, cistos e oocistos de protozoarios sao usados
para monitorar e controlar a eficiéncia do tratamento das
Estacoes de Tratamento de Agua (ETAs) e da qualidade da
agua distribuida pelas redes coletivas de aguas destinadas ao
consumo humano por sistemas e solucées alternativas (cole-
tivas e individuais) de abastecimento de agua, entre elas, as
distribuidas pelos carros-pipas das operacdes emergenciais.

Nas aguas dos mananciais superficiais e subterraneos,
as concentracoes das bactérias indicadoras de contaminacdo
fecal sdo fundamentais para definir os usos dessas aguas, tais
como:

* aviabilidade de producao de agua potavel (potabiliza-
¢ao) e tipo de tratamento a ser aplicado para tal fim;

* consumo animal, aquicultura, irrigacao restrita ou
irrestrita, entre outros;

* balneabilidade e uso em recreacao em geral.

A classificacdo dos corpos de agua superficiais do ter-
ritorio nacional segundo sua qualidade e a determinacao de
seus usos sao normatizados pela Resolucao CONAMA N° 357



de 17 de marco de 2005 e a Resolucao CONAMA N° 274 de
29 de novembro de 2000 que legislam sobre o uso das aguas
superficiais para recreacao com base nas concentracoes de
coliformes e estreptococos fecais ou enterococos.

Organizado em 12 capitulos, o manual faz referéncia
as doencas de veiculacdao hidrica, ao descobrimento e aos
usos das bactérias coliformes como indicadores universais
de poluicdao fecal, a evolucao destes indicadores, as suas
vantagens e limitacoes, e as necessidades do uso de outros
indicadores microbianos complementares em casos especifi-
cos, como aguas salinas. Citam-se e explicam-se metodologias
de amostragens, de preservacao das amostras e do seu pro-
cessamento. Sao descritas as técnicas mais frequentes para
sua quantificacdo e identificacao seguindo uma ordem cro-
nolégica de desenvolvimento e aperfeicoamento das andlises
realizadas na rotina de um laboratorio de microbiologia de
agua, de esgotos e de analises ambientais, em geral, no con-
texto de deteccao da contaminacao fecal e de seu controle.

Assim, sao descritos métodos tradicionais de quanti-
ficacdo como a Técnica de Contagem Padrdo de Bactérias
Heterotrofas, a Técnica de Fermentacao em Tubos Multiplos
para a identificacdo e quantificacao de bactérias coliformes
totais e coliformes termotolerantes (ex.: coliformes fecais),
complementada com testes de identificacdo de Escherichia
coli (E. coli) em amostras de aguas de diversas origens; a
Técnica de Membrana de Filtracao ou Membrana Filtrante
para 0os mesmos microrganismos.

Sdo detalhadas técnicas mais modernas e rapidas, como o
Método de Substrato Definido ou de Substrato Cromogénico,
difundido mundialmente pelo nome da marca que registrou
inicialmente o produto e evidenciou um processo metodo-
logico simples (Colilert®). Este inclui testes de presenca e
auséncia e de quantificacao e identificacao de coliformes com



aplicacao do método estatistico de Numero Mais Provavel
transformando a leitura dos “tubos multiplos” em cartelas
de dupla entrada. Sao também apresentados outros métodos
rapidos como o Petrifilm EC (Placa 3M Petrifiim™) e os “deep
slides”, para leituras rapidas e aproximadas de concentracao
de bactérias indicadoras.

Dentre as referéncias bibliograficas utilizadas, desta-
cam-se o Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater, o Manual Prdtico de Andlises de Agua
- Fundacdo Nacional de Saude, varias Normas Técnicas da
Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB), car-
tilhas e referéncias dos fornecedores de meios de cultura e
equipamentos.

Disponibilizamos assim este manual com os ensejos de
que seja util aos estudantes, técnicos e colegas que ensinam
e pesquisam na area da Microbiologia Sanitaria e Ambiental e
aos técnicos de laboratorios de aguas do Estado.

Boa leitura e bom trabalho laboratorial!
Campina Grande, dezembro de 2016.

Beatriz Susana Ovruski de Ceballos
Célia Regina Diniz
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CariTuro 1

Agua e Saude: doencas de origem hidrica,
relacionadas e veiculadas pela agua

planeta Terra possui mais de 75% de sua superficie
Oocupada por agua, sendo 97,5% aguas salgadas dos

oceanos e dos mares. Apenas 2,5% das aguas sdo
doces e destas 0,77% sao diretamente aproveitaveis pelo
homem, distribuidas em rios, lagos e aguas subterraneas, o
restante 1,77% se encontra nas geleiras e calotas polares, de
dificil acesso e transporte (REBOUCAS; BRAGA; TUNDISI,
2006).

A dgua é o elemento inorganico mais abundante dos orga-
nismos Vvivos e essencial para sua sobrevivéncia. Representa
entre 60 a 90% do peso dos seres vivos: nos humanos adultos,
essa porcentagem é em média de 65% e em torno de 85% no
recém-nascido. Em alguns organismos marinhos, ultrapassa
90% e 95% (nas medusas), assim como é elevado em vegetais
(tubérculos da batata, 78%) e algumas frutas (tomate, 95%)
(BRANCO, 1993; GRASSI, 2001).

A agua é o veiculo e o solvente universal dos componen-
tes organicos e inorganicos do ambiente e dos constituintes
das células, mantém o tamanho e a forma celular, faz parte
de todos os liquidos organicos vitais ao funcionamento dos
seres vivos como o sangue, a urina, a linfa e o suor, regula
a temperatura corporal e celular e intervém em todas as
transformacoes que ocorrem continuamente nos processos
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metabdlicos dos organismos Vvivos, que se expressam no
crescimento e na multiplicacao das células e, portanto, na
homeostase dos individuos.

Mas, se poluida com substancias toxicas ou com excesso
de alguns elementos quimicos como calcio, ferro, selénio,
bario, entre outros, e contaminada com microrganismos
patogénicos, é um dos mais importantes veiculos de enfer-
midades, com destaque para as doencas diarreicas de origem
infecciosa. Nesse contexto, a avaliacdo da qualidade micro-
biologica da agua se torna primordial a saude publica.

A qualidade das aguas naturais esta fortemente influen-
ciada pela sua capacidade de diluicao e seu poder solvente
sobre os materiais que escoam da bacia hidrografica e, por
essa interacao, a qualidade da agua expressa as ativida-
des desenvolvidas na bacia hidrografica (VOLLENWEIDER,
1965).

Os impactos humanos sobre os solos e os ambientes
hidricos seiniciaram com as origens do homem, e se incremen-
taram com sua passagem da vida nO6made a sedentaria, cerca
de 12.000 a 10.000 anos atras, no periodo neolitico. O homem
cacador-coletor dominou a agricultura ao domesticar os graos
dos cereais, aprendeu a semear e a coletar. Estimulados pela
capacidade em produzir alimentos e ndo apenas coleta-los, os
primeiros assentamentos humanos ocorreram nas proximida-
des das fontes de agua, possivelmente perto do Mar Morto.
Agua em quantidade era primordial para satisfazer as necessi-
dades de consumo, irrigacao agricola e dessedentacao animal
entre outros usos, nao sendo relevante, naquela época, a qua-
lidade, embora fossem escolhidas, intuitivamente, as aguas
mais limpas e claras, de bom sabor e sem odor, as quais eram
abundantes (CEBALLOS; DANIEL; BASTOS, 2009).

Nesses primordios da civilizacdo, quando 0s agrupa-
mentos humanos eram pequenos, o efeito do lancamento de
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dejetos nos corpos de agua era minimo e nao percebido pelo
homem. O aumento populacional desses assentamentos, mais
tarde, acentuou a contaminacdo das aguas ao longo do tempo
e sua deterioracao foi percebida, primeiro, pela alteracao das
caracteristicas organolépticas.

Possivelmente o primeiro registro de uma metodologia
sistematizada para tratar a agua para consumo humano foi
um documento indiano de mais 4.000 anos que recomenda
sua fervura, a introducao por repetidas vezes de barras de
cobre aquecidas na agua e sua exposicao ao sol, seguidas de
filtracao e resfriamento em potes de ceramica. O uso de alu-
minio para remover soélidos por coagulacao e sedimentacao
teria surgido no Egito, 1.500 anos atras (BAKER; TARAS, 1981).

Séculos passaram até o homem perceber que ndo era
suficiente para usar uma agua com seguranca, verificar ape-
nas sua transparéncia, cor, odor e sabor. Somente no século
XX, em 1840, John Snow, ao estudar as epidemias de coélera
em Londres, confirmou a transmissao da doenca pela agua
contaminada com fezes dos doentes (SNOW, 1990). Poucos
anos depois, em 1864, 1 ouis Pasteur propos a teoria micro-
biana das doencas (um germe — uma doenca) e forneceu
evidéncias cientificas para o reconhecimento da associacao
entre qualidade da agua e saude publica.

Esses conhecimentos estimularam o desenvolvimento
de técnicas diversas de tratamento de agua. A fervura foi e
¢ 0 método mais antigo e bastante eficiente de tratamento
da agua para eliminar os contaminantes microbianos, mas
esta limitada a escala familiar. Em 1870, estendeu-se o uso
de filtros de areia e de outras técnicas simples que ainda
buscavam melhorar o aspecto estético da agua e seu sabor e
eliminar o odor. Os avancos do conhecimento e das tecnolo-
gias permitiram orientar o tratamento da agua a eliminacdo de
microrganismos para protecdo a saude.

13



Até os inicios do século XX, nao havia padrdes para ava-
liar a qualidade microbioldgica da agua de consumo humano.
Foi em 1990 que Theodor Escherich descobriu os coliformes
no intestino grosso de humanos com e sem diarreia e que 1080
foram aplicados como indicadores de contaminacao de fecal
de animais homeotermos nas aguas. Em 1890, a United States
Public Health Service (USPHS) dos Estados Unidos prop0s a
padronizacao das técnicas para a avaliacao da qualidade da
agua e entre elas as analises bacteriologicas. Esse trabalho foi
a base para a primeira edicao, em 1905, do Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater. A importancia
desses padroes técnicos continua até hoje, estando em circu-
lacdo a mais nova Edicdo, numero 22, de 2012.

Doencas de origem hidrica e de veicula¢ao hidrica

Em geral, as doencas relacionadas com a agua sao clas-
sificadas em dois grandes grupos: doencas de origem hidrica
e doencas de veiculacao hidrica (BRANCO, 1986; BRANCO,
1993).

Doencas de Origem Hidrica: enfermidades causadas por
substancias quimicas (organicas ou inorganicas) presentes
Na agua em concentracoes elevadas (superiores aos Valores
Maximos Permitidos - VMP) pela legislacdo especifica - para
agua potavel: a Portaria 2914/2011 — MS, que causam danos
graves a saude (BRASIL, 2011). Sao exemplos:

*  Compostos Organicos como pesticidas toxicos:
VMP - DDT1 pg.L"; Endrin 0,6 pg.l', Malation 0,1
pg.L' Trihalometanos 0,1 mg.L ' (propriedades mutagé-
nicas e carcinogénicas - cloroformio), Hidrocarbonos
Polinucleares Aromaticos (PAHSs), entre outros;

* Elementos lnorganicos: Antiménio (Sb), Arsénico
(Ar), Bario (Ba), Berilo (Be), Cadmio (Cd), Cobalto
(Co), Chumbo (Pb), Mercurio (Hg), Molibdénio (Mo),

14



Selénio (Se) , Uranio, elementos toxicos cujos VMP
em agua para consumo humano variam de: 0,001Tmg.L"
para o Hg; 0,005mg.L" para Cd; 0,001lmg.L"' para Se;
0,001 mg.L" para Pb; e 0,7mg.L"" para Ba.

As formas de acdo destes elementos no metabolismo
celular sao semelhantes, por competirem com macronutrien-
tes como o fosforo como ocorre com Ar e Sb e ambos inibem
a glicolise, diminuem a producao de ATP e afetam a respira-
cao e o funcionamento cardiovascular; o Hg possui grande
afinidade pelo enxofre dos grupos HS das proteinas e inativas
enzimas do sistema nervoso que afetam também o sistema
respiratorio; Pb e Ba substituem o Ca e podem ser acumula-
dos nos 0ssos, sendo a causa de fragilidade do esqueleto; o
Ba pode provocar gastrenterites, fraqueza, paralisia de mem-
bros, diminuicdao da frequéncia cardiaca, parada do coracao
e morte. Pb age de forma parecida, além de substituir tam-
bém 7Zn, Fe e Mg, afetando o sistema nervoso, podendo levar
a deméncia e morte. O Cd é absorvido por ser confundido
com Zn por algumas células e afetar o figado, além de causar
sintomas parecidos com a intoxicacao por Hg.

Nitratos em concentragdes superiores a 10 mg.L"' sdo
toxicos ao favorecer a transformacao da molécula de hemo-
globina em meta-hemoglobina. Os nitratos em excesso sao
reduzidos no interior corporal a nitritos, os quais se reoxidam
usando oxigénio transportado pela hemoglobina que ao perder
oxigénio se transforma em meta-hemoglobina. Essa transfor-
macao diminui a concentracao de oxigénio transportado pelo
sangue que ainda pode ser incapaz de liberar efetivamente
0 oxigénio para os tecidos corporais e em lactentes causa a
doenca conhecida como metemoglobinemia infantil que pode
levar a morte por asfixia (sindrome do bebé azul). Também
se apresenta de forma drastica em individuos deficientes em
vitamina C.

15



Niveis excessivos de nitrato foram associados com o can-
cer gastrico: os nitritos produzem agentes nitrosantes, que
reagem com as aminas secundarias oriundas da dieta, for-
mando as nitrosaminas, que sao potentes carcinogenos e com
acao teratogénica e mutagénica (MARTINS; MiDIO, 2000).

Podem também ser consideradas doencas de origem
hidrica aquelas causadas pela caréncia de alguns elementos
na agua: a auséncia de iodo é responsavel pelo bdcio e con-
sequentemente, pelo cretinismo. Da mesma forma, a falta de
fluor produz crescimento debilitado de dentes e 0ssos. Mas,
em concentracdes de 2 a 4 mg.L", o fluor causa manchas no
esmalte dos dentes, rigidez e dores nas articulacées e defor-
macoes do esqueleto. A concentracao sugerida para aguas
potaveis é de 1 mg.L" e até um maximo de 1,5 mg.L".

Doencas de Veiculacao Hidrica e relacionadas com a agua

A passagem dos grupos humanos da forma némade de
vida para a sedentaria levou a domesticacdao de animais e ao
dominio da agricultura. Criaram-se entdo condicdes favo-
raveis para a circulacdo continua de agentes infecciosos e
se contribuiu para fechar o ciclo ambiente-animal-homem.
Transformacoes sociais e econdmicas e o rapido desen-
volvimento cientifico e tecnologico dos ultimos séculos
provocaram mudancas profundas nos habitos de vida e nas
relacdes humanas e destas com o ambiente influenciando no
perfil das doencas infecciosas (WALDMAM, 2001).

A constante e intensa intervencao do homem no ambiente
alterou a qualidade do ar, das aguas e do solo com descargas
poluidoras que causaram mudancas profundas na distribuicao
dos diversos componentes da biota (TUNDISI; MATSUMURA-
TUNDISI, 2011). Entre eles, destacam-se vetores de doencas
infecciosas que deixaram seus habitats naturais agredidos em

16



busca de ambientes apropriados para sua adaptacao e conse-
quente desenvolvimento e reproducado.

Fezes humanas e residuos solidos contaminados sao os
principais veiculos transmissores de doencas infecciosas que
se propagam pela agua e as principais causas de morte em
criancas menores de dois anos. A pobreza e a desnutricao,
ainda endémicas no século XXl, favorecem a transmissao
dos microrganismos patogénicos. O panorama do sanea-
mento basico evidencia o alto risco a saude publica, causado
pelas falhas dos sistemas de vigilancia epidemiolégica, o con-
trole insuficiente da populacao de mosquitos transmissores
de microrganismos patogénicos e a aproximacao da fauna
silvestre aos grupos humanos urbanos ou rurais, pelo des-
florestamento e outros impactos (LARREINAGA; CORCHO,
2001; BRASIL, 2013).

As fezes humanas e dos animais de sangue quente con-
tém componentes inorganicos e microrganismos comensais
que formam parte da biota normal; se o individuo esta infec-
tado, contera também microrganismos patogénicos. A Tabela
1 apresenta a composicao quimica das fezes e da urina de
humanos e a Tabela 2 apresenta a composicdo da microbiota
normal das fezes.

Tabela 1 - Composicdo Quimica das Fezes e da Urina Humanas

Composicao aproximada em % do peso seco
Componente

Fezes Urina
Calcio (Ca0O) 4,5 4,5 -6,0
Carbono 44 - 55 n-17
Nitrogénio 50-70 15-19
Matéria organica 88 - 97 65 - 85
Fosforo (P,0,) 3,0-54 25-50
Potassio (K,0) 1,0-25 3,0-45

Fonte: Feachem et al. (1983).
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Composicao da Microbiota das Fezes Humanas

* As fezes de pessoas sadias contém numero elevado
de bactérias comensais, nao patogénicas, inclusive
benéficas que formam a biota intestinal normal.

e Algumas destas bactérias da biota normal colaboram
na digestdo, na fermentacdo (lactobacilos), e produ-
zem vitaminas (vitamina K, como os coliformes).

Em pessoas infectadas, ha microrganismos patogénicos.
Os esgotos municipais, que juntam esgotos domésticos de
bairros populosos, terdo alta diversidade de microrganismos
patogénicos, em geral, uma mistura de virus, bactérias, pro-
tozoarios e helmintos.

Tabela 2 - Microbiota Normal de Fezes de Individuos Sadios

Numero de bactérias por grama de fezes

Enterobactérias Enterococos Lactobacilos Clostridios

Pai . R
alse§ com dieta rica em 107 -10° 10° - 108 10° - 10° 10° - 10°

carboidratos

Paises c/dieta balanceada

Proteinas — Carboidratos

107 - 108 10° - 108 106 - 108 10°-107

Numero de bactérias por grama de fezes

Bacteroides Bifidobactérias Eubactérias
Palse§ com dieta rica em 107 - 10" 10° - 10 10 - 101
carboidratos
Paises c/dieta balanceada 10° - 10° 10° - 10 109 - 101

Proteinas — Carboidratos

Fonte: Feachem et al. (1983).

18



As fezes contaminadas com microrganismos patogéni-
cos e 0s esgotos domésticos que as transportam sao veiculos
de transmissao desses microrganismos e se despejados no
ambiente sem tratamento adequado favorecem sua disse-
minacao. As doencas infecciosas podem ser provocadas por
virus, bactérias, protozoarios e helmintos patogénicos. A
seguir, nas Tabelas 3 e 4, apresentam-se as doencas infeccio-
sas associadas as fezes e aos esgotos domeésticos, causadas
por agentes patogénicos.

Tabela 3- Doencas Causadas por Virus Patogénicos Humanos

em Fezes
Virus Reservatorio Doenca
Enterovirus, Poliovirus Homem Poliomielite, Febres, Meningite;
Echovirus Homem Diarreia, Febres, Meningite, Doencas

Respiratorias;

Coxsackie Homem Febre, Meningite, Doengas Respiratorias.

Novos virus entéricos

Doencas Respiratorias, Infeccdes de

Adenovirus Homem e animais
Olhos;
Reovirus Homem e animais Nao tém definidas;
Virus da Hepatite “A” Homem Hepatite infecciosa.
Virus associados
com gastroenterite
. Provavelmente o . . -
Rotavirus Diarreia e vomitos;
homem
Calicivirus - Diarreia e vomitos;
Provavelmente o . . P
Agente Norwalk Diarreia e vomitos.

homem

Fonte: Feachem et al. (1983).
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Tabela 4 - Doencas Causadas por Bactérias. Bactérias Patogénicas
Frequentes em Esgotos Municipais

Bactérias Reservatorios Doenca
E. coli patogénica Homem Diarreia
Salmonela
S. typhi Homem Febre tifoide
S. paratyphi Homem Febre paratifoide

Outras Salmonelas

Shigela spp

V. cholerae

Outros vibrides
Campylobacter spp
Yersinia enterocolitica

Leptospira icterohaemorrhagiae

Homem e animais

Homem

Homem

Homem

Homem e animais

Homem e animais

Ratos

Intoxicagdo alimentar e
diarreias

Disenteria bacilar
Coélera
Diarreias
Diarreias
Diarreias e septicemias

Leptospirose

Fonte: Feachem et al. (1983).

Os protozoarios mais frequentes em fezes e transmitidos
pela agua correspondem apenas a quatro espécies, conforme

Tabela 5.

Tabela 5 - Doencas Causadas por Protozoarios Frequentes
em Fezes Humanas

Protozoarios Transmissao Doenca
Giardia lamblia Homem-solo-agua-homem Giardiase
Entamoeba histolytica Homem-solo-agua-homem Amebiase
Balantidium coli Animais-solo-agua-homem Balantidiase

Cryptoporidium parvum e outros

Animais-solo-agua- homem

Cryptosporidiase

Fonte: Feachem et al. (1983).
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A Tabela 6 apresenta doencas causadas por helmintos
frequentes em fezes humanas que passam uma parte de seu
ciclo de vida na agua e apresentam-se alguns exemplos:

Tabela 6 - Doencas Causadas por Helmintos

Helminto Transmissao Doenca

Homem e animais-caramujo aquatico-

Schistosoma mansoni
homem

Esquistossomose

Schistosoma haematobium  Homem-caramujo aquatico-homem  Esquistossomose
Schistosoma japonicum Homem-caramujo aquatico-homem  Esquistossomose

Fasciola hepdtica Ovelha-caramujo aquatico-homem Fasciolase

Homem ou animal-caramujo aquatico-

peixe-homem Clonorchiase

Clonorchis sinensis

Fonte: Feachem et al. (1983).
A Figura 1 resume as principais vias de transmissao das

doencas de veiculacao hidrica.

Figura 1 - Principais vias de transmissao de microrganismos
enteropatogénicos de veiculacdo hidrica

ﬁ Principais Vetores h

Animais homeotérmicos | | Homem doente/transportador sadio
| Aguas superficiais | | Esgotos |
v v | Solo | |Aguas subterraneas
Aguas de Peixes e
balneabilidade Crustaceos
| Aerossois | | Aerossois

+ + 3 -

Aguas de uso Aguas de uso
doméstico doméstico

-  HomEMsaDO ——

Fonte: Feachem et al. (1983).

Cultivos Agricolas
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A intensificacdo dos impactos ambientais criou uma
nova realidade que acelerou o processo de disseminacao dos
microrganismos, modificou sua interacdo com o homem e
criou condicdes para a emergéncia e difusao de novas doen-
cas infecciosas, modificou o comportamento de doencas ja
conhecidas e ressurgiram algumas doencas consideradas
erradicadas ou pelo menos controladas desde os inicios do
século XX. Os anos 90 foram marcados pelo retorno de diver-
sas doencas infecciosas ao redor do mundo, independente de
seu nivel de desenvolvimento (MORSE, 1995).

O conceito de doencas emergentes e reemergentes foi
elaborado nos anos 90, década marcada por grandes epi-
demias e surtos das mesmas doencas de séculos atras. As
doencas emergentes e reemergentes foram definidas como
doencas recentemente identificadas no homem ou ja existen-
tes que apresentam um aumento rapido de incidéncia, com
ampla distribuicao geografica (SATCHER, 1995).

Sua denominacado “emergentes e reemergentes” expres-
sou, de acordo com Waldmam (2001, p.135), a “busca de novas
abordagens de avaliacdo e de tentativas de identificar quais os
instrumentos que permitiriam implementar novas estratégias
para o controle dessas doencas, num mundo onde a introdu-
cao de novos fatores de risco e mudancas das caracteristicas
dos grupos expostos ocorrem com extrema rapidez”.

O CDC (1994) destacou dentre as doencasinfecciosas emer-
gentes e reemergentes a Sindrome Pulmonar por Hantavirus,
a Febre Hemorragica por Ebola, a Febre Viral Aguda de Lassa,
a Doenca de lLyme transmitida por carrapatos, a Colera, a
Coqueluche, a Dengue, e a Febre Amarela, estas duas ultimas
transmitidas por mosquitos de género Aedes, transmissores de
Dengue (reemergente), Chicungunha e Zica (emergentes).

No Brasil, a Febre Amarela apresenta ciclos humanos
urbanos e silvestres entre macacos, transmitida pelo Aedes
aegypti selvagem (SILVA, 1998). A maior area endémica do
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planeta esta na regido amazonica, mas desde 1942 ndo exis-
tem registros da forma urbana. O Brasil passou 60 anos sem
registrar casos de dengue. O Aedes aegypti foi combatido
desde 1930, no Brasil, tendo éxito 20 anos depois. Reinfecoes
ocorreram em 1976 com ampla distribuicdo e 10 anos depois
foi registrado pela primeira vez o A. albopictus, vetor secun-
dario da Dengue em regides do sudeste da Asia e suscetivel
a infecgdo pelo virus da febre amarela. Sua proliferacdo é um
fator de risco para a reurbanizacao da febre amarela no Brasil.
A Tabela 7 apresenta alguns dos fatores que contribuiram
para a emergéncia e reemergéncia de doencas infecciosas,
circunscritas em uma regiao limitada, que se disseminaram e
atingiram zonas urbanas, infectando numerosas pessoas em
carater epidémico e algumas se tornaram endémicas.

Tabela 7 - Fatores Contribuintes de Doencas Infecciosas
Emergentes ou Reemergentes

Fatores principais Fatores especificos Doencas

. Esquistossomose; febres
. Agricultura; represas; desma- o ) .
Mudangas ecologicas; hemorragicas; leishmaniose;
. tamentos; reflorestamentos; . R - .
desenvolvimento eco- ) disseminacao das arboviroses
PO . ~ . mudangas nos ecossistemas ) A .
nomico e manipulacao (virus Sabid, virus Rocio/en-

hidricos; enchentes; secas; X .
da terra § VI, cefalite, virus Mayaro Puche/
fome e mudancas climaticas. ) R
sindromes febris).

Crescimento populacional e

migracoes; guerras e conflitos
Demografia e compor- civis; deterioracao humana;
tamentos humanos adensamento  populacional;
comportamento sexual e uso
de drogas venosas.
Movimento internacional de  Malaria, disseminacdo de
pessoas e produtos; viagens  mosquitos vetores; colera e
aéreas. dengue; influenza.
Internacionalizacao do supri-
mento de alimentos; mudanca
no processamento e empaco-
tamento de alimentos, trans-
plante de orgaos e tecidos;
drogas determinantes de imu-
nossupressdo; uso inadequado
de antibidticos.

Sindrome de imunodeficiéncia
adquirida; hepatites virais (B e
C); dengue e tuberculose.

Comércio e viagens in-
ternacionais

Encefalopatia  espongiforme
bovina; sindrome hemoliti-
co-urémica (E. coli 0157: H7);
hepatites B e C; doenga de
Chagas; infecgdes oportunis-
tas em pacientes imunodepri-
midos.

Industria e tecnologia
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Fatores principais Fatores especificos Doencgas

Variacdes naturais/mutacoes
em virus (HLV), bactérias (fe-
Evolucdo dos microrganismos, bre purpurica brasileira cau-
pressao seletiva e desenvolvi- sada pelo H. influenzae), re-
mento de resisténcia. sisténcia aos antimicrobianos,
antivirais, antimalaricos e pes-
ticidas, influenza.
Estrangulamento nas Saneamento e controle de ve-
medidas de saude pu- tores inadequados, cortes nos Colera, dengue e difteria.
blica programas de prevencao.

Fonte: Morse (1995).

Adaptacao e mudanca
dos agentes

Doencas de Veiculacao Hidrica e Relacionadas
com a dgua

As doencas veiculadas pela dagua se caracterizam pelo
microrganismo patogénico ser transportado pela agua e o
homem e os animais se infetam pela ingestao dessa agua con-
taminada ou pelo contato com ela. Doencas relacionadas com
agua sao aquelas associadas ao seu consumo e com insetos
vetores que se reproduzem na agua, se infetam e transferem o
agente patogénico aos seres humanos ou aos animais. A agua
age como veiculo direto na transmissao do agente infeccioso e
também € local de criacao de vetores bioldgicos e mecanicos.

Dentre as primeiras, citam-se com maior frequéncia a
diarreia por Samonella sp e a célera (Vibrio cholerae). Dentre
as segundas, destacam-se a febre amarela, dengue, chicungu-
nha e zica transmitidas pelo mosquito Aedes aegypti e com
sintomas semelhantes.

De acordo com o mecanismo pelo qual 0 microrganismo
patogénico é transmitido desde uma pessoa doente para um
novo hospedeiro sadio, as infeccdes veiculadas com a agua e
as relacionadas com a agua podem ser classificadas em dife-
rentes categorias. A classificacdo de Feachem et al. (1983)
e Feachem (1984) considera quatro categorias de doencas
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segundo sua associacdo com a agua. Essa classificacdo é inte-
ressante por relacionar os agentes etioldgicos e seus vetores
com o ambiente e é utilizada até hoje pelo seu conteudo e
praticidade.

A distribuicao das doencas infecciosas leva em conside-
racdo a associacao do agente infeccioso com as condicoes
ambientais, em particular como a qualidade e a quantidade de
agua que podem favorecer ou limitar sua disseminacao.

* Primeira Categoria - Mecanismo de transmissao
de doencas que tém como origem a agua. Ocorre
transmissao hidrica direta: o microrganismo pato-
génico esta presente na agua e é ingerido pelo novo
hospedeiro (homem ou animal) o qual adquirira a
infeccdo. Nesta categoria, estao incluidas infeccoes
causadas por:
> Bactérias: a cdlera (Vibrio cholerae), a febre
tifoide (Salmonella typhi), disenteria bacilar
(Shigella dysenteriae).

> Virus: hepatite infecciosa (hepatite A), Poliomielite
(poliovirus) e rotavirus (diarreias).

> Protozoarios: amebiase (Entamoeba histoly-
tica), giardiase (Giardia lamblia), crytosporidiase
(Cryptosporidium parvum), entre outras.

Todos esses microrganismos patogénicos seguem a via
oral-fecal, isto €, sdo eliminados com as fezes do individuo
doente e penetram pela boca da pessoa suscetivel que se tor-
nara um novo hospedeiro, portanto, um novo doente (homem
ou animal). A dgua é apenas uma via de transmissdo.

Outras vias que permitem a transferéncia do material
fecal para a boca sdao: maos sujas, alimentos, utensilios e
fomites e solo contaminado.
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Segunda categoria - Mecanismos associados a agua
de lavagem e higiene pessoal. Numerosas doencas
intestinais, da pele e dos olhos estdao relacionadas
com a falta de agua. As doencas associadas a agua
de lavagem sao definidas como aquelas cuja trans-
missao pode ser reduzida aumentando-se o volume
de agua usada para higiene pessoal. Sdo classificadas
em trés subgrupos:

>

Infeccoes do aparelho digestivo, com diarreias
responsaveis por morte de numeros elevados de
criancas. Este subgrupo inclui as doencas men-
cionadas na primeira categoria, de transmissdo
oral-fecal. As melhorias das condicdes higiénicas
da populacao com o suprimento abundante de
agua de boa qualidade tendem a causar a dimi-
nuicao dessas doencas. Foi comprovado que a
disenteria bacilar cai drasticamente com o lavado
correto das maos “Tua mao seja de manha com
agua fresca lavada..” (LE LONG, 1636, p.35 apud
VIGARELLOQO, 1996).

Infeccoes da pele e dos olhos, tais como furuncu-
los por estafilococos, micoses superficiais, sarnas
e tracoma. Esta ultima é uma doenca inflamato-
ria dos olhos, provocada pela bactéria Chlamydia
trachomatis, sorotipos A, B, Ba e C; é crbnica
e recidivante, afeta a cornea e a conjuntiva, e
pode levar a cegueira. E transmitida por algumas
espécies de moscas e por contagio com mate-
riais contaminados (lengdis, lencos, toalhas, etc.).
Seguem a rota fecal-oral e estao relacionadas com
a falta de higiene e com a falta de agua, portanto,
maior volume de agua para a lavagem do corpo
reduz acentuadamente o numero de incidéncias.
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> Infeccdes causadas por piolhos, pulgas e per-
cevejos. Os piolhos sdo vetores de rickettsias
que causam varios tipos de tifo, dentre eles, a
Rickettsia prowazski, agente do tifo epidémico.
Sdo também vetores de espiroquetas, como
a Borrelia recurrentis responsavel pela febre
recorrente. Estas infeccoes sao causadas pela
infestacdao das roupas e por artropodes. Maior
disponibilidade de agua para lavagem de roupa
e higiene pessoal tende a eliminar rapidamente
estas doencas.

Terceira Categoria - Mecanismos baseados na agua.
Sdo doencas cujo agente etioldgico passa parte do
seu ciclo de vida na agua, dentro de um hospedeiro
intermediario como o caramujo. Todos estes patoge-
nos sdo vermes parasitas (helmintos) que dependem
do hospedeiro aquatico para completar seu desen-
volvimento. A grandeza da infeccdo depende do
numero de vermes adultos que estao infectando o
paciente. Desta forma, a importancia da doenca pode
ser medida como “a intensidade da infeccao” de uma
pessoa (que depende do numero de vermes) e pelo
numero de pessoas infectadas numa populacao. As
parasitoses sao as Unicas infeccdées que podem ser
medidas ou categorizadas em infeccoes de baixa,
média e alta intensidade.
> A esquistossomose é um bom exemplo da catego-
ria trés: a agua poluida com excretas contém ovos
de Schistosoma mansoni os quais eclodem libe-
rando miracidios que penetram na Biomphalaria
onde evoluem até cercarias que reinfectam o
homem, penetrando pela pele.
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>

O verme guiné (Dracunculus medinensis). A larva
sai do homem doente por uma ferida na pele da
perna e penetra num pequeno crustaceo aquatico
(copépodes). O homem se reinfecta ao ingerir a
agua que contém o crustaceo. Outras doencas
que pertencem a esta categoria sao adquiridas
pela ingestao de peixes, crustaceos ou vegetacao
aquatica mal cozidos.

Quarta Categoria - Mecanismo que tem insetos
como vetores. Sdo doencas transmitidas por insetos
vetores que se criam na agua ou se alimentam e picam
perto da agua. Os mosquitos dos géneros Anopheles,
Culex e Aedes sdo os mais comuns. Aedes aegypti e
em menor escala Aedes albopictus sao transmissores
da malaria, da dengue, da febre amarela, da chicungu-
nha e da zica.

>

A filariose é transmitida por mosquitos dos géne-
ros Culex, Aedes, Anopheles. A filariase, filariose
ou elefantiase ¢ uma doenca parasitaria infecciosa,
causada pelos nematoides filariais da superfami-
lia Filarioidea, também conhecida como Filariae.
A forma sintomatica mais conhecida é a filariase
linfatica ou elefantiase, nome devido ao inchaco e
engrossamento da pele e tecidos subjacentes. Foi
a primeira das enfermidades infecciosas trans-
mitidas por insetos a ser descoberta. A variante
linfatica é causada pelos vermes Wuchereria
bancrofti, Brugia malayi e Brugia timori. As lar-
vas sdo transmitidas pela picada dos mosquitos
infectados. Da corrente sanguinea, essas larvas
se dirigem aos vasos linfaticos, onde amadure-
cem para as formas adultas e sexuadas. Apds oito
meses da infeccdo inicial (periodo pré-patente),
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comecam a produzir microfilarias que surgem
no sangue e em numerosos 6rgdos. O mosquito
se infecta quando pica um ser humano doente.
Dentro do mosquito, as microfilarias modificam-
se ao fim de alguns dias nas formas infectantes,
que migram principalmente para o aparelho bucal
do mosquito. Quando o hospedeiro definitivo é
picado, a larva sai do mosquito e entra na cor-
rente sanguinea do homem (seu unico hospedeiro
definitivo).

A mosca Tsé-Tsé é um vetor que se alimenta e pica
perto da agua e é transmissora da doenca do sono.
E uma infeccao frequentemente fatal causada pelo
Trypanosoma brucei. Ha duas formas de manifes-
tacdao, uma na Africa Ocidental, incluindo Angola
e Guiné-Bissau, causada pela subespécie T. brucei
gambiense, com caracteristicas crénicas e outra
ocorre na Africa Oriental, incluindo Mocambique,
causada pelo T. bruceirhodesiense. Os sintomas
iniciais sdo recorrentes (febres, tremores, dores
musculares e articulares, linfadenopatia, mal-es-
tar, perda de peso, anemia e trombocitopenia). A
infeccao por T. rodesiense pode provocar danos
cardiacos com insuficiéncia desse 6rgdo na fase
aguda. Os sintomas mneurologicos e meningo-
encefalite e retardacdao mental aparecem mais
tardiamente. Na infeccao por T. gambiense ocorre
invasao do cérebro geralmente apos seis meses e
o T. rodesiense pode invadi-lo apos algumas sema-
nas. Sintomas tipicos sao convulsdes epilépticas,
sonoléncia e apatia que concluem com o0 coma. A
morte segue-se entre seis meses a seis anos apos
a infeccdo para o T. gambiense, e quase sempre
antes de seis meses pelo T. rodesiense.
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Classificacdo Ambiental das Doencas Veiculadas e
Relacionadas com a Agua

A diversidade e a quantidade dos microrganismos pato-
génicos que podem estar presentes nas fezes e nos esgotos
municipais representam riscos possiveis (ou riscos virtuais)
de contaminacado dos seres humanos e dos animais. A possibi-
lidade real de transmissdo de esses microrganismos atingirem
um novo hospedeiro, ou seja, o risco real de ocorrer conta-
minacao humana depende de diversos fatores que incluem as
caracteristicas do microrganismo patogénico, as caracteris-
ticas do ambiente que sera seu veiculo de transmissao (agua,
solo - temperatura, pH, salinidade, presenca de nutriente e
de predadores), as necessidades ou ndao de um hospedeiro
intermediario e as caracteristicas do hospedeiro final (idade,
estado nutricional, condicdes do sistema imunologico, grupo
de risco, doencas de base).

Com base nesses critérios, e completando a descricao
das quatro categorias das doencas relacionadas com a agua
e de veiculacdo hidrica, Feachem et al. (1983) ampliaram a
classificagdao ambiental das enfermidades relacionadas com
as fezes e os esgotos em seis categorias que avaliam a exis-
téncia ou ndo de um periodo de laténcia do patégeno (periodo
necessario para que o microrganismo apos excretado se torne
infetante — os vermes parasitos tém laténcia), a concentracao
da dose infecciosa (concentracao de particulas infecciosas
— bactérias, virus, cistos, ovos — necessarias para causar a
enfermidade), a persisténcia (tempo de sobrevivéncia no
ambiente das formas infecciosas do patégeno), a existéncia
de um hospedeiro intermediario e sua capacidade de sobre-
vivéncia e a forma de transmissao. Incluiram, ainda, algumas
medidas importantes de controle (Tabela 8).
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5. Com laténcia, Construcao de banheiros nas proprias casas

persisténcia . . Tratamento do material fecal antes de ser descartado no ambiente
R Esquistosomiase ‘ - .

e hospedeiro ) Agua Controle do reservatorio animal

) - Fasciolase NN a

intermediario Controle dos hospedeiros intermediarios

aquatico Bom cozimento dos peixes e frutos do mar em geral
Filariase bancroftiana
(transmitida pelo mosquito

. R Culex pipiens) Locais contaminados

6. Disseminagao por . X

X X Mosquitos Anopheles, Aedes com material fecal

insetos relacionados . ‘ - o . .

X . (Dengue, Chikungunya e Aguas ldentificacao e eliminacdo dos insetos transmissores

com aguas poluidas . R

Zica) contaminadas: ovos

com excretas ou nao - . R
Infecgdes categorias1a5  do mosquito

ou transmitidas por vetores
mecanicos (baratas, moscas)

Fonte: Feachem et al. (1983).

Notas:
! Laténcia: periodo que deve transcorrer para que o microrganismo, apds excretado, torne-se infectivo.

2 Dose infecciosa: concentracao de particulas infecciosas necessarias para causar a enfermidade (Dl baixa: 100 particulas
ou menos; Dl média: 10% a 10%; Dl alta: 10° a 10°).

3 Persisténcia: tempo de sobrevivéncia no meio ambiente das formas infectivas.
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Observa-se que o controle da maioria dessas doencas
se relaciona com o destino final das excretas (construcao de
banheiros) e o tratamento dos esgotos. Ambas as medidas sao
dirigidas a reducdo da disseminacao a céu aberto dos micror-
ganismos patogénicos. Sdo medidas basicas e essenciais que
constituem barreiras sanitarias que diminuem significati-
vamente a circulacdao ambiental dos patogenos e, portanto,
diminuem os riscos as infec¢cées de humanos e animais. Em
consequéncia, diminuem as vias de contaminacao das aguas
superficiais e do solo. Essas medidas junto ao aumento de
distribuicao de agua potavel promovem a saude humana e
ambiental.

A transmissao dos microrganismos patogénicos veicula-
dos pela agua e pelos esgotos precisa de condi¢des ambientais
que favorecam seu livre transito até o novo hospedeiro sadio.
Ambientes mal saneados com esgotos circulando a céu aberto,
assim como populacao defecando no campo pela falta de uma
simples fossa rudimentar, caréncia de agua de boa qualidade
para beber e para higiene pessoal favorecem a transmissao
hidrica e ambiental das doencas infecciosas.

Em geral, associam-se grandes volumes de agua natu-
ral com ambientes mais limpos e popula¢gdes mais sadias. O
Brasil detém mais de 10% da agua doce do mundo em condi-
coes potenciais de serem potabilizadas (TUNDISL, 2003), ja
sua distribuicao por regido geografica é heterogénea e causa
limitante do desenvolvimento social e econdmico em algumas.
A distribuicao espacial dos recursos hidricos brasileiros nao
coincide com as demandas da populacdo: a regiao Norte, com
apenas 7% da populacao brasileira, reune 68% da agua doce
do pais na bacia amazoénica, o Nordeste, com 29% da popu-
lacdo, tem apenas 3% da agua doce, ja o Sudeste, com 43%
dos habitantes do pais, possui menos de 6% da agua doce de
superficie (SANASA, 2016).
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O diagnostico do “Ranking do Saneamento 2014”
(TRATA BRASIL, 2013) considera os principais indicado-
res de saneamento basico dos 100 maiores municipios do
Brasil: abastecimento de agua; coleta e tratamento de esgo-
tos; perdas; entre outros, com base no Sistema Nacional de
Informacoées sobre Saneamento (SNIS) de 2012, do Ministério
das Cidades. Os dados mostram que em todo o Brasil:

* 82,5% da populacao dispéem de agua tratada, e a
meédia do consumo no pais é de 166,3 litros por pes-
soa.dia™;

*  37% da agua tratada se perdem na distribuicao;

* 48,6% dos municipios tém acesso a coleta de esgotos;

* 39 % do esgoto coletado recebem algum tipo de
tratamento;

No Nordeste, a média de consumo de agua potavel é de
125,8 litros.pessoa.dia™; e do Sudeste é de 194,1litros.pessoa.
dia™.

A ONU recomenda uma média de 110 litros de agua por
pessoa por dia, ou seja, Pernambuco e Alagoas fogem da
média, ficando abaixo do recomendado. Verifica-se, na tabela
anterior, que os maiores consumos de agua encanada se con-
centram nas grandes cidades (Rio de Janeiro e Sdo Paulo), com
baixas perdas na distribuicao e baixa porcentagem de trata-
mento de esgotos (na ordem de 32 a 34%.), e Amapa com altos
valores de consumo de agua apresenta escassas redes de
distribuicdo, altas perdas na distribuicao e deficiente coleta
de esgotos. Muita agua disponivel numa regiao nao significa
necessariamente agua potabilizada e distribuida, esgoto cole-
tado e tratado, e condicoes dignas de vida. A Amazonia Legal
é um exemplo, onde 0 “excesso” de agua é até uma barreira
para o avanco do saneamento basico concebido nos padroes
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tradicionais. Neste, o tratamento da agua e dos esgotos é feito
em grandes estacOes de tratamento que produzem grandes
quantidades de efluentes, e no caso da agua, sao distribui-
dos por longas redes. Deve-se pensar seriamente em outro
modelo para esta regido (e para outras também, respeitando
suas diferencas), onde os caminhos mais importantes que
ligam as ilhas com seus habitantes sao exatamente os cami-
nhos das aguas.

Considerem-se, nesse contexto, os dados de saneamento
basico para a Amazonia Legal.

Na Amazonia Legal:

60% dos municipios tém rede de distribuicdo de agua
tratada;

24% dos domicilios usam agua de pocos e nascentes;
13,2% dos domicilios de lagos, acude ou pocos;

14,6% dos municipios tém rede coletora de esgotos;
49,2% dos municipios possuem fossas rudimentares
para descartes dos dejetos fecais.

No Acre e em outros Estados do Norte brasileiro, a asso-
ciacao entre deficiéncias de saneamento basico e doencas
veiculadas pela agua é facilmente visualizada.

Acre

42,61 dos municipios tém rede de distribuicao de
agua;

42,61% da agua tratada se perdem na distribuicao.

A média de consumo de agua no pais é de:

10,4 % dos municipios possuem rede coletora de
esgotos;

17,6% dos esgotos coletados sdo tratados;

49,2% dos municipios possuem fossas rudimentares
para descartes dos dejetos fecais.
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Das doencas predominantes no Acre:

* 69 casos de hepatite por 100 mil habitantes;

* 32 casos de amebiase por mil habitantes;

* 4,62 casos de leptospirose por mil habitantes;
* 2,7 casos por mil habitantes.

O projeto “Brasil das Aguas: revelando ao azul do verde
amarelo” tem entre seus membros o Dr. José Galizia Tundisi,
atual presidente do Instituto Internacional de Ecologia com
sede em Sdo Carlos, SP. Ele e seus colegas estudaram a com-
posicdo i6nica e a concentracdo de carbono, nitrogénio e
fosforo na agua de numerosos rios e reservatorios brasileiros
e, utilizando a concentracao de fosforo total, classificaram
as amostras em um [ndice de Estado Tréfico (IET). Com base
nesses resultados, acrescidos dos dados de abundancia e
diversidade do fitoplancton, zooplancton, e bacterioplanc-
ton, presenca de metais pesados e agrotoxicos nas aguas
e nos sedimentos, relataram que a situacao das aguas dos
brasileiros é preocupante pelos altos niveis de degradacao
observados, principalmente, nas regides de maior concen-
tracao populacional do pais, com maior PIB (regides Sudeste
e Sul). Destacaram que as aguas doces sdo recurso estraté-
gico para o pais, por promoverem o desenvolvimento social
e econOmico, possibilitando melhor qualidade de vida, dimi-
nuicao da mortalidade infantil e melhor distribuicdo de renda.
Porém, quando contaminadas tém efeito contrario: diminuem
a qualidade de vida, aumentam a mortalidade infantil, e péem
em Tisco a seguranca coletiva da populagao, produzindo
resultados econdmicos adversos. Os resultados do monito-
ramento revelaram a importancia do controle sistematico
das aguas, e a urgéncia de acoes governamentais de prote-
cao e de aplicacdo de tecnologias de recuperacao. Entre elas,
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citam-se o tratamento de maior volume dos esgotos produzi-
dos e melhor qualidade dos efluentes lancados ao ambiente,
aterros sanitarios, tratamento apropriado dos efluentes
industriais, reflorestamento, preservacao das nascentes e das
areas alagadas; saneamento basico das areas periurbanas das
metropoles, entre outros (TUNDISL, 2015).

A saude humana e niveis adequados de vida que geram
0 bem-estar estdao intimamente ligados a qualidade ambien-
tal. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
24% dos anos de vida perdidos por incapacidade e 23% das
mortes prematuras em todo o mundo sao devido a exposicao
a riscos ambientais e ocupacionais que podem ser evita-
dos. Nas Américas, a carga de doencas atribuiveis a fatores
ambientais evitaveis é estimada em 17,2%. E importante um
olhar integrado sobre questdes de saude, conhecer e enten-
der as inter-relacOes entre a carga de doencas e 0 acesso aos
padroes de uso dos recursos, as pressdes ambientais diver-
sas incluidas as mudancas climaticas globais. A protecao da
saude publica é obrigacao do Estado e, para isso, devem-se
construir estratégias de saude ambiental que incluam os con-
ceitos de desenvolvimento sustentavel, o fortalecimento da
politica de cobertura universal de saude, a garantia da segu-
ranca humana, trabalhar com uma visao global e com enfoque
local e 0 compromisso explicito com a reducao de iniquidades
em saude, o qual envolve, em primeiro plano, o saneamento
basico (BRASIL, 2013).

A vigilancia ambiental, através do monitoramento siste-
matico da qualidade dos efluentes produzidos, da agua tratada
distribuida, das fontes de agua usadas para potabilizacdo, para
irrigacdo e aquicultura e para recreacdo, entre outras fontes,
¢é parte integrante fundamental de todo e qualquer programa
e estratégia de saude ambiental e humana por prover dados
basicos para a gestao.
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CariTuLrO 2

Indicadores Microbioldgicos de Poluicao

Conceitos gerais

s caracteristicas biologicas de uma agua ou de um

ambiente em geral englobam o0s diversos seres vivos

ue ali habitam. Estao incluidos macrorganismos (plan-

tas, animais, grandes algas, por exemplo) e 0s microrganismos

reunidos em pelo menos sete grandes grupos: bactérias,

virus, protozoarios, helmintos, microalgas e cianobactérias e
fungos.

Sdo relevantes para o equilibrio ou homeostase ambien-
tal por serem os principais agentes das transformacdes de
reciclagem dos elementos quimicos essenciais para a vida
através dos ciclos biogeoquimicos. Nesses ciclos, 0os micror-
ganismos transformam a matéria organica em inorganica
(estabilizam-na), recuperam a energia contida nessas molé-
culas e disponibilizam para o ambiente nitrogénio, fosforo e
enxofre, entre muitos outros elementos existentes e na forma
de sais (nitratos, fosfatos, sulfatos, etc.). Simultaneamente,
sintetizam nova biomassa.

Alguns microrganismos sao virulentos, com capacidade
de causar doencas e devem ser detectados e medidas de sane-
amento basico deverdo ser implementadas para funcionarem
como barreiras sanitarias que dificultem e até consigam evi-
tar sua disseminacao.
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As comunidades biologicas expressam a integridade
ecologica do ecossistema ao integrar os diferentes impactos
naturais e antropogénicos ao ambiente e fornecer informa-
coes agregadas de seus efeitos.

Um indicador microbiologico de poluicao organica ou
indicador da qualidade sanitaria de uma agua ou de outra
matriz ambiental é qualquer microrganismo ou grupo de
microrganismos que pela sua presenca (ou pela sua auséncia),
sua frequéncia de isolamento e pela diversidade dos géneros
e/ou espécies que compdéem o grupo, demonstra(m) a exis-
téncia de poluicdo e ou da contaminacao fecal.

Desta forma, virus, bactérias, protozoarios, algas, ciano-
bactérias e fungos, entre outros microrganismos, podem ser
utilizados como indicadores das condicoOes fisicas, quimicas
e microbiologicas desse ambiente. As condicoes sanitarias
de uma agua ou de um ambiente em geral se referem, espe-
cificamente, a avaliacao da presenca dos microrganismos
patogénicos e/ou de seus indicadores veiculados ou relacio-
nados com a agua e que constituem riscos a saude do homem
e dos animais.

De forma geral, sdo denominados bioindicadores aque-
les organismos e comunidades que respondem a poluicao
ambiental com alteracdes metabdlicas, morfologicas, com-
portamentais, aumento ou decréscimo populacional e, em
consequéncia, com alteracoes na diversidade e na quanti-
dade de organismos na comunidade. Dessa forma, fornecem
informacodes das condicOes ambientais e das situacdes de
mudancas.

Sistemas de monitoramento qualitativos e quantitati-
vos da agua incluem a avaliacao de variaveis microbiologicas
e sanitarias (bactérias coliformes totais e termotolerantes,
Escherichia coli e enterococos, entre outros) e se consti-
tuem em ferramentas fundamentais para as politicas publicas
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e as acoes de gestdo. Sdo exemplos a classificacdo dos cor-
pos de agua em classes de acordo com a qualidade de suas
aguas e a definicdo de seus usos e dos tipos de tratamen-
tos a serem aplicados nessas aguas para sua potabilizacao.
Citam-se a Resolucao CONAMA N° 357/2005 (BRASIL, 2005),
que “Dispoe sobre a classificacdo dos corpos de agua e for-
nece diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem
como estabelece as condicoes e padrdes de lancamento de
efluentes, e da outras providéncias”, a Resolucaio CONAMA
N° 27472000 (BRASIL, 2000) que “Define os critérios de bal-
neabilidade em aguas brasileiras” e a Portaria N° 2914/2011
(BRASIL, 2011) do Ministério da Saude que “Dispde sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da
agua para consumo humano e seu padrao de potabilidade”.

A poluicdo por matéria organica proveniente das des-
cargas das bacias hidrograficas mal saneadas, de excretas de
animais homeotermos e de esgotos domésticos ndo tratados
ou mal tratados sao as principais causas da poluicao organica
que causa mudancas profundas no corpo aquatico receptor e
que se manifesta na eutrofizacao das aguas e nas consequen-
tes transformacodes (BRANCO, 1986).

Essas aguas passam a apresentar alta taxa de cresci-
mento de organismos autotrofos fotossintetizadores, em
geral, com predominio de cianobactérias com capacidade de
produzir potentes cianotoxinas que podem causar desde leve
dermatite até tumores, canceres e morte, entre outras con-
sequéncias que impedem seu uso para os fins a que foram
destinadas (ESTEVES, 2011).

Essas mudancas e 0s microrganismos que predominam
em cada etapa sao bem descritos nos estudos de autode-
puracdo. As primeiras alteracoes da qualidade da agua e as
primeiras consequéncias ocorrem na zona de descarga dos
esgotos ou de entrada das cargas poluidoras e sao 0 aumento
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da matéria organica e sua biodegradacdao que provocam forte
deplecao de oxigénio, morte de peixes e de outros organismos
aquaticos. A concentracao da matéria organica biodegradavel
(a ser degrada por bactérias e fungos, prinipalemnte) ¢ medida
como Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO, ). Junto com
0 decréscimo do oxigénio dissolvido, ocorre aumento da tur-
bidez da 4gua. O crescimento excessivo de bactérias aerobias,
que sdo os principais agentes da degradacao das proteinas,
carboidratos e lipideos presentes nas descargas, libera ions
nitrogenados (nitrato) e fosfatados (ortofosfato) entre outros.
O consumo de oxigénio gera condi¢cdes anaerobias e micror-
ganismos fermentativos e andxicos crescem rapidamente e
substituem os aerodbios, produzindo gases de odores desagra-
daveis pela reducao dos sulfatos até H,S, e dos nitratos em
nitrito e até amoénia, producao de metano e mercaptanas.

Bactérias filamentosas dos géneros Thiothrix, Beggiatoa
e Sphaerotillus sdo abundantes nas regides de rios e represas
onde sao descarregados os esgotos domésticos, assim como
em pantanos, onde ha abundante matéria organica em decom-
posicao. Essas bactérias junto com leveduras e fungos do
género Geotrichum spp, por exemplo, e com cianobactérias
filamentosas dos géneros Oscllatoria e Phormidium, entre
outros, formam os denominados fungos dos esgotos (MARA,
1974). Estes se visualizam como tufos de fios esbranquicados
sobre um fundo aquatico marrom-preto com filamentos ver-
de-escuros. Portanto, a presenca dessas bactérias e desses
fungos em quantidades excessivas, no ambiente, sao indi-
cadores da entrada dos esgotos e de qualquer outro tipo
de residuo rico em matéria organica (MARA, 1974; BITTON,
2005).

O fluxo hidraulico transporta a 4gua da zona de descarga
para dentro do lago ou do agude ou ao longo do rio, ocorrendo
sedimentacao e diluicao das particulas e moléculas organicas.
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Com o decréscimo da concentracdo da matéria organica
(diminuicao da DBO, ), diminuem as bactérias filamentosas,
as leveduras e 0s geofungos e comecam a ser visualizados
fungos aquaticos verdadeiros. Pelo efeito da sedimentacao, a
agua recupera lentamente a transparéncia. A luz que pene-
tra na coluna de agua estimula a proliferacdo dos organismos
fotossintéticos oxigénicos, aparecem assim maiores numeros
de cianobactérias e algas, com predominancia de flageladas
verdes, como Chlamydomonas spp e Euglena spp, de meta-
bolismo mixotrofico (seu metabolismo inclui simultaneamente
a fotossintese e a oxidacao de compostos organicos exter-
nos). O ambiente ja nao é hipereutréfico, nao é dominado
pelos fungos dos esgotos, mas é eutrofico.

Algas e cianobactérias estdo presentes em numeros
elevados e distribuidas em poucos géneros nos ambientes
eutroficos. Estes possuem altas densidades de cianobactérias
e géneros ou assembleias de géneros e de espécies especifi-
cos que indicam o nivel de poluicao e as condicdes ambientais
predominantes, expressam também as condicOes de turbu-
1éncia da agua.

Em aguas oligotréficas e mesotroficas sao abundantes
as bactérias de vida livre com formas de bastonetes, cocos
e espirilos em concentracoes mais baixas que nos ambientes
com alta poluicdo. Sao ricas em diversidade, mas com densi-
dades populacionais menores em ambientes mesotroficos e
mais diversos e menos abundantes nos ambientes oligotrofi-
cos. A maior diversidade de algas se manifesta no grupo das
diatomaceas e das cloroficeas sendo frequentes os géneros
Staurastrum, Cosmarium e Spirogira, entre outros.

A Figura 1 mostra os efeitos das descargas de matéria
organica em um corpo aquatico, representados pelas curvas
das concentracdes de oxigénio dissolvido (OD), DBO, nitrogeé-
nio amoniacal e nitratos.
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Figura 1- Curvas de autodepuracdo de um rio apds descarga de
esgotos domeésticos
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A Figura 2 apresenta microrganismos indicadores de
diferentes zonas do processo e mostra as variacdes bio-
ticas ao longo da curva de autodepuracao em um COrpo

aquatico.



Figura 2- Processo de autodepuracao e modificacdes da biota
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Os desenhos da Figura 2 sdo apenasilustrativos. Os peixes
da zona de aguas limpas (vida aquatica superior) representam
a biota de um ambiente oxigenado com baixa concentracao
de matéria organica. Nessa zona, o ecossistema bidtico esta
formado por peixes, bactérias, cianobactérias, algas, proto-
zoarios e fungos sem predominancia de grupos ou géneros.
Na zona de degradacao, reduz-se a diversidade junto com o
oxigénio e, na seguinte, tornam-se predominantes os orga-
nismos anaerobios com destaque para as bactérias e alguns
fungos. Algas e cianobactérias retornam na zona seguinte, de
aguas limpas 2, estimuladas pela luz e as altas concentracoes
de nutrientes liberados nos processos de biodegradacao em
todas as etapas anteriores. O ambiente esta recuperado em
relacao as concentracoes de oxigénio dissolvido e de DBO,
mas a biota autotrofica (algas, cianobactérias e macrofitas) é
mais abundante que na zona de aguas limpas 1, evidenciando
0 enriquecimento com nutrientes, ou seja, a agua ficou com
niveis mais altos de eutrofizacao.
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Em geral, o zooplancton é um importante indicador da
poluicdo das aguas e, dentre seus componentes, os protozoa-
rios sdo bons indicadores de poluicdo organica (ESTEVES, 2011).

Estudos do impacto da piscicultura intensiva em tanques
-rede sobre a qualidade da agua de um acude no semiarido
nordestino, utilizando a comunidade zooplancténica como
bioindicadora dos efeitos causados pelo incremento de nutrien-
tes decorridos dessa atividade, mostraram que eventos de
chuvas além da piscicultura contribuiram para o aumento do
nivel de trofia, confirmada pelo IET de Carlson modificado,
classificando-o como eutrofico. Os metazoarios do filo roti-
fero mostram-se mais representativos em riqueza, abundancia
e densidade seguidos dos microcrustaceos copepoda e clado-
cera. A densidade apresenta-se significativamente maior na
época seca para todas as espécies zooplancténicas, com maior
abundancia de Brachionus sp, Filinia sp, Keratella americana,
Ceriodaphnia cornuta, nauplios de copépodes, copepoditos
calanoides e cyclopéides, associadas a ecossistemas eutrofiza-
dos. Portanto, comunidades zooplantonicas sao bioindicadores
adequados da qualidade de aguas, particularmente em processo
de eutrofizacdao (CAVALCANTI et al., 2012). Rotiferos também se
mostraram indicadores apropriados das etapas de depuracao de
aguaresiduaria ao longo dos canais de um sistema de terras umi-
das (wetlands). O efluente mostrou boa eficiéncia de remocao de
poluentes (a agua passou de polisaprobica na entrada para alfa
mesosaprobica na saida). E pode também ter importante papel
na reducdo de bactérias patogénicas (PARESCHL, 2004).

Os protozodarios sao essenciais nos processos de depuracao
biologica aerobia das aguas residuais e bastante utilizados como
indicadores nos sistemas de lodos ativados. Sua alimentacao é
heterogénea o que os torna excelentes degradadores: sdao bacte-
riofagos, detritivoros, herbivoros, carnivoros e até canibais.

O sistema de lodos ativados é bastante utilizado no tra-
tamento bioldgico aerdbio de esgoto sanitario e industrial.
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Baseia-se na oxidacao bioquimica dos compostos organicos e
inorganicos presentes nos esgotos, que é realizada por popula-
coes de microrganismos bem diversificados que sao mantidas
em suspensao no meio liquido por agitacdo com injecao de ar
0 qual gera um ambiente aerobio rico em oxigénio dissolvido
(SEVIOUR; BLACKALL, 1999). A comunidade que se estabe-
lece nesse sistema é dinamica e a base do tratamento, com
cada espécie cumprindo um papel metabolico diferenciado,
mas integrado ao todo o processo e de alta importancia para o
bom funcionamento do sistema. A estrutura e o funcionamento
dessa comunidade estao diretamente relacionados com as con-
dicoes operacionais e com a qualidade e quantidade do esgoto
afluente que alimenta o reator (VAZOLLER et al., 1989). Devido
a essa intima associacdo, a avaliacao microbiolégica do lodo
fornece informacodes suficientes e precisas sobre o desempe-
nho do sistema e, em consequéncia, da qualidade do efluente.

A eficiéncia do tratamento depende da formacao de flo-
cos biolégicos adequados no tanque de aeracao. Na formacao
desses flocos, intervém bactérias filamentosas e mucilagino-
sas formadoras de flocos. Os flocos biologicos deverao ter
dimensoes apropriadas para sedimentarem rapidamente no
tanque de sedimentacdo secundario. Flocos ideais para atin-
gir a boa eficiéncia na biodegradacdo da matéria organica e
posterior sedimentacdo devem ser predominantemente de
tamanho entre médio e grande: em torno de 500 pm a 1000
pm e devem ser compactos e redondos. Flocos pequenos (75
pm), redondos e compactos, denominados como flocos “Pin-
point” por serem leves nao terao boa sedimentacao. Os flocos
com excesso de bactérias filamentosas também nao sedimen-
tardo, ficarao flutuando no tanque de decantacdo causando o
intumescimento do lodo ou bulking.

Em relacao a biota nos reatores de lodos ativados, no
inicio de funcionamento quando a carga organica € elevada,
observa-se a predominancia de protozoarios ameboides
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(sarcodina) e flagelados no tanque de aeracao. A medida que
aumenta a idade do lodo, passam a predominar protozoa-
rios ciliados de vida livre (exemplo: Paramecium spp) que se
alimentam ativamente de bactérias e posteriormente proto-
zoarios ciliados fixos (exemplo: Vorticellaspp) que tém ampla
capacidade de ingerir diversos outros microrganismos.

A simples observacao microscopica dos flocos forma-
dos no lodo do tanque de aeracdo permite ter uma ideia do
funcionamento do sistema: flocos de tamanho médio, semi-
compactos, com abundantes protozoarios ciliados fixos e
bactérias filamentosas formando parte de seu esqueleto, evi-
denciam bom funcionamento, particularmente se o liquor é
claro com poucas bactérias e abundantes ciliados de vida livre
nadando entre os flocos. Na figura 3 apresenta-se flocos bio-
16gicos de lodos ativados.

Figura 3 - Flocos biolégicos pequenos bem formados (a), floco biologico
ideal com um ciliado livre aderido (b), flocos filamentosos (c).

Fonte: Piedade (2015).
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Sdo esses protozoarios e os outros componentes do zoo-
plancton que determinam o sucesso do tratamento.

A Figura 9 mostra a sucessao de protozoarios, micro-
crustaceos, metazoarios e cladéceros no tanque de aeracdo
do sistema de lodos ativados com o aumento da idade do lodo.

Figura 4 - Representacao esquematica das curvas de populacoes de
microrganismos em relacao ao tempo de aeracao e a estabilizacdo da
matéria organica em lodos ativados
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Fonte: Branco (1969).

Observacdes de Branco (1969) mostraram a sucessdo
representada na Figura 4:

Primeira etapa: presenca de flagelados que atingem seu
maior numero (cerca de 500 organismos por mL) em torno do
7° dia de aeracdo, elevando-se até o 15° dia. Logo surge uma
rica populacdo de flagelados pequenos do género Bodo, que
pode atingir 50.000 organismos.mL" ao redor do 22° dia;

Segunda etapa: presenca de abundantes Ciliados,
o ambiente é rico em bactérias, e o pH se eleva. Ocorre
intensa proliferacao dos ciliados de locomocao muito rapida,
(género Colpoda), com maxima populacao no 11° dia de aera-
¢do. Ocorre a partir do 4° ou 5° dia a transformacao de alguns
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ciliados em cistos que se aderem aos flocos e o numero de
bactérias em suspensao que sao seu principal alimento dimi-
nui. Logo apés o0 10° dia, o numero de ciliados ativos ultrapassa
40.000/mL e o numero de cistos é superior as formas ativas, a
curva de crescimento declina rapidamente. Aparecem ciliados
sésseis peritricos com pedunculos que se prendem a super-
ficie dos flocos, e atingem até 1.500 individuos.dia '/mL, no
15°, passam a declinar. Predominam os peritricos Opercularia,
Epistylis, Pyxidium. Finalmente declinam estes e se deformam
os flocos com presenca de alguns de ciliados livre-nadantes,
dos géneros Liotus, Amphileptus e Loxodes;

Na terceira e ultima etapa: aparecem os microinverte-
brados, nematoides de vida livre entre o 13°-14° dia.

Conclui-se que os melhores indicadores do tratamento,
ou seja, do processo de biodegradacdao da matéria organica,
nesses sistemas, sao 0s microrganismos envolvidos, seme-
IThantes ao processo de autodepuracao. Protozoarios podem
ser também importantes indicadores de elementos toxicos na
agua tais como cobre, zinco, Triton X-100 (NICOLAU et al,,
1999).
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CaAriTULO 3

Indicadores microbianos de contaminagao fecal

iferentes tipos de microrganismos patogénicos
D(bactérias, virus, protozodarios e helmintos) acom-

panham as descargas dos esgotos municipais que
contaminam as aguas naturais e sao por elas veiculados.
Sua presenca deve ser monitorada para a adocdo de medi-
das preventivas com metas de diminuir os riscos a saude
da populacao, que destina essas aguas para usos multiplos,
tais como beber, recreacao de contato primario e agricultura
irrigada de produtos a serem consumidos crus, entre outros
(CRAUN; CASTRO, 1996).

O objetivo do exame microbiologico da agua é verifi-
car sua condicao de uso, seja para recreacado, para irrigacao
agricola, aquicultura ou agua potavel, confirmando a ausén-
cia de microrganismos enteropatogénicos de forma que seu
uso, incluida sua ingestao, nao represente riscos de infec-
coes provenientes da contaminacao do manancial com fezes
e esgotos domeésticos (BRASIL, 2013). A Resolugcdo CONAMA
N°357 de 17 de marco de 2005 classifica as aguas do territo-
rio nacional em classes de uso em funcdo de sua qualidade,
com destaque para os parametros microbiologicos (BRASIL,
2005a).

O saneamento basico adota barreiras sanitarias que
inibem a propagacdo dos microrganismos patogénicos (trata-
mento da agua para ser consumida pela maioria da populacao
e coleta, tratamento e descarte apropriado dos esgotos) e
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sdo essenciais para o decréscimo das doencas diarreicas. No
Brasil, Sperling e Chernicharo (2000) observaram que as tec-
nologias de tratamento de esgotos sdo eficientes na remocao
de matéria organica e solidos suspensos (DBO, DQO, SS), mas
ineficientes para remover nitrogénio, fosforo e bactérias coli-
formes e, portanto, bactérias enteropatogénicas.

Nos esgotos domésticos e municipais, 0S microrganis-
mos enteropatogénicos estdo, em geral, em baixas densidades
e de forma intermitente porque somente os individuos enfer-
mos ou os portadores sadios os liberam nas suas excretas.
Ainda, a descarga de agua dos vasos sanitarios provoca sua
diluicdo. Quando esses esgotos atingem o corpo receptor
experimentam outra diluicao significativa que diminui ainda
mais sua densidade (numero de individuos em um volume
determinado). Deve-se também considerar que os agentes
patogénicos, adaptados as condicdes do intestino humano
(pH proximo ao neutro, temperatura em torno de 35 a 37°C
auséncia de luz solar e de outros fatores microbicidas, e em
presenca de abundantes substratos para seu metabolismo),
nao sobrevivem durante um longo periodo nas aguas naturais
e, portanto, podem nao ser encontrados numa amostragem
esporadica.

Mas, quando presentes sob condicdes ambientais que
permitem sua multiplicacdo em aguas poluidas, a demora na
sua deteccdo € a causa de que, muitas vezes, 0s patogenos
sdo achados e identificados apds a comunidade ou populacoes
maiores utilizarem a agua contaminada e ficarem doentes
algumas ou muitas pessoas (FEACHEM, 1984). Sdo exemplos
os achados de Vibrio cholerae na epidemia de célera iniciada
em 1991, no Peru, e que atingiu Brasil (2.013 casos e 33 6bi-
tos) e o surto de cryptosporidiose em Milwaukee/Mi/EEUU,
em 1993, com 1 milhdo de habitantes dos quais 403 mil foram
acometidos por forte diarreia levando a obito em torno de 100
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pessoas, depois de usarem gelo produzido com agua tratada,
e contaminada com efluentes de esgotos de uma Estacao de
Tratamento de Esgotos a montante da Estacao de Tratamento
de Agua (MACKENZIE et al., 1994; GARCIA; CEBALLOS, 1998;
LIMA; STAMFORD, 2003).

Detectar e quantificar toda a variedade de microrga-
nismos enteropatogénicos possivelmente presentes na
agua e em esgotos € uma tarefa ardua, de custos elevados
e demorados, com um agravante, nem sempre se obtém
resultados positivos ou que confirmem a presenca de um
determinado microrganismo patogénico. Essa grande diver-
sidade de enteropatogénicos (Tabela 1) e a impossibilidade
de determinar com eficiéncia, rapidez e seguranca, tornou
necessario definir microrganismos especificos, indicadores
de contaminacdao fecal. Em consequéncia, foram desen-
volvidos métodos para analisar agua, esgotos, lodos de
esgotos, alimentos e outros materiais que nao dependam do
isolamento e identificacdo dos microrganismos patogénicos
e sim da deteccao dos microrganismos indicadores de con-
taminacao fecal.

A presenca em agua ou em outros materiais de algum dos
indicadores de contaminacdo fecal e no ambiente em geral
€ aceita como indicadora da possivel presenca de microrga-
nismos enteropatogénicos. Se na agua ou em outras matrizes
ambientais estao presentes alguns dos microrganismos indi-
cadores, esse material esta contaminado com fezes de animais
homeotérmicos, incluindo o homem e/ou com esgotos domés-
ticos. Entende-se também que quanto maior a quantidade ou
densidade dos indicadores em uma agua, por exemplo, maior
€ 0 1isco a saude humana: eles indicam que qualquer micror-
ganismo patogénico que ocorre no trato intestinal pode estar
presente.
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Tabela 1 - Doencas veiculadas pela agua e seus agentes

Doencas de origem bacteriana

Febre tifoide Salmonella typhi

Febre tifoide e paratifoide Salmonella parathyphi A e B
Disenteria bacilar Shigella sp

Colera Vibrio cholerae

Campylobacter sp; Yersinia enterocolitica

Gastrenterites agudas e diarreias Salmonella sp, Shigella sp.

Doencas de origem viral

Hepatite Ae B Virus da hepatite Ae B
Poliomielite Virus da poliomielite (ou poliovirus)
Gastrenterites agudas e cronicas Virus Norwalk; Rotavirus;

Doencas parasitarias (origem: protozoarios e helmintos)

Disenteria amebiana Entamoeba histolytica; Giardia lamblia
Gastrenterites Cryptosporidium

Esquistossomose (barriga de agua) Schistosoma mansoni

Ascaridiase Ascaris lumbricoides

Fonte: Brasil (2013).
Indicadores Bacterianos de Poluicao Fecal

Os indicadores bacterianos de poluicao fecal, pela sua
origem e ecologia, devem evidenciar a contaminacdao por
fezes e/ou por esgotos. Os requisitos basicos que devem reu-
nir um bom indicador bacteriano de contaminacao fecal sdo:

* Ser um componente normal da biota (flora) intestinal
de individuos sadios;

* Estarausente emagua e ambientes nao contaminados;

* Estar presente sempre que 0s microrganismos pato-
génicos intestinais estiverem presentes;

* Nao se reproduzir fora do intestino dos animais
homeotermos;
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Apresentar-se em numero mais elevado que 0s pato-
genos intestinais para facilitar seu isolamento e
quantificacao;

Ter resisténcia igual ou maior aos fatores ambientais
que os enteropatogenos ou bactérias patogénicas do
sistema digestorio (apresentar taxa de morte igual ou
levemente menor que os patégenos intestinais);

Nao ser patogénico;

Ser facil de detectar e quantificar por técnicas sim-
ples e de baixo custo.

Nenhum microrganismo reune todas essas condicgoes. Os
principais grupos de bactérias utilizados internacionalmente
como indicadores de contaminacao fecal e que cumprem com
alguns dos requisitos anteriores sao:

Coliformes totais;

Coliformes termotolerantes (antes denominados
coliformes fecais);

Escherichia coli (E.coli);

Estreptococos fecais ou enterococos;

Clostridium perfringens ou Clostridium welchii;
Bifidobacterium adolescentis e outras espécies
fermentadoras de manitol, por serem de origem
exclusivamente humana (propostos).

Enterobactérias: bactérias do trato entérico

A familia Enterobacteriaceae ¢ constituida por um
grande grupo de bastonetes Gram negativos ndo esporulados
moveis ou imdveis aerobios ou anaerobios fermentadores,
com mais de 44 géneros e 180 espécies, amplamente distri-
buidas no ambiente (solo, agua, frutas, vegetais e produtos de
origem animal, como a carne e ovos). Crescem bem nos meios
de cultura comuns e nos meios seletivos para enterobactérias.
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Fermentam a glicose com ou sem a formacao de gas. A maio-
ria é catalase positiva (excecao Shigella dysenteriae), oxidase
negativa, e reduz o nitrato a nitrito.

Representam mais de 80% das bactérias Gram negativas
de importancia clinica. Diversas espécies sao patogénicas para
o homem. Provocam doencas diarreicas, causam infecgoes
em feridas e em queimaduras, no trato urinario e respiratorio,
septicemia e meningite. Sdo causa de 70% das infecgdes urina-
rias e 50% das septicemias. Algumas espécies sdo agentes de
infeccdes gastrointestinais transmitidas por agua e alimentos
contaminados. Os mais frequentes sao sorotipos diferentes de
Salmonella spp, Shigella spp, categorias diarreicogénicas de E.
coli e Yersinia enterocolitica. Provocam infeccoes hospitalares,
onde predominam o0s géneros e espécies de Escherichia coli
patogénicas (dos quais existem mais de oito grupos), Salmonella
spp, Klebsiella spp, Enterobacter spp, Serratia marcescens,
Proteus spp, Morganella morgannii, Citrobacter spp.

Por ser um grupo muito diversificado, sua ecologia é bas-
tante variavel, bem como seu potencial patogénico para o homem,
animais e vegetais. Muitas bactérias do grupo formam parte de
biota normal do intestino dos animais homeotermos e do homem,
como os coliformes e dentre eles E. coli, que sao excretadas com
as fezes em quantidades maiores a 10"bactérias por grama.

No intestino e em especial no colon, os coliformes con-
tribuem com a fermentacao de carboidratos nao digeridos e
participam da absorcdo de acidos graxos de cadeias curtas;
E. coli também produz vitamina K, importante na formacao e
manutencao dos 0ssos, manutencdo dos vasos sanguineos e
na coagulacdo do sangue, entre outras propriedades.

Por serem abundantes no intestino (colon - como
comensais e mutualistas) e por serem eliminados nas fezes
e pertencerem ao grande grupo das enterobactérias, entre
outras caracteristicas, os coliformes sdo as bactérias escolhi-
das como indicadoras universais de contaminacao fecal.
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Microrganismos indicadores de contaminacao fecal:
definicoes e aplicacoes

As bactérias coliformes foram descobertas em 1886, no
colon humano e de animais homeotérmicos, por Theodor
Escherich (1857 — 1911), médico pediatra e bacteriologista nas-
cido em Viena. Pela sua origem, seu nimero elevado nas excretas
e pela sua facilidade de deteccao passaram a ser usadas ja em
1900 como indicadores bacterianos de contaminacao fecal.

Denominados originalmente como coliformes totais
(CT), o grupo abrange bastonetes de 2 pm de comprimento e
1 pm de largura. Sdo Gram negativos que fermentam a lactose
a 35°C com producdo de acido e gas. Esse grande grupo con-
tém um subgrupo chamado inicialmente de coliformes fecais
e atualmente denominado de coliformes termotolerantes, e a
espécie Escherichia coli é considerada a unica que confirma
a contaminacao fecal. A Figura 1 representa os trés grupos
de coliformes atualmente em uso, coliformes totais (CT), coli-
formes termotolerantes (antes denominados de coliformes
fecais - CF) e Escherichia coli.

Figura 1- Coliformes totais (grande grupo taxondmico e bioquimico)
que incluem coliformes termotolerantes e E. coli.

E. coli

Fonte: Autoras.
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Coliformes Totais (CT)

Definicao: sao bastonetes Gram negativos, nao esporula-
dos, aerobios facultativos que utilizam opcionalmente oxigénio
molecular no seu metabolismo, mas sao preferentemente fer-
mentadores de carboidratos (com destaque para lactose),
oxidases negativas (detectam a presenca da enzima citocromo
oxidase que é a ultima enzima da cadeia de transporte de
elétrons que transferem esses elétrons ao oxigénio nos orga-
nismos aerobios estritos) e redutores de nitratos, capazes de
crescerem na presenca de sais biliares fermentando a lactose
a 35°-37°C com producao de acidos e gas. Tém ampla distri-
buicdo na natureza (aguas, solo, folhas) e estdo presentes no
intestino de animais homeotermos, sdo excretados com as
fezes em altas concentracdes. Todos os coliformes possuem
a enzima R-galactosidade que cliva o substrato Ortonitrofenil-
galacto-piranosideo (ONPQ) e libera ortonitrofenil usado para
identificacdo rapida do grupo. As Figuras 2 e 3 mostram res-
pectivamente uma bactéria coliforme (E. coli) em uma lamina
com coloracao de Gram observada ao microscépio comum e
ao microscopio eletronico evidenciando os flagelos peritricos.

Figura 2 - E. coli (microscopia o6ptica, x 2.000)
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Fonte: Madigan et al. (2010).
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Figura 3 - E. coli (microscopia eletronica) - flagelos peritricos

Fonte: Madigan et al. (2010).

Significado sanitario dos CT: utilizados logo apods sua
descoberta como indicadores universais de contaminacao
fecal, foi posteriormente verificada sua capacidade de se
multiplicar no ambiente. Atualmente o grupo é definido na
Portaria N° 2914 /2011 — MS como Indicador de eficiéncia de
tratamento (BRASIL, 2011). Seu uso ficou limitado ao controle
da qualidade sanitaria da agua potavel nos locais citados a
seguir, entre outras aplicacoes:

* Na saida do tratamento da agua na ETA, é um indica-
dor util para a avaliacdo da eficiéncia do sistema de
potabilizacao;

* No sistema de distribuicdo (reservatérios e rede),
para indicar a integridade desse sistema e as condi-
coes higiénicas da agua;

* Nos sistemas ou solucdes alternativas coletivas de
abastecimentos, para indicar a integridade do sis-
tema e as condicoes higiénicas da agua;

* Em pocos, para indicar condicoes higiénicas da agua
e similares.
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Coliformes Termotolerantes (ex-coliformes fecais - cf, hoje
coliterm)

Definicao: subgrupo de bactérias coliformes, de ocorrén-
cia mais restrita as fezes humanas e animais de sangue quente.
Esse fato os torna indicadores razoaveis de contaminacao
fecal. Sao bactérias Gram negativas, em forma de bacilos de 1x
2pm, que integram o grande grupo dos coliformes totais (CT).
Fermentam a lactose com producao de acido, aldeidos e gas
a 37°C e a 44,5°C, sdo oxidases negativas, reduzem nitratos a
nitritos, possuem atividade da enzima p-galactosidase. Podem
crescer em meios contendo agentes tensoativos (sais biliares a
2%)iguais aos CT.

Significado sanitario dos ColiTerm: evidenciam polui-
cao com fezes de seres humanos e de animais homeotérmicos
e por esgotos domésticos e municipais; portanto, sao bons
indicadores do risco humano e animal de contaminacdao com
microrganismos enteropatogénicos de veiculacao hidrica. Por
crescerem a 44,5°C, sdo denominados coliformes termotole-
rantes os quais se diferenciam dos CT, e essa propriedade é o
diferencial usado na técnica de isolamento do subgrupo ter-
motolerante dos totais.

Aplicacao: avaliacdo da contaminacao fecal em aguas
superficiais lénticas, l6ticas, de estuarios e marinas com
poluicdo fecal recente (limitacdo imposta pela salinidade),
monitoramento de aguas recreacionais como piscinas, praias
e lagos. E um indicador fundamental para avaliar as condicoes
de balneabilidade em aguas doces, de acordo com os padroes
nacionais. Sdo usados especificamente para:

e  Monitoramento da qualidade de agua para consumo

humano, da rede de distribuicdo, de aguas minerais,
de pocos, alimentos em geral, etc.;

64



* Avaliacao da qualidade bacteriologica de aguas desti-
nadas a irrigacao, dessedentacao de gado, criacdo de
ostras e mariscos;

* Avaliacao da eficiéncia dos sistemas de tratamento
do esgoto (ETEs);

* Avaliacao da qualidade sanitaria de aguas de reuso.

Escherichia coli (E. coli)

Definicao: E. coli forma parte do subgrupo dos coliformes
fecais, sendo o integrante mais numeroso. Pertencente a familia
Enterobacteriacea e, como todos os coliformes, caracteriza-se
pela presenca das enzimas R-galactosidadese e [-glucuroni-
dase. Enquanto a primeira é comum a todos os coliformes, a
segunda é exclusiva de E. coli. Esta ultima enzima age sobre o
substrato 4-Methyl-Umbilipheril-&-D - Glucoronosideo (MUG)
e libera o 4-Methyl-Umbilipheril que produz luminescéncia azul
intensa quando iluminado com UV de A 360 nm, identificando
E. coli. Essas caracteristicas metabolicas permitiram o desen-
volvimento dos testes cromogénicos ou de substrato definido
para sua identificacdo, combinando os dois substratos alvos
para as duas enzimas. Produzem indol a partir do aminoacido
triptofano. E a Unica espécie do grupo dos coliformes termo-
tolerantes cujo habitat exclusivo é o intestino humano e de
animais homeotérmicos, onde ocorre em densidades elevadas.

Sua presenca em agua, solo e alimentos, entre outros
ambientes e materiais, confirma a contaminacao fecal e indica
provavel presenca de microrganismos patogénicos. Quanto
maior o numero de E. coli, maior a probabilidade de se encon-
trar microrganismos enteropatogenos.

Significado sanitario da E. coli: sdo indicadores espe-
cificos de contaminacao fecal humana ou de animais
homeotermos em qualquer tipo de material.
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Aquelas E. coli que formam parte da biota intestinal nao
sdo patogénicos e durante muito tempo foram consideradas
comensais do sistema digestorio. Atualmente, passaram a
categoria de microrganismos mutualistas pela sua associacdo
com o metabolismo dos alimentos no intestino dos homeoter-
mos seja pela fermentacdo complementar dos acucares seja
como facilitadores da absorcdo de lipideos simples, e como
produtores de vitamina K.

Entretanto, existem linhagens ou cepas patogénicas
das quais se conhecem oito variedades, todas de veiculacdo
hidrica, por alimentos e fomites, e pelo contato pessoa a pes-
soa (TRABULSL; ALTERTHUM, 2008).

Aplicacao para E. coli: As mesmas que para coliformes
termotolerantes (ex-fecais);

Em aguas recreacionais doces, a deteccao de E. coli per-
mite estabelecer uma relacao direta entre sua densidade e
riscos de doencas gastrointestinais em nadadores.

Estreptococos fecais (EF)

Definicao: sdo cocos Gram positivos (Figura 4) presen-
tes em fezes humanas e animais. O grupo estd formado por
varias espécies de origem animal, ambiental e humano: S. fae-
calis (subespécies zymogenes e liquefaciens), S. faecium, S.
avium, S. bovis, S. equinus, S. gallinarum.

* Todos eles pertencem ao grupo D da classificacao
antigénica de lLancefield, baseada na presenca do
antigeno D.

* Dentro do grupo se destacam o subgrupo dos entero-
cocos, formado pelas espécies: S. faecalis, S. faecium,
S. gallinarum e S. avium, mais resistentes que 0s
coliformes totais e os termotolerantes as condicdes
ambientais externas (pH, temperatura, salinidade
etc).
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* S. bovis e S. equinus sdo menos resistentes e morrem
facilmente apos serem excretados.

Figura 4 - Streptococcus sp (cocos Gram positivos)
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Fonte: Madigan et al. (2010).

Significado sanitario Estreptococos fecais:

* Sao indicadores de contaminacao fecal.

* Sua deteccdo é um parametro adicional a coliformes
termotolerantes, particularmente quando a contami-
nacao é intermitente. Nesse caso, coliformes totais
e termotolerantes podem estar ausentes e em aguas
salinas e salobras, principalmente aguas marinhas.

Enterococos

Definicao: os enterococos constituem um subgrupo dos

estreptococos fecais pertencentes ao grupo D de Lancefield.
Possuem a propriedade de crescer na faixa de 10° a 45°C, pH
9,6 e em concentracées de 6,5% de Cloreto de Sédio. Reduzem
o azul de metileno 0,1% em leite e sobrevivem a 60°C por 30
minutos. O subgrupo abrange as espécies: S. faecalis (e suas
variedades liquefaciens e zymogenes), S. faecium, S. gallina-
rum e S. avium.

67



Significado sanitario dos enterococos: os enteroco-
cos sao bons indicadores de contaminacdo fecal em aguas,
em especial em aguas recreacionais marinhas. Devido a sua
elevada resisténcia ao sal, apresentam melhor correlacdo que
0s coliformes com a ocorréncia de doencas gastrointestinais
em nadadores em aguas salgadas. A Resolucao CONAMA N°
274/2000 estabelece os padroes de qualidade de aguas recre-
acionais baseadas na concentracao de enterococos (BRASIL,
20071).

Aplicacao Estreptococos fecais e enterococos

* As mesmas que para coliformes termotolerantes.

* Confirmacdao da origem fecal da contaminacao,
quando os resultados de coliformes totais e termoto-
lerantes sdo duvidosos.

* Avaliacdo da qualidade de aguas subterraneas (pela
Sua maior resisténcia no solo tornam-se indicadores
confiaveis).

Clostridium perfringens ou Clostridium welchii (C.P.)

Definicao: Bastonetes Gram positivos, esporulados,
anaerodbios que fermentam lactose e inositol com producdo de
gas. Produzem fermentacao turbulenta do leite, reduzem os
nitratos (atividade desnitrificante), reduzem sulfitos da agua,
produzem lecitinase e fosfatase acida e hidrolisam a gelatina.

Significado sanitario do Clostridium perfringens: na
microbiologia da agua, C. perfringens ou C. welchi é utilizado
como indicador de poluicao fecal antiga devido a sua capaci-
dade de formar esporos. Esta propriedade lhe confere grande
resisténcia as condicdes ambientais adversas. Também pode
ser usado como um marcador especifico em estudos de
desinfeccao, de eficiéncia de tratamento de esgotos, etc. Esta
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bactéria pode estar presente em aguas, e amostras ambientais

contaminadas com material fecal nas quais CT, Coliformes

termotolerantes, E. coli e estreptococos ja tenham morrido.
Aplicacao de Clostridium perfringens:

Avaliacao da qualidade da agua de novas fontes de
abastecimento;

Deteccao da contaminacdo em sedimentos marinhos
e residuos industriais;

Analises da qualidade de aguas recicladas e fontes
reconhecidamente poluidas;

Avaliacao da qualidade de aguas minerais.

Pseudomonas aeruginosa (PA)

Definicao: Sao bastonetes Gram negativos, aerobios,
moveis por flagelos polares, oxidase e catalase positivos. A
maioria das cepas produzem pigmentos esverdeados (fluo-
resceinas e piocianinas). Crescem bem a 37°C e 41 °C, mas
nao a 4°C. Apresentam elevada resisténcia a antibioticos
(codificada por plasmideos) e a desinfetantes. Portanto, sao
bons indicadores do grau de higiene de aguas de piscinas e
ambientes em geral expostos a contaminacao. Toleram valo-
res relativamente elevados de pH (pH = 8,5).

Significado sanitario de Pseudomonas aeruginosa:

Patogenos oportunistas responsaveis por infeccoes
de feridas e otites externas, particularmente em
nadadores. E importante seu controle em aguas des-
tinadas a recreacao de contato primario.

Causam infeccoes fatais como septicemias, parti-
cularmente em criancas e adultos debilitados por
queimaduras, tratamento prolongado com antibioti-
COS e imunossupressores.
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Aplicacao de Pseudomonas aeruginosa:

Avaliacao da qualidade bacteriologica de aguas recre-
acionais, aguas industriais e corpos receptores de
esgotos domésticos, hospitalares e industriais;
Avaliacao da qualidade bacteriologica de aguas pota-
veis e aguas minerais;

Monitoramento da rede de abastecimento, quando
esta bactéria é detectada em testes prévios.

Staphylococcus aureus (S A)

Definicao: sao cocos Gram positivos, catalase positiva,
fermentadores de glicose e manitol em anaerobiose. Sdo coa-
gulase positivos e produzem uma nuclease termorresistente.

Significado sanitario de Staphylococcus aureus: sao
habitantes normais da pele, nariz e intestino de individuos
sadios. Causam infeccdes pidégenas na pele, olhos e ouvidos.

Aplicacao de Staphylococcus aureus:

Apresentam as mesmas aplicacdes que CT, CF, e E.
coli;

Avaliacao da qualidade sanitaria de aguas de piscinas
e recreacionais em geral;

Avaliacao da eficiéncia da desinfeccao
em piscinas, devido a sua alta resisténcia
ao cloro e outros desinfetantes;

Avaliacao da eficiéncia do processo de desinfeccao.

Colifagos

Definicdo: os colifagos sdo virus (bacteriofagos) que
infectam e se replicam em bactérias coliformes, e estao pre-
sentes sempre que coliformes totais, fecais e E. coli estao
presentes.

70



Em 1917, D’Herelle observou um processo litico nao
especifico em culturas bacterianas em meio soélido: culturas
confluentes apresentavam aleatoriamente placas transparen-
tes, indicando destruicao de bactérias. Esse “principio litico”
podia ser transferido repetidas vezes de uma cultura para
outra. D’Herelle levantou a hipotese de tratar-se de um virus
patogénico, especifico, o qual apos infectar e multiplicar-se no
interior da bactéria hospedeira, causava sua lise e a liberacao
de novos virus. Estes infectavam novas células, propagando,
dessa forma, a destruicdo celular. Esses virus foram deno-
minados genericamente de bacteriofagos: virus que atacam
bactérias. Colifagos ¢ a denominacao daqueles bacteriofagos
que atacam especificamente bactérias coliformes.

Atualmente se sabe que apo6s a infeccao da bactéria pelo
virus, esta nao apresenta alteracoes aparentes durante 15
minutos - 1 hora. Nesse periodo, ocorre a multiplicagao viral e
o tempo necessario para que ela se verifique depende do tipo
e estado da célula hospedeira, do virus e das condicoes da cul-
tura (pH, temperatura, nutrientes, etc.). A liberacdo dos novos
virus ocorre de forma subita com a lise celular. Os milhares
de fagos produzidos atacam bactérias vizinhas, repetindo-se
0 ciclo. A destruicao de certo numero de bactérias produz
uma area transparente ou “placa de lise” facilmente visivel a
olho nu.

As aguas poluidas apresentam diversos tipos de colifa-
gos, tendo sido isolados tipos somaticos e F. especificos (que
se fixam ao pilus sexual de E. coli). A técnica de quantificacao
é simples, acessivel e rapida (6 horas).

Significado sanitario de colifagos:

* Sua presenca, numa agua, esta associada a presenca
de coliformes totais e termotolerantes e E. coli.
Portanto, podem ser usados como indicadores da
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qualidade sanitaria de aguas doces, salobras e salinas
com resultados em 8 a 18 horas;

* Sdo mais resistentes que os coliformes a acao do
cloro, sendo bons indicadores da eficiéncia da desin-
feccao. As taxas de sobrevivéncia sao diferentes
entre coliformes e colifagos em aguas naturais e
aguas submetidas a desinfeccao;

e Seriam bons indicadores da provavel presenca de
enterovirus;

* Serviriam como modelo do comportamento de ente-
rovirus em sistemas de tratamento.

Legislacoes sobre qualidade microbioldgica das aguas para
diferentes usos

1 - A Portaria 2914 de 12 de dezembro de 2011 do
Ministério da Saude - legisla sobre a qualidade da agua pota-
vel no territorio nacional: “Disp0e sobre os procedimentos de
controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo
humano e seu padrao de potabilidade”. Aplica-se a agua des-
tinada ao consumo humano, proveniente de sistema e solucao
alternativa de abastecimento de agua. Estabelece auséncia de
coliformes termotolerantes e de E. coli nas aguas destinadas
ao consumo humano (BRASIL, 2011).

As disposicoes dessa Portaria ndao se aplicam a agua
mineral natural, a agua natural e as aguas adicionadas de sais
destinadas ao consumo humano apos o0 envasamento, e a
outras aguas utilizadas como matéria-prima para elaboracdo
de produtos, que sao legisladas pela Resolucao (RDC) n° 274
de 22 de setembro de 2005 da Diretoria Colegiada da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 2005b).
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Em relacao a Portaria 2914/2011-MS, o Capitulo V refere-
se a qualidade da agua potavel. Alguns artigos e paragrafos
selecionados sdo citados e comentados a seguir:

Portaria 2914/2011-MS - Capitulo V - Do Padrao
de Potabilidade (BRASILL, 2011)

Art. 27. A dgua potdvel deve estar em conformi-
dade com o padréo microbioldgico, conforme disposto
no Anexo | e demais disposicoes desta Portaria.

§ 1° No controle da qualidade da dgua, quando
forem detectadas amostras com resultado positivo
para coliformes totais, mesmo em ensaios presuntivos,
acoes corretivas devem ser adotadas e novas amostras
devem ser coletadas em dias imediatamente sucessivos
até que revelem resultados satisfatorios.

§ 6° Quando o padrdo microbiologico estabelecido
no Anexo [ desta Portaria for violado, os responsdveis
pelos sistemas e solucédes alternativas coletivas de
abastecimento de dagua para consumo humano devem
informar & autoridade de saude publica as medidas
corretivas tomadas.
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Anexo |

Agua potavel: E. coli auséncia em 100 mL.

Agua tratada na saida do tratamento: E. coli e Coliformes
totais: ausentes em 100 mL.

Agua tratada no sistema de distribuicio e rede:
Coliformes totais em:

1) Sistemas ou solugdes alternativas coletivas que abas-
tecem menos de 20.000 habitantes: apenas uma
amostra entre as examinadas no més podera apre-
sentar resultado positivo.

2) Sistemas ou solugdes alternativas coletivas que abas-
tecem mais de 20.000 habitantes: auséncia em 95%
das amostras coletadas em um més.

§ 7° Quando houver interpretacdo duvidosa nas
reacoes tipicas dos ensaios analiticos na determinacdo
de coliformes totais e Escherichia coli, deve-se fazer a
recoleta.

Art. 28. A determinacdo de bactérias ou contagem
de bactérias totais ou contagem padrdo (Capitulo7 deste
manual) deve ser realizada como um dos pardmetros
para avaliar a integridade do sistema de distribuicGo
(reservatdrio e rede).

§ 1° A contagem de bactérias heterotroéficas deve
ser realizada em 20% (vinte por cento) das amostras
mensais para andlise de coliformes totais nos sistemas
de distribuicdo (reservatorio e rede).

§ 3° Alteracdes bruscas ou acima do usual na
contagem de bactérias heterotroficas devem ser
investigadas para identificacéo de irregularidade e pro-
vidéncias devem ser adotadas para o restabelecimento
da integridade do sistema de distribuicdo (reservatorio
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e rede), recomendando-se que ndo se ultrapasse o
limite de 500 UFC/mL..

Art. 29. Recomenda-se a inclusdo de monitora-
mento de virus entéricos no(s) ponto(s) de captacéo de
dgua proveniente(s) de manancial(is) superficial(is) de
abastecimento, com o objetivo de subsidiar estudos de
avaliacdo de risco microbioldgico.

O artigo 30° faz referéncia a turbidez da dgua, para@me-
tro este associado as particulas dissolvidas ou em suspensao
na dgua, entre elas os microrganismos. O controle da turbi-
dez e o estabelecimento de limites rigorosos foram adotados
apos o surto de cryptosporidiose em Milwaukee/WI/USA
em 1996, por ter sido a turbidez a unica varidavel qualita-
tiva que expressou uma anomalia (picos altos), associados
a presenca dos oocistos do protozodrio. Os valores fixados
(Valores Mdaximos Permitidos — VMP) estao citados no Anexo
ll, a sequir.
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Anexo
Tratamento de agua

Desinfeccao para aguas subterraneas: 1,0 uT em 95% das
amostras.

Filtracao rapida (tratamento completo ou filtracdo direta):
0,5 uT em 95% das amostras.

Filtracao lenta: 1 uT em 95% das amostras.

Art. 30. Para a garantia da qualidade microbio-
I6gica da dgua, em complementacdo as exigéncias
relativas aos indicadores microbioldgicos, deve ser
atendido o padrdao de turbidez expresso no Anexo Il e
devem ser observadas as demais exigéncias contidas
nesta Portaria.

§ 1°. Entre os 5% (cinco por cento) dos valores per-
mitidos de turbidez superiores ao VMP estabelecido no
Anexo Il desta Portaria, para dgua subterrGnea com
desinfeccdo, o limite mdximo para qualquer amostra
pontual deve ser de 5,0 ul, assegurado, simultane-
amente, o atendimento ao VMP de 5,0 uT em toda a
extensdo do sistema de distribuicdo (reservatorio e
rede).

§ 3° O atendimento do percentual de aceitagdo do
limite de turbidez, expresso no Anexo Il desta Portaria,
deve ser verificado mensalmente com base em amos-
tras, preferencialmente no efluente individual de cada
unidade de filtracdo, no minimo diariamente para
desinfeccao ou filtracdo lenta e no minimo a cada duas
horas para filtracédo rapida.

No Art. 31 § 1, se destaca a importdncia de ava-
liar cistos de Gidrdia e oocistos de Cryptosporidium
quando a média geométrica de E. coli é alta.
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Art. 31. Os sistemas de abastecimento e solucbes
alternativas coletivas de abastecimento de dagua que
utilizam mananciais superficiais devem realizar moni-
toramento mensal de Escherichia coli no(s) ponto(s) de
captacdo de dgua.

§ 1° Quando for identificada média geométrica
anual maior ou igual a 1000 Escherichia coli/100 mlL,
deve-se realizar monitoramento de cistos de Gidrdia
spp e oocistos de Cryptosporidium spp no(s) ponto(s)
de captacdo de dgua.

§ 2° Quando a média aritmética da concentra-
cdo de oocistos de Cryptosporidium spp for maior ou
igual a 3,0 oocistos/L no(s) pontos(s) de captacdo de
dgua, recomenda-se a obtencdo de efluente em filtra-
¢ao rapida com valor de turbidez menor ou igual a 0,3
uT em 95% (noventa e cinco por cento) das amostras
mensais ou uso de processo de desinfeccdo que com-
provadamente alcance a mesma eficiéncia de remocdo
de oocistos de Cryptosporidium spp.

§ 3° Entre os 5% (cinco por cento) das amostras
que podem apresentar valores de turbidez superiores
ao VMP estabelecido no § 2° do art. 30 desta Portaria, o
limite mdximo para qualquer amostra pontual deve ser
menor ou igual a 1,0 uT, para filtracdo rdpida e menor
ou igual a 2,0 uT para filtracdo lenta.

§ 4° A concentracGo média de oocistos de
Cryptosporidium spp referida no § 2° deste artigo deve
ser calculada considerando um numero minimo de 24
(vinte e quatro) amostras uniformemente coletadas ao
longo de um periodo minimo de um ano e mdximo de
dois anos.

Art. 32. § 4°. No caso da desinfeccéo por radiacédo
ultravioleta, deve ser observada a dose minima de 1,5
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ml/cm2 para 0,5 log de inativacdo de cisto de Gidrdia
Spp.

Art. 33. Os sistemas ou solucdes alternativas
coletivas de abastecimento de dgua supridas por
manancial subterréneo com auséncia de contaminacdo
por Escherichia coli devem realizar cloracdo da dgua
mantendo o residual minimo do sistema de distribuicdo
(reservatorio e rede), conforme as disposicoes contidas
no art. 34 desta Portaria.

§ 1°. Quando o manancial subterrdneo apresentar
contaminacao por Escherichia coli, no controle do pro-
cesso de desinfeccdo da dgua, devem ser observados o0s
valores do produto de concentracdo residual de desin-
fetante na saida do tanque de contato e o tempo de
contato expressos nos Anexos [V, V e VI desta Portaria
ou a dose minima de radiacdo ultravioleta expressa no
§4°do art. 32 desta Portaria.

O artigo 34 se refere a manutencdo permanente de uma
faixa de cloro residual como garantia de evitar riscos de con-
taminacdo bacteriana da dgua tratada.

Art. 34. E obrigatdria a manutencdo de, no minimo,
0,2 mg/L de cloro residual livre ou 2 mg/L de cloro
residual combinado ou de 0,2 mg/L de dioxido de cloro
em toda a extensdo do sistema de distribuicdo (reser-
vatorio e rede).
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2 - Resolucao CONAMA No 357 de 17 de marco de 2005
(BRASIL, 2005a)

Classifica as aguas do territdrio nacional em aguas doces,
salobras e salinas. As definicdes segundo seu conteudo em
sais é a seguinte:
a) aguas doces: aquelas aguas com salinidade igual ou
inferior a 0,5%o;

b) aguas salobras: as que possuem salinidade entre
0,5%0 e 30%o;

C) aguas salinas, as de salinidade igual ou superior a
30%o.

Por sua vez, essas trés classes sao subdivididas em treze
classes de qualidade de acordo com 0s usos a que se desti-
nam essas aguas. Apresenta-se a seguir a classificacao das
aguas doces, salobra e salinas segundo a citada resolucao, no
seu Capitulo ll, que se refere aos usos destinados para cada
classe e se faz referéncia ao Capitulo lll - Das Condicoes e
Padrées de Qualidade das Aguas, que define o Valor Maximo
Permitido (VMP/100 mL) de bactérias indicadoras de conta-
minacao fecal para cada uma das classes e dos usos.
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Resolu¢ao CONAMA 357/2005
Capitulo Il - Da Classificacao dos Corpos de Agua

Art.30. As dguas doces, salobras e salinas do
Territorio Nacional sdo classificadas, segundo a quali-
dade requerida para os seus usos preponderantes, em
treze classes de qualidade.

Pardgrafo unico. As dguas de melhor qualidade
podem ser aproveitadas em uso menos exigente, desde
que este ndo prejudique a qualidade da dgua, atendidos
outros requisitos pertinentes.

Art. 40. As dguas doces sdo classificadas em:

[ - Classe especial: dguas destinadas:

a) ao abastecimento para consumo humano, com
desinfeccao;

b) a preservacdo do equilibrio natural das comuni-
dades aqudticas; e,

¢) a preservacdo dos ambientes aqudticos em uni-
dades de conservacdo de protecdo integral.

Condicdes de qualidade: Nas dguas de classe
especial, deverdo ser mantidas as condicoes naturais
do corpo de dgua.

Il - Classe 1: 4guas que podem ser destinadas:

a) ao abastecimento para consumo humano, apés trata-
mento simplificado;

b) a protecao das comunidades aquaticas;

C) a recreacdo de contato primario, tais como nata-
¢ao, esqui aquatico e mergulho, conforme Resolucdo
CONAMA N° 274, de 2000 (BRASIL, 2001);
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d) a irrigacdo de hortalicas que sdao consumidas cruas
e de frutas que se desenvolvam rentes ao solo e que
sejam ingeridas cruas sem remocao de pelicula; e

e) a protecdo das comunidades aquaticas em Terras
[ndigenas.

Condicoes de qualidade microbiologica para aguas doces
classe 1: coliformes termotolerantes para o uso de recreacao
de contato primario deverao ser obedecidos os padroes de
qualidade de balneabilidade, previstos na Resolucao CONAMA
N° 274, de 2000 (BRASIL, 2001). Para os demais usos, nao
devera ser excedido um limite de 200 coliformes termoto-
lerantes por 100 mililitros em 80% ou mais, de pelo menos
6 amostras, coletadas durante o periodo de um ano, com
frequéncia bimestral. E. coli podera ser determinada em subs-
tituicdo ao parametro coliformes termotolerantes de acordo
com limites estabelecidos pelo 6rgao ambiental competente.

LLL - Classe 2: aguas que podem ser destinadas:

a) ao abastecimento para consumo humano, apés trata-
mento convencional;

b) a protecdo das comunidades aquaticas;

C) a recreacdao de contato primario, tais como nata-
¢ao, esqui aquatico e mergulho, conforme Resolucdo
CONAMA N° 274, de 2000;

d) airrigacdo de hortalicas, plantas frutiferas e de par-
ques, jardins, campos de esporte e lazer, com 0s quais
0 publico possa vir a ter contato direto; e

e) a aquicultura e a atividade de pesca.

Condicoes de qualidade microbiologica para aguas doces

classe 2: coliformes termotolerantes: para uso de recrea-
cao de contato primario, devera ser obedecida a Resolucdo
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CONAMA N° 274, de 2000 (BRASIL, 2001). Para os demais
usos, nao devera ser excedido um limite de 1.000 coliformes
termotolerantes por 100 mililitros em 80% ou mais de pelo
menos 6 (seis) amostras coletadas durante o periodo de um
ano, com frequéncia bimestral. E. coli podera ser determinada
em substituicdo ao parametro coliformes termotolerantes
de acordo com limites estabelecidos pelo 6rgdao ambiental
competente.

LV - Classe 3: daguas que podem ser destinadas:

a) ao abastecimento para consumo humano, apés trata-

mento convencional ou avancado;

b) a irrigacdo de culturas arboreas, cerealiferas e

forrageiras;

C) a pesca amadora;

d) arecreacdo de contato secundario; e

e) a dessedentacdo de animais.

Condicoes de qualidade microbiologica para aguas doces
classe 3: coliformes termotolerantes: para o uso de recreacao
de contato secundario, nao devera ser excedido um limite de
2500 coliformes termotolerantes por 100 mililitros em 80% ou
mais de pelo menos 6 amostras, coletadas durante o periodo
de um ano, com frequéncia bimestral. Para dessedentacao de
animais criados confinados nao devera ser excedido o limite
de 1000 coliformes termotolerantes por 100 mililitros em 80%
ou mais de pelo menos 6 amostras, coletadas durante o peri-
odo de um ano, com frequéncia bimestral.

Para os demais usos, ndo devera ser excedido um limite
de 4000 coliformes termotolerantes por 100 mililitros em 80%
ou mais de pelo menos 6 amostras coletadas durante o peri-
odo de um ano, com periodicidade bimestral. E. coli podera
ser determinada em substituicdo ao parametro coliformes
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termotolerantes de acordo com limites estabelecidos pelo
orgao ambiental competente.

V - classe 4: aguas que podem ser destinadas:

a) a navegacao;

b) a harmonia paisagistica.

Condicoes de qualidade microbiologica para aguas doces
classe 4: sem restricdes visto que seus usos nao sao de risco
para seres humanos e animais, os que nao devem ter contato
COm essas aguas.

Secao Il

Das Aguas Salinas
Art. 5° As dguas salinas sdo assim classificadas:

L - Classe especial: dguas destinadas:

a) a preservacdo dos ambientes aqudticos em uni-
dades de conservacdo de protecdo integral;

b) a preservacéo do equilibrio natural das comuni-
dades aquadticas.

Condicées de qualidade microbioldgica para dguas
salinas classe especial: nas dguas da classe especial
deverdo ser mantidas as condicoées naturais do corpo
de dgua.

Il - Classe 1: dguas que podem ser destinadas:
a) a recreacdao de contato primario, conforme
Resolucdo CONAMA N° 274, de 2000;
b) a protecado das comunidades aquaticas; e
C) a aquicultura e a atividade de pesca.
Condicoes de qualidade microbiologica para aguas
salinas classe 1. coliformes termotolerantes: para o uso
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de recreacao de contato primario, devera ser obedecida a
Resolucdo CONAMA N° 274, de 2000.

Para o cultivo de moluscos bivalves destinados a alimen-
tacdo humana, a média geométrica da densidade de coliformes
termotolerantes, de um minimo de 15 amostras coletadas no
mesmo local, ndao devera exceder 43 por 100 mililitros, e o
percentil 90% ndo devera ultrapassar 88 coliformes termoto-
lerantes por 100 mililitros.

Esses indices deverao ser mantidos em monitoramento
anual com um minimo de 5 amostras. Para os demais usos,
nao devera ser excedido um limite de 1.000 coliformes ter-
motolerantes por 100 mililitros em 80% ou mais de pelo
menos 6 amostras coletadas durante o periodo de um ano,
com periodicidade bimestral. E. coli podera ser determinada
em substituicdo ao parametro coliformes termotolerantes
de acordo com limites estabelecidos pelo 6rgdao ambiental
competente.

LIl - Classe 2: aguas que podem ser destinadas:

a) a pesca amadora; e

b) a recreacao de contato secundario.

Condicoes de qualidade microbioldgica para aguas sali-
nas classe 2: coliformes termotolerantes: ndo devera exceder
o limite de 2500 por 100 mililitros em 80% ou mais de pelo
menos 6 amostras coletadas durante o periodo de um ano,
com frequéncia bimestral.

E. coli podera ser determinada em substituicdo ao para-
metro coliformes termotolerantes de acordo com limites
estabelecidos pelo 6rgao ambiental competente.

LV - Classe 3: aguas que podem ser destinadas:

a) a navegacao;
b) a harmonia paisagistica.
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Condicoes de qualidade microbioldgica para aguas sali-
nas classe 3: coliformes termotolerantes: nao devera ser
excedido um limite de 4.000 coliformes termotolerantes por
100 mililitros em 80% ou mais de pelo menos 6 amostras cole-
tadas durante o periodo de um ano, com frequéncia bimestral.
E. coli podera ser determinada em substituicao ao parametro
coliformes termotolerantes de acordo com limites estabeleci-
dos pelo 0rgao ambiental competente.

Secao Il

Das Aguas Salobras
Art. 6°. As dguas salobras sdo assim classificadas:

L - classe especial: dguas destinadas:
a) apreservacdo dos ambientes aqudticos em unidades
de conservacdao de protecado integral; e,
b) a preservacdo do equilibrio natural das comunida-
des aquadticas.
Condicées de qualidade microbioldgica para dguas salo-
bras classe especial: Nas dguas de classe especial, deverdo
ser mantidas as condicdes naturais do corpo de dgua.

Il - Classe 1: dguas que podem ser destinadas:

a) arecreacao de contato primario, conforme Resolucao
CONAMA N° 274, de 2000;

b) a protecao das comunidades aquaticas;

C) a aquicultura e a atividade de pesca;

d) ao abastecimento para consumo humano apos trata-
mento convencional ou avancado; e

e) a irrigacdo de hortalicas que sdao consumidas cruas
e de frutas que se desenvolvam rentes ao solo e que
sejam ingeridas cruas sem remocao de pelicula, e a
irrigacao de parques, jardins, campos de esporte e
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lazer, com 0s quais o publico possa vir a ter contato
direto.

Condicoes de qualidade microbiologica para aguas
salobras classel: coliformes termotolerantes: para o uso
de recreacao de contato primario, devera ser obedecida a
Resolucdo CONAMA N° 274, de 2000.

Para o cultivo de moluscos bivalves destinados a alimen-
tacao humana, a média geométrica da densidade de coliformes
termotolerantes, de um minimo de 15 amostras coletadas no
mesmo local, ndo devera exceder 43 por 100 mililitros, e o
percentil 90% nado devera ultrapassar 88 coliformes termoto-
lerantes por 100 mililitros. Esses indices deverdo ser mantidos
em monitoramento anual com um minimo de 5 amostras.

Para a irrigacao de hortalicas que sao consumidas cruas
e de frutas que se desenvolvam rentes ao solo e que sejam
ingeridas cruas sem remocao de pelicula, bem como para a
irrigacdo de parques, jardins, campos de esporte e lazer, com
0S quais o publico possa vir a ter contato direto, nao devera
ser excedido o valor de 200 coliformes termotolerantes por
100 mL.

Para os demais usos, ndao devera ser excedido um limite
de 1.000 coliformes termotolerantes por 100 mililitros em 80%
ou mais de pelo menos 6 amostras coletadas durante o peri-
odo de um ano, com frequéncia bimestral. E. coli podera ser
determinada em substituicdo ao parametro coliformes ter-
motolerantes de acordo com limites estabelecidos pelo 6rgao
ambiental competente.

Ll - Classe 2: dguas que podem ser destinadas:

a) a pesca amadora;

b) a recreacao de contato secundario.

Condicoes de qualidade microbiologica para aguas salo-
bras classe 2: coliformes termotolerantes: nao devera ser
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excedido um limite de 2500 por 100 mililitros em 80% ou mais
de pelo menos 6 amostras coletadas durante o periodo de um
ano, com frequéncia bimestral. E. coli podera ser determinada
em substituicdo ao parametro coliformes termotolerantes
de acordo com limites estabelecidos pelo orgao ambiental
competente.

LV - Classe 3: 4guas que podem ser destinadas:

a) a navegacao;

b) a harmonia paisagistica.

Condicoes de qualidade microbiologica para aguas salo-
bras classe 3: coliformes termotolerantes: nao devera ser
excedido um limite de 4.000 coliformes termotolerantes por
100 mL em 80% ou mais de pelo menos 6 amostras coleta-
das durante o periodo de um ano, com frequéncia bimestral.
E. coli podera ser determinada em substituicao ao parametro
coliformes termotolerantes de acordo com limites estabeleci-
dos pelo 6rgao ambiental competente.

Resolucao Conama 274/2000 - indicadores bacterianos de
contaminacao fecal em aguas recreacionais (Brasil, 2001)

Aguas recreacionais sdo aguas superficiais doces de
rios e de lagos e aguas marinas destinadas a natacao, esqui
aquatico e outros esportes na agua. Sdo também aguas recre-
acionais as de piscinas ao ar livre ou internas aquecidas ou
nao e as de piscinas de hidroterapia.

Tradicionalmente, a qualidade sanitaria ou microbiologica
das aguas doces é monitorada através da deteccdo e quanti-
ficacdo de coliformes totais e coliformes termotolerantes e
com a contagem padrdo de bactérias heterotrofas. A detec-
cao dos dois primeiros grupos de bactérias indica a qualidade
sanitaria das aguas e em particular daquelas destinadas ao
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consumo humano, que devem ser potaveis e, portanto, apre-
sentarem os padroes de qualidade estabelecida pela Portaria
2914/2011, que exigem a auséncia dos indicadores fecais nas
aguas dos sistemas coletivos (redes) de distribuicao (BRASIL,
201M).

Observa-se, nos paragrafos que seguem, a introducao de
um “novo” indicador fecal a ser quantificado. A quantificacao
de enterococos, um novo indicador de contaminacao fecal,
para aguas marinhas, ou seja, para aguas com elevada con-
centracado de sais.

Durante a ultima epidemia de colera na América Latina,
iniciada em 1991, observaram-se em diversas praias ausén-
cia de bactérias coliformes e presenca de Vibrio cholerae.
Os coliformes estavam indicando situacdes falsas negativas.
Essa discrepancia deve-se as caracteristicas ecologicas de
cada grupo de bactérias: enquanto os coliformes sdo bacté-
rias intestinais adaptadas as condicées do colon humano e
outros homeotermos, de abundantes nutrientes, pH proximo
ao neutro e baixa salinidade, o Vibrio cholerae é de origem
marinha e, portanto, proprio de agua salgadas. A baixa resis-
téncia dos coliformes as aguas salinas impede seu uso como
indicadores de contaminacdo fecal em outras aguas que nao
forem doces. Ja os enterococos tém essa propriedade e foram
aceitos internacionalmente como indicadores sanitarios de
aguas marinhas e salobras em geral (PINTO; OLIVEIRA, 2011;
BONILLA et al., 2007).

A Resolucdo CONAMA N° 274/2000 legisla as aguas de
recreacao (BRASIL, 2001) nos seguintes termos:

Art.2°: As dguas doces, salobras e salinas destinadas
a balneabilidade (recreagdo de contato primdrio) terdo sua
condicdao avaliada nas categorias propria e impropria.

§ 1° As aguas consideradas proprias poderao ser subdivi-
didas nas seguintes categorias:
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Excelente: quando em 80% ou mais de um conjunto
de amostras obtidas em cada uma das cinco sema-
nas anteriores, colhidas no mesmo local, houver no
mdximo250 coliformes fecais (termotolerantes) ou
200 Escherichia coli ou 25 enterococos por 100 mili-
litros (este é indicado para dguas salobras e salinas);
Muito Boa: quando em 80% ou mais de um conjunto
de amostras obtidas em cada uma das cinco sema-
nas anteriores, colhidas no mesmo local, houver, no
mdximo, 500 coliformes fecais (termotolerantes)
ou 400 Escherichia coli ou 50 enterococos por 100
mililitros;

Satisfatoria: quando em 807% ou mais de um conjunto
de amostras obtidas em cada uma das cinco sema-
nas anteriores, colhidas no mesmo local, houver no
mdximo 1.000 coliformes fecais (termotolerantes)
ou 800 Escherichia coli ou 100 enterococos por 100
mililitros.

§ 2° Quando for utilizado mais de um indicador micro-
bioldgico, as dguas terdo as suas condicdes avaliadas, de
acordo com o critério mais restritivo.

§ 3° Os padrées referentes aos enterococos aplicam-se,
somente, as dguas marinhas.

§ 4°. As dguas serdo consideradas improprias para
recreacdo quando, no trecho avaliado, for verificada uma
das seguintes ocorréncias:

a.

b.

Ndo atendimento aos critérios estabelecidos para as
dguas proprias;

O valor obtido na ultima amostragem for supe-
rior a 2.500 coliformes fecais (termotolerantes) ou
2.000 Escherichia coli ou 400 enterococos por 100
mililitros;
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c. Incidéncia elevada ou anormal, na regido, de enfer-
midades transmissiveis por via hidrica, indicada
pelas autoridades sanitdrias;

d. Presenca de residuos ou despejos, solidos ou liqui-
dos, inclusive esgotos sanitdrios, oleos, graxas e
outras substdncias, capazes de oferecer riscos a
saude ou tornar desagraddvel a recreacao;

e. pH < 6,0 ou pH > 9,0 (dguas doces), a excecdo das
condicoes naturais;

f. Floracdo de algas e cianobactérias ou outros orga-
nismos, até que se comprove que ndo oferecem
riscos a saude humana; e,

g. Outros fatores que contraindiquem, tempordria ou
permanentemente, o exercicio da recreacdo de con-
tato primadario.

§ 50. Nas praias ou balnedrios sistematicamente impro-

prios, recomenda-se a pesquisa de organismos patogénicos.

Art. 30. Os trechos das praias e dos balnedrios serdo
interditados se o orgao de controle ambiental, em quaisquer
das suas instdncias (municipal, estadual ou federal), consta-
tar que a ma qualidade das dguas de recreacdo de contato
primdrio justifica a medida.

§ 1o. Consideram-se ainda, como passiveis de interdicdo,
os trechos em que ocorram acidentes de médio e grande porte,
tais como: derramamento de dleo e extravasamento de esgoto,
a ocorréncia de toxicidade ou formacdo de nata decorrente de
floracdo de algas ou outros organismos e, no caso de dguas
doces, a presenca de moluscos transmissores potenciais de
esquistossomose e outras doencas de veiculacdo hidrica.

§ 20. A interdicdo e a sinalizacdo, por qualquer um dos
motivos mencionados no caput e no § 1° deste artigo, devem
ser efetivadas, pelo orgdo de controle ambiental competente.
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Art. 40. Quando a deterioracdo da qualidade das praias
ou balnedrios ficar caracterizada como decorréncia da
lavagem de vias publicas pelas dguas da chuva, ou em conse-
quéncia de outra causa qualquer, essa circunstancia deverd
ser mencionada no boletim de condicéo das praias e balne-
drios, assim como qualquer outra que o O0rgdo de controle
ambiental julgar relevante.

Art. 50. A amostragem serd feita, preferencialmente, nos
dias de maior afluéncia do publico as praias ou balnedrios, a
critério do orgdo de controle ambiental competente.

Pardagrafo unico. A amostragem deverd ser efetuada em
local que apresentar a isobata de um metro e onde houver
banhistas.

Art. 6o. Os resultados dos exames poderdo, também,
abranger periodos menores que cinco semanas, desde que
cada um desses periodos seja especificado e tenham sido
colhidas e examinadas, pelo menos, cinco amostras maior
concentracdo durante o tempo mencionado, com intervalo
minimo de 24 horas entre as amostragens.

Art. 70. Os métodos de amostragem e andlise das dguas
devem ser os especificados nas normas aprovadas pelo
[nstituto Nacional de Metrologia, Normatizacdo e Qualidade
[ndustrial-INMETRO ou, na auséncia destas, no Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA-AWWA-WPCEF, 2012).

Art. 8o. Recomenda-se aos orgdos ambientais a ava-
liacdo das condicbes parasitologicas e microbioldgicas da
areia, para futuras padronizacées.

Art. 90. Aos drgdaos de controle ambiental compete a
aplicagdo desta Resolugdo, cabendo-lhes a divulgacdo das
condicoes de balneabilidade das praias e dos balnedrios e a
fiscalizacdo para o cumprimento da legislacdo pertinente.
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Art. 10. Na auséncia ou omissGo do orgdo de controle
ambiental, o I[nstituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovdveis-IBAMA atuard, diretamente,
em cardter supletivo.

Art. 11. Os orgdos de controle ambiental manterdo o
[BAMA informado sobre as condicbes de balneabilidade dos
corpos de dgua.

Art. 12. A Uniéo, os Estados, o Distrito Federal e os
Municipios articular-se-Go entre si e com a sociedade, para
definir e implementar as acées decorrentes desta Resolucdo.

Art. 13. O ndo cumprimento do disposto nesta Resolucdo
Sujeitarda os infratores as sancoées previstas nas Leis nos
6.938, de 31 de agosto de 1981; 9.605, de 12 de fevereiro de
1998 e no Decreto no 3.179, de 21 de setembro de 1999.

Tornam-se necessarios microrganismos que indiquem
riscos a saude pelo contato direto do individuo com a agua e
nao apenas pela ingestao da mesma. Foram sugeridos, como
indicadores adicionais aos coliformes, Pseudomonas aerugi-
nosas e Staphylococcus aureus.

Também sao indicadores uteis os colifagos, pois além de
indicarem poluicao fecal, sua presenca sugere a presenca de
enterovirus. Algumas doencas virais foram associadas com
aguas recreacionais contaminadas: foram registradas infec-
coes com virus Coxsackie A e B, Adenovirus tipo 3 e 4, hepatite
A e varios tipos de gastrenterites de origem viral, mas nao
existem testes especificos. Mais recentemente, foram relata-
dos casos de meningites em nadadores, causadas por amebas
de vida livre: Naegleriaspp e a Acanthamoeba spp, que em
situacoes especificas podem ser identificadas.

Existem também relatos de transmissdao por aguas
recreacionais de Mycobacterium, de leveduras como
Cdandida albicans e diversos fungos filamentosos. A detec-
cao destes microrganismos fornece importantes informacoes
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complementares sobre o0 grau de contaminacado destas aguas,
contudo torna-se dificil seu isolamento no monitoramento de

rotina.

Resolugoes (RDC) n° 274 de 22 de setembro de 2005 da
diretoria colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) (Brasil, 2005b)

A Resolucdao N° 274/2005 — ANVISA (BRASIL, 2005b),
refere-se ao “Regulamento Técnico para Aguas Envasadas e
Gelo”. Publicacdo no Diario Oficial da Unido - Poder Executivo,
em 23 de setembro de 2005, seu alcance ¢ definir as carac-
teristicas de qualidade que devem obedecer a Agua Mineral
Natural, a Agua Natural, a Agua Adicionada de Sais envasadas
e o0 gelo para consumo humano.

Apresenta as seguintes definicoes:

1 - Agua Mineral Natural: é a agua obtida
diretamente de fontes naturais ou por extra-
céo de aguas subterraneas. E caracterizada
pelo conteudo definido e constante de
determinados sais minerais, oligoelementos
e outros constituintes considerando as flu-
tuacodes naturais.

2 - Agua Natural: é a agua obtida direta-
mente de fontes naturais ou por extracao
de aguas subterraneas. E caracterizada
pelo conteudo definido e constante de
determinados sais minerais, oligoelementos
e outros constituintes, em niveis inferiores
aos minimos estabelecidos para agua mine-
ral natural. O conteudo dos constituintes
pode ter flutuacoes naturais.

3 - Agua Adicionada de Sais: ¢ a 4gua para
consumo humano, preparada e envasada,
contendo um ou mais dos compostos
previstos no item 5.3.2 da Resolucao N°
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274/2005. Nao deve conter acucares, ado-
cantes, aromas ou outros.

4- Gelo: dgua em estado solido (BRASIL,
2005b),

A Resolucao N° 274/2005 — ANVISA estabelece que
Agua Mineral Natural e a Agua Natural envasadas niao devem
apresentar risco a saude do consumidor e devem estar em
conformidade com as caracteristicas microbiologicas descri-
tas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas microbioldgicas para agua mineral natural e
agua natural

Amostra
Microrganismo | . Amostra representativa
indicativa Limites
N|c m M
E. coli/Coli. Term
Ausente 510 | —---mmmmmmmmmmmmmeee- Ausente
100 mL

Ausente ou <1,0 Ausente ou <1,0 UFC; 2 UFC ou

Coli. Totais/100 mL 511
UFC; <1, NMP <1, NMP 2.2 NMP
Ausente ou <1,0 Ausente ou <1,0 UFC; 2UFC ou

Enterococos/100mL 511
UFC; < 1,INMP <11 NMP 2.2 NMP
Ausente ou <1,0 Ausente ou <1,0 UFC; 2 UFC ou

P.aeruginosa/100mL 511
UFC; < 1,INMP <11 NMP 2.2 NMP

Clostridium sulfito

Ausente ou <1,0 Ausente ou <1,0 UFC; 2 UFC ou

redutores ou 511
UFC; < 1,INMP <1,INMP 2,2 NMP

C. perfrirngensi

Fonte: Resolucdao N° 274/2005 (BRASIL, 2005b).

N: numero de unidades da amostra representativa a serem coletadas e
analisadas individualmente. c: numero aceitavel de unidades da amos-
tra representativa que pode apresentar resultado entre os valores “m”
e “M”.

m: limite inferior (minimo) aceitavel. Valor que separa qualidade satis-
fatdria de qualidade marginal do produto. Valores abaixo do limite “m”
sao desejaveis. M: limite superior (maximo) aceitavel. Valores acima
de “M” ndo sdo aceitos. Observa-se que E. coli deve estar ausente e
termotolerantes devem estar em concentracoes inferiores 1.1 NMP/100
mL.
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Limitacoes das Baterias Indicadoras de Contaminacao Fecal

A qualidade microbioldgica da agua é avaliada pela
presenca ou auséncia de microrganismos indicadores de con-
taminacao fecal, com destaque para coliformes e Escherichia
coli, sendo que uma agua potavel deve estar isenta dessas
bactérias. Em consequéncia, estardao também ausentes o0s
microrganismos patogénicos. ldentifica-se assim a auséncia
de microrganismos indicadores de contaminacao fecal com a
auséncia de patoégenos.

Considera-se atualmente que essa abordagem é insufi-
ciente para a avaliacao da qualidade da agua tratada, onde
se busca verificar a eficiéncia do tratamento visto que cistos
e oocistos de protozoarios e das bactérias e dos virus nao
sdao removidos ou eliminados nas mesmas etapas ao longo das
operacoes do tratamento convencional.

Para que um microrganismo seja um bom indicador da
eficiéncia do tratamento na eliminacdao de todos os patoge-
nos, ele deve ser mais resistente ao tratamento do que os
patogenos, mas também os mecanismos de remocao devem
ser 0s mesmos ou muito semelhantes para ambos ao longo do
processo de potabilizacao.

No geral, as bactérias e alguns virus sao inativados por
desinfeccdo, enquanto que cistos e oocistos de protozoarios
sdo removidos principalmente por processos de separacao: a
sedimentacao ou decantacao e a filtragao. Deve-se considerar
ainda a resisténcia aos desinfetantes das bactérias indicado-
ras e dos microrganismos patogénicos: ovos de helmintos sao
mais resistentes que cistos e oocistos de protozoarios que
Sa0 mais resistentes que 0s virus que sao mais resistentes
que as bactérias.

Portanto, os coliformes sdo indicadores limitados: indi-
cam a eficiéncia de inativacdo de bactérias patogénicas e em
especial de enterobactérias, mas nao de virus, protozoarios
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e helmintos. Para protozoarios, devem-se isolar, identificar e
quantificar, se for necessario, cistos e oocistos de referéncia:
os cistos de Giardia lamblia e os oocistos de Cryptosporidium
spp. Estas técnicas, bastante frequentes em laboratorios dos
Estados Unidos e da Europa, sao complexas, utilizam equi-
pamentos de alto custo e ndao sao praticas para uso na rotina
do laboratdrio de analises de agua. Além disso, nao sao de
facil acesso para as companhias de tratamento de agua de
numerosos paises, entre eles, aqueles em desenvolvimento.
Para contornar esses inconvenientes, foram escolhidos indi-
cadores complementares nao biologicos e que sdao medidos
em todas as estacoes de tratamento de agua: sao 0s mesmos
parametros de controle da desinfeccao (tempo de contato x
cloro residual) e a turbidez (BASTOS et al., 2001; BASTOS;
BEZERRA; BEVILACQUA, 2007).

As limitacdes citadas dos coliformes como indicadores
universais de contaminacao fecal sao amplamente reconhe-
cidas pela USEPA e a OMS. Mas para fins praticos, as normas
da USEPA (2004) e as diretrizes da Organizacdo Mundial
da Saude — OMS (WHO, 2004) — mantém o padrao micro-
biolégico de auséncia de coliformes na agua potavel. A OMS
faz mencao especial a auséncia de Escherichia coli na agua
tratada.
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CariTur0 4

Introducao as praticas de Microbiologia
Sanitaria e Ambiental

o laboratorio de microbiologia sanitaria e ambien-
N tal, realizam-se analises da qualidade da agua, dos

esgotos, lodos e solo entre outros materiais ou
matrizes ambientais para a avaliacao da contaminacao fecal
utilizando microrganismos indicadores especificos, como as
bactéricas coliformes (Coliformes Totais - CT, Coliformes
Termotolerantes e E. Coli), enterococos, bactérias heterotrofi-
cas, Pseudomonas aeruginosas, Salmonella spp e Clostridium
perfingens, entre outras bactérias. Sdo também analisados
fungos (bolores e leveduras), protozoarios e mais recente-
mente algas e cianobactérias, causadores de cor, sabor e odor
nas aguas. ldentificam-se e quantificam-se as toxinas de cia-
nobactérias que afetam a biota aquatica, animais e ao homem
causando desde intoxicacoes leves a severas, tumores e até a
morte (CHORUS; BARTRAM, 1999).

Os resultados produzidos sao informacdes preciosas que
geram séries temporais e espaciais de dados (ou bancos de
dados) sobre a qualidade das aguas naturais e das potabiliza-
das, dos esgotos municipais brutos e tratados, e do impacto
destes quando descarregados em um corpo receptor, entre
outras situacoes. Esses dados sdo essenciais para definir poli-
ticas publicas e acoes de gestao dos recursos naturais.
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No laboratoério de microbiologia, a qualidade dos profis-
sionais que executam as analises, assim, como o interesse
e os esforcos dos alunos que realizam seus trabalhos pra-
ticos sao imprescindiveis para a obtencdo de resultados
confiaveis.

Para um bom trabalho laboratorial, devem ser seguidas as
normas de assepsia nas areas de trabalho, ter cuidados estri-
tos na preparacao dos materiais a serem usados e empregar
produtos de qualidade reconhecida para garantir resultados
sem interferéncias externas.

Este capitulo inclui os materiais necessarios ao laborato-
rio de microbiologia, a conduta e as medidas de seguranca a
serem adotados, cuidados no preparo e esterilizacdo dos meios
de cultura e manutencdo, padrdes de trabalho em condicoes
de assepsia e uso e conservacao do microscopio, entre outros.

1. Material necessario ao laboratério de microbiologia

Autoclave — para esterilizacao do material;

Estufa bacteriologica para incubacao das culturas;

Estufa de esterilizacao e secagem;

Balanca de precisao;

Destilador de agua/Sistema de purificacao de agua

ultrapura;

Banho-maria com regulador de temperatura;

Contador de colbnias;

h. Alga e agulhas de platina, com cabo de Kolle, al¢as de
plastico atoxico estéreis e descartaveis;

i.  Tubo de Durhan ou similar para coletar o gas produ-
zido na fermentacao dos acucares;

j.  Tubos de ensaio, recomendamos tamanhos 12x75
mm, 16x150mm, 20x160mm e 20x180mm;

k. Algodao hidrofébico de boa qualidade;

T a0 T

oo ™
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1. Meios de cultura;

m. Recipientes de coleta - frascos de coleta de vidro ou
plastico autoclavaveis, bolsas plasticas atoxicas des-
cartaveis, outros que possam ser esterilizados;

n. Pipetas graduadas — de 1mL, 5 mL e 10 mL e pipetas
automaticas;

0. Papel-aluminio;

p- Bico de Bunsen/ camara de fluxo vertical para traba-
Thar sob condicdes assépticas;

g. Placas de Petri de vidro: © 100x15 mm ou @ 100x20
mm, @ 60x15 mm;

r. Placas de Petri de plasticos estéreis e descartaveis @
47x10mm, @ 60x15mm, ® 90x15;

. Pinca de aco inox de pontas lisas ndo cortantes;

t. Membranas filtrantes de poros de @ 0,45uym e @ 0,22
pm (detalhes no capitulo 10)

u. Porta-filtro de plastico, de vidro ou de aco inox (deta-
Thes no capitulo 10);

v. Lampada de UV - lampada ultravioleta.

2. Condicoes de Assepsia nos Trabalhos do Laboratério de
Microbiologia

Praticamente, em todos os ambientes, estao presentes
microrganismos sejam patogénicos ou nao patogénicos. Ar,
solo e agua sdo suas vias de transporte. O corpo humano
também carrega microrganismos comensais, oportunistas
e até patogénicos se a pessoa estiver com alguma infeccado
nos dentes, na pele ou no intestino, por exemplo, maos sujas
transmitem microrganismos aqueles que se deu a mao.

A manipulacao incorreta dos instrumentos no labora-
torio de microbiologia, das culturas e de qualquer um dos
materiais utilizados em uma analise, cria condicées que
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predispéem a sua contaminacao por microrganismos e a
perda da amostra e até de todo um experimento. Os pro-
cedimentos devem ser conhecidos pelos técnicos para a
manipulacao segura dos meios de cultura, das culturas bac-
terianas em crescimento e durante seu manuseio, para os
repiques e as contagens, por exemplo, e para evitar qualquer
contaminacdo com o0s microrganismos do ar das culturas
e dos materiais em uso que na sua maioria foram previa-
mente esterilizados. E também importante nao contaminar
0 ambiente de trabalho com os microrganismos que estao
sendo cultivados, quantificados, etc.

Por essas razoes, no laboratério de microbiologia, man-
tém-se cuidados extremos e trabalha-se sob condicOes
assépticas ou de assepsia. Esse procedimento (ou conjunto
de procedimentos) se denomina técnica asséptica.

3. Conduta no Laboratorio de Microbiologia - Normas de
Seguranca

a. Antes de entrar no laboratoério, chefes, professores,
técnicos e estudantes devem estar usando seus jale-
cos limpos e bem abotoados;

b. Nao entrar com pastas, mochilas e livros que nao
sejam necessarios;

c. Nao deixar os cadernos de apontamento na bancada
de trabalho ocupando lugar, pois podem contaminar
e serem contaminados;

d. Geladeiras, estufas e micro-ondas do laboratorio nao
sdo adequados para conservar ou aquecer alimen-
tos a serem consumidos pelos usuarios. Podem estar
contaminados ou podem contamina-los;
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Nao é correto comer no laboratorio, pelas mesmas
causas relatadas no subitem d. Nao é correto fumar
no laboratorio;

As bancadas de trabalho devem ser faceis de limpar e
de desinfetar (superficies lisas);

[niciar e concluir cada experimento ou aula pratica
limpando e desinfetando a bancada de trabalho, pre-
ferencialmente com hipoclorito de sodio 2,5% ou
alcool 70% que sao eficientes e econdmicos, ou com
outros desinfetantes de efeito reconhecido;
Organizar a area de trabalho com os materiais que
serdo utilizados (canetas marcadoras para escre-
verem superficies de vidro; agulhas; alcas; tubos;
etc.);

Etiquetar com as informacdes necessarias todos 0s
tubos, frascos e placas de Petri, entre outros materiais
que serao usados. Preferir as etiquetas autoadesivas.
Para materiais que serao autoclavados, recomenda-
se usar fita autoadesiva especial, que muda de cor
com o vapor e a temperatura e indica que o material
foi esterilizado. Nessa fita, podem ser feitas anota-
coes com lapis grafite para que nao se apaguem no
processo de autoclavacao;

Caso exista alguma duvida sobre a técnica a ser
usada, deixar préoximo ao local de trabalho o manual
técnico correspondente;

Antes de ligar o gas do bico de Bunsen, deixar sua
area de influéncia livre. Tomar cuidados de que subs-
tancias inflamaveis nao fiqguem proximas;

A manipulagcao de material toxico requer o uso de
luvas;

. Pipetas usadas e contaminadas devem ser mergu-
lhadas em desinfetante imediatamente apds o uso,
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preferencialmente em posicao horizontal, e antes de
sua lavagem e esterilizacao;

n. Nao depositar instrumentos contaminados sobre
a bancada, estes devem ser previamente esterili-
zados (algas, agulhas) por calor seco ou colocados
em recipientes apropriados e esterilizados em
autoclave;

0. Manipular com cuidado culturas de fungos: seus
esporos sao leves e representam riscos de reacoes
alérgicas e de infeccao respiratoria. As placas com
culturas nao devem ser cheiradas pelas mesmas
razoes;

p. Laminas e laminulas usadas devem ser mergulhadas
em desinfetante; lavadas e secas para uso posterior;

g. Pingos de cultura na bancada: avisar ao responsavel
pelo laboratorio e proceder rapidamente a limpeza
do local com papel toalha embebido em desinfetante.
Deixar o desinfetante agir por 15 a 30 minutos;

r. Contaminacao de maos, boca e olhos: avisar ao res-
ponsavel pelo laboratorio e proceder a lavagem da
boca e olhos com abundante agua; lavar as maos com
muita agua e sabao e passar desinfetante;

s. Finalizado o trabalho, esterilizar e lavar todo o mate-
rial usado, guardar os que estdo limpos e lavar as
maos com cuidado, procedendo a sua desinfeccdo
posterior, antes de sair.

Todos os procedimentos devem ser realizados sob

condicoes de assepsia e seguindo a sequéncia dos passos
metodologicos da técnica asséptica, citados a seguir.
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4. Metodologia da técnica asséptica

O comportamento no laboratorio de microbiologia sera
sempre o mesmo, independente do tipo de microrganismo
sob analise (virus, bactéria ou protozoario) e de ser ou ndo
patogénico.

a.

Lavar as maos com agua e sabao, enxugar e passar
alcool 70%. Proceder a antissepsia das mdos sempre
antes e depois de cada analise, mas também sempre
que seja necessario por alguma presumivel conta-
minacao (as unhas devem estar curtas e os cabelos
devem ser amarrados e protegidos com uma touca
descartavel);

Limpar a area de trabalho com agua e sabao. Depois
de seca, sanitizar com antisséptico a bancada - usar
de preferéncia agua sanitaria (hipoclorito de sodio
2,5%) ou alcool 70%. Toda a bancada do laborato-
rio deve estar sempre limpa e ser sanitizada pelo
menos duas vezes por dia, ainda que nao seja utili-
zada em toda sua extensao. O laboratorio (armarios
e prateleiras, pisos e azulejos) deve ser limpo cuida-
dosamente todos os dias, para ndao acumular poeiras.
Recomenda-se limpar os pisos pelo menos duas vezes
por dia com agua e sabao e, posteriormente, passar
um pano com desinfetante. O melhor desinfetante e o
mais econdmico para pisos é o hipoclorito de sodio a
2,5%, também utilizado em bancadas;

Uso do bico de Bunsen: para trabalhar com seguri-
dade na area estéril criada pelo calor da chama do
bico de Bunsen, devem ser executados todos os
movimentos na proximidade da chama (na zona de
cor azul, oxidante). Essa area de seguranca tem um
raio aproximado de 10 cm em volta da chama do bico
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de Bunsen. Na Figura 1, mostra-se o ambiente de
esterilidade gerado pelo calor e as zonas da chama;

Figura 1 - Ambiente de esterilidade gerado pelo calor e as zonas da
chama: 1) area de trabalho; 2) area estéril pelo calor; 3) posicdo da alga
bacterioldgica para esterilizacao por calor seco; 4) distancia maxima
entre o tubo de ensaio com a cultura e a chama.

Lona Oxidarte
Zons Redutoen

Zons Neulrs

Fonte: Cerqueira e Sant’Anna (2007).

d. Esterilizar adequadamente alcas e agulhas de ino-
culacado de platina ou material similar antes e depois
do seu uso, na chama do bico de Bunsen (Figura
2). Nesse procedimento, deve-se evitar a forma-
cao de aerossois, o que ocorre quando fica retido
material na ponta da agulha ou no interior da alca.
Consegue-se eliminar o residuo organico aquecendo
desde a base até ponta. Para as alcas e agulhas de
plastico, procede-se o seu descarte em recipiente
com desinfetante;
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Figura 2 - Esterilizacdo da alca (destaque para a zona azul da chama)

Fonte: Cerqueira e Sant’Anna (2007).

e. Flambar a boca dos frascos e dos tubos de ensaio
antes e depois de uso. Evitar superaquecimento dos
materiais de vidro, o qual pode causar sua fratura.

Para a inoculacao segura de uma placa de Petri, seja com
alcabacteriologica ou de Drigalski, o procedimento deve ser feito
Na area de seguranca do bico de Bunsen aceso. Contaminacoes
com microrganismos do ar sdo frequentes, ao flambar a boca
dos frascos e dos tubos, cria-se uma area quente ao redor que
evita a entrada dos microrganismos. O mesmo ocorre ao se
inocular as placas de Petri na area de calor.

A camara de fluxo laminar é um equipamento projetado
para gerar um ambiente de trabalho estéril para a manipulacao
segura e confortavel de materiais que devem manter sua este-
rilidade, evitando as contaminacdes com microrganismos do
ambiente. O ar que circula verticalmente é esterilizado apos
cada passagem através de filtros que retém mais de 99,97% de
particulas menores de 3um.

A camara de fluxo laminar protege as culturas e os mate-
riais estéreis e impede a contaminacado do técnico, facilitando
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o trabalho sob condicoes assépticas, tornando-se mais segura
que o bico de Bunsen.

5. Preparacao, Desinfeccao, Sanitizacao e Esterilizacao do
Material para as Analises Microbioldgicas

A eliminacado ou a reducao de microrganismos é de impor-
tancia fundamental em diversas situacdes e em materiais,
como equipamentos cirurgicos e procedimentos médicos, na
area da industria de alimentos e em superficies vivas como a
pele.

O crescimento microbiano pode ser controlado por pro-
cedimentos diferentes e com uso de diversas técnicas as vezes
combinadas, que podem ser de natureza fisica ou quimica que
reduzam a quantidade de microrganismos, ou os eliminem ou
impecam sua reproducao.

No controle de microrganismos, os procedimentos se
classificam em pelos menos 5 classes:

a. Desinfeccao: propicia a reducdo do numero dos
microrganismos em superficies inanimadas (ambiente
ou materiais) e em consequéncia ocorre eliminagao
ou diminuicao da potencialidade infecciosa;

b. Sanitizagdo: é o termo aplicado a desinfeccdo na
industria de alimentos;

c. Antissepsia: define a reducdo do numero de micror-
ganismos em tecidos vivos;

d. Esterilizacdo: refere-se a destruicdo completa
dos microrganismos em qualquer ambiente ou em
materiais;

e. Assepsia: refere-se a auséncia de microrganismos em
um ambiente ou em um material. As técnicas assépti-
cas se referem a cuidados sistematicos que previnem
a contaminacao.
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6. Agentes Fisicos para o Controle da Populacao Microbiana

a. Baixas temperaturas: refrigeracao, congelamento e
liofilizacdo de alimentos:

Refrigeracao: temperatura mantida entre 0°C e
5°C (variacao de £ 2°C), ndo destroi os microrga-
nismos mesofilicos, mas inibe sua proliferacao;
Congelamento: temperatura de -18°C elimina ou
inibe o crescimento das bactérias;

Liofilizacao de alimentos: agua removida por
alto vacuo em baixa temperatura.

b. Altas temperaturas: uso do calor - fator fisico de
amplo uso por ser econdmico, de facil acesso e efi-
caz. Pode ser utilizado na forma de calor seco, para
esterilizar alcas, agulhas, instrumento de vidro ou de
metal, etc., ou calor umido, obtido pela producao de
vapor de agua;

Calor seco: queima a matéria organica, oxidando-a.
As formas de uso do calor seco sdo:

Flambagem: esteriliza pela queima do material
contaminante pelo seu contato direto com o
fogo;

Estufa: esteriliza as temperaturas de 170 a 180°
C durante um tempo de 1 a 2 horas. E usado
para esterilizar material de metal (instrumentos
de cirurgia) e de vidro, que devem ser embru-
IThados ou colocados dentro de caixas metalicas
(porta-pipetas de inox, por exemplo) antes do
tratamento;

Incineracao: é a queima direta e total do material
organico. E usado para materiais de hospitais.

Calor umido: o calor umido desnatura as proteinas,
causando a inativacdo das enzimas seguida da morte
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celular. Geram-se temperaturas desde < 100°C até>
de 100°C. As tecnologias que aplicam calor umido sao:

Pasteurizacao: ¢ um método de desinfeccao
que se usa principalmente para patégenos de
alimentos. Sado pasteurizados leites, sucos,
queijos, entre outros. A pasteurizacdo do leite
é geralmente feita pelo aquecimento rapido até
72°C, mantida durante 15 a 20 segundos, e se
resfria rapidamente. O processo reduz em mais
de 99% os microrganismos do leite, mas nao os
esporulados;

Fervura: ocorre a 100°C, em geral se aplica
durante 15 minutos e tem efeito desinfetante.
Destroi bactérias, nas formas vegetativas, mas
nao todos os esporos;

Autoclavacao: a esterilizacao em autoclave usa
0 calor umido sob pressao, o que permite atingir
temperaturas superiores a 100°C. O calor umido
tem maior eficiéncia na destruicao de formas
vivas, devido a agua ser um condutor de calor
mais eficiente do que o ar. No geral, para destruir
bactérias e seus esporos, aplicam-se pressoes
de 1,5 atmosferas durante 20 a 30 minutos, o
que significa temperaturas de 121°C na forma de
vapor, agindo esse tempo sobre formas vivas.
A essa temperatura e pressao, 0 vapor possui
alta capacidade de penetracao nas células e nos
tecidos.

Luz Ultravioleta nao lonizante: tem maxima atividade
desinfetante em A de 260nm, ¢ usada para ambientes
e também para alguns instrumentos. Ndao tem capa-
cidade de penetracao e age apenas na superficie. A
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acao sobre 0s microrganismos ocorre por alteracoes
no DNA;

Filtracao: ¢ um método clarificante com funcao
desinfetante quando se usam membranas que retém
as impurezas mais grossas que causam turbidez.
Membranas de poros menores, na ordem dos pm
(0,22 a 0,1 pm e menores), podem reter virus e tém
funcao esterilizante;

Pressao Osmotica: ambientes salgados causam a
desidratacao ou dessecacdo das bactérias. Usa-se
como salga nos alimento (carne de sol, charque, pei-
xes, etc.).

7. Agentes Quimicos para o Controle da Popula¢ao Microbiana

a.

Alcool etilico: com varios mecanismos de acdo, é um
eficiente solvente de lipidios agindo como detergente
e tem capacidade desidratante desnaturando protei-
nas. Age como desinfetante ou antisséptico. Alcool a
70% tem maior capacidade de penetracao e de desi-
dratacao celular;

Cloro/lodo (Halogénios): o cloro gasoso ou como
hipoclorito de sddio (agua sanitaria) ¢ um potente
desinfetante que age oxidando a matéria organica e
destréi as membranas. O Acido hipocloroso é alta-
mente instavel e espontaneamente forma acido
cloridrico (HCl) e oxigénio que matam os micror-
ganismos. O lodo combina-se com os aminoacidos
fenilalanina e tirosina das proteinas de forma irre-
versivel e causa sua desnaturacdo. Tem poder
antisséptico e é mais utilizado na pratica cirurgica.
Detergentes e sais de metais pesados: Sulfato de
Cobre - CuSO, e Nitrato de Prata (AgNO,), Mercurio

(Hg).
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8. Autoclave e Autoclavacao

A autoclavacdo é a técnica mais usada no laboratorio de
microbiologia para esterilizar diversos materiais, € recomen-
dada preferencialmente pela ANVISA. Permite a destruicdo de
formas vegetativas de bactérias e de seus esporos.

A autoclave é formada por uma estrutura externa cilin-
drica ou retangular de metal resistente em posicao vertical
ou horizontal em cuja base esta a resisténcia que aquecera
a agua. No interior, possui outro cilindro de diametro menor
com base furada para permitir a passagem do vapor de agua.
Ali se colocam os cestos (um ou dois, segundo o tamanho da
autoclave), onde se organizara o material a ser esterilizado.
Na parte superior, possui a tampa que se fecha hermetica-
mente com auxilio de parafusos. Em cima da tampa, estao as
valvulas de seguranca e de saida do ar, chave de controle da
temperatura, e um mandémetro que indica a pressao interna
com escala de conversao para temperatura em graus centi-
grados (Figuras 3 e 4):

Figura 3 — Autoclave vertical

Fonte: SP Labor (2015).
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Figura 4 - Detalhes do mandmetro e parafusos

Fonte: SP Labor (2015).

Antes de colocar os materiais dentro da autoclave para
serem esterilizados, estes devem ser preparados.

a.

Todo o material deve estar perfeitamente limpo
(lavado com sabdo ou detergente neutro, enxaguado
muito bem com agua destilada e secado).

Alguns desses materiais (placas de Petri, espatulas,
pipetas) devem ser embrulhados em papel tipo Kraft
ou em papel manteiga e amarrados com linha ou com
fita adesiva apropriada para suportar o calor umido.
Essa preparacdo pode ser substituida por caixas de
materiais passiveis de serem autoclavados (inox, alu-
minio) com tampas.

As tampas de frascos com meios de cultura, solu-
coes eliquidos, em geral, nao devem ser totalmente
fechadas para facilitar a passagem do vapor de
agua quente no interior do liquido. Para os tubos
de ensaio e erlenmeyers, em geral, sao utilizadas
rolhas de algodao hidrofobico forrado com gaze.
Essa rolha ou tampao nao permite a entrada de
microrganismos, mas sim do vapor de agua quente
dentro dos frascos e dos tubos que esteriliza o
liquido. Recomenda-se o uso de fita autoadesiva
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d.

indicadora que muda de cor com 0 vapor quente e
evidencia o estado de esterilidade desse material,
e se 0 pacote nao for aberto ou rasgado o papel,
0 objeto mantém sua esterilidade durante meses
e pode ser guardado para uso posterior. No mer-
cado, existem embalagens de feche hermético ou
por calor, para esterilizar tesouras, espatulas, agu-
Thas e pincas, entre outros, feitos de materiais que
permitem a entrada do vapor de agua e que sao
importantes para manter o material estéril depois
de retirado da autoclave. Facilitam manter a orga-
nizagao dos instrumentos a serem utilizados em
cada procedimento e, de forma semelhante a fita
autocolante, deixam em evidéncia que o pacote
foi esterilizado, sendo facilmente visualizado no
controle da vigilancia sanitaria. Ha diferentes tipos
de embalagens para esterilizacao em autoclave, o
mais comum ¢é o conjunto papel grau cirurgico —
filme plastico, denominado papel grau cirurgico
(Figura 6).

Verificar o nivel da agua dentro da autoclave e com-
pletar com agua destilada até cobrir a resisténcia. A
agua destilada evita incrustacoes de sais na resistén-
cia que necessitam ser retiradas para que esta nao
passe por superaquecimento. Aguas duras possuem
elevados teores de carbonato de calcio que se depo-
sitam na resisténcia e podem danifica-la.

Colocar o material dentro do cesto, tampar e ajustar
0s parafusos.

Ligar a autoclave com a valvula de ar aberta. Esperar
a fervura da agua e a saida de um jato de vapor conti-
nuo pela valvula que retira o ar residual de dentro da
autoclave. Apos alguns minutos, fechar essa valvula
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para deixar subir a pressao interna. O ar interno deve
ser retirado para que todo o volume da autoclave seja
preenchido pelo vapor de agua e este exerca a pres-
sdo lidano manémetro. Se houvesse mistura ar/vapor
de agua, ambos exerceriam pressao, e a temperatura
dentro da autoclave nao teria relacao com a leitura
no mandmetro, porque ambos 0S gases possuem
calor especifico diferente. As Figuras 5 e 6 mostram
a circulacao do ar e do vapor na autoclave e a evo-
lucao da temperatura e pressao durante o processo
de esterilizacdo e resfriamento. Observa-se o pré-
vacuo (retirada do ar interno) e o aumento posterior
da temperatura seguido do periodo de esterilizacao
que ocorre na maxima temperatura e durante curto
tempo.

Figura 5 — Circulacao do vapor na autoclave

Valvula de Escape (Pararemover o Vapor para Valvula de Valvula de operacao
vapor de dgua depois da esterilizagao) a camara seguran¢a Manémetro (controla o vapor)

Porta
CGimara
de vapor

Telade
sedimentos

T
Camara de vapor

Termometro

R ———

Valvula automatica ejetora é Regulador de pressao
controlada por termostato e para fornecimento de vapor
fecha em contato com vapor

puro, quando o ar é liberado.
Linha de residuos Fornecimento de vapor

Fonte: Blog Mcientifica (2014; Ponto Ciéncia (2015)).
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Figura 6 - Ciclo tipico de autoclavagem - Relacdo Tempo/Pressao e

Temperatura
Temperatura Pressdo Atmosférica
& Pressdo B Temperatura
‘ Esterilizacio I Pressao
e
Pressdo
Atmosf.
o
"
O
e
o
<
Pré-Vacuo Secagem ’
Vécuo Tempo

Fonte: Luqueta (2008).

8.

Esperar o mandémetro marcar 1,1 atmosferas (121°C) e
diminuir a temperatura. Comeca, nesse momento, o
processo de esterilizacao. Marcar a hora de inicio e
controlar o tempo que pode ser entre 15 a 30 minu-
tos, dependendo do tipo e quantidade de material. A
autoclave gera vapor a alta pressao, atingindo 1,1kg
por cm? e sob essas condicoes, o vapor de dgua atinge
121°C que em 15 minutos promove a esterilizacdo.
Ressalta-se que € o calor e nao a pressao que mata os
microrganismos e destroi os esporos. Vapor de agua
a121°C durante 4 a 5 minutos promove a esterilizacao
de aproximadamente 10 esporos de uma populacao
de 100. Ja células vegetativas de bactérias requerem
0,1 a 0,5 minutos a 65°C para obter o mesmo resul-
tado (MADIGAN et al., 2010).

Concluido o tempo de esterilizacao, desligar a auto-
clave, esperar que baixe a temperatura e abrir a
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valvula de ar para eliminar o resto de vapor. Somente
entao se abre a autoclave. Retira-se o material que
estara umido e deixa-se no ambiente ou em estufa
até secar.

Autoclaves modernas nao exigem todos esses cuidados.
Travam automaticamente a porta por pressao e possuem controle
computadorizado de tempo e temperatura. Podem ser programa-
das ao final do expediente para esterilizar durante a noite, por
exemplo, e, no dia seguinte, retirar o material ja resfriado.

A autoclave deve ser controlada periodicamente de forma
semelhante a todos os equipamentos do laboratério. Os itens
para verificacdo sistematica, em geral, segundo Sousa (2013), sdo:

a. Parametros de funcionamento: certificados de cali-
bracao, testes de hermeticidade, integridade dos
medidores, valvulas, termostato, entre outros.

b. Distribuicao de calor a vazio e com carga (garantia de
homogeneidade do processo).

c. Testes da letalidade do processo com controles fisi-
Cos, quimicos e biolégicos tém a recomendacao da
ANVISA (SOUSA, 2013) de serem realizados uma vez
por semana, com indicadores biologicos e usar em
todos os ciclos os indicadores quimicos.

d. Treinamento de pessoal.

e. Protocolo de liberacao e uso.

Falhas na esterilizacao tém origens em problemas de
funcionamento do equipamento ou em erros na técnica apli-
cada. Quando ocorrem falhas no processo, requer-se um
exame minucioso em todos os componentes do aparelho. Os
mais comuns e que possibilitam a ineficiéncia da esteriliza-
Cao sdo:

f. Carga incorreta com materiais empilhados um sobre

o outro.
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g. Ardentro da autoclave que nao foi eliminado antes de
fechar a valvula de escape do vapor.

h. Falhas no controle de tempo e temperatura sdo cri-
ticos na esterilizacao e devem ser bem controlados
pelo operador em equipamentos nao automaticos.

i. Limpeza incorreta ou deficiente dos materiais.

j. Utilizacao de involucros inadequados para os mate-
riais a serem esterilizados.

k. Confeccdo de pacotes muito grandes, pesados ou
apertados.

1. Abertura muito rapida da porta ou tampa ao término
da esterilizacao.

m. Utilizacao de pacotes ainda umidos recém-saidos da
autoclave.

n. Mistura de pacotes esterilizados e nao esterilizados.

0. Nao identificacdo da data de esterilizacdo e data-li-
mite de validade nos pacotes.

9. Uso e conservacao do Microscopio Optico

A familiarizacdo com 0 microscopio e com seu uso
(microscépio 6ptico composto — binocular, ou microscopio
optico comum monocular e microscépio invertido) é fun-
damental para a obtencao de bons resultados e para ndo
danificar o instrumento.

Constituicao do Microscopio optico composto (MOC)

O microscépio o6ptico composto (MOC) é constituido
por duas partes principais: uma mecanica e outra optica. A
parte mecanica permite a estabilidade do equipamento e é o
suporte da parte oOptica.

A parte mecanica é constituida por:
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Pé ou Base — suporta o microscopio, assegura a sua
estabilidade.

Braco ou Coluna - peca fixa a base, na qual estao
aplicadas todas as outras partes do microscopio.
Tubo ou Canhao - cilindro que contém os sistemas de
lentes: na extremidade superior, estdo as lentes ocu-
lares, e na inferior, o revolver com as lentes objetivas.
Platina - peca circular, quadrada ou retangular,
paralela a base, onde se coloca a preparacao a ser
observada. Possui no centro um orificio circular ou
alongado que permite a passagem dos raios de luz
concentrados pelo condensador e que devem fazer
foco no preparado.

A parte Optica mecanica é constituida por:

a.

Parafuso Macrométrico — engrenagem que esta
incluida no tubo, que suporta oculares na parte supe-
rior situados e os objetivos na parte inferior (situados
no revolver) e permite sua movimentacao (aproxima-
cao ou distanciamento da platina onde foi colocado
o preparado a ser observado). E indispensavel para
focalizar a imagem, e permite movimentos grandes.
Parafuso Micromeétrico — também incluido no tubo,
permite focalizar ou mover o tubo com as lentes com
movimentos de amplitude muito reduzida, comple-
tando a focagem. Permite explorar a profundidade de
campo do microscopio.

Revolver — é um disco adaptado a zona inferior do
tubo, que pode suportar quatro objetivas de diferen-
tes aumentos (10x, 20x, 40 x e 100x) e, por rotacao,
possibilita trocar rapidamente a lente da objetiva que,
como seu nome indica, é a lente que esta diretamente
acima do objeto (preparado na lamina).
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A parte optica propriamente dita é constituida por:

a.

Sistema de Oculares e Sistema de Objetivas — o con-
junto de lentes que permitem a ampliacdao do objeto.
A ampliacao dada ao microscopio é igual ao produto
da ampliacao da objetiva pela ampliacao da ocular.
Fonte de L.uz - atualmente a iluminacao é fornecida
por uma lampada incluida na base do microscopio
(iluminacao artificial) de alta poténcia. Antigamente
se usava luz natural — luz do sol que era captada e
dirigida ao microscopio através de um espelho fixado
na base que refletia a luz solar (iluminacao natural).
Condensador — distribui a luz no campo visual do
microscopio.

Diafragma — regula a intensidade luminosa no campo
visual do microscopio. Devido a estes componentes
serem de alta precisao e por ser 0 MiCroscopio um
instrumento de custo elevado, requer cuidados espe-
ciais de transporte, utilizacao e manutencao.

Para se efetuar a observacao microscopica, o observa-
dor devera estar sentado com a coluna reta.

Se 0 MOC possuir uma ocular, deve-se olhar com o
olho esquerdo, mantendo os dois olhos abertos. Se
tiver duas oculares, deve-se olhar por ambas.

Os parafusos de comando devem ser manuseados
com a mao esquerda, deixando a mao direita livre
para apontamentos e poder desenhar as observacoes.

Para focalizar a lamina:

Colocar a ocular com o aumento desejado.
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Conferir a distancia entre as duas oculares e a dis-
tancia entre os olhos do observador, e proceder ao
seu ajuste.

Ligar a lampada.

Posicionar o condensador o mais proximo possivel da
platina.

Verificar se o diafragma esta completamente aberto.
Colocar em foco a objetiva de menor aumento (10x).
Posicionar a lamina preparada para observacao na
platina e fixa-la com as presilhas.

Observar o campo microscépico com o0 menor
aumento (10x).

Ajustar o foco utilizando o parafuso macrométrico.
Para maior aumento, trocar as objetivas e ajustar o
foco com o parafuso micrométrico.

Para observar a lamina fixada e corada com a obje-
tiva de imersao, colocar uma gota de o6leo de cedro ou
equivalente sobre a area corada da lamina.

Girar o revolver colocando a objetiva de imersao
(maior aumento 100x) em foco.

Se for necessario um ajuste maior que o permi-
tido pelo parafuso micrométrico, fazer o ajuste da
seguinte forma:

* Olhando pelo lado, descer o canhdo (ou subir a
mesa de platina) utilizando o parafuso macromé-
trico até que a lente da objetiva de imersao fique
em contato com o 6leo.

* Nao se recomenda focalizar a imagem com a
objetiva de imersao olhando pela ocular e sim
pelo lado de fora, porque é possivel quebrar a
lamina.
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e A seguir, observando pela ocular, girar o para-
fuso macrométrico lentamente, até conseguir
focalizar de forma grosseira a preparacao.

* Mover o parafuso micrométrico até conseguir a
focalizacao ideal.

Para mudar o campo de observacao, mover a platina.

Cuidados com o Microscopio Optico

Deve-se transportar o microscopio pelo braco, com
a mao direita, enquanto se suporta a base com a mao
esquerda.

Nao se deve tocar no sistema optico com os dedos.
Deve ser colocado numa mesa ou bancada lisa, nive-
lado e afastado da borda.

Observacao microscopica:

Material necessario

a.

© a0

Papel absorvente, para limpar as lentes antes e depois
do uso.

Laminas e laminulas.

Oleo de imersao (cedro).

Culturas dos microrganismos a serem observados.
Corantes para preparacao das laminas fixadas e colo-
ridas (corantes de Gram, entre outros).

Preparacao de laminas com material fixado (descrito
no item sobre coloracdo microbiana).

Recipientes com detergente ou desinfetante para
descartar as laminas usadas.

A preparacdo de laminas com material fixado esta
descrita no item 10, a seguir.
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10. Coloragao para observacao de capsulas e camadas de
mucilagem

Em geral, para observar a capsula de LPS ou camada de
mucilagem é mais simples adicionar a um esfregaco uma gota
de nanquim e cobrir com a laminula. Observa-se a capsula ou
camada de mucilagem refringente sobre um fundo escuro.

As bactérias coram-se com os derivados de anilina (azul
de metileno, fucsina, cristal violeta, etc.) que sao corantes
basicos e, nesse caso, sdao coloridos ions positivos (cation)
da célula bacteriana. Em geral, esses corantes anidnicos pos-
suem afinidade pelo citoplasma dessas células. A afinidade se
deve a que o citoplasma bacteriano apresenta carga elétrica
negativa, devido aos radicais fosfatos dos acidos nucleicos
(DNA, RNA).

* Coloracao simples: lugol, nanquim e fucsina.

* Coloracao Diferencial: utilizam-se geralmente dois
corantes, um mordente e um diferenciador. Baseia-se
na diferenca quimica existente entre as paredes das
bactérias e consequentemente na reacdo diferente
que as bactérias podem apresentar frente a um
determinado corante. As coloracoes de Gram (1884)
e de Ziehl-Neelsen (1882) sao exemplos de coloracao
diferencial.

Passos a serem seguidos para a preparacao de uma

lamina fixada e colorida.

1. Preparacao do Esfregaco e Fixacao da Amostra para Coloracao:
a. Marcar com lapis para vidro o lado da lamina onde
sera realizado.

b. Colocar sobre ela o material com os microrganismos,
que podem ser provenientes de agua, solo, alimentos,
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medicamentos, lesdao, sangue, urina, liquor, fezes,
escarro, secrecao uretral, etc.

c. No caso do material obtido de meio de cultura
solido ou de outro que contenha microrganismos
em excesso, deve-se dilui-lo com uma gota de agua
destilada ou solucdo salina estéril (colocada ante-
riormente sobre a lamina com auxilio de uma alca de
platina estéril) até obter-se uma leve opalescéncia.
Espalhar com movimentos circulares até formar uma
fina camada sobre a lamina.

d. Deixar alamina secar ao ar, em repouso.

e. ApoOs seca, a lamina devera ser fixada, antes da
coloracao.

f. A fixacao evita que as células dos microrganismos
sejam lavadas e perdidas durante o processo de
coloracdo. A fixacao permite a aderéncia das células
a lamina e mata 0s microrganismos por secagem e
coagulacao de seus protoplasmas, preservando suas
estruturas na forma e posicdo originais. O calor é o
método de fixagao mais utilizado. Para fixar, passa-se
alamina depois de seca ao ar com o esfregaco voltado
para cima, por trés vezes através da chama. Deve-se
evitar o superaquecimento, testando depois de cada
passada a temperatura da lamina no dorso da mao.

A Figura 7 mostra, passo a passo, o procedimento para
preparacado do esfregaco e fixacao.
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Figura 7 - Procedimento para preparacdo do esfregaco e fixacao
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Fonte: Cerqueira e Sant’Anna (2007).

Coloracao de Gram: é o método de coloracdo mais
empregado em bacteriologia. Sua importancia reside em sepa-
rar as bactérias em dois grandes grupos: Gram positivas (G")
e Gram negativas (G). Essa diferenca se baseia na distinta
composicao quimica das paredes celulares dos dois grupos de
bactérias. A diferenciacdo através da coloracao de Gram tem
importancia taxondémica, e é o primeiro passo para a identifi-
cacao, classificacao e definicao da nomenclatura. Possibilita
0 diagndstico presuntivo (preliminar) em casos de infeccoes
graves e de sua evolucao quando o médico necessita intro-
duzir antibioticos ou quimioterapia antes da identificacdo
confirmada do microrganismo causador da infeccao.
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Corantes usados:

1. Cristal violeta é o corante principal (cora todas as
bactérias na cor roxa).

2. lugol (solucdao de iodo-iodeto de potassio) que age
como mordente e que tem a finalidade de fixar o
corante na célula, corando-a mais intensamente.

3. Alcool etilico: age na dissolucao dos lipidios das pare-
des das bactérias Gram negativas ricas em lipideos
complexos.

4. Fucsina ou safranina: agem como corantes de con-
traste ou contracorantes. E o corante que dar as
células descoradas a cor rosa intensa.

A Figura 10 apresenta 0s passos a serem seguidos na

coloracao de Gram (MADIGAN et al., 2010).

128



Figura 8 — Coloracdo de Gram. Bastonetes cor de rosa Gram
negativos e cocos e bastonetes roxos Gram positivos
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Fundamentos da colora¢ao de Gram

Os dois grupos de bactérias absorvem igualmente o
cristal violeta, a seguir o lugol reage com o cristal violeta for-
mando o complexo iodo-pararosanilina, que se fixa e cora a
célula mais intensamente. Ja a adicao de alcool provoca res-
postas diferentes: as Gram positivas permanecem com a cor
violeta ou roxa devido a elevada concentracao de peptidogli-
cano na sua parede celular e de outros componentes (acidos
teicoicos, proteinas, polissacarideos) nao soluveis em alcool.

O dlcool atua desidratando a parede Gram positiva e,
em consequéncia, ocorre a diminuicao da porosidade dessa
parede que reduz a sua permeabilidade e diminui a porosidade,
dificultando a saida do complexo violeta de genciana-lugol,
localizado no citoplasma da célula. Também ocorre a retencao
do complexo violeta-lugol na parede apos a acao do alcool,
contribuindo para a diminuicdo de sua porosidade. A bactéria
Gram-positiva permanece com a mesma coloracao roxa.

As bactérias Gram-negativas sao descoradas pelo tra-
tamento com o alcool, o qual se deve a composicao rica em
lipidios (lipoproteina, fosfolipidios da membrana externa e
lipidio “A” nas moléculas de LPS) das paredes destas bactérias,
que possuem também uma delgada camada de peptidoglicano.
O 4alcool solubiliza os lipidios aumentando a porosidade da
parede, o que contribui para o aumento da permeabilidade.
O alcool penetra dentro da célula atravessando a membrana
citoplasmatica, remove o complexo violeta de genciana-lipi-
dio-lugol e a célula fica sem corante. Quando se adiciona a
fucsina sobre o esfregaco, esse corante de contraste penetra
e a célula “Gram negativa” fica de cor rosa intensa.

Os meios de cultura, as técnicas de isolamento e quan-
tificacdo de microrganismos sob condicdes de assepsia sao
apresentados no Capitulo 5.
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A Figura 9 mostra a fotografia de uma lamina de micros-
copia com coloracao de nanquim para visualizacao da capsula
de LPS ou camada de mucilagem:

Figura 9 - Visualizacao da capsula de LPS ou camada de mucilagem
em diplococos, com uso de nanquim

0“"’
LS 3 i ‘ L' Aﬂ:.‘. 3
» "‘* (\)& L .
I b I~ | YR el
L e 9 g (e
- L
Vs S,“.\' 8

eh
.

()

«
—
.

Fonte: Madigan et al. (2010).
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CariTuro0 5

Técnicas de isolamento, quantificacao e
identificacao das popula¢oes microbianas

omo todos 0s seres Vivos, 0S MiCrorganismos neces-

sitam para seu desenvolvimento de nutrientes

apropriados e de caracteristicas ambientais fisicas e
quimicas favoraveis. No laboratorio, essas condicdes sao for-
necidas pelo meio de cultura e pelas condi¢cdes da incubacao.
O meio de cultura possui os nutrientes, a salinidade e o pH
adequados para cada microrganismo especifico em concen-
tracoes apropriadas para seu crescimento que ocorre sob
condicOes ideais de aeracdo, umidade e temperatura de incu-
bacao durante o tempo necessario.

Para quantificar um determinado microrganismo pre-
sente em uma amostra é necessario selecionar o mesmo e
obter uma cultura pura. Entretanto nas matrizes ambientais,
0s microrganismos estao formando agregados de comunida-
des mistas ou biofilmes onde ocorre sintrofia metabolica, isto
é, o produto do metabolismo de uma espécie é utilizado como
substrato por outra que se encontra integrando o mesmo
biofilme.

O processo de selecdo e obtencdao de uma cultura pura
a partir de uma cultura mista denomina-se isolamento e se
consegue por meio da semeadura da amostra em meios de
cultura especificos.
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As técnicas de quantificacdo de bactérias se baseiam
na promocao seletiva do crescimento (isolamento) daquelas
de interesse contidas numa aliquota da amostra para o qual
se empregam meios de culturas soélidos ou liquidos que for-
necem o0s nutrientes especificos para essas bactérias sob
condicOes apropriadas e controladas de temperatura e tempo
de incubacao.

Condicoes de crescimento: sao fornecidas pela com-
posicao do meio de cultura e pela incubacao em estufa
bacteriologica sob as condicdes adequadas de tempo e
temperatura.

A incubacdo deve fornecer condicdes 6timas para cada
tipo ou espécie de microrganismo, de temperatura, concentra-
cao de oxigénio dissolvido (se forem aerobias, ou sua auséncia
se forem microrganismos anaerobios) e tempo. Essas carac-
teristicas sdo essenciais para completar o ambiente adequado
para o desenvolvimento de cada tipo especifico e diferenciado
de microrganismo.

A estufa bacteriolégica é o equipamento essencial na
incubacao e deve ser calibrada cuidadosamente, com veri-
ficacao periodica do termostato. O controle da temperatura
interna deve ser feito diariamente ou até duas vezes por dia.
Recomenda-se colocar o termoémetro dentro da estufa, na
estante do meio, dentro de um tubo de ensaio com agua e esse
tubo dentro de um Becker também com agua. Dessa forma, a
leitura corresponde a um valor mais aproximado do valor real
da temperatura dentro dos tubos e placas de Petri. Ja o term6-
metro que se introduz desde o teto da estufa e fica por dentro,
na parte superior, até a metade do espaco acima da primeira
prateleira, fornece a temperatura do ar dentro da estufa e até
essa altura, sendo que o calor provém da resisténcia situada
na base.
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Existe atualmente, no mercado, uma ampla variedade
de estufas bacteriologicas, com dispositivos automaticos de
controle da temperatura e tempo de incubacao, por exemplo.
Os cuidados citados devem ser mantidos principalmente com
as estufas mais antigas.

Meios de cultura: os meios de cultura sao constituidos
por uma mistura de substancias organicas e inorganicas que
proporcionam nutrientes (fontes de carbono, nitrogénio, fos-
foro e sais minerais, entre outros) e fontes de energia, pH e
salinidade adequados para o crescimento e multiplicacdo in
vitro dos microrganismos.

Sao poucas as bactérias que nao crescem em meios de
cultura por serem parasitos intracelulares obrigatorios. Entre
elas, estao o Mycobaterium leprae, o Treponema palidum e as
riquétsias e clamidias. Para seu crescimento em laboratorio,
requerem culturas de células e ovos embrionados.

Todas as bactérias de interesse sanitario crescem bem
em condicoes de laboratorio em meios de cultura comuns.

As técnicas de cultivo, isolamento e contagem exigem a
manipulacao de amostras contaminadas, meios de culturas
e material de vidro estéreis e equipamentos diversos. Todo
0 manejo deve evitar contaminacées em qualquer uma das
etapas do processamento da amostra. Para isso, devem ser
seguidos cuidadosamente os procedimentos de assepsia cita-
dos no Capitulo 4.

Os meios de cultura sdao preparados industrialmente e
sao disponiveis no mercado desidratados, em po. Preparam-se
facilmente pela adicdo de agua destilada ou ultrapura, depen-
dendo das necessidades experimentais. Exigem controle do
PH no momento de sua preparacao, e a maioria deve ser este-
rilizada antes de uso.

Emrelacao a sua composicao quimica, os meios de cultura
sdo considerados naturais e artificiais e basicos e complexos.
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1. Meios de Cultura Naturais — em geral, aplica-se esta

denominacdo aos meios de cultura de origem vege-
tal (frutas, rodelas de batata), animal (ovos) ou os de
industrializacao simples (pao). Seu uso se remonta
aos primordios das técnicas de microbiologia. Fungos
e bolores foram observados em frutas e em pao.
Propiciam o crescimento de microrganismos decom-
positores heterotrofos de diferentes grupos (bolores,
leveduras e bactérias, entre outros). A desvantagem
¢é sua inespecificidade, o que facilita a contaminacao
das culturas.
Bastante usados até a primeira metade do século
XIX, foram em geral abandonados gradualmente pela
criacao dos meios liquidos faceis de esterilizar por
fervura, como os utilizados por Louis Pasteur, entre
outros (GEISON, 2014) e posteriormente pela produ-
¢ao de meios solidos mais especificos (MADIGAN et
al., 2010).

2. Meios de Cultura Artificiais — possuem substancias
quimicas definidas ou nao e, em geral, sao denomina-
dos de meios complexos.

Quanto a sua consisténcia ou estado fisico, os meios de
cultura podem ser liquidos, semissolidos e solidos, depen-
dendo da auséncia ou presenca e concentracao do agar-agar
ou de outros agentes gelificantes.

Nos meios liquidos, os microrganismos, e, em particu-
lar, as bactérias, crescem dispersos no volume do meio, na
superficie e proxima a esta se forem aerobios, mais proximo
do fundo se o metabolismo é anaerobio ou em todo liquido
se forem facultativos. Seu crescimento ¢ visualizado pela
turbidez do meio de cultura, pela mudanca de sua cor e pela
producao de gas, por exemplo.
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O 4agar (agar-agar) presente nos meios de cultura
solidos é um coloide obtido de algas marinhas vermelhas da
classe Rodophyta, denominadas genericamente “algas agaro-
filas ou agaréfitas”. Apresenta a propriedade de permanecer
em estado liquido acima de 45°C e solido a temperaturas infe-
riores, constituido por agarose e agaropectina, carboidratos
estruturais da parede celular das algas citadas. O nome agar
-agar provém do idioma malaio e significa gelatina, repetida
duas vezes pela tradicao nas culturas da Polinésia para dar
énfase a palavra, que significa entdo “pura gelatina”, e tradu-
zido, “gelatina-gelatina” ou “pura gelatina”.

Nos meios solidificados pela adicdao de agar-agar, as bac-
térias crescem num lugar fixo, originando coldnias faceis de
visualizar a olho nu e quando necessario, com auxilio de uma
lupa. As coldnias bacterianas podem ser definidas como mas-
sas visiveis de células originadas a partir de uma unica célula
(ou de uma Unica bactéria) ou de duas que estavam muito proé-
ximas ou de umas poucas mais, que ficaram pressas no agar
quando este solidificou a temperatura inferior de 45°C.

Meios de Cultura Liquidos: sdo os mais antigos e prepa-
rados pelos primeiros microbiologistas como caldos ricos em
nutrientes provenientes da carne e 0ssos de animais; eram
fervidos, filtrados e esterilizados. Hoje sao preparados com
ingredientes purificados como digerido péptico de tecido
animal, extrato de carne, lactose, fatores de crescimento
especificos como vitaminas, aminoacidos quando necessarios
eindicadores de pH. Nao contém agar-agar. Sao fornecidos na
forma em po e sem agentes solidificantes, quando adicionados
de agua sdo verdadeiros caldos. Sao utilizados para reativacdo
de culturas microbianas com preferéncia para um substrato
definido (caldo lactosado), para selecionar grupos especificos
(Verde Brilhante Bilis 2%), para repiques de microrganismos
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(caldo nutriente, BHL), e provas bioquimicas em geral, entre
muitas outras aplicacgoes.

Meios de Cultura Semissolido — a quantidade de agar
-agar ou de um outro agente gelificante varia de 0,08 a 0,5%,
e até 1%. Possuem consisténcia intermediaria entre os liqui-
dos e os solidos e sao usados para permitir o crescimento
de microrganismos em tensoes variadas de oxigénio, para a
verificacao da motilidade da cepa e também para a conserva-
cao de culturas bacterianas puras para uso posterior. Alguns
autores denominam estes meios como Meios Estoque.

Meios de Cultura Sdlidos — contém agar-agar ou outros
agentes solidificantes na concentracao entre 1,5 a 2,0%.
Permitem que as bactérias inoculadas fiquem presas no agar
e formem coldnias visiveis a olho nu. Considerando que uma
unica célula de E. coli se multiplica a cada 30 minutos sob
condicdes otimas de crescimento; em 24 horas, uma coldnia
teria 2*® bactérias, ou seja, 282 trilhdes de bactérias (conglo-
merados de bactérias).

Segundo sua formula quimica, os meios de cultura se
classificam em trés tipos:

* Nao seletivos: também denominados meios de cul-
tura simples, permitem o crescimento de numerosas
bactérias, capazes de se desenvolverem com esses
nutrientes e em pH e temperaturas determinadas.

* Seletivos: sdao meios de culturas que incluem ou
excluem algum ingrediente que favorecem o cres-
cimento de um microrganismo determinado (por
exemplo, a auséncia de compostos de nitrogénio per-
mitira o desenvolvimento de bactérias fixadoras de
N,). Meios seletivos sdo todos aqueles utilizados na
confirmacdo bioquimica das bactérias.

* De enriquecimento: contém substancias especificas
para um determinado microrganismo ou grupo de
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microrganismos, o qual favorece o seu desenvolvi-
mento seletivo sobre o resto da biota microbiana. Por
exemplo, a incorporacao de Na,SO ,, €M um ambiente
anaerobio de cultivo, enriquece o crescimento das
bactérias redutoras do sulfato que utilizam esse
composto no seu metabolismo como aceptor final de
elétrons. A presenca de ferro gera condicoes prefe-
renciais para bactérias oxidantes do ferro se for um
ambiente aerobio, e de forma idéntica, a presenca
de enxofre, entre muitos outros elementos. Para as
bactérias de interesse médico de dificil crescimento
(fastidiosas), adicionam-se gema de ovo, sangue,
plasma, soro e leite.

A maioria dos meios de cultura seletivos facilita a iden-
tificacdo de bactérias ou de grupos de bactérias que ali se
desenvolvem e causam mudanca da cor, devido a alteracao do
pH e, as vezes, pela producao de gas, consequéncia do meta-
bolismo bacteriano. Sdo também indicadores especificos de
um meio de cultura a precipitacdo de componentes do meio e
a atividade proteolitica e lipolitica, como a atividade de diges-
tdo do agar. Um exemplo de meio seletivo é o TSL. O meio
TSl — Triple Sugar lron (agar de ferro com trés acucares) é
usado para diferenciar bioquimicamente os bastonetes Gram
negativos, pela fermentacdo de carboidratos, e a producdo de
sulfeto de hidrogénio. Para o uso correto do meio, este deve
ser preparado e distribuido em tubos de ensaio pequenos,
de 12x75 mm, e se deixam solidificar em posicdo inclinada de
modo que fiquem, no tubo, uma base profunda e um apice
inclinado.

O meio contém trés hidratos de carbono (glicose 1g, lac-
tose 10g, e sacarose 10 g), hidrolisado pancreatico de caseina
10,0 g, hidrolisado péptico de tecido animal 10,0g, sulfato de
ferroso de amoénio 0,2 g, cloreto de sodio 5,0 g, tiossulfato de
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sodio 0,2 g, vermelho de fenol 0,025g e agar 13,0g. Quando
0Ss acucares sao fermentados, a producao resultante de acido
é detectada pelo indicador presente no meio: o vermelho de
fenol que é de cor vermelha em pH basico 7,3 + - 0,2 e muda
para amarelo em pH inferior. A lactose e a sacarose estao
presentes em concentracdées muito mais elevadas do que a
glicose no meio TSI, entado, a formacdo acida na base do tubo
deve-se a fermentacao mais acentuada desses dois acucares,
enquanto a formacdo acida a partir da glicose é suprimida
por uma oxidacgao rapida da pequena quantidade de acido que
¢ formado na area inclinada do tubo. Quando apenas a gli-
cose ¢ fermentada, ocorre uma reacdo de neutralizacao ou
alcalinizacao do pH do meio que fica vermelho. A sacarose
adicionada ao meio permite a exclusao de determinados orga-
nismos coliformes e Proteus que podem atacar a sacarose,
mas nao a lactose, num periodo de incubacdo de 24 a 48 h.

No pH neutro ou alcalino, o sulfeto de hidrogénio, produ-
zido a partir do tiossulfato de sédio, reage com o sal ferroso
de amonio, resultando na formacao de sulfeto ferroso, de cor
preta. O cloreto de s6dio mantém o equilibrio osmético do meio.

Os meios de cultura sao adquiridos prontos e desidratados,
e sdo preparados seguindo as indicacdes dos fabricantes. Na
Sua maioria, tém composicao quimica definida: extrato de carne,
leveduras, peptonas, sais e um indicador de pH, que muda de
cor para condicoes acidas e alcalinas, alguns contém substan-
cias tamponadoras que evitam mudancas bruscas de pH.

Os Meios de Cultura Liquidos sdo distribuidos em tubos
de ensaio e cobertos com tampa de metal ou tampao de algo-
ddo. Para detectar a producdo de gas, coloca-se no interior
do tubo um pequeno tubinho invertido (Tubo de Durham) e
esteriliza-se o conjunto (Figura 1). Nos meios liquidos, é a
turbidez do liquido que evidencia o crescimento. Sdo bas-
tante usados em técnicas de quantificacdo de bactérias e, em
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especial, para coliformes (Técnica de Tubos Multiplos), na
rotina dos laboratorios das Estacées de Tratamento de Agua.
Mas a técnica é aplicavel para qualquer tipo de bactéria, utili-
zando-se 0s meios de culturas adequados para cada bactéria
ou grupo, assim como as condicoes de temperatura e tempo
de incubacao.

Figura 1 — Tubos de ensaio com meios de cultura liquidos: Caldo
Lactosado (amarelo) e Verde Brilhante Bilis 2% (verde) para a
quantificacao de coliformes totais em amostras de agua

Fonte: Microbiologia Didatica (2015).

No interior dos tubos da Figura 1, visualizam-se os tubos
de Durham, que coletam parte do gas produzido na fermenta-
cao da lactose nos dois meios de cultura (formacdo de bolha
no tubo de Durham na figura do tubo isolado). A bilis 2%
incluida no meio Verde Brilhante Bilis seleciona as bactérias
intestinais que sao adaptadas a bilis secretada pela vesicula
biliar.

Os meios de cultura com agar sao preparados e esterili-
zados em baldes de vidro e, posteriormente, sdao distribuidos
em placas de Petri estéreis, onde se deixam solidificar a
temperatura ambiente e, posteriormente, preservam-se na
geladeira em caixas plasticas bem fechadas para evitar seu
ressecamento.
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Antes de usar, deve-se secar a superficie do meio. Para
iss0, coloca-se a placa aberta e invertida em estufa bacterio-
l6gica (37°C) durante 20 minutos (Figura 3) a 35°C. Gotas de
agua na superficie do meio sélido impedem a formacao de
colonias isoladas. Nas Figuras 2 a 4, sao apresentadas técni-
cas de semeadura em meio sélido para obtencdo de coldnias
puras isoladas.

Figura 2 - a) Placa de Petri com tampa aberta embaixo e acima
inclinada a base aberta com o meio de cultura para baixo (posicao
para secagem, em estufa, da superficie do meio de cultura solido

antes de inocular); b) estufa bacteriologica aberta e c) placas de Petri
abertas para secagem na posicdo da figura a e tubos com meio liquido
em incubacdo

placa de petri

Fonte: Laborshopping (2015a).

A semeadura no meio de cultura solido, assim como todo
o trabalho no laboratorio de microbiologia deve ser realizado
sob condicoes de assepsia perto do bico de Bunsen ou na
camara de fluxo laminar.

A semeadura pode ser feita por estrias até esgotamento
para obter coldniasisoladas, utilizando algas de platina (Figuras
3 e 4). Pode-se também inocular em meio sélido por espalha-
mento na superficie e que consiste em colocar uma aliquota
da amostra na superficie do meio solido, preservando-se a
esterilidade, distribuindo-a com alca bacteriolégica de platina
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ou alca de Drigalsky, de vidro ou de plastico, procedimento
usado na técnica de contagem padrao (Capitulo 7).

Figura 3 - Transferéncia asséptica de uma suspensdo bacteriana
para uma placa de Petri quando se trabalha em bancada com bico de
Bunsen

Fonte: Cerqueira e Sant’anna (2007).

Figura 4 - Semeadura por esgotamento com alc¢a bacteriologica para
obtencdo de coldnias isoladas e placa apds a incubacdao com colonias
isoladas

Crescimento confluente
no infcio da semeadura

Coldnias isoladas ao
final da semeadura

Fonte: Cerqueira e Sant’anna (2007), adaptado.

Metodologia para inoculacao por estrias (esgotamento) em placa
de Petri para obtencao de coldnias isoladas

1. Agitar energicamente o tubo com a amostra.
2. Esterilizar a alca bacteriolégica na chama.
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3. Abrir o tubo de ensaio com a suspensdo bacteriana a
ser semeada perto da chama e flambar suavemente a
boca — ndo esquentar demasiado que pode quebrar o
vidro. Nao deixar a tampa do tubo na bancada para nao
haver contaminacao; este deve ficar na palma da mao,
a mesma que sustenta a pipeta e apertando na parte
superior com o dedo minimo. Ao flambar, gera-se uma
zona quente ao redor da boca do tubo que impede a
entrada de microrganismos contaminantes do ar.

4. Introduzir perto da chama a alca bacteriologica res-
friada no tubo com a cultura, retirar a alca carregada;
flambar a boca do tubo novamente, tampar o tubo e
deposita-lo na grade suporte de tubos. Manter sem-
pre a alca com o material na mao direita.

5. Com a outra mao, abrir perto do fogo a placa de Petri

que esta na bancada de trabalho em posicao inver-

tida, com a base para cima.

Estriar o cultivo para esgotamento (Figura 5).

7. Fechar a placa de Petri, esterilizar a alca por calor na
chama e colocar as placas na estufa bacteriologica.

o

Figura 5 — Detalhes das semeaduras por estrias até esgotamento,
alcas e agulhas de inoculacao, e placas de Petri com crescimento de
diversas colonias isoladas

Fonte: Cerqueira e Sant’anna (2007).
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A seguir, procede-se a incubacdo do meio de cultura
inoculado em estufa bacteriologica calibrada na temperatura
otima de crescimento para as bactérias sob estudo. O tempo
de incubacdo varia para os diferentes grupos bacterianos:
para bactérias do trato entérico que crescem na faixa mesofi-
lica, em geral é de 24 a 48 horas, e a temperatura pode variar
de 35 a 37°C.

No meio solido, observa-se o crescimento pelo desen-
volvimento de colonias. Cada uma dessas coldnias se formou
teoricamente a partir de uma bactéria que ficou presa no
agar e se reproduziu localmente. Entretanto, podem ficar
presas duas ou mais bactérias muito proximas que, ao se
multiplicarem, produzirao colonias que se juntam, impedindo
diferenciarem-se. Esse conglomerado provém de uma ou da
juncao de mais de uma colonia. Para fins de quantificacao,
assume-se que cada colonia é equivalente a uma unica bac-
téria original. A formacao de acido ou alcalis visualiza-se pela
mudanca de cor do meio (Figura 6).

Figura 6 - Placas de Petri com meio de cultura Agar de MacConkey
inoculadas por estrias com alca bacteriologica, para obter colonias
isoladas (da esquerda para direita: duas bactérias fermentadoras
de lactose a) E. coli e b) Enterobacter aerogenes e uma nao
fermentadora c) Shigela flexneri

Fonte: Mara (1974).
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O meio de cultura Agar de MacConkey (Figura 7) recém
-preparado é de cor vermelha suave, transparente alevemente
opalescente em placas de Petri. As bactérias fermentadoras
de lactose formam coldnias cor-de-rosa-magentas intensas
pela producdo de acido que diminui o pH < 6,8 causando a
viragem do indicador (vermelho neutro).

Figura 7 - Placa de Petri com meio Agar de MacConkey inoculadas
por estrias com al¢a (da esquerda para direita): a) Coldnias isoladas
de E. coli; b) Ampliacao da imagem da colonia de E. coli; c) Colonias
de Pseudomonas aeruginosas no meio Trypticase Soja; d) Shigela
flexneri em Agar de MacConkey

Fonte: Madigan et al. (2010).

Quantificac6es mais proximas aos valores reais sao obti-
das quanto mais homogéneas sejam as amostras. Em amostras
liquidas, a agitacdo é muito importante para quebrar os flocos
bacterianos formados pela aglutinacdo das bactérias e contri-
bui com sua dispersao na matriz aquosa. Amostras solidas sao
homogeneizadas em liquidificador estéril utilizando liquido de
diluicdo especifico e estéril.
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Métodos de quantificacao

Os métodos de quantificacao mais usados sao métodos
diretos em camaras de contagem e os baseados no cresci-
mento bacteriano.

1 - Métodos diretos de quantificacao

Uma das metodologias mais comuns de quantificar célu-
las é com a contagem direta no microscopio, utilizando-se
uma Camara de Neubauer ou similar, também denominada
hemocitémetro (por ser utilizada principalmente na quantifi-
cacao das células do sangue, entre elas as hemacias) ou citada
em geral como Camara de Contagem.

Existem outras camaras semelhantes como a de Petroff
Hausser. Sdo camaras de contagem calibradas, com a superfi-
cie de contagem quadriculada e de volume conhecido, em geral
0,1 mL. Adiciona-se esse volume da suspensao bacteriana bem
homogeneizada na camara coberta por uma laminula especial
e se faz a leitura no microscopio optico ou preferentemente
de contraste de fase, que evita o uso de corantes. Na Figura 8§,
mostra-se uma camara de Petroff Hausser.

Figura 8 - Contagem direta de bactérias em camara de contagem de
Petroff Hausser. Recomenda-se usar microscopio de contraste de fase
que evita o uso de corante

Sulcos que \sustemam a laminula ke NI Para calcular o numero de células
. o b e 7| 9| por mL de amostra:

Laminula _/ /—" 2 & 3
\// //77/ e / N P P \ 12 c?!ulas x25 quadradis grandesAx 5OAX 10
& @, .

77 4 y . \hlel=l - g )
et ol 2l = | Numero/mm?@x103) | |

A amostra é aplicada neste ponto; deve-se L 9 i i

ter cuidado para que ela néo transborde; Observagéo microscopica; todas as células | Namero/mm® (1,5x 109

a dlstanma'entre alamina e a laminula é de do guadrado grande sao contadas L J

0,02 mm (z3mm). O “grid” apresenta 25 (16 quadrados pequenos): 12 células (na prética, = 5 7

quadrados grandes, com area total _ varios quadrados grandes sZo contados, Namero/cm® (mL) (1,5 x 107)

de1 mm? e volume total de 0,02 mm?. estimando-se o nimero médio)

Fonte: Madigan et al. (2010).
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Procedimento com a camara de Neubauer
(referéncia P3a/UFRS)

O hemocitometro ou camara de Neubauer, assim como a
de Petroff Hausser, € uma lamina com duas subcamaras para
inclusdo da amostra (Figura 9). Na fase inferior da camara,
uma grade esta gravada no vidro. Essa camara é um arranjo
de quadrados de tamanhos diferentes para facilitar a conta-
gem de células.

A laminula de vidro que deve cobrir a camara é colo-
cada sobre a amostra e deve ficar fixada sem flutuar sobre o
liquido, a uma altura de 0,1 mm para que seja possivel deter-
minar o numero de células em um volume especificado.

A concentracao de células ndao deve ser muito alta nem
muito baixa. Se for muito elevada, as células se sobrepdéem e
sdo dificeis de contar. Se for baixa, maior sera o erro estatis-
tico. Devera ser contado o maior numero de quadriculados na
camara. Suspensdes com altas densidades de células serdo
diluidas (1:10, 1:100 e 1:1000) com solucdo salina isotonica, pre-
parando-se diluicdes decimais seriadas, como explicado no
Capitulo 7. A diluicdo sera considera no calculo da concentra-
cao final de células.

Figura 9 - Camara de Neubauer

Fonte: Laborshopping (2015b).
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Procedimento

1. Colocar a laminula sobre a darea marcada na camara
de contagem. As laminulas sao especiais e devem
fornecer a profundidade correta da camara de con-
tagem. Nao devem ser usadas laminulas comuns que
nao proporcionarao o volume de 0,ImL.

2. Homogeneizar bem a suspensao bacteriana e sob
condicoes de assepsia, transferir 0,1 mL para um tubo
de ensaio ou para um tubo eppendorf.

3. Adicionar 0,35 mL de corante azul de tripano 0,2% ao
tubo, obtém-se a diluicao 1/4. O uso de microscopio
de contraste de fase evita o uso de corantes.

4. Misturar bem o tubo e retirar uma aliquota de 0,5 mL
com pipeta (recomenda-se usar pipeta automatica).

5. Deve-se encostar a ponta da pipeta na borda da
laminula e deixar escorrer suavemente o liquido da
pipeta. Preencher cuidadosamente a camara de con-
tagem, a suspensao deve preencher apenas um lado
da camara e nao deve atingir os canais de laterais da
area de contagem (Figura 10). Deixar as células sedi-
mentarem por 2 minutos.

Figura 10 - Enchimento da camara com a suspensdo bacteriana a ser
quantificada

Fonte: P3a/UFRS - Contagem de Células em Camara de Neubauer (2015).
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6. Focalizar no microscdpio a area demarcada da camara
de contagem com a objetiva de menor aumento (X 10
- Figura 11).

Figura 11 - a) Grade ou quadriculada das areas para contagem e b)
focalizacao

= . =
| =

L. |

l

Fonte: P3a/UFRS - Contagem de Células em Camara de Neubauer (2015).

Contar as células no quadrado central (com mais divisdes
internas) ou contagem das 4 areas de maior quadriculado da
camara de contagem, seguindo o esquema da Figura 11, e divi-
dir o valor por 4 para obter a média. Esta ultima opcado € a
mais utilizada.

As células situadas na linha divisoria de uma grade devem
também ser quantificadas. Para isso, define-se que as células
na linha superior e direita de uma area quadriculada nao serao
contadas, mas sim as células localizadas na parte inferior e
esquerda (Figura 12).
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Figura 12 - a) Células para ndo serem contadas e b) Direcao para a
contagem

a) b)

@® X \
o“ o |o 2 j

0O

Fonte: P3a/UFRS - Contagem de Células em Camara de Neubauer (2015).

7. A suspensao utilizada foi inicialmente diluida a 1/4,
portanto o numero de células contadas sera igual a
média dos 4 campos ou areas contadas e multiplica-
das pelo fator de diluicao que foi 4.

8. O calculo é entdo o seguinte: para obter o numero
de células/mL, deve-se multiplicar o valor obtido por
10.000, pois:

TmL=1cc

1cc =10 x10 x 10 mm = 1.000 mm?

Na camara de Neubauer, o numero de células conta-
das esta contido no volume de 0,1 mm3, entdo se deve
multiplicar por 10, portanto 10 x 1.000 = 10.000

Assim:

N° total de células. mL-1 = N° de células contadas x fator de diluicdao x 10.000

N° de quadrantes contados
Exemplo: Contagens nos 4 campos: 35 + 57 + 69 + 48 =
209 bactérias
=209/4 x 0,1 x10.000
= 52.250 bactérias.mL
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Em geral, as técnicas de quantificacdo direta nao sao
muito apropriadas para bactérias de tamanho predominante
pequeno (2 a 5 pm), mas sim para bactérias maiores e ciano-
bactérias, algas, protozoarios, etc.

2 - Técnica de Quantificacao em Tubos Multiplos

A quantificacao de bactérias em meios de cultura liquidos
tem implicito um erro maior que as contagens em meios de
cultura solidos. A técnica de tubos multiplos ¢ uma das mais
antigas. E baseada em um método probabilistico de distribui-
¢do de particulas (bactérias) em diluicdo decimais por extingdo.
Cada uma das diluicoes é inoculada repetidas vezes sob as
mesmas condicdes de meio de cultura, volume, temperatura
e tempo de incubacao. Apos incubacao pelo tempo adequado,
faz-se a leitura dos tubos positivos que sao identificados pela
presenca de turbidez, de mudanca de cor do meio de cultura,
ou pela formacao de bolhas de gas, por exemplo. A combinacao
de tubos positivos de trés diluicoes decimais consecutivas per-
mite entrar em uma tabela que indicara a densidade bacteriana
por 100 mL de amostra. O capitulo 9 descreve esta técnica com
detalhes para a quantificacdo de bactérias coliformes.

3 - Técnica de contagem em placas de Petri de colonias de
bactérias

Podem ser feitas contagens em placas de Petri depois de
se ter propiciado o crescimento de colonias de bactérias pelas
técnicas de “pour plate” para a contagem padrao (pela técnica
de vertido em placa de Petri) ou de “spread plate” (de espalha-
mento em placa). As bactérias ficam aprisionadas no meio solido
com agar, onde se multiplicam localmente formando colonias
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que se podem quantificar a olho nu ou com ajuda de uma lupa.
Esses métodos estao descritos em detalhes no Capitulo 7.

4 - Técnica de Membrana de Filtracao

E apenas uma variacdo da técnica de contagem em
placa de Petri. A diferenca com as anteriores reside no uso
de uma membrana de 45 mm de diametros e de poros peque-
nos (0,22 a 0,45 pm de diametro) através da qual se filtra a
amostra liquida. As bactérias ficam retidas na superficie da
membrana de filtracdo, parcialmente inseridas dentro dos
poros. Apos a filtracao, a membrana é assepticamente trans-
ferida para uma placa de Petri pequena de 47 mm de diametro
que contém o meio de cultura solido ou liquido (neste ultimo
caso, o0 meio de cultura esta saturando um disco ou “pad” de
papel absorvente estéril do mesmo diametro). Incubam-se as
placas de Petri em temperatura apropriada, durante o tempo
necessario para o crescimento dessas bactérias especificas,
e posteriormente procede-se a contagem das colOnias cres-
cidas a partir daquelas que ficaram presas dentro dos poros
da membrana (uma coldnia pode-se originar de uma bactéria
ou de mais de uma que ficaram juntas dentro de um mesmo
poro, mas para a contagem se assume que uma Unica bactéria
formou a colonia).

Outras técnicas sao variantes das quatro acima citadas e
estao detalhadas nos diferentes capitulos deste manual.
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CariTur0 6

Técnicas de amostragem de aguas para
analises microbioldgicas

monitoramento da qualidade de uma agua ou de um

ambiente qualquer é o conjunto de praticas que per-

mitem medir e acompanhar as caracteristicas de
qualidade desse ecossistema e suas variagdes ao longo do
tempo e do espaco.

No monitoramento da qualidade das aguas naturais, sao
sistematicamente avaliadas as alteracdes das caracteristi-
cas fisicas, quimicas e biologicas, decorrentes de atividades
antroépicas e de fendmenos naturais. As atividades ou praticas
do monitoramento incluem a coleta de dados e de amostras
em locais especificos feitas em intervalos regulares de tempo.
As anadlises dessas amostras e da coleta dos resultados devem
ser realizadas de modo a gerar informacdes organizadas num
banco de dados. Estes dados sao primordiais para a definicao
das condicoes presentes de qualidade da agua e para a gestao
adequada dos recursos hidricos, permitindo a caracteriza-
cao e a analise de tendéncias nas bacias hidrograficas, sendo
essenciais para os cuidados com a saude publica e varias ati-
vidades de gestao, tais como planejamento, outorga, cobranca
e enquadramento dos cursos de agua.

As andlises de uma amostra de agua iniciam-se no
momento da coleta, pois de nada adianta o emprego de técni-
cas sofisticadas no isolamento, quantificacao e identificacao
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de microrganismos, se a amostra foi mal coletada e/ou mal
preservada. Contaminacgdes, durante a coleta, ou morte ou
reproducdo microbiana, durante o transporte, afetarao os
resultados fornecendo dados falsos que confundirdo a avalia-
cao final. A confiabilidade dos resultados analiticos depende
da adequabilidade desses procedimentos e é necessario seguir
as orientacoes e 0s passos metodologicos corretos.

A importancia da coleta pode ser focada em pelo menos
quatro de seus multiplos aspectos: a escolha do local de
coleta, que deve ser representativo do universo que se deseja
analisar; do procedimento de coleta; da preservacao e do
transporte da amostra.

A escolha do ponto ou dos pontos de amostragens e a
metodologia de coleta de amostras sao fundamentais para a
obtencao de resultados realistas, que reflitam a condicao de
qualidade do corpo aquatico e do ambiente em geral.

A metodologia de coleta depende dos objetivos da analise,
do ambiente, do local e do ponto de coleta e do tipo da agua
analisada. Serdao metodologias diferentes para aguas potaveis
(na saida da estacdo de tratamentos de dagua - ETA, no sistema
de distribuicdo, de uma torneira, etc.), para aguas de manan-
ciais e para aguas de pocos, por exemplo. Consideram-se,
neste topico, dois tipos de aguas: de mananciais destinados a
multiplos usos, com prioridade para o consumo humano apos
potabilizacao e aguas potaveis de torneiras ou de outras ori-
gens e sistemas de distribuicdo e/ou armazenamento.

A - Monitoramento de Mananciais Superficiais de Usos
Multiplos

No Brasil e em particular no Nordeste, as fontes predomi-

nantes de agua para abastecimento humano sdo reservatorios
superficiais. Construidos pelo barramento de cursos hidricos,
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provocam grandes modificacées na paisagem e na dinamica
dos ambientes aquaticos, que alteraram o equilibrio fisico,
quimico e biologico precedente ao transformar um ambiente
16tico para léntico.

A escolha do ponto ou dos pontos de amostragens e a
metodologia de coleta de amostras sao fundamentais para a
obtencao de resultados que reflitam a real condicao de quali-
dade do corpo aquatico. Ressalta-se a importancia do cuidado
especial com as coletas, pois se executadas de maneira ina-
dequada podem comprometer os resultados, tornando-os
duvidosos e/ou gerando falsas interpretacoes e projecoes.

Uma técnica acurada e validada minimizara as diferen-
cas entre os técnicos que processam as amostras de agua e
permitira a comparacao e avaliacao segura dos dados, assim
como a elaboracao de melhores estratégias de manejo dos
reservatorios. Medidas de seguranca nos laboratorios quanto
no campo durante as coletas sao capazes de eliminar ou miti-
gar bastante os riscos de acidentes de trabalho e doencas
ocupacionais, preservando a saude e a integridade fisica dos
técnicos e pesquisadores.

No monitoramento da qualidade da agua de um manan-
cial de usos multiplos, entre eles como fonte de agua potavel,
se o0 objetivo é conhecer a qualidade da agua aduzida a ETA
uma unica amostra num unico ponto numa profundidade pre-
fixada (de captacao da agua para a ETA) em um Unico horario
de um Unico dia por més, fornecera resultados suficientes
para o conhecimento da qualidade da agua a ser tratada, mas
limitados sobre a real condicao da agua do manancial.

Se o objetivo for mais amplo, como confirmar a suspeita
de contaminacoes pontuais intermitentes, pode ser mostrado
um unico ponto numa unica profundidade em varios horarios
de um Unico dia. Os resultados permitirao avaliar a variacdo
da qualidade microbiolégica da agua nesse local ao longo de
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24 horas (estudo do ciclo nictemeral). Podem ser mostrados
varios pontos da subsuperficie do corpo aquatico num unico
horario ou num intervalo de 2 ou 3 horas. Nesse caso, serao
obtidas informacdes sobre os compartimentos horizontais do
ambiente aquatico para um determinado horario.

E importante registrar o horario e a data de coleta, pois a
qualidade da agua de um ou de varios pontos de um ambiente
1éntico (ou lotico) é variavel ao longo do dia, da semana, dos
meses, da estacao climatica ou das épocas de seca e de chuva.
Outros estudos precisam amostragens ao longo da coluna de
agua em varios pontos em diferentes profundidades.

Em relacao a interpretacdo dos resultados das analises
microbioldgicas, devem ser consideradas varidveis ambientais
(fisicas, quimicas e biologicas do proprio corpo aquatico) que
definem a qualidade da agua e que influenciam na composicdo de
sua biota. Destacam-se: temperatura, pH, condutividade elétrica
e salinidade, concentracdo de matéria organica biodegradavel
(DBO,), matéria inorganica como silte, argila e solidos em sus-
pensao expressos geralmente como turbidez, entre outros.

A presenca de algas e de cianobactérias deve ser moni-
torada por alterarem parametros ambientais como o pH,
que em sistemas 1énticos tropicais podem atingir valores de
até 9 - 9,5. Esses valores correspondem aos momentos de
maior atividade fotossintética e, portanto, de elevada produ-
cao de oxigénio molecular que pode alcancar concentracoes
de supersaturacdo (iguais e até maiores que 20 ppm). Esses
fendmenos ocorrem nas horas de maxima insolacdao, maior
pH e maior concentracao de oxigénio dissolvido na agua, que
sob intensa insolacao e altas temperaturas produzem radicais
livres que causam taxas mais elevadas de morte de bacteé-
rias. Altas concentracodes de algas e de cianobactérias afetam
diferentes tipos de bactérias e a presenca e diversidade de
protozoarios e rotiferos predadores.
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As cianobactérias constituem um perigo adicional a
qualidade da agua pela capacidade potencial de numerosas
espécies de produzir cianotoxinas que se bioacumulam nas
células de protozoarios, crustaceos, animais e 0 homem e se
biomagnificam ao longo das cadeias e teias alimentares.

Cianotoxinas em baixas concentracdes, na ordem de um
a trés microgramas, causam graves problemas de saude. Com
alvos no sistema nervoso (neurotoxinas), no figado (hepatoto-
xinas) e na pele (dermatotoxinas), podem causar desde leves
alteracoes celulares até tumores e morte.

A Portaria N° 2914/2011 do Ministério da Saude legisla
sobre o monitoramento de cianobactérias e cianotoxinas
Nnos mananciais e estabelece a frequéncia de amostragem
em funcdo da densidade dessas células e do monitoramento
das concentracdes de cianotoxinas no manancial, ao longo
do tratamento, na saida da ETA e na entrada das clinicas de
hemodialises (BRASIL, 2011).

A matéria organica exerce acao protetora sobre as
bactérias, impedindo ou dificultando o efeito dos fatores
supracitados e particulas de silte e argila podem adsorver
microrganismos na sua superficie e sedimenta-los.

Dentre os fatores climaticos que influenciam na qualidade
microbioldgica, destacam-se temperatura, radiacao solar,
intensidade da radiacao, horas de luz solar, umidade relativa
do ar, precipitacdo e ventos. Estes dados devem ser obtidos
em campo ou solicitados a uma estacao meteorologica.

Coleta de Amostras
As aguas a serem coletadas para o exame bacteriologico
devem ser colhidas com esterilidade e em pontos representa-

tivos da planta de tratamento, do sistema de distribuicao, da
fonte receptora ou do manancial. A analise deve ser feita com
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uso de métodos-padroes a fim de se poderem comparar 0s
resultados de diferentes épocas em diferentes regioes.

Recipientes de Coleta para Amostras de Agua

Sdao varios os recipientes que podem ser usados e a esco-
Tha depende do tipo de agua, do volume a ser coletado e da
técnica.

Em geral, sdo apropriados frascos de vidro neutro (pre-
ferentemente escuros) com tampas de boca larga protegida
com papel tipo Kraft ou de aluminio e capacidade minima
de 120 mL (para se obter uma amostra representativa). Mas
podem ser de plastico (polipropileno) autoclavaveis e sacos
de plasticos estéreis descartaveis.

As tampas e os gargalos dos frascos devem ser prote-
gidos com papel tipo Kraft ou de aluminio colocados antes
da esterilizacdao, que tém a funcao de evitar contaminacoes
durante o manuseio. A esterilizacao sera feita a 170°C em
estufa durante 1 hora 30 min ou até duas horas e até 45 minu-
tos se for calor umido (autoclave)

A coleta deve ser feita preservando-se a esterilidade do
frasco, para nao se incorporarem a amostra microrganismos
do ar, do solo ou da propria pele da pessoa que faz a coleta.
Quando se sup0Oe ocorréncia de contaminacao do recipiente,
este devera ser trocado por outro novo estéril. O volume
minimo de agua coletada sera de 100 mL se for para analises
microbioldgicas para indicadores sanitarios de contaminacao
fecal e maiores se forem para algas, cianobactérias, cianoto-
xinas, etc. Recomenda-se nao encher os frascos, deixar um
espaco com ar é recomendavel para facilitar a mistura da
amostra antes da analise.

Os amostradores da Figura 1 permitem a coleta de amos-
tras para analises biolégicas em profundidade.
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Figura 1 - Amostrador de Zobell e garrafa tipo Van Dorn

Fonte: ABNT - NBR 9098 (1987).

Coleta de Amostras de Agua de Rios e Lagos

Os pontos de coleta em um manancial serdo escolhidos
por pessoal especializado de acordo com o que se deseja ava-
liar: a) no ponto de captacdo da agua para a ETA, b) em rios,
lagoas e reservatorios da agua para se avaliar a intensidade e
efeito da carga poluidora. Um fator importante a ser previa-
mente definido é a frequéncia da amostragem.

Em reservatorios naturais utilizados como fontes de
agua potavel, os pontos de coleta serao proximos ao ponto de
captacao e na mesma profundidade que este.

Na avaliacao geral da qualidade da agua de um manancial,
as amostras ndo devem ser coletadas nas bordas do reserva-
torio, porque, nessa regiao, ha acumulos de matéria organica,
crescimento de plantas e insetos o que eleva o teor de bac-
térias indicadoras e os resultados ndao sao representativos
da massa aquatica. Entretanto, estudos especificos sobre a
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poluicao das zonas de margens, precisam de coletas nesses
locais.

Em aguas superficiais onde se deseja determinar a ori-
gem e extensao da carga poluidora, os pontos de amostragem
devem localizar-se no ponto de descarga do material polui-
dor, antes e depois dele, e ao longo do rio, para se conhecer
Sua capacidade de autodepuracao e taxa de sobrevida de bac-
térias ou outros microrganismos especificos. O numero de
pontos de coleta e a frequéncia de amostragem, usualmente
representam um compromisso entre as limitacées fisicas do
laboratorio e a deteccao dos picos de poluicdo.

Coleta de Amostra de Agua Potavel em Torneira

Para coletar agua de torneira e aguas cloradas em geral,
o frasco deve ser esterilizado contendo tiossulfato de sddio
no seu interior (100 mg.litro de agua) para eliminar o cloro
residual. O cloro remanescente na amostra de agua potavel
pode destruir as bactérias ali presentes durante o armazena-
mento e seu transporte até o laboratorio, e os resultados nao
serdo representativos da realidade.

Bolsas plasticas estéreis que se destinam a coleta de
agua para analises microbioldgicas em substituicao dos fras-
cos de vidro sao muito praticas, ocupam menos lugar para seu
transporte, de fabrica possuem a marca de 100 mL facilitando
a coleta e contém no interior uma pastilha de tiossulfato de
sodio. Mas também sdo fornecidas bolsas sem tiossulfato,
para a coleta de amostras nao cloradas. Serao utilizadas bol-
sas com tiossulfato de sodio exclusivamente para a coleta de
aguas cloradas como as aguas potaveis ja que a finalidade é
neutralizar o cloro presente na amostra.

A confiabilidade dos resultados analiticos depende do
procedimento de coleta e de transporte das amostras. Nao
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se deve depositar o material de coleta sobre superficies que
nao foram higienizadas, nao falar, tossir ou espirrar proximo
ao ponto de coleta ou do recipiente a ser usado para a coleta.

Coleta de Agua de Torneira com Bolsas Plasticas

A coleta de agua de torneira deve seguir o procedimento
de coleta passo a passo, mostrado nas Figuras de 2 a 9.

1. A coleta deve ser feita em torneiras sem vazamentos;
2. ldentificar a bolsa para a coleta do ponto especifico
escrevendo na tarja branca;

Figura 2 - Sacola estéril para coleta da amostra de agua potavel da
torneira

Fonte: LACEN/SC (2015).

3. Pode ser suficiente colocar apenas um numero que
corresponda ao da ficha de dados (Auto de Coleta);
4. lavar as maos com alcool 70%;
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Figura 3 - Lavagem das maos com alcool 70%

Fonte: LACEN/SC (2015).
5. Higienizar a torneira por fora;

Figura 4 - Higienizacdo da torneira por fora com alcool

Fonte: LACEN/SC (2015).

6. Abrir a torneira, deixar correr a agua por alguns

minutos para se eliminar aquela que ficou retida na

tubulacao (pode estar contaminada);

Fechar a torneira e secar com pano limpo;

8. Esterilizar a torneira passando um cotonete grosso
ou um chumaco de algodao embebido em alcool pela
parte externa e se deixa queimar uns minutos;

~N
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9. Abrir novamente, regular o jato de agua para que
nao seja muito forte e respingue agua, deixar sair um
pouco de agua e coletar aproximando o recipiente;

10. Colocar as luvas;

11. Tirar o lacre do saco plastico;

Figura 5 - Retiro do lacre do saco plastico

>

Fonte: LACEN/SC (2015).
12. Com auxilio das fitas brancas laterais, abrir o saco;

Figura 6 - Abertura do saco de coleta com cuidados de assepsia

Fonte: LACEN/SC (2015).

13. Coletar a amostra de agua até a marca de 100 mL;
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14. Em seguida, pressiona-se a bolsa desde fora para eli-
minar o excesso de ar;

15. Dobrar a borda superior duas vezes sobre si mesma,
girar o saco sobre si mesmo, até que fique bem rigido
(2 a 4 voltas);

Figura 7 - Fechamento do saco de coleta

Fonte: LACEN/SC (2015).
16. Dobrar as pontas do saco no sentido contrario do
que foi girado, fixando uma a outra para que fique

bem fechado;

Figura 8 - Finalizacao da coleta

sl

Fonte: LACEN/SC (2015).
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17. As amostras sao acondicionadas, com cuidado, em
caixa térmica com gelo preferentemente reciclavel.
Evitar o contato do gelo com as amostras. Podem-se
usar grades divisorias para acondicionar as amostras
para que ndo escorreguem na caixa ou sustenta-las
dentro da base de um garrafao PET. A temperatura
de armazenamento e de transporte deve ser mantida
entre 4 a 10°C.

Figura 9 - Acondicionamento das amostras na caixa térmica com gelo
—

Fonte: LACEN/SC (2015).

18. Caso seja utilizado um frasco estéril, o procedimento
¢é semelhante exceto que a amostra sera coletada num
frasco de boca larga com a tampa e o gargalo prote-
gidos com papel metalico ou papel tipo Kraft. Tirar a
tampa sem retirar o papel, colocar o frasco debaixo
do jato de agua da torneira, encher até o volume de
100 mL aproximadamente, tampar com cuidado, sus-
tentando a tampa coberta pelo papel. Fechar bem,
reservar o frasco na caixa de isopor a temperatura
menor de 10°C. No laboratério, as amostras sdo pro-
cessadas no periodo de ndao mais de 8h apos a coleta.
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Coleta de Amostra de Piscinas

Recomenda-se coletar agua da superficie e a 30 cm de
profundidade. Na superficie, forma-se um filme de gorduras
proveniente do corpo de banhistas, e 0 numero de bactérias
€ maior e nao necessariamente representativo da massa de
agua restante.

Devem ser seguidos todos os cuidados descritos para
os frascos estéreis no momento da coleta. Os frascos de
coleta devem ser etiquetados com data, hora e lugar; nome
do técnico que fez a coleta. Outros parametros que devem
ser registrados no momento da coleta e uteis na andlise dos
resultados sdao a temperatura da agua no ato de coleta, o pH
e o cloro residual.

O frasco devera conter tiossulfato e as coletas serdo
feitas na hora de maior concorréncia. As amostras serao pre-
servadas com gelo quimico a temperatura inferior a 10°C e
processadas em nao mais de 8h apos da coleta.

Coleta de Amostras em Balnearios

Os pontos de coleta sdo aqueles mais concorridos. As
amostras devem ser coletadas nas horas de pico; a frequéncia
de coleta sera aumentada em épocas de alta concorréncia e
com as chuvas.

Os frascos de coleta devem ser estéreis e etiquetados
com data, hora, lugar e profundidade da coleta e com o nome
do técnico que fez a coleta. No momento da coleta, deverdo
ser registrados a temperatura da agua e o pH.

Tanto para piscinas como para balnearios, podem-se
usar kits para a medicao de pH e de cloro, que permitem rapi-
dez de medicao e os valores fornecidos sao suficientes para a
interpretacao dos resultados
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As vezes, sdo necessarios barcos, frascos para coleta
para profundidade, etc. Para mergulhar frascos em rios e
lagos, foram mostradas figuras com frascos para mergulho
sustentados por fios metalicos ou plasticos adequados para
tais fins.

Conservacao das Amostras

As amostras devem chegar ao laboratério sem modifi-
cacao de sua populacdo microbiana. O ideal é processar as
amostras nas 2 horas seguintes, se nao houver condicdes
de sua preservacao em ambientes resfriados, ainda em cli-
mas quentes 2 horas de espera podem alterar os resultados.
Recomenda-se conserva-las em recipiente isolantes (tipo iso-
por) com gelo quimico (ou gelo liquido em sacos plasticos)
para manter a temperatura inferior a 10°C. Nestas condic¢des,
diminui-se a taxa metabolica dos microrganismos e a amostra
se preserva durante 8 horas, mas deve ser processada logo
apos esse tempo. Alguns manuais recomendam 6 horas de
frio e processamento nas duas horas seguintes (ou seja, num
total de 8 horas apos a coleta). Quando as condicdes locais
impedem a analise nas 8 horas apos a coleta, aconselha-se o
emprego de laboratorios de campo ou de técnicas de “incuba-
caoretardada”. O tempo maximo que uma amostra refrigerada
pode ser conservada € de 30 horas. Contudo, isto deve ser
feito s6 em situacdes extremas, por exemplo, com amostras
que sao enviadas de lugares distantes pelo correio. O iso-
por pode ser substituido por garrafas térmicas esterilizadas.
Nestes casos, é importante registrar o tempo entre a coleta e
analise, para uma avaliacao mais restrita dos resultados.
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Carituro 7

Contagem padrao de bactérias ou contagem
de bactérias totais ou contagem de bactérias
heterotrofas

Ao essas trés designacdes que se usam para denominar

a técnica que objetiva quantificar bactérias heterotro-

fas mesofilas presentes em amostras de agua, também
usadas para outras matrizes ambientais e para o controle
microbiolégico de alimentos.

Bactérias heterotrofas mesofilas sao aquelas que usam
matéria organica como substrato para seu metabolismo aero-
bio ou anaerobio que ocorre na faixa de temperatura mesofila,
que varia de 20 — 25°C a 37 - 40°C. Entende-se por bactérias
aerobias, aquelas que se desenvolvem apenas na presenca de
oxigénio molecular, ja as bactérias anaerobias nao crescem
com oxigénio molecular, este é toxico ao seu metabolismo, e
as bactérias facultativas se desenvolvem tanto na presenca
COomo na auséncia de oxigénio.

O controle da qualidade microbioldgica de aguas destina-
das ao consumo humano ¢ de fundamental importancia para
a prevencao da ocorréncia de doencas de veiculacdo hidrica e
para essa avaliacao sao usualmente empregadas as bactérias
do grupo coliforme, em particular, coliformes termotoleran-
tes e Escherichia coli, cuja deteccao na agua evidencia o risco
da presenca de enteropatogenos.
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Além da contaminacao fecal, ¢ fundamental que seja
mantida sob controle a populacdo bacteriana geral, visto
que densidades elevadas de microrganismos na agua con-
tribuem com a deterioracao de sua qualidade pela producao
de limo ou biofilmes geradores de odores e sabores desa-
gradaveis. Inclusive, biofilmes nas paredes internas das
tubulacodes e dos reservatorios representam riscos a saude
publica porque podem acolher microrganismos patogéni-
cos que ultrapassaram a desinfeccao e podem proliferar no
seu interior. Esses microrganismos serao descarregados de
forma intermitente na agua distribuida, junto com o des-
prendimento do biofilme.

Um risco adicional a saude dos consumidores reside
na possibilidade de ocorrerem numeros altos de bactérias
totais na agua de beber e algumas delas atuem como patoge-
nos oportunistas. Foi observado que embora a biota normal
das aguas tratadas nao contém microrganismos patogéni-
cos, populacOes grandes de bactérias em aguas potaveis
podem incluir representantes dos géneros Pseudomonas e
Flavobacterium que, entre outros géneros, sao patégenos
oportunistas que atingem pacientes debilitados em hospitais,
creches e bercarios, entre outros (GERRA, et al.,, 2006; DA
SILVA et al., 2008). Outro aspecto importante é a influéncia
inibidora de alguns desses microrganismos pela producao de
metabolitos secundarios com propriedades alelopaticas que
em numeros elevados podem dificultar a deteccao de colifor-
mes, seja pela producado de fatores de inibicao, seja pelo seu
intenso desenvolvimento que sobrepuja a menor populacao
de coliformes.

Foi confirmada a associacao entre a frequéncia de detec-
cao de coliformes e a densidade de bactérias totais, mas
somente até niveis de 500 bactérias/mL. Quando a popula-
cao bacteriana excede as 1000 UFC por mililitro, a frequéncia
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de deteccdo de coliformes decresce. Ha evidéncias da acao
inibidora de Pseudomonas, Micrococcus, Proteus, Bacillos,
Actinomyces e leveduras (CAVALHERL;, BRAMORSKI;
TAVARES, 1996; MAZZOLA; MARTINS; PENNA, 2006; CDC,
201).

Essa populacaonao patogénica, mas que pode ser oportu-
nista e esta sempre presente na agua potavel, mede-se através
do teste de Contagem Padrao em Placas (CPP). Destaca-se
que todas as portarias do Ministério de Saude sobre quali-
dade da agua potavel admitem a presenca de um maximo
de 500 UFC/mL de agua tratada (Portarias N° 36/1990-MS,
N°1469/2000-MS; N° 518/2004-MS e N° 2914/2011-MS)
(BRASIL, 1990; 2001; 2004; 2011).

A determinacdo da densidade total de bactérias hete-
rotroficas ou CPP, seja em aguas brutas ou para consumo
humano, permite conhecer as condicdes higiénicas da fonte
e das aguas tratadas para avaliacao da eficiéncia das diversas
etapas de tratamento e para registrar as condicdes higiénicas
ao longo da rede de distribuicdo. Observou-se interesse cres-
cente no desenvolvimento e na avaliacdo de novos métodos
para a enumeracao dessas bactérias.

Independentemente do método utilizado, é impossivel
obter a contagem total das bactérias presentes em uma agua,
devido estarem presentes diferentes tipos de bactérias cujas
necessidades nutricionais e temperaturas 6timas para cresci-
mento sao variaveis. Um unico meio de cultura e uma unica
temperatura de incubacao ndo podem satisfazer as neces-
sidades fisioldgicas de todas as bactérias que podem estar
presentes na amostra. Nesse sentido, deve-se ter uma visao
clara das vantagens e limitacdes de cada método para a sele-
cao adequada dos mesmos, segundo a finalidade da analise.

Sao trés os métodos mais usados:
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+  Fundamento dos métodos de contagem padrao em placa ou
de contagem de bactérias heterétrofas mesdfilas

Todas as técnicas de contagem padrao em placa se funda-
mentam no crescimento das bactérias heterotrofas mesofilas
de forma isolada. O principio do método se baseia na premissa de
que cada célula presente na amostra, que ficou aprisionada
no meio de cultura com agar endurecido depois de resfriado,
multiplicou-se localmente e formou uma colonia separada e
visivel a olho nu, que pode ser contada com auxilio de uma
lupa.

Entretanto, as bactérias no inéculo podem ficar agre-
gadas em pares, cadeias ou em grupos diversos e juntas
originarem uma col6nia, duas ou mais, muito proximas que
colapsam e impedem sua diferenciacdo no ato de quantifica-
cao. Independente do numero de bactérias que deu origem
a uma coldnia (que ndo pode ser conhecido), usa-se a uni-
dade UFC (Unidades Formadoras de Coldnias) e se expressa
a densidade de bactérias por mililitro de agua. Estes fatores
sdo importantes e podem se transformar em limitantes: a
composicao do meio de cultura, a temperatura e o tempo de
incubacao utilizados.

Os meios de culturas sao ricos em proteinas, acucares,
glicerideos, extrato de levedura e compostos em geral, ade-
quados ao crescimento de bactérias heterotrofas. A cultura é
incubada em aerobiose durante 24 até 72 horas, a 35 — 37°C. O
tempo de incubacao depende do tipo de microrganismo e esse
tempo deve ser uniforme para todas as amostras em estudo.
Recomenda-se, em geral, a quantificacdao apds 48 horas de
incubacao. Durante a incubacao, deve-se manter o ambiente
interno da estufa umido (15%), para o qual se pode colocar
na base um Becker com agua destilada. Também podem ser
utilizados sacos plasticos para colocar as placas de Petri no
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seu interior e bem fechados. Se for necessaria uma incubacao
prolongada, pode ser incluido um chumaco de algodao umido
dentro do saco.

Para a leitura, que deve ser cuidadosa se feita a olho
nu, as coldnias devem ser contadas com ajuda de uma lupa,
pelo menos duas vezes cada placa. Placas nao contadas no
dia da leitura podem ser preservadas na geladeira entre 5 e
10°C, apenas por 24 horas. Existem, no mercado, contadores
automaticos de coldnias que usam placas de Petri especiais.
Embora muito praticos, aumentam significativamente os cus-
tos das analises.

Dentre as técnicas oferecidas no mercado estao: espa-
IThamento em placa, vertido em placa, membrana de filtracao
e um kit denominado Bactéria Count Test. Todas serdo consi-
deradas neste texto.

Apresentam-se a seguir duas das metodologias alterna-
tivas para a enumeracao de bactérias heterotroficas, que se
diferenciam em pequenos detalhes:

* A técnica de “pour plate”, ou de vertido em placa,
envolve a adicao do meio de cultura fundido ao ino6-
culo colocado previamente numa placa de Petri
estéril.

* A técnica de “spread plate”, ou de espalhamento em
superficie, e consiste no espalhamento ou distribui-
cao homogénea do inoculo da amostra na superficie
do meio de cultura solido e estéril.

Cada uma destas técnicas apresenta vantagens e des-

vantagens. A Figura 1 mostra os passos metodologicos dessas
técnicas.
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Figura 1 — Spread Plate ou Técnica de Semeadura em superficie ou
de Espalhamento em Placa (esquema superior) e de Pour Plate ou
Técnica de Vertido em Placa (esquema inferior)

Contagem Padrio em Placa (CPP) de Microrganismos Viaveis

colonias superficiais

Spread-plate
method Incubacio
A amostra & pipetada A amostra @ espalhada Resultados tipicos do
sobre a superficie da uniformemente sobre a spread-plate
placa de dgar superficie do agar usando
espalhador de vidro estéril
colémias
colémias subsuperficiais
late superficiais
Pour-
mithod é{; Incubacio
A amostra & pipetada o Imeiu estaril & ’di"?iﬂ“aﬂﬂ e Resultados tipicos
deniro da placa esteril misturado bem com inoculo do pour-plate

FONTE: Fowler (2015).

Destaca-se a posicao invertida das placas de Petri
antes de serem colocadas dentro da estufa. A base para cima
impede que, durante a incubacado, gotas de agua que evapo-
ram do meio de cultura e se condensam na tampa da placa,
se desprendam e molhem a superficie do meio, o que facilita
o crescimento confluente das coldnias de bactérias e impede
sua quantificacao.

Vantagens e Desvantagens das Técnicas
Spread plate: na técnica de espalhamento do inéculo na
superficie do meio solido, todas as bactérias se desenvolvem

em coldnias que crescem na superficie do meio de cultura, o
que facilita sua visualizacao e contagem, além de permitir a
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pronta distincdo entre as mesmas e sua facil diferenciacao de
particulas ou de bolhas de ar.

A principal limitacao é o pequeno volume da amostra que
pode ser usado (no maximo 0,5 mL). Volumes maiores enchar-
cam o meio de cultura que nao pode absorver toda a agua e,
em consequéncia, as coldnias crescerdo juntas formando um
tapete devido a distribuicdo das bactérias por toda a superfi-
cie molhada do meio de cultura.

Pour plate: na técnica de vertido em placa, podem ser
inoculados volumes da amostra de até 2 mL, o que é sua van-
tagem maior; as coldnias ficam retidas dentro do agar e sdo de
crescimento lento e de tamanho pequeno. Raramente se for-
mam aglomerados bacterianos, o que favorece sua contagem.

O principal fator limitante reside no fato de que o meio
de cultura com agar deve estar fundido para ser adicionado ao
inéculo colocado previamente na placa de Petri estéril. Como
deve ser mantido a 44°C - 45°C antes de sua adicdo a amos-
tra, essa temperatura pode causar forte choque térmico nas
bactérias. Além disso, as colonias de bactérias que crescem
mergulhadas no agar sao pequenas e, as vezes, dificeis de
quantificar.

Em termos de aplicacao, a determinacao da densidade de
bactérias heterotroficas em aguas € um instrumento impor-
tante e auxiliar do controle bacteriologico para:

a. Avaliacao da eficiéncia na remocdo de bactérias nas
diversas etapas de operacao das estacoes de trata-
mento de agua (ETA);

b. Determinacao das condicdes higiénicas da agua tra-
tada na saida e na rede de distribuicao;

c. Determinacao das possiveis causas de deterioracao
da qualidade da agua;
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d. Avaliacao das condicdes higiénicas e de protecao de
pocos, fontes, reservatorios, piscinas e sistemas de
distribuicao de agua para consumo humano;

e. Estimativa da biomassa de bactérias heterotroficas
presentes em corpos de agua;

f. Avaliacao das condicoes higiénicas e da eficiéncia de
operacao de piscinas.

Procedimento para a Contagem Padrao de Bactérias
Heterotroficas por Spread Count e Pour Plate

Material necessario: a) placas de Petri; b) pipetas gradu-
adas; ¢) bico de Bunsen ou capela de fluxo laminar. d) meio de
cultura Plate Count Agar ou substituto; e) estufa bacteriolo-
gica; f) contador de coldnias.

Execucao do ensaio

Devem ser obedecidas todas as observacdes sobre o tra-
balho no laboratoério de microbiologia, descritas no Capitulo 4
e de coleta das amostras, descritas no Capitulo 6.

Aguas de torneira devem ser coletadas em recipientes
com o tiossulfato de sédio a 10% colocado nos frascos de
coleta antes de sua esterilizacao para neutralizar a acao do
cloro. Os passos metodologicos sao:

1. O técnico dever usar jaleco e proteger os cabelos

com touca descartavel;

2. Observar a temperatura da estufa antes de iniciar
qualquer processamento com bastante antecipacao,
para poder calibra-la, se for necessario, e para que
atinja a temperatura adequada de incubacado antes de
iniciar o ensaio;
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1.

12.

13.

A bancada ¢ desinfetada antes do uso com alcool 70%
Ou agua sanitaria, e se deixa secar naturalmente;
Distribuem-se na bancada as placas de Petri a serem
usadas, as pipetas esterilizadas e outros materiais
que podem ser necessarios, cuidando-se sempre da
assepsia local;

Liga-se o bico de Bunsen e calibra-se a chama para
que fique de cor azul;

O técnico lava as maos e as desinfeta com alcool 70%;
Agita-se a amostra de agua de forma enérgica umas
25 vezes para separar as bactérias que possivelmente
formaram flocos e que se depositaram no fundo do
frasco ou da bolsa de coleta;

Abrir com cuidado o pacote de pipetas ou o pipeteiro
com as pipetas estéreis;

Perto do fogo, abrir a boca do frasco e flambar a boca;

. Com assepsia, retirar uma pipeta e introduzi-la no

frasco com a amostra recém-agitada retirando o
volume desejado ou maior;

Transferir, com a pipeta estéril, 1 mL da amostra para
uma placa de Petri previamente esterilizada; para
isso, com a mado esquerda entreabrir a placa e adi-
cionar o inoculo, repetir o procedimento com outro
inoculo em outra placa de Petri agitando a amostra
novamente (duplicata);

A seguir, entreabrir novamente a primeira placa de
Petri e adicionar 20 mL do meio de cultura estéril, pre-
viamente fundido, e com a temperatura estabilizada
em banho-maria a 44 - 46°C, contido em um tubo de
ensaio. Repetir o procedimento com a segunda placa
de Petri ja inoculada;

Depositar as placas numa bancada de superficie lisa
e sustentando-as pela tampa e com leve pressao
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

superior, homogeneizar seu conteudo (inéculo e meio
de cultura ainda liquido) com movimentos circulares
moderados em forma de 8, varias vezes, consecuti-
vas (em torno de 8 a 10 vezes). Deve-se proceder com
cuidado para que o meio de cultura ndao endureca
durante a agitacao; nesse caso, ficaria uma superficie
enrugada que dificultaria a contagem posterior das
colonias. Deve-se cuidar também de evitar respingos
de agar na borda da placa de Petri;

Deixar de mexer as placas e esperar o meio de cul-
tura se solidificar bem;

Depois de solidificado, colocar as placas em posicao
invertida e incubar a 35 -37°C = 0,5°C durante 48
horas = 3 horas. Pode-se empilhar uma placa acima
da outra, até um maximo de seis; para nao impedir a
distribuicao homogénea do calor na estufa;
Finalizada incubacdo, procede-se a contagem das
colénias com o auxilio da lupa e do contador de
colonias;

Os resultados sdo expressos como n° de colonias de
bactérias/mL ou Unidades Formadoras de Colonias
(UFC). mL",

Antes de iniciar uma nova analise, desinfetar a ban-
cada do laboratorio como feito anteriormente;

Nao se esquecer de flambar a boca dos tubos de
ensaio e dos frascos de coleta cada vez que sejam
abertos. Dessa forma, gera-se um ambiente quente
ao redor das bocas que impede a entrada de micror-
ganismos do ar.

Na técnica de Spread Plate, procede-se de forma idéntica
exceto que se inocula na superficie do meio s6lido um volume
inferior ou igual a 2 mL de agua e se espalha perto do fogo
com espatula de Drigalski, até esgotar o liquido.
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Contagem Padrao em Amostras com Alta Contaminacao
Bacteriana

Para amostras com alta carga bacteriana como esgotos
brutos (média de 107 - 1011 bactérias totais. mL") ou diluidos,
ou aguas naturais com forte contaminacao, se forem inocu-
ladas diretamente nas placas de Petri aliquotas de 0,1a 2 mlL,
cresceria uma grande quantidade de coldnias confluentes que
formariam um tapete impossivel de quantificar. De fato, toda
amostra, com mais de 300 bactérias. mL', deve ser diluida
para permitir a contagem segura. Nesses casos, procede-se a
diluicdo da amostra antes da inoculacdo.

Técnica para Preparacao das Dilui¢des Seriadas Decimais em
Amostras com Elevada Concentracao de Bactérias

As diluicoes decimais sdo realizadas com bastante faci-
lidade, requerem apenas cuidados com a técnica, o tipo de
liquido a ser inoculado, o liquido de diluicao, que deve ser
isotonico (isto é, conter a mesma concentracdo salina que as
células bacterianas) e trabalhar com assepsia. Sdo varios os
liquidos de diluicao que podem ser utilizados:

1. Solucao fisioldgica estéril (cloreto de sodio a 0,85%);

2. Solucao salina tamponada (mistura das solucdes
1+2+3).

Solucao 1:

* Pesar 34 gramas de Fosfato de Potassio Monobasico

- (KH,PO,).
* Dissolvé-lo em 500 mL de agua destilada.
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Ajustar o pH para 7,2 com Hidréxido de Sédio em
solucao normal (NaOH 1N).

Diluir até 11litro com agua destilada.

No geral, sdo necessarios 175 mL de NaOH 1N, para
elevar o pH até o valor citado.

Solucao 2:

Pesar 81,1 gramas de Cloreto de Magnésio hexahidra-
tado (MgCl,.6H,0).
Dissolver em 1litro de agua destilada.

Solucao 3:

Adicionar 1,25 mlL da solucdo 1e 5mlL da solucdo 2 em
11itro de agua destilada. Agitar para homogeneizar.
Distribuir em tubos de ensaio em quantidade que,
apos autoclavacdo, assegurem um volume de 9 + 0,2
mL.

Esterilizar os tubos em autoclave a 121° C (1IKg/cm? de
pressao) durante 15 minutos.

Procedimento para a Preparacao das Dilui¢oes Decimais Seriadas

1.

2.

Desinfetar a bancada com alcool 70% ou agua sani-
taria 2,5%.

Agitar a amostra de agua para homogeneizar as bac-
térias no seu interior.

Sustentar com uma mao um tubo de ensaio contendo
9 + 0,2 mL de agua de diluicao estéril.

Retirar a tampa com a outra mao e sustentar a tampa
com a palma da mao que sustenta a pipeta.
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10.

1.

12.
13.
14.

15.

16.

Adicionar com pipeta estéril 1 mL da amostra de agua
no tubo com liquido de diluicdo anterior sob condi-
coes de assepsia.

Descartar a pipeta num recipiente com desinfetante.
Misturar bem o tubo com liquido de dilui¢ao + inoculo
da amostra: foi preparada a diluicdo 1:10 = 10",

Com uma nova pipeta estéril tirar da diluicdo ante-
rior 1 mL e inocular em outro tubo contendo 9 mlL de
liquido de diluicao esteril.

Descartar a pipeta como feito com a anterior.

Agitar o tubo: foi preparada a diluicao 1:100 = 107,
Com uma nova pipeta estéril tirar da diluicao anterior
1mL e inocular em outro tubo com 9 mL de liquido de
diluicao estéril.

Descartar a pipeta como feito com a anterior.

Agitar o tubo: foi preparada a dilui¢do 1:1000 =103
Continua-se com o mesmo procedimento até atingir a
diluicao apropriada. Em geral, preparam-se diluicoes
até 10° ou até 108 se for esgoto bruto desconhecido.
Preparadas as diluicdes, inocula-se, de cada uma
delas, um volume conhecido (de 0,1 a TmL) dentro
da placa de Petri se for escolhida a técnica de “pour
plate” ou na superficie do meio de cultura solido se
for a técnica de “spread plate”. Cada diluicao deve ser
semeada em duplicata.

Ap6s a incubacao a 37°C durante 48 horas, retiram-
se as placas e se escolhem para contagem aquelas
que contém entre 30 a 300 coldnias (ou UFC).

A seguir, apresentam-se algumas ilustracoes dos proce-
dimentos citados.

183



Figura 2 - Diluicoes seriadas decimais. A seta indica a diluicao
adequada para contagem

“Spread plate”
\1ml 1ml imi 1ml 1ml

“Pour plate”

Diluicoes 10" 102 103

Fonte: Mara (1974).

Figura 3 - Placas de contagem padrao com colénias tipicas,
mostrando o crescimento com diferentes diluicdes. A seta destaca a
melhor placa para a contagem.

b\

Fonte: Mara (1974).

184



Quantificacao e Calculo da Densidade Total de Bactérias (UFC.mL-1)

Técnica de “pour plate” ou de vertido em placa, ou de
espalhaento em superficie

As coldnias cresceram dentro do meio de cultura apos a
solidificacdo deste. Sao pequenas e brancas na sua maioria,
algumas tém cor amarela suave ou levemente rosa. A placa
deve ser observada em diferentes posicoes devido as colonias
crescerem na profundidade do meio em posicdo horizontal da
placa de Petri, quando esta apoiada na mesa de trabalho, na
transversal ou inclinada.

Procede-se a contar todas as colonias que ficaram den-
tro do meio solido, com cuidado para nao confundir com
bolhas de ar. A contagem pode ser manual, com canetas que
registram o numero apds tocar com a ponta sobre a tampa da
placa, ou na base desta (Figura 4).

Figura 4 - Contador manual de colénias com caneta para registro.

Fonte: Kitlabor (2015).
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Figura 5 - Contador automatico de colonias com ampliacdo da
imagem

Fonte: Plasmatronics (2015).

Figura 6 - Contador automatico de coldnias Plasmatronic

Fonte: Plasmatronics (2015).

Figura 7 — Contador automatico de colonias marca Colony Dot-It /UV

@UVP ]

Fonte: UVP (2015).
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Calculo da Densidade de Bactérias (UFC.mL-1)

ApOs a incubacao, sao escolhidas as placas de Petri com
aproximadamente 30 a 300 UFC, e é feita a contagem do

numero de colénias com auxilio de um contador de coldnias.
A equagao para o calculo de UFC.mL™" é:

UFC.mL" = numero de coldnias contadas/volume de amos-
tra inoculada

Exemplo 1: UFC.mL" = 285/2mL = 142,5
Exemplo 2: UFC.mL' = 285/0,5mL = 570

Técnica de Membrana Filtrante para Contagem Padrao

O principio do método se baseia naretencdo das bactérias
nos poros de uma membrana de filtracao, onde se multiplicam
localmente ao ficarem em contato com o meio de cultura da
placa de Petri. Esse meio difunde através da membrana, e as
bactérias aprisionadas nos poros crescem formando colo-
nias. Dentro de um poro, pode ficar aprisionada uma bactéria
OuU mais que originam uma unica coldnia. Considera-se, para
fins de quantificacao, que cada colénia provém de uma bac-
téria e a densidade da populacao se expressa como Unidades
Formadoras de Colonias por mL de amostra — UFC.mL".

De acordo com a carga bacteriana, a amostra bruta ou
suas diluicdes serdo filtradas sob condicdes de esterilidade,
através de uma membrana estéril de acetato de celulosa ato-
xica de poros de 0,45pm ou de 0,22 pm, que retém as bactérias.
Apos a filtracdo, a membrana é transferida para uma placa de
Petri de 47 mm de diametro estéril com meio de cultura solido
para Contagem Padrdo e se incuba em estufa seguindo as
recomendacdes ja citadas para “pour plate” e “spread plate”.
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Finalizada a incubacdo apos 24 a 48 horas a 35 — 37°C, pro-
cede-se a contagem das colonias.

Para a quantificacdo de coldnias em placas de Petri de
47 mm de diametro, serdao escolhidas as placas com mais de
13 colonias, igual ou com menos de 80 colonias. Menores
numeros reais na amostra indicam que havia maior numero
de bactérias na agua que nao conseguiram crescer devido a
falta de espaco na placa de Petri. Na Figura 10, sdo mostrados
equipamentos de filtracao. Maiores detalhes se encontram no
Capitulo 10.

Figura 8 — a) Sistema Millipore de filtracao por membrana, em vidro,
desmontado; b) Sistema montado de membrana de filtracdo em vidro.

Fonte: Alquilabor (2015).

Material necessario: a) sistema de filtragdo com porta-
filtro; b) placa de Petri esterilizada de @ 47mm; c) filtros de
membrana de @ 47mm e poros de 0,45pym (com cartao absor-
vente se o meio de cultura for liquido e sem cartao absorvente
se solido); d) meio de cultura para contagem padrao por
membrana; e) agua de diluicao estéril; f) pinca de aco inox; g)
copo de aco inox ou Becker de 50 ml; h) bico de Bunsen ou
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lamparina a alcool; i) bomba de vacuo ou seringa); j) estufa
bacteriologica.

Procedimento:

1. Todo o material deve estar estéril. Os funis de filtra-
cao e o suporte de filtro devem ser esterilizados apos
processar cada uma das amostras. Funis de plastico
sao 0s mais versateis, ndo se quebram, possuem
tampa, sdo os mais econdémicos e podem ser esterili-
zados com ultravioleta (UV) — 30 minutos; ou fervura
durante 30 minutos, ou em autoclave a 121°C durante
20 minutos.

Esterilizacdo por UV: utiliza-se uma camara de
UV fechada; os funis limpos e secos sao colo-
cados dentro da camara abertos, com a boca
orientada na direcao da luz UV, ao lado coloca-
se a tampa invertida, ou seja, exibindo a parte
inferior para a luz, e do mesmo modo se colocam
os porta-membranas com a parte superior (onde
se deposita a membrana de filtracdo) orientada
para a fonte de luz. Aguardar 30 minutos, e apds
esse tempo, tampam-se os funis ainda dentro da
camara de UV, e se ajustam nas suas bases o0s
porta-filtros das membranas. Sao retirados da
camara ainda tampados e sao deixados dentro da
camara de fluxo laminar ou préoximos aos bicos
de Bunsen, para proteger de alguma contamina-
cao eventual. Podem e devem ser esterilizados
varios funis antes de iniciar as técnicas de quan-
tificacdo para poder trabalhar com folga.

Esterilizacdo por fervura: os trés tipos de funis
podem ser esterilizados por fervura. E utilizada
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uma panela grande de inox ou de agata, onde
sdao mergulhadas as trés partes (funis, tampas
e porta-membranas). Finalizado o tempo de 30
minutos, sdao retiradas as partes e ainda quen-
tes se montam os funis de filtracao e se deixam
prontos dentro da camara de fluxo laminar ou
proximos aos bicos de Bunsen.

Esterilizacdo por autoclavacado: os trés tipos de
funis podem ser autoclavados. Previamente sao
montadas todas as partes. Os filtros de plastico
sdo os unicos com tampa. Coloca-se a tampa na
boca do funil e anexa-se com folga o suporte da
membrana de filtracdo. Embrulham-se os sis-
temas de filtracao individualmente com papel
tipo Kraft, amarram-se com cordao ou com fita
colante para autoclave e se esterilizam. Depois
de 20 minutos a 121°C, sao retirados da auto-
clave, deixam-se secar e resfriar e podem ser
guardados na prateleira, para uso até 20 dias
posteriores.

Esterilizacdo por queima com alcool: somente
funis de inox podem ser “queimados” com alcool.
Sustenta-se o funil com pinca de metal, verte-
se alcool para o interior do funil e procede-se a
queima. Devem ser usados em curto tempo, pois
esses funis carecem de tampa.

2. Preparar o meio de cultura, que pode ser liquido ou
solido. Seguir as indicacdes dos fabricantes para pre-
parar o meio de cultura e esterilizar.

Meio de cultura liquido: colocar, dentro da
placa de Petri de 47mm de diametro, um cartao
absorvente atoxico estéril com pinca também
estéril (molhar em alcool 95% as pontas da pinca
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e flambar na chama, deixar resfriar perto do
fogo antes de uso) cuidadosamente para man-
ter as condicOes de assepsia. Em cada uma das
placas com cartao absorvente, adicionar, sob
assepsia, 1,8 a 2 mL de meio de cultura previa-
mente esterilizado e tampar as placas. Deixa-las
em posicao invertida, em sacos plasticos com
ziper, dentro da geladeira a temperatura menor
que 10°C. Reservar na geladeira e usar nas pro-
ximas 48 a 72 horas. Maior tempo pode ressecar
0 meio liquido.

*  Meio solido: preparar segundo as indicacoes dos
fabricantes. Esterilizar, e, ainda quente, colocar
com pipeta estéril 2 mL de meio de cultura em
cada uma das placas de Petri de 47mm de diame-
tro. Deixar solidificar e resfriar bem. Inverter as
placas e guardar em um saco plastico com ziper,
junto com um chumaco de algodao umedecido
para manter a umidade interna. Fechar o ziper e
reservar na geladeira em temperatura inferior a
10°C . Assim, preparadas as placas com meio de
cultura e estéreis, podem ser usadas até 18 a 20
dias apds prontas.

Desinfetar a bancada com alcool 70% ou agua sanita-
ria e deixar secar espontaneamente.

Lavar as mdos e passar alcool 70%.

Ligar o bico de Bunsen ou preparar a camara de fluxo
laminar.

* Todas as etapas citadas devem, a seguir, ser exe-
cutadas sob condicoes de assepsia.

Colocar a membrana filtrante estéril no porta-filtro,
com pinga previamente flambada e fria.
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10.

1n.

12.

13.

14.

15.

Agitar o frasco contendo a amostra, pelo menos 25 a
30 vezes.

Destampar e flambar a boca do frasco.

Verter cuidadosamente 100 mL de amostra (se for
uma amostra pouco contaminada) no porta-filtro,
evitando que a agua respingue sobre as bordas supe-
riores. Se for uma amostra com alta contaminacao,
preparar diluicdes decimais como vistas acima.

Ligar a bomba de vacuo (ou seringa) e fazer a succdo.
Depois de filtrada a amostra, lavar trés vezes as pare-
des do funil de filtracdo com agua de diluicao estéril
em porcdes de 20 mL aproximadamente. Para isso,
adicionar e agitar suavemente o funil com o filtro,
para ocorrer uma distribuicao homogénea do liquido
sobre as paredes internas. Lavar o funil para eliminar
as bactérias que poderiam ter ficado aderidas e ligar
a bomba de vacuo.

Apos a lavagem e filtracdo, fechar o vacuo e remover
o funil do suporte.

Com a pinca flambada e fria, remover a membrana do
suporte do filtro e coloca-lo na placa de Petri, pre-
parada anteriormente, com o lado quadriculado para
cima.

Tampar a placa de Petri e incuba-la invertida a 35°C
durante 24 + 2 horas.

Apos o periodo de incubacao, examinar as coldnias
crescidas na placa e proceder a sua contagem. As
coldnias tém cor branca na sua maioria, mas depende
do meio de cultura. Os calculos sdo apresentados no
Capitulo 10.
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Kits para Teste de Contagem de Bactérias Totais (Teste Rapido)
(Kit Bacterial Count Test/BT2; TCC/MAC e Agar Dip Slide Technique/
0XO0ID)

Os kits BT2 e o Agar Dip Slide/OXOID permitem a conta-
gem rapida e aproximada da populacdo das bactérias aerobias
vidveis que crescem a 35 — 37°C. Sao adequados para contar
entre 102 até 107 bactérias.mL". Sdo fornecidos ja estéreis e
prontos para uso.

O kit BT2, fornecido pela Wilhelmsen Ships Servico, é
constituido por uma placa de plastico de tamanho idéntico
ao de uma lamina de microscopio (27mm x 75mm) com meio
de cultura com agar nao seletivo aderido na sua superficie
(Cloreto de Trifenil Tetrazolio/ Agar Contagem Padrao). Essa
lamina esta fixada na tampa de um tubo também de plas-
tico onde fica protegida sob condicdes de esterilidade até o
momento de uso.

O Kit TCC/MAC possui de um lado uma lamina a 370C e
com 0 meio agar nutriente para contagem padrao e do outro
Agar Mac Conkey No 3, para coliformes totais se for incubada
a 30°C e para coliformes termotolerantes se for incubada a
44°C. O Kit da OXOID é muito parecido, possui num lado da
lamina o meio agar nao seletivo para Contagem Padrdo e no
outro Agar de Mac Conkey, para coliformes.

Para uso, retira-se a tampa com a lamina e mergulha-se
na amostra de agua, esgoto, entre outras, durante cinco minu-
tos. Apds esse tempo, retira e coloca novamente dentro do
tubo original. Incuba-se o tubo com a lamina a 37°C durante
24 horas e procede-se a quantificacdo das colonias crescidas
nos meios de cultura. O kit TCC/MAC e o da OXOID podem
ser incubados a 37°C e a 44°C . No Agar de Mac Conkey, na
temperatura de 37°C, crescem coliformes totais e a 44°C
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crescem preferentemente coliformes termotolerantes que
sdo interpretados como Escherichia coli.

ApOs uso, os kits devem ser esterilizados antes de serem
descartados. Sdo testes uteis para aguas potaveis, de esgo-
tos, de rios, de represas e de aguas de torres de resfriamento,
entre outras.

E um teste rapido, econdmico e muito simples, que pre-
cisa de um Umnico equipamento: a estufa. E muito util para uso
em campo.

Alleitura se faz com base em cartelas padroes.

* Auséncia de crescimento se registra como < 10% bac-

térias.mL"

* Uma a trés colonias se registram como 102 bactérias.

mL!

A seguir, sao apresentadas Figuras dos kits e a cartela da

OXOID para interpretacao dos resultados.

Figura 9 - Kit Bacterial Count Test/BT2 (contagem padrao/bactérias
totais); TTC/MAC (para contagem padrdo/bactérias totais e de
coliformes, simultaneamente)

Fonte: RMS (2015).
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Figura 10 - Cartela OXOID para interpretacdo dos resultados dos
testes com Dip Slides (Iaminas de mergulho)

MacConkey

100.000 1.000.000 10.000.000

Nutrient Agar

Fonte: Mara (1974).
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CariTurO 8

Teste de Presenca-Auséncia (P/A)

teste de presenca-auséncia (P/A) foi proposto como
Otentativa no Standard Methods de 1985 e finalmente

aceito na edicdo de 1989. O método permite avaliar de
forma qualitativa a presenca ou auséncia de diversas bactérias
indicadoras em um volume de 100 mL de amostra, utilizando-
se um unico frasco com meio de cultura especifico.

Esta simplificacdo é util para amostras de agua pota-
vel nas quais os coliformes e outras bactérias devem estar
ausentes em 100 mL de agua. Simplifica a deteccao, diminui
custos e permite obter rapidamente resultados acurados.
Outra grande vantagem do método é que permite analisar um
numero grande de amostras em curto tempo.

Em situacdes de emergéncia, como falhas no sistema
de tratamento de agua, ligacdes cruzadas, rompimento na
rede de distribuicdo, interrupcdes no abastecimento de agua
devido a desastres que pdoem em risco a saude da populacao,
por exemplo, 0 método é de grande utilidade para uma avalia-
cao microbiolégica rapida e segura da qualidade da agua.

No Brasil, as legislacdes sobre normas de qualidade para
a agua potavel se remontam a Portaria N° 36/MS/GM, de 19
de janeiro de 1990 (BRASIL, 1990), a seguir a Portaria N° 1469/
MS, de 29 de dezembro de 2000 (BRASIL, 2001), a Portaria N°
518/MS, de 25 de marco de 2004 (BRASIL, 2004) e atualmente
a Portaria N° 2.914/MS, de 12 de dezembro de 2011 (BRASIL,
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2011). Todas elas incluem os testes de presenca/auséncia de
bactérias coliformes em 100 mL de agua.

A técnica permite a deteccao de diversas bactérias além
de coliformes totais, termotolerantes e E. coli. Dentre essas
bactérias, sdo importantes em agua tratada as Pseudomonas
aeruginosas, Staphylococcus aureus, Aeromonas spp., €
Clostridium perfringens. A possibilidade da identificacao
de outros indicadores, além dos coliformes, torna o teste
importante ndo apenas na avaliacdao da qualidade da agua
de beber (potavel ou nao potavel), mas também na avalia-
cao sanitaria de aguas de piscinas, de aguas engarrafadas,
de pocos, etc.

Para a validacao do método e seu uso no monitoramento
de rotina da rede de distribuicdo, por exemplo, o Standard
Methods (APHA — AWWA - WPCF, 2012) recomenda a ana-
lise simultanea de pelo menos 100 amostras pelas técnicas
tradicionais para coliformes (tubos multiplos ou membrana
filtrante) e pelo teste P/A. Apos conferir a auséncia de resulta-
dos falsos negativos ou falsos positivos, o teste P/A pode ser
usado como unico método. Quando uma amostra é positiva
para coliformes no meio P/A, é necessario repetir a amostra-
gem para aplicar algum dos testes quantitativos, até que os
resultados se tornem novamente negativos.

O método P/A é simples, e consta de duas etapas: a pre-
suntiva e a confirmativa.

Na primeira, usam-se meios de cultura nao seletivos,
que permitem o crescimento de coliformes e outras bacté-
rias frequentes em aguas, como Pseudomonas aeruginosas
e Staphylococcus spp. Na segunda etapa, utilizam-se meios
de cultura especificos, seletivos para os possiveis microrga-
nismos presentes na amostra. Todos os meios de cultura sao
liquidos.
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O teste consiste em inocular, sob condicdes de assepsia,
a amostra de 4agua (100 mL) no frasco teste contendo o meio
de cultura presuntivo estéril (formula apresentada a seguir).
Apoés incubacdo, durante 24, 48, 72 e até 96 horas a 35 +
0,5°C, procede-se aos testes confirmativos.

Para coliformes totais e coliformes termotolerantes
(antigamente denominados coliformes fecais), a incubacao
do meio presuntivo é feita, no maximo, até 48 horas. A incu-
bacado posterior é necessaria para detectar outras bactérias
indicadoras.

Atualmente, o teste P/A para bactérias coliformes esta
extremamente simplificado, com o0 uso de meios de cultura
cromogénicos e fluorogénicos que se baseiam na acao de
enzimas hidroliticas sobre um substrato especifico adicio-
nado ao meio de cultura. Sdo exemplos as metodologias de
P/A que usam meios de cultura com ONPG/MUG; CPRG/
MUG e Readycult Coliformes (X-GAL/MUQG). Estes permi-
tem identificar simultaneamente, numa mesma amostra e
em 24 horas, coliformes totais e E. coli sem necessidade
de confirmacao posterior. Estas técnicas sdo explicadas no
Capitulo 11.

A seguir, sao descritos os métodos tradicionais de P/A
aplicados na identificacao de diversas bactérias em amostras
liquidas.

Meio de Cultura
Caldo PA ¢é utilizado para a deteccdo de bactérias coli-

formes em agua das Estacoes de Tratamento de Agua e em
sistemas de distribuicao.
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Caldo P-A

Caldo Lactosado..........ccceceeverennnene 138

Caldo Lauryl Triptosa......cccceuu.... 17,58

Purpura de Bromocresol................ 0,0085g (dissolvido em
10 mL de NaOH - 0,IN)

Agua Destilada.........cc.ccooveeererrnenn 1litro

O meio desidratado é comprado pronto em po. Prepara-se
seguindo as indicacdes dos fabricantes, dissolvendo o pé em
agua destilada ou bidestilada. Deve ser preparado em concen-
tracao tripla, de forma que ao adicionar a amostra de agua,
de 100 ml, a diluicao dos ingredientes mantenha as concen-
tracdes apropriadas para o crescimento dos microrganismos
presentes na amostra de agua. Apos adicionar agua destilada
aos ingredientes, mistura-se e se aquece suavemente para
facilitar sua dissolucdo. Nao se deve atingir a temperatura de
ebulicdo. Distribui-se em volumes de 52 mL em frascos de
250 mL, contendo tubos de Durham invertidos no seu interior
(usam-se como tubos de Durham tubos de ensaio de 12 mm x
75 mm) para capturar o gas produzido no metabolismo micro-
biano e se esteriliza em autoclave a 121°C durante 20 minutos.
O pH do meio pronto deve ser 6,8 + 0,2.

Observacao: O meio de cultura contém purpura de bro-
mocresol, e este deve ser dissolvido em 10 mL de NaOH 0,IN
e adicionado ao meio de cultura apos a dissolucdao dos outros
ingredientes, seguindo as indicacdes dos fabricantes.

Um meio de cultura presuntivo alternativo é preparado a
partir do caldo de MacConkey.

Caldo MacConkey........ccocevvreneneee. 308
Triptona....ccoeeeeeeeeeeeeeene 5g
Agua Destilada..........ccoocovrvenennenn.. 1litro
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Prepara-se 0 meio em concentracao tripla. Distribui-se
de forma idéntica ao anterior e autoclave-se a 121°C durantel5
minutos. O pH final é 6,8 — 6,9 + 0,2. Devem ser preferidos
0s meios de culturas prontos, produzidos por fabricantes
reconhecidos.

Procedimento

1. Agitar a amostra de agua vigorosamente pelo menos
25 - 30 vezes para se obter boa homogeneizacdo e
distribuicao das bactérias ali contidas.

2. Sob condicées de assepsia (em camara de fluxo lami-
nar ou perto do bico de Bunsen) inocular 100 mL de
amostra no frasco com 52 ml do meio de cultura pre-
suntivo P/A.

3. Incubar em estufa a 35°C durante 24 horas e até
cinco dias, se for necessario.

4. Examinar os frascos todos os dias, verificando a
presenca de crescimento (turbidez), acidificacao
(cor amarela do meio) e producao de gas (bolhas de
ar no tubo de Durham). A fermentacdo da lactose
produz acidos que causam a viragem do indicador
da cor lilas ou purpura, para a cor amarela. A pro-
ducao de gas se observa no tubo de Durham, onde
ficam presas bolhas de gas. O frasco que apresentar
crescimento (que se verifica pela turvacao do meio)
e acidificacdo com ou sem producao de gas com alte-
racao da cor do meio, deve ser submetido aos testes
confirmativos. Os frascos negativos serdo incuba-
dos novamente, e observados a cada 24 horas, até
completar cinco dias.
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Testes Confirmativos

Do frasco positivo para P/A, devem ser transferidas duas
ou trés alcas para os meios liquidos especificos e uma alca
para os meios solidos (semeadura para obtencao de coldnias
isoladas).

Os meios para os testes confirmativos para coliformes

sdo:
1.

o

Meio EC- incuba-se a 35°C durante 4 horas, segui-
das de 44,5°C durante 14 — 18 horas. Sera confirmada
a presenca de coliformes termotolerantes (antiga-
mente denominados coliformes fecais).

Meio Verde Brilhante Bilis 2% (VBB 2%) — incubacao
a 35°C - 37°C durante 24 — 48 horas. Sera confir-
mada a presenca de coliformes totais.

Meio Agar Enterococcus — incubacao a 35°C durante
24 — 48 horas. Confirmara a presenca de estreptoco-
cos fecais ou enterococos.

Caldo Etil Violeta Azida (EVA) — idem ao anterior.
Meio Agar, Manitol e Sal — incubacéo a 35°C - 37°C,
durante 24 — 48 horas. Confirmara a presenca de
Staphylococcus aureus.

Meio de Drake — incubado a 41,5°C por 72 horas.
Confirmada a presenca de Pseudomona aeruginosa.
Meio Leite Desnatado — confirmara a presenca de
Clostridium perfringens. Apds incubacao a 35°C por
24 — 48 horas.

Procedimento

1. Teste confirmativo para Coliformes Totais (CT)

Usa-se o Caldo Verde Brilhante Bilis 2%. A partir do
frasco P/A positivo, inocula-se 1 tubo contendo o meio
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Caldo Verde Brilhante Bilis 2% que se incuba a 37°C por
24 — 48 horas. Turbidez e gas indicam coliformes totais
positivos.

2. Teste confirmativo para Coliformes Termotolerantes (Ex-fecais)

Meio EC — A partir do frasco P/A positivo, inocular
dois tubos com meio EC e incubar um deles a 35°C
e o outro a 44,5°C durante 24 - 48 horas. Quando
houver producao de gas, o resultado é positivo para
coliformes termotolerantes.

Agar de MacConkey — Transferir do frasco positivo
de P/A uma alca para a placa de MacConkey e estriar
com alc¢a bacteriologica para obter coldnias isoladas.
Incubar a 35°C por 24 horas. As colonias de colo-
racao rosa (lactose positivas), crescidas no Agar
de McConkey, serdo repicadas para Caldo Lactose
Purpura (com purpura de bromocresol) e para uma
placa de Petri com Agar gelatina.

Os tubos com Caldo Lactose Purpura — (PSA) tem tubo
de Durham, no seu interior, para reter as bolhas de gas
formadas no metabolismo fermentativo das bactérias.
A partir da mesma colénia crescida no Agar de
McConkey e que foi inoculada em Agar gelatina (para
se observar a acao da enzima gelatinase que produz
liquidificacao da gelatina), faz-se o teste da oxidase.

2. Teste confirmativo para Staphylococcus aureus

a.

Meio Agar Manitol Sal (Cloreto de Sédio) — A partir
do frasco P/A positivo, inocula-se com al¢ca uma placa
de Petri contendo o Meio Agar Manitol Sal. Apos 24 —
48 horas a 35°C - 37°C, crescem coldnias tipicas de
cor amarela brilhante, de 2 a 3 mm de diametro que
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sao submetidas: 1) a coloracdo de Gram, 2) ao teste de
catalase, e 3) ao teste de coagulase ou Staphy-teste
(PROBAC).

3. Teste Confirmativo para Pseudomonas aeruginosa

a.

Meio de Drake — A partir do frasco P/A positivo,
transferem-se uma ou duas alcas dessa cultura para
o meio de Drake, que é liquido e se incuba a 41,5°C
por 72 horas. A cada 24 horas, os tubos sao obser-
vados sobre a luz UV (A 366 nm) para verificacao de
fluorescéncia. Quando esta ocorrer, repica-se em
Agar Leite Desnatado.

Agar Leite Desnatado — Do tubo anterior, estria-se
uma alca neste meio e, apos incubar a 35°C durante
24 horas, é observada a presenca de coldnias verde
-amarelas rodeadas por um halo transparente. Essas
colonias emitem luzes fluorescentes ao ser ilumina-
das com UV(A 366 nm).

4, Teste Confirmativo para Estreptococos fecais

a.

Caldo Etil Violeta Azida (EVA) — 2 a 3 alcas do frasco
P/A positivos sdo inoculadas no caldo EVA, o qual é
incubado a 35°C durante 24 — 48 horas. Quando no
fundo do tubo se formar um botdao de cor rosa ou
lilas, o resultado é positivo.

Agar Enterecoccus — Do tubo anterior, inoculam-
se uma a duas alcas em meio Agar Enterococcus,
utilizando o método de estrias para serem obtidas
colonias isoladas. Apos incubar a 35°C por 24 — 48
horas, observa-se o crescimento de colonias tipicas:
pequenas (0,5 a1mm de diametro), vermelhas escuras
ou marrons. As coldnias sao submetidas ao teste de
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catalase (para reconhecer se o0 metabolismo é aero-
bio) o qual deve ser negativo; faz-se um esfregaco
para proceder a coloracdao de Gram. A observacao
microscopica desse preparado deve mostrar bacté-
rias em formas de cocos cor violeta ou roxo intenso,
ou seja, cocos Gram positivos.

5. Teste Confirmativo para Clostridium perfringens

a.

Meio Leite Desnatado — O uso deste meio para cul-
tivo de Clostridium perfringens deve ser realizado
sob condicdes anaerobias (sem oxigénio molecu-
lar no ambiente) favoraveis ao crescimento dessa
bactéria. Para isso, o tubo com o meio de cultura é
submetido a fervura durante 5 minutos. Apods o res-
friamento, realizar a inoculacdo em profundidade de
0,1 mL do conteudo do frasco P/A positivo. O tubo é
incubado a 35°C por 24 — 48 horas e examinado cada
24 horas para observar a presenca de “fermentacao
turbulenta” do leite (o leite coagula pela acdo meta-
bolica do Clostridium, e esse coagulo é quebrado sob
o feito dos gases liberados na fermentacao). A seguir,
faz-se a coloracao de Gram, a partir do crescimento
no meio Agar Leite, para se observar a presenca de
bastonetes Gram positivos esporulados, que confir-
mam a presenca de Clostridium spp.

Interpretacao dos Resultados

1. Coliformes totais positivos

a.

Crescimento e producao de gas em Caldo Lactosa
Purpura, e VBB 2% a 35°C.
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b. Crescimento de colonias lactosa positiva sem
MacConkey (coldnias cor-de-rosa de bordas lisas).

2. Coliformes termotolerantes positivos

a. Crescimento e producao de gas nos meios EC e Caldo
Lactosa Purpura a 44,5°C.

b. Crescimento de colonias lactosa positiva em
MacConkey (colonias cor-de-rosa, de bordas lisas).

c. Colonias crescidas em Agar nutriente sdo oxidases
negativas.

3. Teste para Aeromonas ssp

a. Crescimento geralmente sem producdo de gas em
meio EC 35°C e no Caldo de Lactose Purpura.

b. Colénias crescidas em Agar de MacConkey sao lac-
toses positivas (cor-de-rosa) ou negativas (incoloras).

c. Colonias crescidas em Agar nutriente-gelatina sao
oxidases positivas.

4, Resultados para teste de Pseudomonas aeruginosa positivas

a. Fluorescéncia no meio de Drake.

b. Crescimento de colonias azuis esverdeadas e odor a
“uva” no Agar de MacConkey.

c. Crescimento de colonias tipicas com producdo de
pigmentos verdes e hidrolise de catalase ao redor das
colonias em Agar leite desnatado.

5. Resultados para teste de Estreptococos fecais positivos

a. Crescimento de coldnias tipicas vermelhas escuras em Agar
Enterococos, catalase negativa, cocos Gram positivos.
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b. Crescimento em caldo EVA.

6. Resultados para teste de Clostridium perfringens positivos

a. Fermentacao turbulenta do leite desnatado.

b. Ao microscopio, observam-se bastonetes Gram+
esporulados, tipicos de Clostridium perfringens.

7. Resultados para teste de Staphylococcus aureus positivos

a. Colonias amarelas brilhantes de aspecto cremoso no
Agar Manitol.

b. Cocos Gram positivos.

c. Catalase e coagulase positivas.

Meios de cultura utilizados nos testes confirmativos

1. Meios de Cultura

1.1 Caldo MacConkey com Triptona — Meio Presuntivo

Caldo MacConkey.........ccccceueuee. 30g
Triptona.....ccccvvvvceeeeeeen 58
Agua Destilada..........cccoooovrueenen.. 1L

Para os frascos de P/A, deve-se preparar o meio com

concentracao tripla. Pesar e dissolver os reagentes na agua
destilada e levar ao aquecimento até a completa dissolucao,
sem atingir a temperatura de ebulicao. Distribuir volumes de
52 mL em cada frasco de P/A, com capacidade para 250 mL,
contendo em seu interior tubos de Durham grandes (usam-se,
como tubos de Durham, tubos de ensaio invertidos de 12 mm
x 75 mm no interior dos frascos de 250 mL ou erlenmeyeres).
Autoclavar com as tampas dos frascos levemente frouxas, a
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121°C por 15 minutos. Retirar os frascos da autoclave, fechar
totalmente as tampas e estocar os meios em temperatura
ambiente.

Pode ser utilizado também como meio presuntivo alter-
nativo o meio Caldo Lactosado/Lauryl Triptose, cuja formula
€ apresentada a seguir:

Caldo Lactosado.........ccccceevreennecee. 138

Caldo Lauryl Triptose........cccccu...... 17,58

Purpura de Bromocresol................ 0,0085g (dissolvido em
10 mL de NaOH - 0,IN)

Agua Destilada..........ccccocevrvenennenn.. 1L

pH do meio: 6,8

Dissolver o caldo lactosado e o caldo triptose em agua
destilada e a purpura de bromocresol em 10 mL de NaOH -
0,IN. Unir as solu¢des e homogeneizar. Distribuir 50 mL do
meio nos frascos de P/A, adicionar o tubo invertido e autocla-
var a 121°C por 12 minutos.

1.2 Meio EC — usado na etapa confirmatdria do teste para coliformes totais
e termotolerantes (ex-fecais)

Meio EC......ovieeereeeeeees 378

Agua Destilada..........cocoocevrvenennenn.. 1L

pH final: 6,9 + 0,2 a 25°C.

Aquecer até completa dissolucao do meio sem atingir a
temperatura de ebulicao. Distribuir volumes de cinco mL em
cada tubo de 12 x 120 mm contendo em seu interior tubos de
Durham invertido. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

1.3 Meio de Drake — usado para confirmacao de Pseudomonas aeruginosas

Sulfato de Magnésio (MgSO, 7H,0)............ 0,58
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Sulfato de Potassio (K,SO,)......ccccoevvunne 10g

Fosfato Dipotassico (K,HPO,)................... 18
L- aSPagariNa.......cceeeeeeererereereereesnens 28
GHCETIMA. . 10g
Agua Destilada..........ccoooooerveevereerrrnnene. 1L

pH final: 7,6 0,2

Dissolver os ingredientes em 1 litro de agua destilada e
aquecer sem deixar atingir temperatura de ebulicao. Distribuir
volumes de 5 mL em cada tubo de ensaio de 16 x 150 mm e
autoclavar a 121°C por 15 minutos.

1.4 Caldo Etil Violeta Azul (EVA) — meio confirmatdrio para a presenca de
estreptococos fecais

Caldo EVA.....o e 35,88
Agua Destilada.........coo.ooveereeerererenrnnen. 1litro
pH final: 7,0

Dissolver o0 meio, sem deixar que atinja a temperatura de
ebulicdo e distribuir 5 mL em cada tubo de ensaio de 16 x 150
mm. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

1.5 Meio de Leite Desnatado — para deteccao de Clostridium perfringens

Leite Desnatado........cccceevveveiereeececerininnnns 100g
Agua Destilada.........occcooveveveererereereeneane. 1litro
pH final: 6,4

Deixar pregos de ferro de 1 polegada de comprimento
mergulhados em xilol por 24 horas, lavar varias vezes em agua
destilada e deixar secar por uma noite. Adicionar um prego
em cada tubo de ensaio de 18 x 180 mm. Dissolver o meio em
agua destilada, cuidando para nao atingir a temperatura de
ebulicao e distribuir 20 mL do meio em cada tubo contendo
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um prego. Autoclavar a 121°C por 123 minutos. Conservar em
geladeira por somente duas semanas antes do uso.

1.6 Caldo Lactose Purpura — usado para detectar fermentacao da lactose

Triptona. ..o 5g
Peptona Protease 3. 10g
Extrato de carne........cccocecevvvieeeeccceninnns 18
Cloreto de SOdio.......ccccevereverereeecirinnns 58
LaCtOSe. .t 10g
Purpura de Bromocresol.............ccccouueneee. 0,02g
Agua Destilada...........coooeoeeveeeereenereenrnnn. 1L

pH final: 7,0

Aquecer até a dissolucdao dos componentes em agua
destilada, sem atingir a temperatura de ebulicao e distribuir
volumes de 5 mL cada tubo de ensaio de 16 x 150 mm, con-
tendo em seu interior tubo de Durham. Autoclavar a 121°C por
15 minutos. Estocar até no maximo por duas semanas.

1.7 Caldo de Soja e Triptona — usado para enriquecer o indculo e
submeté-lo ao teste de coagulase

Caldo de Soja Triptona.........cccceeeevreennes 308

Agua Destilada...........coooeoeeveeeereenereenrnnn. 1L

pH final: 7,3

Aquecer o meio até sua dissolucao em agua destilada,
sem atingir a temperatura de ebuli¢do e distribuir volumes de
5mL do meio em cada tubo de ensaio. Autoclavar a 121°C por
15 minutos.

1.8 Agar MacConkey — usado para isolamento dos coliformes

Agar MacConKeY............oooveeeveeereveernrnnnn. 59g
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Agua Destilada.........o..coovemreeerereeenrnenen. 1L

pH final: 711

Adicionar ao meio, agua destilada e aquecer até sua dis-
solucdo, sem atingir a temperatura de ebulicao. Autoclavar a
121°C por 15 minutos. Distribuir volumes de aproximadamente
15 mL em cada placa de Petri de 15 x 100 mm.

1.9 Agar Enterococos — usado nos testes confirmatdrios para presenca de
estreptococos fecais.

M — Enterococos Agar...........cccoouvueunnn. 428
Agua Destilada..........cooveoeeveeeereereeeeerane. 1L
pH final: 7,2

Dissolver o meio em agua destilada sob aquecimento,
tomando cuidado para que ndo seja atingida a temperatura
de ebulicdo, estabilizar a 45°C e distribuir em placas de Petri.

1.10 Agar Nutriente Gelatina — usado para detectar producdo de gelatinase
(enzima que digere o Agar)

Agar NULTIeNte. .......ooveeveeeeeeeeeeeeeeeeeene 23g
GelatiNa.....cceeee e 308

Extrato de Levedura.........ccoceeveeerenenennnnen 38
Agua Destilada..........cooveoeeveovereereeeeernnn. 1L

pH final: 6,8

Pesar o Agar nutriente, dissolver e aquecer em 500 mL
de agua destilada, sem atingir a temperatura de ebulicao e
adicionar extrato de levedura. Dissolver a gelatina separada-
mente nos 500 mL de agua destilada restante e depois unir
as duas solucdes formandol litro. Autoclavar a 121°C por 15
minutos e distribuir 15 a 20 mL em placas em Petri de 15 x 100
mm.

213



1.11 Agar Manitol Cloreto de Sddio — usado para isolamento e
diferenciacao de Staphylococcus aureus

Extrato de Carne........cocoveeeeevenennenes 18
Proteose Peptone.........cccoeveeeviveccrcrennnne. 108
Cloreto de SOdio.......coveeeeeirerirriereeenn, 758
D-Manitol.......oceevennreccccnerreee, 10g

N ) SO 158
Vermelho Fenol..........ooovvvevevievieceeceeenene 0,025g
Agua Destilada.........coo.ooveveeverererenrnenen. 1L

Aquecer até completa dissolucao do meio, sem atingir a
temperatura de ebulicao. Autoclavar a 121°C por 15 minutos e
distribuir em placas de Petri de 15 x 100 mm.

1.12 Agar Leite Desnatado — usado para determinar pigmentacéo e
fluorescéncia de Pseudomonas aeruginosas

Leite Desnatado.......ccoevvvveereenceririnnnns 100g
N ) SO 15g
Agua Destilada..........ccooooovrvevereenerenrnane. 1L

pH final: 6,4

Dissolver em agua destilada, separadamente o Agar e o
leite desnatado. Aquecer até dissolucao do meio, cuidando
para nao atingir a temperatura de ebulicao e autoclavar
separadamente a 121°C por 15 minutos. Retirar da autoclave,
adicionar as duas solucgdes e distribuir 15 a 20 mL em placas
de Petri de 15 x 100 mm.
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Para a confirmacdo rapida da presenca de enterobac-
térias possivelmente patogénicas, pode ser usado o teste de
producao de H,S, descrito a seguir.

Método Simplificado para deteccao de enterobactérias
possivelmente patogénicas

Teste Qualitativo (Teste HZS)

O teste detecta a presenca de enterobactérias produtoras
de H_S, tais como Salmonella spp, Proteus spp e Edwarsiella
spp. Estas bactérias, presentes nas excretas, estao associadas
a presenca de coliformes de origem fecal na agua e algumas
sdo patogénicas, como Salmonella spp.

O método foi desenvolvido por Manja, Maurya e Rao
(1982), e é util para a deteccdo rapida de possiveis entero-
patogénicos. Caracteriza-se pelo baixo custo, simplicidade de
execucao e facil transporte. E util em condicées de campo,
quando sao escassos laboratorios bem equipados e pessoal
especializado.

A deteccao de H,S como indicador de bactérias
entéricas se baseia no fato de diversos microrganismos
produzirem sulfeto hidrogénio (H,S - acido sulfidrico) a par-
tir de aminoacidos sulfurados ou de compostos sulfurados
inorganicos. Numerosas proteinas sao ricas em aminoaci-
dos sulfurados como metionina, cistina e cisteina. Ao serem
degradadas pela acao de enzimas de bactérias presentes no
ser humano, no ambiente em geral e que crescem nos meios
de cultura, as enzimas denominadas de sulfurases liberam
enxofre, o qual é reduzido a H,S. Pode tambem ser formado
pela reducdo de compostos sulfurados inorganicos, como 0s
tiossulfatos (S,0.*), sulfatos (SO,*) e sulfitos (SO,*). O H,S
€ incolor e, para visualiza-lo, incorporam-se no meio de cul-
tura algumas substancias que permitem sua deteccao. Entre
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as substancais mais usadas esta o sulfato ferroso amoniacal
(Fe (NH,), SO,).

O meio SIM, além da determinacdo da producdo de sul-
fito de hidrogénio, fornece também mais dois testes: producao
de indol e motilidade, diferenciando bastonetes entéricos. E
util para detectar especialmente Salmonella e Shigella. O meio
contém peptonas e tiossulfato de s6dio como substratos sul-
furados, e sulfato ferroso amoniacal (Fe (NH,), SO,*) que é o
indicador da presenca de H,S. O ferro se combina com o H,S
formando um precipitado preto insoluvel de sulfeto ferroso,
que evidencia a producao de H,S. A auséncia desse precipitado
negro indica reacdo negativa. O nome SIM deriva justamente
destes trés testes (S de enxofre, | de indol e M de motilidade):

1 - Meio de Cultura SIM (meio sélido)
Digestdo péptica de tecido animal 30g
Extrato de carne 3g

Ferro peptonizado 0.20g

Tiosulfato de sédio 0.025g

Agar-agar 3g

Agua destilada 1L

pH final 7.3 £ 0.2.

Pronto para uso na forma de po.

Prepara-se seguindo as recomendacodes dos fabricantes.
Depois de dissolvido na agua destilada e aquecido até dissol-
ver o Agar, distribui-se em tubos, esteriliza-se em autoclave
a 121°C durante 20 minutos e deixa-se solidificar. Inocula-se
com agulha até o fundo do tubo.

Meio de Cultura Peptona — Citrato Férrico (meio liquido)

Peptona 40,0 g
Fosfato Dipotassico de Hidrogéncio (H,HPO,) 3,0 g
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Citrato Férrico 1,5g

Tiossulfato de Sodio 2,08

Teepo 12,0 mL

Destilada 1,0L

Pesar os reagentes e acrescentar 100 mL de agua des-
tilada. Aquecer sob agitacdao até completar a dissolucao.
Cortar tiras de papel de filtro de 70 cm?. Preparar frascos
de MacCartney ou similares (frascos de vidro de 20 ml com
tampa de rosca), colocando dentro uma fita de papel de filtro.
Impregna-se esse papel com alguns ml do meio de cultura.
Fechar os frascos e autoclavar a 121°C durante 15 minutos.
Seguidamente, colocar os papéis de filtro numa placa de Petri
aberta e introduzir na estufa a 50°C, até que o papel de filtro
fique seco.

Procedimento

[nocular a amostra em frasco de MacCartney ou similar
de até 20 mL e incubar durante 36 horas a 30°C ou a tempe-
ratura ambiente com papel de filtro impregnado no reagente.

Leitura

O papel de filtro ficara de cor cinza ou preta se houver
a producao de H,S. A reacdo quimica que acontece € a redu-
cao de tiossulfato de sodio e da cisteina do meio de cultura e
liberacao de H_S (gas sulfidrico), o qual reage com o citrato
férrico, formando um precipitado negro insoluvel. A colora-
¢do pode ser registrada com a seguinte simbologia: (+) cinza;
(++) parcialmente negra; (+++) negra. Esses trés resultados
sao positivos para bacterias produtoras de H,S e, portanto,
para coliformes totais e coliformes termotolerantes.
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Esquema do Teste

‘ Amostra ‘

v

‘ Meio especifico 30° C - 36 h ‘

Papel de filtro
Cor cinza +
Cor preta ++
Cor negra +++
Teste +
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CariTuro 9

Técnica dos tubos multiplos para coliformes
totais, coliformes termotolerantes (ex-fecais)
e Escherichia coli

s métodos de quantificacao de microrganismos em
Omeios liquidos tém maiores erros que aqueles que

usam meios solidos. As bactérias ndo estao homogene-
amente distribuidas na matriz liquida, formam agrupamentos
(agregados, coldnias e biofilmes) que se depositam no fundo,
nas paredes do recipiente ou flutuam. A agitacao da amostra
e de suas diluicoes é fundamental antes de sua inoculacao no
meio de cultura. A metodologia de tubos multiplos € realizada
em varias etapas sequenciais que facilitam a ocorréncia de
pequenos erros técnicos.

Técnicas de quantificacdo em meios liquidos sdao empre-
gadas para conhecer a densidade de uma grande diversidade
de bactérias nas quais a producao de gas para sua deteccao
faz parte do proprio teste. Sdo utilizados meios seletivos que
permitem identificar o microrganismo em questdao e a maio-
ria dos métodos possuem mais de uma etapa. Em geral, na
primeira etapa (denominada presuntiva), estimula-se o cres-
cimento de grupos bacterianos com metabolismo semelhante
presentes na amostra e, na segunda (de selecao ou confir-
mativa), procede-se a escolha/selecao do grupo de interesse,
com uso de meios de cultura mais seletivos.
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Fundamentos do método

O método de tubos multiplos tem como base o principio
de diluicao por extincdo: quando x mL da amostra € inoculado
em uma quantidade adequada de meio de cultura e apos o
periodo de incubacdo, ocorre crescimento, pode-se afirmar
que nos x mL da amostra havia pelo menos uma bactéria.

Da mesma forma, pode-se inocular aliquotas de 1 mL de
diluicbes decimais da amostra (1 mL da diluicao 107, 1 mL da
diluicdo 10, 1 mL da diluicdo 10 e assim sucessivamente até
10" e 10°™) em tubos individuais com meio de cultura em quan-
tidade e concentracao apropriadas. Pode haver crescimento
desde o primeiro tubo até o tubo 10™e auséncia de crescimento
no tubo 10°™, Entao se deve interpretar que, no momento da
inoculacao, havia pelo menos uma bactéria em 1 mL da diluicao
10™e nenhuma em 1 mL da diluicao 10™. Pode-se dizer que a
amostra de dagua possui pelo menos 10" bactérias por mL.

Por exemplo, se houve crescimento até a diluicdo 10° e
ndo houve crescimento na diluicdo 10, a amostra tem mais
de 1.000 bactérias por mL e menos de 10.000 bactérias por
mL. Ao se repetirem as mesmas inoculacdes com outro con-
junto de tubos, pode ocorrer que o crescimento se verifique
até a diluicao 10™. Nesse caso, a amostra tem mais de 10.000
bactérias /mL e menos de 100.000/mL. Observa-se que para
a mesma amostra de agua se obtiveram dois resultados dife-
rentes. Por qué?

A técnica de retirada de um volume menor de outro maior,
onde estdo particulas, é um processo estatistico. As bacté-
rias nao estao distribuidas de forma homogénea na amostra
e nem nas suas diluicées. Considerando que na diluicao 10
ha 10 bactérias, ao se extrair 1 mL pode ser que 1 ou 2 bac-
térias sejam extraidas; em uma segunda extracao da mesma
diluicdao, pode ser que nao seja retirada nenhuma bactéria
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e, em uma terceira, poderiam ser extraidas 3. Nesses €asos,
ocorrera crescimento nos tubos inoculados com o primeiro
e o terceiro volumes extraidos, e ndao havera crescimento no
segundo tubo.

Esses resultados mostram que o método nao tem boa
precisao e, por isso, recomenda-se repetir varias vezes a
extracao de um mesmo volume de uma unica amostra ou de
uma mesma diluicao. Quanto maior for o numero de vezes que
serepete a extracao e se proceda a sua inoculacao, maior sera
arepresentatividade dos resultados obtidos. Geralmente, cada
diluicao ¢é inoculada 3 a 5 vezes (sendo melhor a de 5 repeti-
coes) e, por isso, a técnica se denomina de tubos multiplos.

As combinacdes de tubos positivos (com crescimento) e
de tubos negativos (sem crescimento) de cada uma das dilui-
coes inoculadas sao analisadas estatisticamente pelo método
do “Numero Mais Provavel” (NMP). Foram elaboradas tabelas
de NMP para combinacdes de 3 diluicdes com 3 tubos cada
uma (NMP de 9 tubos) ou para combinacées de 3 diluicoes
com 5 tubos cada uma (NMP de 15 tubos).

A técnica original foi desenvolvida para quantificar pelo
menos um coliforme em 100 mlL. Para agua potavel, inocu-
lam-se aliquotas de 10 mL, de 1 mL e de 0,1 mL repetindo a
inoculacao da cada aliquota trés ou cinco vezes. Se for para
esgoto, deverdo ser inoculadas aliquotas menores da amos-
tra (diluigdes decimais da amostra original: 1710, 1/100, 1/1000,
1710.000 1/100.000, etc.) em tubos individuais repetidas trés
ou cinco vezes com meio de cultura em quantidades e con-
centracoes apropriadas.

Tempos atras, usavam-se para agua potavel séries de 9
tubos, sendo 3 para cada aliquota (3x10 mL; 3x1 mL; 3x0,imL
ou diluicdes maiores), mas estas séries ja ndao sao recomen-
dadas, pelos altos erros nos resultados. Sdo mais utilizadas as
séries de 15 tubos e, em geral, para alimentos.
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As combinacdes de tubos positivos (apresentam cresci-
mento — turbidez e gas) e de tubos negativos (sem crescimento,
sem turbidez e sem gas) de cada uma das diluicdes inoculadas
sdo analisadas estatisticamente pelo método de numero mais
provavel (NMP). Atualmente se usam séries de 15 tubos (5x10
mL, 5xImL, 5x0,ImL) e ndo mais de 9 tubos.

Entretanto, para agua potavel, o método de 15 tubos ja
nao ¢ mais recomendado, visto que o volume total submetido
ao teste € de 55,5 mL e pelas normas internacionais o volume
minimo de agua potavel a ser analisado deve ser de 100 mL.
Pode-se, entdo, fazer uma série de tubos multiplos para agua
potavel de 10x10 mL ou 5 x 20mL.

O método de tubos multiplos pode ser usado para quan-
tificar qualquer tipo de bactéria porque a capacidade de
selecionar o microrganismo a ser quantificado reside nos
meios de cultura escolhidos e da temperatura de incubacao.
Podem ser testadas amostras de aguas de esgotos, residuos
solidos, alimentos, etc.

A forma de expressao dos resultados é, por exemplo:

N’ de microrganismos NMP/100 mL = 230 NMP coliformes totais/100 mL
Meios de cultura para coliformes totais
Caldo lauryl tryptose adicionado de purpura de
bromocresol;

Caldo Verde Brilhante Bilis 2% - CVBLB;
Meio Endo-Less Agar.
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Técnica de Tubos Multiplos para Coliformes Totais

A técnica de tubos multiplos foi desenvolvida para detec-
tar coliformes totais partindo da base de que é necessaria a
presenca de um unico coliforme no inoculo introduzido no
meio de cultura para que ocorra crescimento.

A técnica é realizada em trés etapas: presuntiva, confir-
mativa e final ou completa.

As aliquotas da agua a ser quantificada, ou suas diluicoes,
sdo inoculadas em tubos de ensaio com meio de cultura Caldo
Lauryl Tryptose estéril, caldo lactosado ou similar. A partir
desses tubos com o0 indculo da amostra de agua, procede-se
da seguinte forma:

1 - Fase Presuntiva — As aliquotas da agua a serem quan-
tificadas, ou suas dilui¢cdes, sdao inoculadas em tubos de ensaio
com meio de cultura Caldo Lauryl Tryptose estéril, caldo lac-
tosado ou similar. Esses tubos sdo incubados a 37°C / 24 a
48h (os tubos positivos com turbidez e gas contém presunti-
vamente coliformes totais). Aqueles tubos que sdo negativos,
apos as 24 horas, ficam mais 24 horas na estufa.

2 - Fase Confirmativa — dos tubos positivos da etapa
anterior, repica-se com alca bacteriologica estéril a cultura
do Caldo Lauryl Tryptose para Caldo Verde Brilhante Bilis 2%
- CVBLB 2% , para a confirmacao da presenca de coliformes
totais.

3 - Fase Completa — reconfirmacao de coliformes totais
pela inoculacao do crescimento nos tubos de VBB 2% em
meio Endo Less Agar no qual se formardo colonias verme-
Thas com brilho verde metalico, tipicas de coliformes totais ou
em MacConkey Agar, onde se formarao colénias cor-de-rosa
intensa ou em meio liquido com substrato definido (MUG) que
muda de amarelo suave para amarelo intenso.
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Procedimento Geral para Quantificar Coliformes Totais

[nicialmente, preparam-se os meios de cultura seguindo
as indicacdes do fabricante. Para a fase presuntiva, os meios
de cultura sao: Caldo Lactosado ou Caldo Lauryl Tryptose
adicionado de purpura de bromocresol.

Qualquer um dos meios de cultura podera ser usado.
Distribui-se em tubos de ensaios o meio (10 mL de caldo em
cada um de 15 tubos) e coloca-se dentro dos tubos de ensaio,
junto com o meio de cultura, tubos de Durham invertidos,
onde ficara retida parte do gas (H, e CO,) produzido na fer-
mentacao do substrato, a lactose.

Os tubos de ensaio com meio de cultura sdao colocados
em grades. As tampas sao verificadas e cobertas com papel
metdlico para evitar que os tampodes fiquem molhados ao
serem autoclavados. Cada um dos tubos sera etiquetado com:
origem da amostra, data e hora de coleta, dia do teste, volume
inoculado e hora de inicio da incubacao. Pode-se colocar ape-
nas um numero no tubo e registrar no caderno do laboratoério
as referéncias de cada tubo com esse numero e as informa-
coes consideradas necessarias. Esterilizam-se em autoclave a
121°C durante 15 a 20 minutos.

Para detectar e quantificar coliformes totais de agua
potavel, devem ser inoculados:

10 mL da amostra, 1 mL e 0,1 mL (cada uma com repeti-
¢oes em 5 tubos) ou 10x10 mL ou 5x 20 mL de agua.

Para inocular 10 mL de amostra de agua em cada tubo
sem alterar a concentracao dos ingredientes do meio, deverao
ser preparados, na fase presuntiva, tubos com 10 mL do meio
de cultura em concentracao dupla. Ja nos outros tubos onde
serdo inoculados volumes de 1mL e de 0,1 mL, a concentracao
do meio de cultura devera ser simples.
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Todos os tubos com meio de cultura devem ser esteriliza-
dos em autoclave a 121°C durante 15-20 minutos e devem ser
guardados a temperatura ambiente, por um tempo maximo de
20 dias. Ndo devem ser guardados na geladeira porque o frio
facilita a formacado de bolha de gas na incubacao posterior e
poderao ser registrados como tubos positivos, embora falsos
positivos.

Fase Presuntiva

O meio de cultura Caldo Lauryl Triptose com purpura
de bromocresol, embora um pouco mais caro que o Caldo
Lactosado, é mais pratico. O purpura de bromocresol é um
indicador de pH de cor lilas em pH neutro, e amarelo em con-
dicOes acidas. Serve para facilitar a leitura dos tubos positivos
(serao de cor amarela) e se pode eliminar o tubo de Durham.
Esse meio contém também Lauryl Sulfato que inibe conside-
ravelmente o crescimento da biota acompanhante.

Os tubos positivos se diferenciam dos negativos porque
0s ultimos apresentam o meio de cultura cor purpura trans-
parente, enquanto nos tubos positivos 0 meio de cultura
apresenta-se amarelo e turvo devido as bactérias em suspen-
sdo que se reproduzem em seu interior.

Se for usado Caldo lLactosado, que é amarelo-claro
recém-preparado, os tubos positivos serao de cor amarela
mais forte, terao aspecto turvo e bolhas de gas no interior do
tubo de Durham.

Recomenda-se adquirir o meio de cultura pronto de
marca comercial conhecida com registro de qualidade. Eles
sdo vendidos em po e se reidratam com agua destilada.
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Componentes do Meio Caldo Lauryl Triptose

Tryptose 20,0g
Lactose 5,08

K ,HPO, 2,758
KH,PO! 2,758
Nall 5,08
Sodium lauryl sulfate 0,1g
Agua destilada 1000 mL

Os ingredientes (po) sdo misturados com agua destilada e
essa mistura € aquecida para dissolucdo do soluto. A seguir, esse
meio de cultura é distribuido nos tubos em volumes de 10 mL com
tubos de Durham em posicao invertida no interior, e estes sao
esterilizados por 15 minutos a 121°C. O pH deve ser de 6,840,2.
Adiciona-se ao meio 0,01 g/ de purpura de bromocresol, que
indicara a producao de acido ao passar para a cor amarela, positi-
vando o resultado nesta parte do teste. A seguir, apresentam-se,
na Tabela 1, informacdes para preparacao do meio de cultura
Lauryl Triptose, da fase presuntiva, em diferentes concentracoes
de acordo com o volume de amostra a ser inoculado.

Tabela 1 - Preparagao do meio de cultura Lauryl Triptose em
diferentes concentracdes de acordo com o volume de amostra de
agua a ser inoculado

Inoculo da Total (mL) de meio Volume do meio +  Quantidade do

amostra de dgua de cultura no tubo indéculo (mL) meio de cultura a
(mL) de ensaio ser pesado (g/L)

1 10 ou mais 11 ou mais 35,6

10 10 20 n2

10 20 30 53,4

20 10 30 106,8

100 50 150 106,8

100 35 135 1371

100 20 120 213,6

Fonte: Autoras.
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A quantidade de amostra a ser utilizada depende da qua-
lidade e caracteristicas da agua. Para agua potavel, como ja
foi citado, podem-se usar 5 tubos para 10 mL, 5 tubos para 1
mL e 5 tubos para 0,1 mL (embora ndo atinja o volume reco-
mendado de 100 ml, pode ser util para algum dado que ndo
faca parte da rotina de controle sistematico da qualidade da
agua) e, para agua ndo potavel, pode-se usar sem restricoes
o teste de tubos multiplos de 15 tubos, ou seja, 5 tubos para
cada volume e suas diluicoes de 1; 0,1 (107); 0,001 (102), 0,001
(10° mL), etc.

Inoculagao dos tubos da fase presuntiva e incubacao

Para inocular os tubos, deve-se agitar a amostra vigo-
rosamente e transferir, para cada tubo da primeira série de
5 tubos, 10 mL da amostra (recomenda-se agitar a amostra
apos cada inoculacdo e antes da proxima). Na segunda série,
sera inoculado em 5 tubos, 1 mL da amostra, e na terceira
série 0,1 mL em cada um dos 5 tubos e/ou as diluigdes sub-
sequentes em ordem decimal. Deve-se utilizar pipeta estéril
para cada nova diluicao a ser inoculada e as pipetas usadas
devem ser mergulhadas em um recipiente com desinfetante.
Misturar, depois de inoculadas, cada uma das diluicoes, sua-
vemete, por agitacao, cuidando de nao molhar o tampao de
algodao ou qualquer tipo de tampa que for usada e de ndo
gerar bolhas de ar que podem entrar nos tubos de Durham e
dificultar a leitura posterior. Incubar os tubos inoculados a 35
+ 0,5 por 24h.

Apos esse tempo, observar em cada tubo se houve cres-
cimento, producdo de gas e producdo de acido. Se ndo houver
producao de gas ou reacao acida, reincubar e reexaminar apos
as proximas 24 horas (tempo total de incubacdo para esses
tubos: 48+3h). A auséncia de reacdo acida apos esse tempo
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constitui um teste negativo com ou sem gas (alguns poucos
coliformes sdo anaerogénicos). Cada tubo positivo deve ser
submetido a fase de confirmacao.

Fase de Confirmacao ou Fase Confirmativa

Para coliformes totais: Imediatamente depois de efetu-
ada a leitura dos tubos no final da fase presuntiva, deve-se
homogeneizar, de forma suave, os tubos positivos para
resuspender 0s microrganismos que sedimentaram. Com
alca bacteriologica estéril, transferem-se uma ou duas ali-
quotas do tubo positivo para um tubo com meio Caldo Verde
Brilhante Bilis 2% - CVBLB. Etiquetar esse tubo com CVBLB
com os mesmos dados do tubo presuntivo correspondente,
trocando apenas a data. Incubar a 35° + 0,5°C durante 24 - 48
horas. A producdo de gas e a turbidez significam reacdo posi-
tiva e confirmam a presenca de coliformes. Também devem
ser considerados positivos os tubos sem gas, e todos serao
submetidos ao teste completo. A leitura final da combinacao
de tubos positivos e negativos gera o c6digo para entrar na
tabela de NMP para calcular a concentracdo de bactérias coli-
formes totais em 100 mL de amostra.

Para coliformes termotolerantes: este grupo de coli-
formes pode ser determinado de forma simultanea com o0s
coliformes totais, a partir da fase confirmativa em CVBLB 2%.
Paraisto, a partir de tubos positivos da fase presuntiva, faz-se
a transferéncia simultanea de uma ou duas alcas bacteriologi-
cas (Figural) para tubos contendo o meio caldo EC (especifico
para coliformes termotolerantes) e para o CVBLB 2% (para
investigacdo de coliformes totais). Os tubos inoculados com
EC devem ser incubados a 44,5 °C, durante 24 horas, de pre-
feréncia em banho-maria com recirculacao de agua, para
garantir que todos os tubos recebam a mesma temperatura.
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Alguns pesquisadores recomendam fazer a transferéncia
para Meio EC somente dos tubos CVBB 2% positivos, ou seja,
depois de confirmada a presenca de coliformes totais.

Figura 1 - Metodologia para a inoculacdo de tubos de ensaio com alca
bacteriologica

1 -Flambar a alga até ficar 2 - Agitar a amostra

3 - Abrir o tubo e flambar
vermelha vigorosamente

sua boca

4 - Deixar a alga esfriar & - Tampar o tubo
por no minimo 5 segundos cultura novamente

retirar uma algada de
bactérias, evitando tocar
nas paredes do tubo

5 - Flambar a boca do tubo de

Fonte: Cerqueira e Sant’anna (2007).

Meio de Cultura - Verde Brilhante Bilis 2% - CVBB 2%

Este meio sera utilizado na fase confirmativa do grupo
coliformes totais, onde serao considerados positivos os tubos
com crescimento e com ou sem producdo de gas.

231



Composicao do meio

Peptona 10,08
Lactose 10,08
Oxgall (Bilis) 20,0g
Verde Brilhante 0,0133g
Agua Destilada 1L

Adicionar os ingredientes a agua destilada. Dissolver.
Ajustar o pH para 7,2 £ 0,2. Distribuir em tubos de ensaio con-
tendo tubos de Durham em posicado invertida no seu interior,
até cobrir os mesmos. Tampar e autoclavar a 121°C durante 10
minutos.

Este meio de cultura é vendido pronto por varias marcas
comerciais, e sua compra é recomendada em vez de realizar
Sua preparacao no laboratorio, por serem menos varidveis a
quantidade e a qualidade de seus componentes. O meio é uti-
lizado para a determinacao de coliformes totais em amostras
de agua e de alimentos.

Para amostras de aguas poluidas ou residuais que apre-
sentarem tubos presuntivos positivos, devem-se submeter a
fase de confirmacao os tubos de mais alta diluicao que foram
positivos de até 48 h de incubacao.

Fase Completa

Essa fase visa eliminar os resultados falso-positivos, que
podem ocorrer no Caldo Verde Brilhante Bilis 2% devido a
acdo sinérgica de diferentes bactérias. Inclui a realizacdo de
ensaios presuntivos e confirmativos e deve ser feito em 10%
dos tubos positivos da fase confirmativa.

A partir de um tubo positivo, procede-se a inocula-
cdo com alca bacteriolégica para um meio sélido (Agar de
MacConkey, Agar Eosina Azul de Metileno ou Agar LES Endo),
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utilizando-se semeadura em estrias para obter colonias isola-
das (Capitulo 5). Repetir o procedimento com 10% dos tubos
positivos em CVBB 2%.

Essa placa de Petri se incuba a 35 + 0,5°C por 24 + 2
horas, e as colonias que se formam devem ser tipicas de
coliformes:

« nomeio Agar LES Endo, as colonias tipicas sao de cor
rosa para vermelho escuro ou roxo intenso, cobertas
de um brilho verde metalico forte;

+ no meio Agar de MacConkey, as colonias tipicas sdo
de cor rosa intensa ou vermelhas e bordas lisas e
podem ser circundadas por uma zona opaca de bile
precipitada (Figura 2)

+ as coldnias tipicas no meio Agar Eosina Azul de
Metileno sdo nucleadas, escuras, com ou sem brilho
metalico (Figura 3).

De cada placa de Petri, retirar, com alca ou agulha esté-
ril, uma ou mais coldnias tipicas bem isoladas, e inocular em
Caldo Lauryl Triptose e em Agar Nutriente. Visualizar a pro-
ducdo de gas e turbidez apos 24 + 2 horas a 35 + 0,5°C (ou
48 = 3h) no Caldo Lauryl Triptose. No Agar Nutriente, semear
uma ou mais colonias tipicas para serem submetidas a colora-
cao de Gram para a confirmacdo microscopica da morfologia
e da composicao quimica de sua parede celular (visualizar
as bactérias em forma de bastonete ou de bacilo, Gram-
negativas que sdo de cor rosa e ndo esporuladas). Com esses
testes, conclui-se pela confirmacao da presenca de bactérias
do grupo coliforme na amostra. Com os dados obtidos, calcu-
lar o NMP de coliformes totais (ver calculos).
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Meios de Cultura
LES Endo Agar

Este meio sera utilizado para inoculacao de crescimento
bacteriano vindo do meio Verde Brilhante Bilis, a fim de
observar o crescimento de coldnias tipicas confirmativas de
coliformes — teste completo.

Composicao do meio

Casitone ou tripticase 3,78
Thiopeptone ou thiotone 3,7g
Triptose 7,58
Lactose 9,48
K,HPO, 3,38
KH,PO, 1,08
NaCl 3,78
Desoxicolate de sodio 0,18
Lauril sulfato de sodio 0,058
Na SO, 1,68
Fucsina basica 0,88
Agar 15,08
Agua destilada 1L

Misturar os ingredientes dissolvendo a temperatura
de 45 - 50°C, sem deixar ferver. Nao esterilizar em auto-
clave, pH final 7,2 £ 0,2. Colocar 2 — 3 mL nas placas de Petri
pequenas de 47 mm de diametro ou 10 a 15 mL nas placas
de 90 mm, acondicionar em bolsas plasticas no refrigera-
dor ou em caixas plasticas de feche hermético. Viavel por 2
semanas. Preferentemente adquirir o meio pronto de marca
conhecida.
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O meio de MacConkey pode também ser utilizado para
inoculacao de bactérias a partir do meio Verde Brilhante Bilis,
a fim de observar o crescimento de coldnias tipicas de coli-
formes. Nesse meio, as bactérias fermentadoras de lactose
formam coldnias lisas cor-de-rosa e assim se conclui com o
teste completo.

Composicao do Meio de MacConkey

Peptona 17 g

Proteosa peptona7 g
Lactose 10 g

Na Cl 5g

Agar13,5 g

Vermelho neutro 0,03 g
Cristal violeta 0,001g
Agua destilada 1L

Adicionar os ingredientes na agua, misturar e esquentar
até fervura para dissolvé-los. Esterilizar na autoclave por 15
min a 121°C. Distribuir nas placas de Petri (100 x 15 mm). O
pH deve estar 7,1 + 0,2 apoés esterilizacao. Preferentemente
adquira o meio pronto de marca conhecida.

A Figura 2 mostra uma Placa de Petri com meio
MacConkey de crescimento de coldnias tipicas de coliformes.
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Figura 2 - Placa de Petri com MacConkey Agar e crescimento tipico
de colonias de coliformes. A cor rosa mais forte das colonias é devido
a fermentacdo da lactose pelas bactérias.

Fonte: Mara (1974).

Agar Nutriente
Este meio é utilizado para inocular as culturas estoque, e
as que serdo submetidas aos testes enzimaticos e a coloracao

de Gram.

Composicao do meio

Peptona 508
Extrato de carne 3,08
Agar 1508
Agua destilada 1000 mL

Dissolver os ingredientes na agua, aquecendo sua-
vemente. Distribuir em tubos de ensaio volumes de 5 mlL.
Autoclavar a 121°C durante 15 min. Tirar da autoclave ainda
quente e deixar solidificar em posicdo inclinada.
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Meio EMB - Eosina Azul de Metileno
Este meio pode ser também utilizado para inoculacdo de
bactérias crescidas no meio Verde Brilhante Bilis 2%, a fim de

observar o crescimento de coldnias tipicas.

Composicao do meio

Peptone 10,0 g
K,HPO, 208
Lactose 508
Sucrose 508
Eosina 048
Azul de Metileno 0,07g
Agar 13,58
Agua Destilada 1000 mL

Dissolver os ingredientes na agua aquecendo suave-
mente. Nao deixar atingir ebulicdo. Autoclavar a 121°C durante
15 min. Distribuir volumes de aproximadamente 12 mL em pla-
cas de Petri de 15 mm X 100 mm. Preferentemente adquirir o
meio pronto de marca conhecida.

O grupo dos coliformes termotolerantes ¢ detectado
junto aos coliformes totais, a partir da fase confirmativa em
CVBB 2%, como explicado acima. Para isto, procede-se da
seguinte maneira:

e A partir de tubos positivos da fase confirmativa em
CVBB 2%, procede-se a transferéncia de uma ou duas
aliquotas com alca bacteriolégica estéril para tubos
contendo o meio caldo EC.

* Os tubos inoculados com EC devem incubar-se a
445 °C, durante 24 horas. Se for usado banho-maria
em vez de estufa, deve-se manter a agua acima do
nivel do meio de cultura dentro dos tubos (preferir
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banho-maria com recirculacao de agua, para garantir
que todos os tubos recebam a mesma temperatura).
A presenca de turbidez e a producdo gas neste meio indi-
cam a presenca de coliformes termotolerantes.

Meio EC

Utilizado para inoculacao de culturas vindas do teste
confirmativo (Caldo Verde Brilhante Bilis 2%) para identifica-
¢ao de Coliformes Termotolerantes.

Composicao de meio
Triptose ou tripticase 20,0 g

Lactose 508
Sais Biliares N° 3 1,58
H,HPO, 408
KH,PO, 1,58
NaCl 508
Agua destilada 1000 mL

Dissolver os ingredientes na agua. Ajustar o pH para
6,9 £ 0,2. Distribuir em tubos de ensaio contendo tubos de
Durham em volume adequado para cobrir este tubo pequeno.
Esterilizar a 121°C durante 15 min. Inocular os tubos com alca a
partir do verde brilhante. Verificar tubos positivos e negativos
respeitando a diluicao original do in6culo em caldo lactosado.
Com os dados obtidos, calcular o NMP de coliformes ter-
motolerantes. Preferir meios de cultura prontos de marcas
comerciais reconhecidas. Para diferenciar com seguranca e
rapidamente E. coli a partir dos tubos positivos de EC, usa-se
0 meio cromogénico EC-MUG.
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Meio EC-MUG

Este meio sera utilizado para confirmacao das E. coli pela
producdo de fluorescéncia quando se ilumina com luz UV (A
366 nm). Para identificar a presenca de E. coli, deve-se trans-
ferir uma ou duas alc¢as da cultura positiva nos tubos do teste
confirmativo Verde Brilhante Bilis para o meio EC-MUG e
incubar em banho-maria a 44,5 £ 0,2°C por 24 + 2 horas, man-
tendo o nivel da agua ou temperatura homogénea na estufa.
Observar os tubos e aqueles em que houve crescimento (tur-
bidez) submeté-los a luz UV (A 366 nm). A presenca do brilho
azul fluorescente é uma resposta positiva para E. coli.

Quando se deseja quantificar coliformes termotolerantes
e confirmar a presenca de E. coli numa mesma amostra, deve-
se usar o meio EC-MUG para tubos multiplos considerando
que, neste meio, a presenca de cor amarela intensa indica
coliformes termotolerantes. Os mesmos tubos positivos para
coliformes termotolerantes ao serem observados com luz
UV (A 366 nm), se apresentarem fluorescéncia azul sao tam-
bém positivos para E. coli. A combinacdo de tubos positivos e
negativos permite entrar na tabela de numero mais provavel
(NMP) para coliformes termotolerantes e para E. coli.

E. coli é o unico coliforme que produz a enzima [R-glu-
curonidase que lhe permite metabolizar parte da molécula
MUG e produzir fluorescéncia. MUG é a sigla do composto
4-metilumbeliferil-B-D-glucoronideo, molécula  sintética
e marcada com a substancia luminescente no fragmento
4-metilumbeliferil. A enzima R-glucuronidase cliva o MUG em
seus dois componentes: 4-metilumbeliferil e o R-d-glucorini-
deo. Este ultimo composto € assimilado e metabolizado pela
E. coli enquanto o primeiro fica livre no meio e expressa sua
marca de bioluminescéncia ao ser iluminado com UV (A 366
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nm). Maiores detalhes sobre o uso de substratos cromogéni-
cos definidos podem ser obtidos no Capitulo 11 deste manual.

A determinacao de E. coli em amostras de agua potavel é
obrigatoria na legislacao brasileira (Portaria 2914/2011-MS -
BRASIL, 2011) (ver calculos).

Calculos e Expressao dos Resultados

A densidade ou concentracao de coliformes na amostra
é expressa como NMP de coliformes por 100 mL, numero este
obtido com tabelas que contém os limites de confianca de 95%
para cada valor de NMP determinado. O numero de tubos e o
volume da amostra selecionada dependem da qualidade e das
caracteristicas gerais da agua a ser examinada.

Para agua potavel, sao usados 5 tubos com volume de 20
mL, 10 tubos com 10 mL ou simplesmente 100 mL da amostra
para verificar auséncia-presenca.

Para agua nao potavel, podem ser realizadas diluicoes
consecutivas, dependendo do grau de poluicdo. O método que
foi aceito internacionalmente, durante muito tempo, admite a
repeticao de cada diluicao 5 vezes, analisando-se um minimo
de 3 diluicées decimais consecutivas (10 mL; 1,0 mL; 0,1 mL
volumes da amostra ou 1, 0,1 e 0,01 mL ou 0,01, 0,001, 0,0001
mL, etc.) que em seu conjunto analisam 55.5 mL de agua.
Quanto maior for o numero de tubos inoculados para cada
diluicao, menor sera o erro. Atualmente, a série de 15 tubos
com5x10mL; 5x1TmL e 5 x 0,1 mL nao é permitida na rotina
laboratorial de controle da qualidade bacteriologica da agua
potavel, porque é exigida internacionalmente a analise de um
volume minimo de 100 mL de agua. Pode ser substituido por 5
tubos com 20 mL de amostra cada um.
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Tabela 2 - NMP e limites de confianc¢a para varias combinacgoes
de resultados positivos e negativos, quando se usam cinco tubos
contendo 20 mL da amostra

N° de tubos com reacdo positiva de 95% Limite de
um total de 5 contendo cada um 20 |NMP /100 mi | Confianca (aproximado)
mL de amostra Inferior Superior
0 <11 0 3,0
1 1,1 0,05 6,3
2 2,6 0,3 9,6
3 4,6 0,8 14,7
4 8,0 1,7 26,4
5 > 8,0 4,0 - (infinito)

Fonte: APHA — AWWA - WPCF (2012).

Interpretacao dos resultados:
Ex.: Se dos 5 tubos inoculados, 3 forem positivos, entdo o
NMP é 4,6 NMP/ 100 mL.

Tabela 3 - NMP e limites de confianca para varias combinacoes de resultados

positivos e negativos, quando se usam dez tubos contendo 10 mL da amostra

95% Limite de
N° de tubos com reacao positiva em| NMP /100 ] .
Confianca (aproximado)
10 com 10 mL de amostra mL . .
Inferior Superior

0 <11 0 3,0

1 1,1 0,03 59

2 2,2 0,26 8,1
3 3,6 0,69 10,6
4 5] 1,3 13,4
5 6,9 21 16,8

6 9,2 3.1 211

7 12,0 43 271
8 16,1 5,9 36,8
9 23,0 8,1 59,5
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10 | | - (infinito)

Fonte: APHA — AWWA - WPCF (2012).

>23,0 13,5

Interpretacao dos resultados:
Ex.: Se dos 10 tubos utilizados, 3 forem positivos, o NMP
é:3,6 NMP/ 100 mL.

Para avaliar os resultados de amostras que foram ino-
culadas em 15 tubos, com volumes de 10,1 e 0,1 mL com 5
repeticoes de cada volume (5 x 10 mL, 5x1mL e 5 x 0,1 mL),
deve-se proceder da seguinte forma:

- Para os volumes 10 mL, 1TmL e 0,1 mL, inoculados 5 vezes
cada um, anota-se o numero de tubos positivos de cada série,
verifica-se a combinacdo para os tubos positivos no Quadro 1
e se procede a ler o NMP na coluna correspondente.

Exemplo: Considerando trés diluicdes e a inoculacao de
trés séries de cinco tubos, para amostra de 10 mL, 1 mL e 0,1
mL, no Quadro 1, podem-se obter os seguintes resultados:

Quadro 1 - Utilizacao de trés diluicdes e a inoculacao de trés séries de
cinco tubos, para amostra de 10 mL, 1 mL e 0,1 mL

Diluicdes

Tubo 1

Tubo 2

Tubo 3

Tubo 4

Tubo 5

10 mL

+

+

+

+

+

1mL

+

+

+

0,0 mL

+

+

Fonte: Mara (1974).

Anotam-se: 10 mL: 5 tubos positivos; 1 mL: 3 tubos posi-
tivos; 0,1 mL: 2 tubos positivos.

A combinacao de tubos é: 532, numero este também
denominado “codigo”.

O NMP sera obtido diretamente a partir do Quadro 2, e o
resultado é 140 NMP/100 mL.
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Quadro 2 - NMP - Combinacao de resultados positivos quando sdo
utilizados cinco tubos para as diluigcées com 10 ml;1 mlL; 0,1 mL

(continua)

NMP/ Limite de Limite de
Combinacao 100 Confianca 95% Combinacao| NMP/ Confianca 95%
de positivos mL | Inferior |Superior de Positivos | 100 mL Inferior |Superior

4-2-0 22 9,0 56
0-0-0 <2 - - 4-2-1 26 12 65
0-0-1 1,0 10 4-3-0 27 12 67
0-1-1 1,0 10 4-3-1 33 15 77
0-2-0 1,0 13 4-4-0 34 16 80
5-0-0 23 9,0 86
1-0-0 2 1,0 n 5-0-1 30 10 10
1-0-1 4 1,0 15 5-0-2 40 20 140
1-1-0 4 1,0 15 5-1-0 30 10 120
1-1-1 6 2,0 18 5-1-1 50 20 150
1-2-0 6 2,0 18 5-1-2 60 30 180
2-0-0 4 1,0 17 5-2-0 50 20 170
2-0-1 7 2,0 20 5-2-1 70 30 210
2-1-0 7 2,0 21 5-2-2 90 40 250
2-11 9 3,0 24 5-3-0 80 30 250
2-2-0 9 3,0 25 5-3-1 10 40 300
2-3-0 12 5,0 29 5-3-2 140 60 360
3-0-0 8 3,0 24 5-3-3 170 80 410
3-0-1 n 4,0 29 5-4-0 130 50 390
3-1-0 n 4.0 29 5-4-1 170 70 480
3-1-1 14 6,0 35 5-4-2 220 100 580
3-2-0 14 6,0 35 5-4-3 280 120 690
3-2-1 17 7,0 40 5-4-4 350 160 820
5-5-0 240 100 940
4-0-0 13 5,0 38 5-5-1 300 100 1300
4-0-1 17 7,0 45 5-5-2 500 200 2000
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4-1-0 17 7,0 46 5-5-3 900 300 2900

4-1-1 21 9,0 55 5-5-4 1600 600 5300

4-1-2 26 12,0 63 5-5-5 1600 - -

Fonte: APHA — AWWA - WPCF (2012).

Este quadro é utilizado para amostras de aguas tratadas
e brutas quando sao utilizados 5 tubos de 10 mL, 5 tubos de 1
mL e 5 tubos de 0,1 mL e diluicdes maiores.

Para amostras de aguas mais contaminadas, devem-se
preparar diluicoes mais altas, por exemplo, 102, 10 e 10 ou
ainda maiores.

Quando sdo utilizadas trés séries de 5 tubos com dilui-
coes decimais diferentes daquelas indicadas na Tabela (por
exemplo 102,107 e 10%), calcula-se o NMP segundo a férmula
abaixo:

NMP correspondente ao codigo (para 10 mL, 1 mL e 0,1
mL) x 10 (maior volume inoculado selecionado para compor
0 c6digo)

Ex.1: Considerando os volumes de 100 ml, 10 ml e 1 mil e
tubos positivos de 5, 4 e 0 respectivamente, a combinacao na
tabela é 540, e o NMP correspondente é 130.

Aplicando a formula = (130 x 10)/100 =13 NMP/100 mL

Ex. 2: Considerando a inoculacdo de 1 ml, de Tml da dilui-
¢do 10"e 1 ml da diluicao 102 e resultados positivos nos 5 tubos
de 1 ml e nenhum nas outras duas, a combinacao é 500, e o
NMP na tabela é 23. Mas como foram feitas diluicdes, deve-se
fazer o calculo:

Aplicando a formula = (23 x 10)/1 = 230 NMP/100 mL
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Ex. 3: Considerando a inoculacdo de 1 ml de cada uma
das seguintes diluicoes: 102,10 e 10, os resultados mostram
5 tubos positivos para 102, 4 para 10 e 0 para 10, na tabela,
essa combinacao é 540 corresponde ao NMP 130. Claculando
a concentragao real para as diluicdes usadas:

Aplicando a férmula = (130 x 10)/102 = 13x10* NMP/100
mL

Quando sao inoculados mais de 3 volumes decimais (10; 1;
0,1e 0,01 mL), utilizam-se para a busca do NMP, na tabela, ape-
nas os resultados positivos de trés séries consecutivas, sendo
que o primeiro algarismo escolhido para compor o codigo sera
aquele da série de menor volume da amostra (maior diluicao),
na qual todos os tubos apresentaram resultados positivos e
desde que tenham sido inoculadas diluicoes decimais seriadas
para totalizar os trés algarismos para o cédigo. Logo, o NMP
lido na tabela é submetido ao calculo para obter o resultado de
acordo com as diluicoes e sera obtido com a formula a seguir:

Valor do NMP para as diluicées (10, 1 e 0,1) da tabela x10
(maior volume inoculado e selecionado para compor o c6digo)

Ex. 1: Considera-se agora a inoculacao de 10 ml em 5
tubos, 1 ml de 10" em outros 5, a seguir, 1 ml de 10~ em outros
5 tubos, assim sucessivamente paralml de 10° e 1 ml de 10
Os resultados foram: 5 tubos positivos para 10 ml, 5 para 10,
2 para 102, 1para10°e 1para 10™. A maior diluicdo com todos
os tubos positivos foi 107. E as duas dilucdes subsequentes
foram 10 com dois tubos e 103 com 1 unico tubo. Portanto,
combinacdo igual a 521, o qual corresponde na tabela ao NMP
70. Para obter o real NMP em 100 ml da amostra, aplica-se a
formula, a seguir, levando em consideracao o maior volume
inoculado (ou seja, a menor diluicdo).
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Aplicando a férmula para o maior volume inoculado: =
(70 x 10)/10"'= 7 x 105NMP/100 ml

Ex. 2: Considerando a inoculacdo de 1 ml de 107, de Tml
de 102 e, assim, sucessivamente para 103, 10* e 10-5, os
resultados foram: 5 tubos positivos da primeira diluicdo, 5 da
segunda, 5 da aterceira, 2 da quarta e 0 da quinta. A combi-
nacdo ou codigo de entrada na tabela é 520 (a maior diluicdo
com todos os tubos positivos foi 10 com 5 tubos positivos).
Para esse codigo 520, a tabela mostra NMP de 49.

Aplicando a formula para o maior volume inoculado:

=(49 x10)710° = 4,5 x10° NMP/100 m1*

Se a combinacao nao for encontrada na tabela, o NMP
estimado pode ser calculado com equacdes especificas, mas
destaca-se que quando varias amostras apresentam combina-
coes positivas inexistentes na tabela, a causa é, em geral, um
erro de inoculacao ou de agitacao da amostra, sendo melhor
repetir o teste.

A seguir, apresentam-se fluxogramas das técnicas para
coliformes totais, termotolerantes e E. coli.

246



Fluxogramas das Técnicas de Tubos Miiltiplos para
Quantificacao de Colifomes Totais, Coliformes
Termotolerantes e E. coli

1- Esquema do procedimento para coliformes totais

Amostra

2\

Diluicoes decimais seriadas
\

Fase Presuntiva: Inoculacao em tubos de Caldo Lactosado ou
Caldo Lauril Sulfato,
\
Diluicoées 5x10 mL, 5 x 1mlL, 5 x 0,1 mL ou maiores

2\

[Incubacao a 37°C/24 a 48 h
2\

Tubos positivos com turbidez e gas

\

Fase confirmativa para coliformes. Transferir dos tubos positi-
vos com alca uma aliquota da cultura para tubos com CVBLB
\

Incubacao a 37°C /24 a 48 h
2\

Tubos positivos com turbidez e gas. Ler combinacao de tubos
positivos e negativos.

2\

Teste completo. A partir dos tubos positivos em CVBLB, trans-
ferir uma algca de um dos meios de cultura para confirmacao
nos meios solidos (Agar de MacConkey, Agar Endo Less ou
EAM).

2\

Incubacao a 37°C / 24 h — visualizar as colonias tipicas de
coliformes..
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Todos os tubos positivos devem ser semeados em meios
solidos e, ap6s o crescimento das coldnias, deve-se proce-
der a coloracdo de Gram e se for necessario, aplicar testes
de provas bioquimicas para a identificacdo dos géneros das
enterobactérias.

A lactose do caldo lactosado é a fonte de carbono das
bactérias coliformes, a qual é fermentada, com producao de
acido e gas. O Lauril Sulfato pode ser adicionado ao caldo com
lactosa por ser um inibidor da microbiota acompanhante.

Utiliza-se um meio de cultura com inibidores para as bac-
térias ndo coliformes ou microbiota acompanhante. O Caldo
Verde Brilhante Lactose Bilis a 2% (CVBLB) é uma boa escolha
porque a bilis bovina e o corante verde brilhante funcionam
como inibidores das bactérias Gram positivas, principais
bactérias presentes na biota das amostras de fezes e do
ambiente. A producdo de gas no CVBLB indica o crescimento
de bactérias Gram negativas fermentadoras de lactose como
os coliformes.

2 - Esquemas do procedimento para coliformes termotolerantes

A partir dos tubos positivos para coliformes totais em
CVBLB, transfere-se uma alca para o caldo EC
2\
[Incubacao a 44,5°C /24 h
\
Turbidez e gas evidenciam coliformes termotolerantes

3 - Esquemas do procedimento para E. coli
Pode-se proceder de duas formas:

a. A partir dos tubos positivos para EC inocular uma
alca em meio EC-MUG
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b. Podem-se detectar, simultaneamente, coliformes ter-
motolerantes e E. coli semeando as culturas positivas
em CVBLB diretamente em EC-MUG. Apos fazer a
leitura para coliformes termotolerantes, procede-se
a observar os tubos em UV (A 366 nm) para visualizar
uma fluorescéncia azul. Este método é mais pratico e
econdmico que o anterior.
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Carituro 10

Técnica da membrana filtrante

filtracdo é um processo de separacao de um sélido par-

Agculado de um fluido, neste caso, um liquido, através

e um meio poroso (@ membrana), no qual, o solido fica

retido e o liquido passa por esse meio. Na filtracdo por mem-

brana em microbiologia, o liquido passa por efeito da pressao
de uma bomba de succao.

E um método generalizado para separar bactérias,
cianobactérias, protozoarios, leveduras, fungos e outros
microrganismos de matrizes ambientais (agua, esgotos, lodos
e solos, entre outros materiais) e proceder ao seu cresci-
mento, identificacao e quantificacao.

A técnica se fundamenta na filtracdo de um volume
conhecido da amostra liquida e de suas diluicOes que contém
osmicrorganismos a serem identificados e quantificados, atra-
vés de uma membrana de acetato de celulose pura e atoxica.
Essa membrana possui 45 mm de didametro e poros pequenos
(0,22 a 0,45 mm de diametro) que retém os microrganismos,
de tamanhos iguais ou inferiores a 1ym, mas superiores a 0,22
pm ou 0,45 pm. Enterobactérias como E. coli, Klebsiella sp,
Citrobacter sp; Salmonella sp, Shigella, entre outras, tém
tamanho médio de 1 - 1,5 x 2 a 2,5 pm e ficam retidas nos
poros dessas membranas.

As bactérias que ficam aprisionadas nos poros cres-
cem localmente na parte superior da membrana depois de
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colocada numa placa de Petri com um meio de cultura que se
difunde através da membrana e favorece sua multiplicacao.
Para estimular esse crescimento, a placa é incubada na estufa
bacteriologica em posicdo invertida durante 24 ou 48 horas
na temperatura apropriada. Ao se multiplicarem no mesmo
local (ao redor do poro), as bactérias formardo uma colonia
que se visualiza a olho nu. A quantificacdo pressupde que em
cada poro ficou retida apenas uma bactéria, ou seja, que cada
colonia se formou a partir de uma unica bactéria daquelas
presentes na amostra original. Essas coldnias sao quantifica-
das e se procede ao calculo do numero de bactérias presentes
na amostra.

Em um unico poro, pode ficar aprisionada uma bactéria,
duas ou mais, e estas crescerem formando uma coldénia ou
duas, muito proximas, que assemelham ser s6 uma (Figura
1). Ao quantificar, ndo é possivel saber quantas bactérias
originaram uma colonia. Dessa forma, a quantificacao com
todas as técnicas baseadas na contagem de coldnias usa a
unidade UFC (Unidades Formadoras de Colonias) referida a
um determinado volume da amostra liquida, para poder cal-
cular a densidade (UFC. mL' ou UFC.100mL"). O volume de
referéncia sera 1 mL se foram quantificadas Bactérias Totais
Heterdtrofas ou Contagem Padrao (UFC.mL") como mostrado
no Capitulo 7. Para coliformes, as normas internacionais refe-
rem-se a densidade de bactérias em numero de UFC.100mL"
(Capitulo 9).

A filtracdo é realizada com um sistema (sistema de fil-
tracdo) constituido por um funil de filtracdo, suporte da
membrana, tampao de polipropileno para o ajuste do filtro e
do suporte de membrana e frasco receptor do liquido filtrado,
que sera descartado (Figura 1). Todo o sistema deve ser esteri-
lizado antes de uso e o ambiente da bancada de trabalho deve
manter condi¢cdes assépticas com o bico de Bunsen aceso (as
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vezes, é necessario manter ligado mais de um bico de Bunsen)
ou trabalhar em camara de fluxo.

Figura 1 - Sistema de Filtracao por Membrana com Equipo de Plastico
Termorresistente

™ ® . Partes constituintes de um sistema de filtragdo por
membrana com funil de plastico atéxico e

& —]_"D termorresistente:
a - —== =

r = 4 a) Tampa do funil com entradas para liquidos.

[g]
!

b) Funil de filtragdo de 250 mL graduado.

{ c) Membrana filtrante.
N
\

Fonte: Mara (1974).

Q
E’

1]

Os funis podem ser de material plastico, de vidro ou de
aco inoxidavel. Esse funil € montado sobre o suporte da mem-
brana e se ajusta por pressao ou por um sistema de rosca.
O conjunto se ajusta ao frasco receptor do liquido filtrado e
esse recipiente, que pode ser também um kitassato, tem uma
saida para conexdo a bomba.

Podem-se utilizar suportes de filtros para conectar 3a 5
filtros em série a uma Unica bomba e processar varias amos-
tras de forma simultanea, ganhando-se tempo, com menor
consumo de energia.

Nas Figuras 2 a 8, observam-se filtros de diferentes qua-
lidades (plastico, vidro, aco inoxidavel) e suportes para filtros.
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Citam-se os passos metodologicos do processo de filtracao
tais como a colocacdo da membrana sobre o suporte de fil-
tracao, placas de Petri de 47 mm, uma placa de Petri com
“pads” ou discos absorventes estéreis para meios de culturas
liquidos e uma membrana filtrante com col6nias de bactérias
coliformes e, por ultimo, uma ampliacao da superficie de uma
membrana filtrante com bactérias de forma bacilar na super-
ficie onde se visualiza sua posi¢ao nos poros.

Figura 2 - Filtros conectados em série em um unico suporte ligado a
um coletor da agua filtrada e este a bomba

Fonte: MERCK/MILLIPORE (2015).
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Figura 3 - Um unico filtro em um suporte para trés. Um suporte de
funil fica aberto para receber a pressdao da bomba e os outros ficam
fechados para evitar a perda de pressao

Fonte: MERCK/MILLIPORE (2015).

Figura 4 - Colocacao da membrana sobre o suporte em um filtro de
aco inoxidavel antes da filtracao. A fase quadriculada para cima

.

Fonte: MERCK/MILLIPORE (2015).
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Figura 5 - Filtro de aco inoxidavel ajustado com garra para assegurar
o suporte da membrana e tampdo de polipropileno azul para fixa-lo ao
suporte para filtracdo

Fonte: MERCK/MILLIPORE (2015).

Figura 6 — Membrana de filtracao sobre Placa de Petri de 47 mm de
diametro com almofada (pad) para absorver meio de cultura liquido

SR

=

Fonte: Mara (1974).
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Figura 7 — a) Membranas com colonias de coliformes totais
(amarelas) em meio Enrichment Teepol Broth;
b) colonias com brilho metalico de coliformes totais em meio
Endo Agar Less e c) coliformes termotolerantes (colonias azuis)
em meio m- FC Agar

Fonte: Mara (1974).

Antes de efetuar a filtracao, deve-se preparar todo o
material a ser utilizado:

Os meios de cultura devem ser preparados seguindo as
indicacdes dos fabricantes. Para isso, é pesado o p6é (meio
desidratado) e adiciona-se agua destilada. Deve-se controlar
o pH e ajustar, se for necessario, com alcali ou com acido. A
esterilizacdo pode ser feita por fervura ou autoclave. O meio
de cultura deve ser especifico para a bactéria que se deseja
quantificar. Esses médios podem ser sélidos (com agar) ou
liquidos.

Os meios liquidos sdo colocados dentro de uma placa
de Petri, onde foi incluida uma almofada absorvente atoxica
(“pad”), estéril adquirida pronta dos fornecedores. Os meios
liquidos, depois de esterilizados, sao distribuidos com pipeta
estéril e ainda quentes, em pequenos volumes (2 a 2,5 mL)
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dentro das placas de Petri estéreis para saturar o “pad” (sem
excesso do liquido), deixando-se esfriar antes do uso. Devem
ser preparados e utilizados no mesmo dia da realizacao da
filtracdo ou ndo mais de 24 horas antes.

Os meios solidos contém agar, polimero de agarose obtido
de algas vermelhas, que é liquido em temperatura superior a
44°C e solido em temperaturas iguais e inferiores a 10°C. Sao
esterilizados por calor (fervura ou autoclavacdo) e se vertem
ou medem com pipeta estéril volumes aproximados de 2,5 mL
em cada placa de Petri plastica de 47 mm de diametro, esté-
reis e descartaveis. Podem-se, também, usar placas de Petri
de vidro de 49 mm que devem ser esterilizadas antes de uso,
e tém a vantagem de serem reciclaveis.

As placas com os médios solidos podem ser preservadas
em geladeira durante 24 a 48 horas para os meios de cultura
mais facilmente pereciveis e até 15 a 20 dias para aqueles mais
duradouros como o meio mFC-Agar, meio para coliformes
termotolerantes.

Para preservar os meios de cultura durante a estoca-
gem, as placas devem ser mantidas na geladeira dentro de
uma caixa plastica bem fechada com a base para acima e um
chumaco de algodao umido dentro da caixa, para evitar a des-
secacdo do agar. Podem-se usar bolsas plasticas com ziper
em substituicao a caixa plastica.

A esterilizacao do funil e do suporte da membrana pode
ser feita por fervura (100°C - 30 minutos), autoclave (121°C/1,5
atmosferas — 15 a 20 minutos) ou com luz UV (para os filtros
de vidro e de plastico — 30 minutos). As metodologias de este-
rilizacdo dos funis foram explicadas no Capitulo 7.

Para processar as amostras por membrana filtrante, uti-
liza-se liquido de diluicdo isotomnico. O liquido de diluicao sera
usado em varias etapas do processo: |) para preparar diluicoes
seriadas decimais para amostras com elevada concentracao
de microrganismos que ndo podem ser filtradas puras; ll) para
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adicionar dentro do funil de filtracao quando forem filtrados
volumes iguais ou inferiores a 10 mL da amostra ou de suas
diluicOes; lll) para lavagem das paredes do filtro apos a fil-
tracao e entre cada uma das filtracdes. Deve-se preparar um
liquido de diluicao isotonico pH 7,0 — 7,2, que sera esterilizado
em autoclave. Podem ser usados diferentes tipos de liquido de
diluicao. Este é um liquido isoténico tamponado para regular o
pH do ambiente e manter a turgéncia celular, ou seja, evitar a
morte por desidratacao (plasmoélise) ou por inchaco e ruptura
da célula (lise) — leveduras, bactérias, cianobactérias, algas
e alguns protozodarios sao microrganismos unicelulares. Por
falta ou excesso de sais na agua para a manutencao dos pro-
cessos metabolicos, a célula pode morrer rapidamente devido
a perda de agua (murcha) se houver maior concentracdo de
sais no meio externo (plasmolise na agua salgada). Ja nos
ambientes sem ou com poucos sais, a célula morre, porque
a agua penetra dentro da célula e esta incha e sua membrana
estoura (lise celular).

Como citado no Capitulo 7, existem diversas formulacdes
de liquidos de diluicao, a mais simples e muito utilizada ¢é a
solucdo fisioldgica salina, que consiste numa solucdo de NaCl
0,85% em agua destilada.

Todos os liquidos de diluicao devem ser esterilizados
antes de uso. Devem ser preparados nas quantidades neces-
sarias para o trabalho de 15 a 20 dias, e estocadas em volumes
pequenos com preferéncia igual ou inferior a 500 mL em gar-
rafas ou frascos bem fechados e em local fresco e escuro.
Esses cuidados diminuem os riscos de contaminacdes. Uma
formula de liquido de diluicido bastante usada é da Agua de
Diluicdo Tampéao Fosfato apresentada no Capitulo 7. E uma
solucao fosfatada salina.

Para as amostras com alta carga bacteriana, devem-se
fazer diluicoes seriadas decimais. Para isso, no dia anterior
ao teste, podem-se distribuir, sob condicoes de assepsia, em
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tubos de ensaio estéreis, 9 mL do liquido de diluicao esteri-
lizado e se preservam todos os tubos em geladeira até o dia
seguinte.

Foi escolhida a quantidade de 9 mL para que ao adicionar 1
ml da amostra se obtenha a diluicao 1/10, a seguir, uma aliquota
de 1 mL dessa diluicao (ou seja, 0,1 mL da amostra original) é
transferida com assepsia a outro tubo com 9 mL de liquido de
diluicdo, a segunda diluicao corresponde a 1/100 da amostra
bruta (ou seja, 0,01 mL da amostra original) e assim sucessi-
vamente se preparam as diluicoes seriadas. Por exemplo, para
calcular a densidade de coliformes totais, termotolerante e E.
coli em esgotos domésticos € necessario diluir até 10.000 ou
100.000 vezes (0,00001 mL da amostra original).

Também se pode fazer a distribuicdo do liquido de dilui-
cao nos tubos de ensaio antes da esterilizacdo. Para isso,
coloca-se em cada tubo um volume de 9 + 0,2 mL do liquido
de diluicdo. Esse aumento de 0,2 mL corresponde ao volume
que sera evaporado durante a autoclavacdo. Uma vez distri-
buido o liquido nos tubos, colocam-se os tampdes de algodao
ou de metal ou de plastico e se cobrem todos os tubos de
ensaio com papel metalico para evitar que os tampoes se
molhem com o vapor da autoclave. A seguir, esterilizam-se 0s
tubos com o liquido. Apos resfriados, devem ser mantidos na
geladeira e rapidamente utilizados.

Esgotos domésticos brutos tém em média 70.000.000
(7x107) a 900.000 (9x108) coliformes termotolerantes em 100
mL. Se fosse filtrado apenas um mL desse esgoto, deveriam
crescer, teoricamente, na superficie da membrana, 700.000
a 900.000 colodnias de coliformes. Essa quantidade de col6-
nias nao poderia se desenvolver na placa de Petri pela falta de
espaco e, se crescessem, seria impossivel quantificar a olho
nu. As que conseguissem crescer seriam de tamanho minimo
e superpostas. Por razoes de validade estatistica, o numero
de coldnias em membranas de 47 mm de didmetro deve ser
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superior a 13, e igual ou inferior a 80 para que possam se
desenvolver coldnias isoladas, grandes e visiveis.

Entdo, com amostras altamente contaminadas se pro-
cede a fazer as diluicées decimais acima citadas, sob estritas
condicOes de assepsia, em bancada previamente desinfetada
com alcool 70%, o bico de Bunsen acesso e os tubos de dilui-
cao préximos a area “quente” ou se trabalha na camara estéril
de fluxo laminar. Todo o material a ser usado deve ser estéril.

Diluicdo seriada significa que 1 mL da amostra sera dilu-
ido 10, 100, 1.000 vezes, etc., até obter as concentracoes
bacterianas adequadas para crescerem na membrana. No
caso da amostra de esgoto citada, sera necessario diluir 1
mL da amostra 10.000 vezes, ou seja, até a diluicao 10. Para
isso, procede-se a fazer a primeira diluicdo, de 1/10 (diluicdo
107). Adiciona-se 1 mL da amostra bruta em 9 mL do liquido
de diluicdo isotonico estéril (preparado previamente em tubos
também estéreis) com uso de pipeta de 1 mL estéril, apds
agitacdo intensa da amostra bruta para dissolver os flocos
agregados biolégicos, onde as bactérias ficam pressas.

Na diluicao 107, ha 700.000 futuras colénias, ou seja,
ainda é um numero muito elevado. Dessa primeira diluicao,
apos agitacao do tubo, retira-se com outra pipeta estéril 1
mL e se adiciona em um segundo tubo com 9 mL de liquido
de diluicao. Na diluicao obtida, de 1/100 (102), havera 70.000
futuras colonias. A terceira diluicao se consegue adicionando
1 mL da diluicao 102 em 9 mL de liquido de diluicao, sempre
usando pipeta estéril. Corresponde a diluicao 1/1000 (107%) e ali
havera 7.000 futuras colénias em 1 mL, na proxima diluicado,
10~ ou 1/10.000, ha 700 bactérias por mL. Procede-se igual as
anteriores, usando como inoculo 1 mL da diluicdo 10 Nessa
ultima diluicdao, o numero de coldnias presentes em 1 mL a ser
formado na superficie da membrana é de aproximadamente
70. Esse numero é perfeitamente viavel de ser quantificado a
olho nu.
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Procedimento Metodoldgico na Técnica de
Membrana Filtrante

Material necessario:

~ Zga

equipamento de filtracao com porta-filtro estéril;
placa de Petri estéril de @ 47 mm; com cartdo absor-
vente no seu interior se for meio liquido ou com o
meio de cultura ja solidificado se for meio com Agar.
Os meios de cultura serdo especificos para a bactéria
ser detectada (Caldo Agar Endo Less para coliformes
totais, Caldo Agar M FC para coliformes termotole-
rantes, etc).

filtros de membrana de @ 45 mm e porosidade de
45um;

agua de diluicdo estéril em frascos para uso durante
a filtracao e distribuida em tubos de ensaio na quan-
tidade de 9 mL por tubo, se for necessario preparar
diluicdes e em garrafas de 50 mL para proceder a
filtracao;

pinca de aco inox com pontas lisas para nao prejudi-
car a membrana;

copo de aco inox com alcool para esterilizar a pinca;
bico de Bunsen ou camara de fluxo laminar;

bomba de vacuo (ou seringa);

estufa bacterioldgica ou banho-maria.

Preparar os meios de cultura como especificado pelos
fabricantes, esterilizar e distribuir nas placas de Petri como ja
foi explicado no Capitulo 7.

Os sistemas de filtracao devem ter sido lavados, secos e
esterilizados previamente por qualquer dos métodos citados
no Capitulo 7.

262



Procede-se, a seguir, a filtracdo da amostra ou das suas
diluicdes em ambiente asséptico. Os passos sequenciais (cita-
dos em detalhes no Capitulo 7) sdo:

a. preparar as placas de Petri com os meios de cultura
se nao foram preparados no dia anterior;

b. com a pinca previamente flambada e resfriada perto
do bico de Bunsen, colocar cuidadosamente na placa
de Petri um cartao absorvente se o meio for liquido
e com pipeta esterilizada colocar 1.8 mL a 2,2 mL
do meio de cultura no cartao absorvente e tampar a
placa; se for meio solido colocar 2 mL do meio fun-
dido e deixar resfriar e solidificar;

Cc. com a pinca flambada e resfriada, colocar a mem-
brana filtrante no porta-filtro;

d. agitar o frasco contendo a amostra, pelo menos
25vezes;

e. destampar e flambar a boca do frasco;

f. verter, cuidadosamente, 100 mL (*) de amostra no
porta-filtro (ou funil de filtracao), evitando que a agua
respingue sobre as bordas superiores;

g. ligar a bomba de vacuo e fazer a succao;

h. depois de filtrada a amostra, lavar 3 vezes as paredes
do funil com agua de diluicdo estéril com porcoes de
20 mL aproximadamente aplicando vacuo;

i. apos alavagem do funil, aliviar o vacuo e remover o
funil do suporte;

(*) Filtram-se diretamente 100 mL de agua se for agua
potavel, mas para outros tipos de agua com diferentes niveis
de contaminacao se podem filtrar 10 ou 1 mL da agua bruta ou
1mL de cada uma de suas diluicOes decimais. Nesse caso, pro-
cede-se da seguinte forma: 1) colocar a membrana de filtracao
no suporte de filtro com assepsia, ajustar o funil de filtracao
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ao sistema; 2) adicionar dentro 30 a 50 mL de liquido de dilui-
¢do estéril e a seguir a amostra igual ou menos de 10 mL; 3)
misturar com rotacoes leves o sistema para que a amostra
se misture homogeneamente com o liquido de diluicao; 4) a
seguir, liga-se a bomba de succ¢do; 5) uma vez filtrada toda a
mistura liquido de diluicdao + amostra, procede-se a lavagem
das paredes internas do funil de filtracdo por trés vezes, como
ja foi explicado. Todos os equipamentos e liquidos e meios de
cultura devem estar e se manter estéreis. A seguir, continua-
se com 0s passos metodologicos.

A adicao de certo volume de liquido de diluicao no funil
acima da membrana de filtracdo antes da adicao da amostra
objetiva gerar um ambiente liquido para que oS pequenos
volumes de amostras nao sejam absorvidos na superficie da
membrana antes de uma distribuicdo homogénea dessa ali-
quota no filtro. Isto se consegue ao adicionar antes o liquido
de diluicao e, depois de inoculada a amostra, procede-se a sua
mistura com rotacoes leves. Somente depois dessa mistura
se pode aplicar a succao. Caso nao se proceda dessa forma,
as coldnias crescerdo todas juntas ao redor de uma pequena
area do filtro.

j. finalizada a filtracao, transfere-se assepticamente a
membrana de filtracao para a placa de Petri com o
médio de cultura especifico e se procede a incubacao.

k. para a incubacao, as placas de Petri devem ser colo-
cadas na estufa com a base para acima e podem ser
organizadas uma acima de outra em pilhas de nao
mais de 6 a 8 placas, para evitar que algumas nao
recebam a temperatura adequada. A temperatura e
o tempo de incubacdo para esta fase dependem do
microrganismo a ser isolado: 37°C para coliformes
totais durante 24 h e 44,5°C para coliformes termo-
tolerantes ou E. colino mesmo tempo. Lembrar que o

264



numero ideal de colonias para membrana de 45 pym de
diametro é de 13 até 80 unidades. Menos de 13 col6-
nias nao ha um valor estatistico e mais de 80 coldnias
Nao conseguirao crescer na membrana de 45 mm de
diametro, sendo impossivel saber a densidade total.
As colonias que se desenvolvem na superficie da
membrana sdao contadas, realizando-se o calculo do
numero de colonias em 100 mL de agua da amostra.
Para isso, aplica-se a seguinte equacao:

Ne de bactérias/100 mL (UFC/100 mL) = mimero de coldnias contadas x 100
volume filtrado x diluicao

As Figuras 9 e 10 mostram membranas com crescimento
de coliformes totais, com o meio Endo Agar Less, especifico
para esse grupo de bactérias e colifomes termotolerantes
crescidos no meio m FC- agar, que origina colonias azuis tipi-
cas e é proprio para esses coliformes.

Vantagens da Técnica de Membrana Filtrante

» filtra grandes volumes de agua;

* resultados em 24 horas contra 72 horas dos tubos
multiplos;

» sistema de filtracdo simples e facil de limpar e
esterilizar.

Desvantagens da Técnica de Membrana de Filtracao

* nado é viadvel para filtrar aguas com grandes volumes
de solidos suspensos (amostras com alta turbidez).
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O sucesso do método depende do cuidado com que é
feita a preparacao e esterilizacdo de todo o material. Lembrar
das estritas condicoes de assepsia do lugar de trabalho e
durante todo o processo de filtracdo, ainda a temperatura
de incubacdo deve ser precisa, ndao pode haver flutuacoes de
temperatura. Basta que a estufa atinja 6'C (0,5°C a mais da
temperatura de incubacao) para que os coliformes termotole-
rantes morram e se for inferior a 40°C ou flutue a menos de
45°C para que o teste seja comprometido.

Para o isolamento e quantificacdo de outras bactérias,
utiliza-se 0 mesmo procedimento, mas os meios de cultura
deverao ser especificos para esses microrganismos assim
como as temperaturas de incubacao apropriadas.

Para estreptococos fecais, por exemplo, utilizados como
indicadores de contaminacao fecal em praias, o meio ¢ m-En-
terococcus ou m-KF Enterococcus Agar; para Clostridium,
usa-se o meio Clostridium perfringens Agar e para estafilo-
cocos, Baird Parker.

A Figura 9 mostra coldnias de enterococos em meio de
cultura m-Enterococcus Agar, indicadores de poluicao fecal
em aguas salobras e salinas, como as marinhas.

Figura 9 - Coldnias de Enterococos em meio M-Enterococcus Agar

Fonte: MERCK/MILLIPORE (2015).

266



O procedimento é o mesmo que para coliformes, a dife-
renca é apenas o meio de cultura.

Referéncias
MARA, D. D. Bacteriology for Sanitary Engineers. Churchill
Livingstone, 1974, 209p.

MERCK/MILLIPORE. Meio m-Endo Coliformes Totais
(Desidratado). Disponivel em: <https:/www.merckmillipore.com/
BR/pt>. Acesso em: 15 ago. 2015.

267






CariTuro 11

Testes de substratos enzimaticos definidos
para coliformes (testes rapidos)

s técnicas com uso de substratos definidos, também
A(dienominadas de métodos rapidos, comecaram a ser
esenvolvidas na segunda metade do século XX,
frente a necessidade de obtencao rapida de resultados. Na
época, estava ainda muito disseminada a Técnica de Tubos
Multiplos nos laboratorios das companhias de dguas e esgo-
tos e em pesquisas de microbiologia sanitaria e ambiental.
Essa técnica, desenvolvida nos fins do século XIX, precisa
de 72 a 96 horas para a obtencdo dos resultados sobre a
concentracao de coliformes totais e termotolerantes em
uma amostra.

Um grande avanco ocorreu no inicio da década dos anos
70, quando se popularizou a técnica de Membrana Filtrante,
que reduziu o tempo de incubacdo para coliformes totais para
24 horas. Entretanto, ainda eram necessarias mais 24 ou 48
horas para detectar e quantificar Escherichia coli.

Com anormatizacao e controle dos padrdes de qualidade
da agua potavel e, alguns anos depois, o inicio das politicas de
protecdao ambiental, a necessidade de aumentar a capacidade
de analises dos laboratdrios se tornou mais preeminente.
Reduzir o tempo de processamento das amostras passava
por simplificar as técnicas (uso de reagentes, meios de cul-
tura, instrumentos, lavagem e preparacdo do material, etc.),
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aumentar sua sensibilidade e, simultaneamente, reduzir os
custos unitarios frente ao grande aumento da demanda.

A aplicacdo de técnicas que permitem detectar enzi-
mas especificas de uma espécie ou género ou de um grupo
de microrganismos que agem sobre substratos definidos com
propriedades cromogénicas e/ou fluorogénicas se mostrara
promissora, na atualidade, esta amplamente em uso. Simplificam
os procedimentos analiticos ao facilitarem a deteccao qualita-
tiva e quantitativa diretamente nos meios soélidos ou liquidos.

Baseados em uma reacao enzimatica por acdao da bac-
téria que produz a mudanca da cor do meio de cultura ou da
colbnia nao sao necessarios repiques para obter novas cultu-
ras para se proceder aos testes de identificacdo bioquimica de
microrganismos tais como o SIM (producao de H,S, de indol
e mobilidade), TSI (fermentacao de glicose, lactose, sacarose,
producdo de gas e H,S na forma de sulfeto ferroso), uso de
citrato, etc. Nao necessitar destes testes diminui em 24 a 48
horas a obtencao dos resultados.

Asmetodologias de substratos definidos foram publicadas
como “tentativas propostas” pela primeira vez nos métodos
-padroes de 1990 e destinadas a “Andlise Bacteriologica de
aguas para consumo humano” (Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA), American
Water Works Association (AWWA) e Water Environment
Federation (WEF) e ja padronizadas foram publicadas na 20°
Edicdo, de 1998).

Teste Enzimatico de Substratos Cromogénicos ONPG
(B-D-galactopiranosido) e MUG (3-D-glucoronido-4-metil-
umbeliferona)

O teste se baseia na utilizacdo, pelos coliformes, de um
substrato cromogénico (o-nitrofenil-f- D-galactopiranosido)
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incorporado no meio de cultura, que é alvo de acdo da enzima
-D-galactosidase, que todos eles produzem. Essa enzima, ao
agir sobre a molécula de o-nitrofenil-B-D-galactopiranosido
libera o cromoégeno orto-nitrofenol, que muda a cor do meio
para amarelo intenso em 24 horas e incubacdo a 35 - 37°C.
Dentre os coliformes, Escherichia coli possui, além da enzima
B-D galactosidase, a enzima [B-glucoronidase, que cliva o
substrato  B-D-glucoronido-4-metil-umbeliferona (MUG),
liberando 4-metil-umbeliferona, molécula fluorescente ao ser
observada com UV (A 366 nm), ou seja, também em 24h se
dispOe da confirmacao da presenca de E. coli.

O teste determina a producdo da enzima [-D-galac-
tosidase, presente em todas as linhagens de coliformes
(coliformes totais, grupo que inclui os coliformes termotole-
tantes e E. coli). A presenca da enzima p-glucoronidase do E.
coli é também determinada em 24h em amostras de agua e
esgotos e outros liquidos e também em alimentos.

O meio de cultura usado, denominado substrato cromo-
génico — MUG pode ser utilizado com as técnicas de tubos
multiplos, de Membrana de Filtracao e no teste de Presenca-
Auséncia (P/A).

Principio do Método:

O substrato cromogénico orto-nitrofenil-pf-D-galac-
topiranosido (ONPG) é wusado para detectar a enzima
B-D-galactosidase que é produzida pelas bactérias do grupo
coliformes totais. Sob acdo dessa enzima, o substrato é cli-
vado liberando orto-nitrofenol que muda a cor do meio para
amarelo intenso. Quando se adiciona ao meio de cultura o
MUG (B-D-glucoronido-4-metil-umbeliferona), a enzima
B-glucoronidase que é produzida apenas pela E. coli quebra a
molécula liberando 4-metil-umbeliferona, que observada sob
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luz UV de 366 nm produz fluorescéncia azul intensa. Ou seja,
que ap6s 24 horas de incubacao, faz-se a leitura simultanea
de Coliformes Totais e de E. coli.

Existem, no comércio, diversos meios de cultura com
MUG, nas formas liquidas (caldos) e s¢lidas (com Agar).

Técnica COLILERT®

A IDEXX ¢ a distribuidora da marca COLILERT®, que ofe-
rece os produtos para venda separados ou em um kit. O uso
do kit é muito facil e altamente pratico, em especial, quando
se devem analisar diariamente numerosas amostras. Tal situ-
acao ocorre em todas as companhias de agua e esgotos que
devem controlar a qualidade da agua fornecida em diversos
pontos da rede de distribuicdo. Situacdo parecida ocorre com
o programa do SUS de controle da qualidade bacteriologica da
agua em comunidades da zona rural. Também é pratico para
pesquisas de campo e em laboratorio.

Embora desenvolvido originalmente para analises de
coliformes em aguas, tem ampla aplicacao na deteccao e
quantificacdo de coliformes totais e E. coli em amostras liqui-
das de diferentes origens tais como solos, lodos e alimentos,
entre outras.

O kit oferece sacos de plastico estéreis com tiosulfato de
sodio para eliminar o cloro residual da agua potavel e com a
marca para coletar 100 mL de amostra ou frascos de coleta
estéril também com a marca indicando 100 mL. O meio de cul-
tura em po é fornecido em cartelas plasticas, ja esterilizado. A
cartela possui ampolas plasticas individuais de facil abertura
com a quantidade de meio estéril adequada para ser adicio-
nada diretamente a 100 mL da amostra de agua. Cada um dos
componentes do kit pode ser adquirido por separado.
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Para a execucao do teste, 0 meio de cultura é dissolvido
diretamente na amostra. Permite, em 18 horas ou menos, a
determinacao simultanea da presenca-auséncia (P/A) de coli-
formes totais e E. coli, altamente importante em situacdo de
calamidade publica.

Pode ser usado para teste qualitativo (P/A) como citado
acima, apropriado para aguas potaveis que devem fornecer
sempreresultadosnegativos, ouparaavaliar quantitativamente
a eficiéncia das estacdes de tratamento de agua, a qualidade
bacteriologica da agua produzida na saida do tratamento
e da agua distribuida pela rede, assim como acompanhar o
decaimento de bactérias indicadoras de contaminacao fecal e,
portanto, de possiveis bactérias enteropatogénicas ao longo
dos processos de tratamento dos esgotos, os niveis de con-
taminacao fecal de mananciais destinados a captacao de agua
para consumo animal e humano apos potabilizagao, para con-
trole da agua nas clinicas de hemodialises, etc.

Para realizar o teste quantitativo, usam-se cartelas espe-
cificas também da COLILERT® com depressdes ou cavidades
denominadas células, que sdo cheias com 100 mL da amos-
tra (ou de suas solucdes) onde foi adicionado previamente o
meio de cultura. Essas células representam repeticoes de um
mesmo inoculo, ou seja, da mesma diluicao da amostra e, por-
tanto, trata-se da aplicacao do mesmo método estatistico da
Técnica de Tubos Multiplos, denominada Técnica do Numero
Mais Provavel - NMP. Para a leitura, usa-se tabela de dupla
entrada.

O meio de cultura é adicionado diretamente a 100 mL da
amostra ou a 100 mL de cada uma de suas diluicoes, e esse
volume ¢ introduzido na cartela, que deve ser selada rapida-
mente e incubada em estufa bacteriologica a 37°C durante 18
- 24 horas.
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As cartelas de COLILERT® fornecidas pelo fabricante
sdo de dois tipos, as que possuem 50 células e as de 90 célu-
las, que permitem quantificar, respectivamente, amostras
brutas (sem diluicdo) com até 200 NMP/100 mL de agua ou
outro liquido e até 2.400 NMP/100 mL.

ApOs incubacao, observa-se primeiro se houve mudanca
da cor do meio para amarela intensa em alguma célula, o
que significa coliformes totais positivos e seguidamente
observa-se a mesma cartela sob UV (366 nm), a presenca de
fluorescéncia azul confirma E. coli (Figura 1 apresenta as car-
telas, com células positivas para coliformes totais e E. coli).

Figura 1 - Cartelas COLILERT® para quantificar até 200 NMP.100mL"
(direita) e até 2000 NMP.100mL" (esquerda) de coliformes totais (cor
amarela e E. coli) e E. coli (fluorescéncia)

Fonte: COLILERT® (2002).

As diluicoes serao preparadas quando a amostra tem
alta contaminacao microbiana. Dilui¢cdes seriadas sdo feitas
com agua destilada estéril adicionada do meio de cultura em
frascos ou erlemeyeres estéreis, com capacidade superior a
100 mL (frascos de 200 mL e erlermeyeres de 250 mL, por
exemplo). Preparam-se as diluicdes seriadas da amostra que
se inoculam seguindo as indicacées para NMP: em 90 mL
de agua destilada estéril com meio de cultura se adicionam,
com pipeta estéril, 10 mL da amostra de agua sob estudo e se
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obtém a primeira diluicdo decimal, 107100 (10™), apds agitacao
dessa primeira diluicao com outra pipeta estéril, retiram-se
10 mL e se adicionam em outro frasco com 90 mL de agua
destilada estéril com meio de cultura e se agita; essa € a dilui-
¢ao 10/100 (102). Repete-se o procedimento até se preparar a
ultima diluicao desejada. Apos cada inoculacao, deve-se des-
cartar a pipeta em um recipiente com desinfetante. Cada uma
dessas diluicoes sera inoculada em uma cartela diferente, a
fim de se obterem resultados com células positivas e negati-
vas como visualizados na Figura 1.

Seguem ilustracdes com os passos metodologicos da téc-
nica COLILERT® (MUG):

1. Teste de presenca/auséncia

Figura 2 - Adicao do meio de cultura em 100 mL da amostra
de agua e leitura apoés 24 h/35°C

Adicione o meio de cultura a Leitura dos Resultados:
amostra e incube por Incolor = negativo
24 horas a 35°C. Amarelo = Coliformes Totais

Amarelo/Azul fluorescente = E. coli

Fonte: INTERJET (2013).
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2. Técnica Tubos Multiplos (quantitativo, em cartelas - NMP)

Figura 3 - Adicao do meio de cultura em 100 mL da amostra ou de
suas diluicoes

a. Primeiro passo b. Segundo passo

Adicione o meio de cultura Despeje dentro da cartela Quanti-
a amostra. Tray® (contagem de 1 a 200
NMP) ou Quanti-Tray*/2000 para
contager de 1 a 2400 NMP
sem diluicoes.

Fonte: INTERJET (2013).
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c) Terceiro e quarto passos

Figura 4 - Cartela selada na seladora Colilert e leitura para coliformes
totais apos 24 h a 35°C

Sele a cartela e leve para
incubadora 35°C por 24 horas se
usou Colilert-24, ou por 18 horas

se usou Colilert-18

Fonte: INTERJET (2013).

Vantagens do Método

Rapido:

Tempo de manipulacdo da andlise
menos de um minuto

Detecta Coliformes e Contamina-
cao Fecal E. coli simultaneamente
em 24 horas ou menos

Nao ha necessidade de nenhuma
confirmagao

Nao ha manipulagdo de vidraria ou
contagem de colonias

Leitura dos Resultados na cartela
Conte os cubos amarelos = Coliformes Totais
Amarelos/Azul fluorescente = E. coli
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Leitura na cartela Quanti-Tray 2000:
Cubos amarelos = Coliformes Totais
Amarelo/Azul fluorescente = E. coli

Economico:

Reduz em 95% os equipamentos
para analises de coliformes

Com o mesmo preco das andlises
tradicionais vocé obtem os resul-
tados de 24 a 48 horas antes

Reducdo de tempo em finais de se-
mana

Prazo de validade 1 ano a partir da
data de fabricacdo. Armazenagem
a temperatura ambiente até 30° C



Teste Enzimatico de Substratos Cromogénios - CPRG (vermelho de
clorofenil-B-D-galactopiranosideo) e MUG (3-D-glucoronido-4-
metil-umbeliferona) - COLISURE (IDEXX)

IDEXX oferece também um meio de cultura cromogénico
diferente para a técnica Colisure® (IDEXX). Esse meio con-
tém o substrato vermelho de clorofenil-[5-galactopiranosideo
(CPRG) e também o substrato 4-metilumbeliferil-R-D-gluco-
ronideo (MUGQG). A hidrolise do CPRG pelos coliformes totais
sob a acdo da enzima b-galactosidase por eles produzida
libera vermelho de clorofenol que muda a coloracao do meio
de amarelo para vermelho.

A enzima [-glucoronidase do E. coli age sobre o
4-metilumbeliferil-B-D-glucoronideo (MUG) é degradada e
libera-se a 4-metilumbeliferona; que é detectada pela fluores-
céncia azul ao expor o tubo ou frasco luz UV (360 nm).

Podem ser feitas quantificagcdbes com as cartelas Quanty
Tray. Procede-se de forma idéntica ao teste com COLILERT®.
Os resultados sao apresentados a seguir.

Teste Enzimatico de Substratos Cromogénicos 5-bromo-4-
cloro-3-indol-B-D- galactopiranosideo X-GAL) - Fluorocult
LMXO0 (MERCK) ou Readycult Coliformes (MERCK)

O Readycult Coliformes (MERCK) é outra variante de teste
enzimatico rapido, utilizado para identificacao e quantificacao
de coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia
coli. Este meio de cultura contém 5-bromo-4-cloro-3-in-
dol-b-D-galactopiranosideo (X-GAL), que substitui o ONPG
do COLILERT como substrato cromogénico, alvo de acdo da
enzima R-galactosidase, produzida por todos os coliformes
totais. A enzima hidrolisa X-GAL libera bromo-cloro indigo
que muda a cor do meio de cultura de amarelo suave para
azul esverdeado (Figura 7).
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O meio contém também 4-metilumbeliferil-R-D-glucoro-
nideo (MUG) sobre o qual age a enzima hidrolitica de E. coli,
a R-glucoronidase, liberando a 4-metilumbeliferona que é flu-
orescente, de cor azul, ao ser iluminado com luz ultravioleta
de 360 nm.

A confirmacado final de E. coli se faz com o reativo de
Kovac’s, para detectar a producado de indol. Para isso, 2,5 mL
do reativo sdo adicionados aos frascos ou tubos. Quando e
teste é positivo, ocorre a formacdo de um anel vermelho na
superficie do meio liquido o que indica prova de indol positiva.

Outros Meios de Cultura Com MUG

1 - DIFCO, para a técnica de tubos multiplos tradicio-
nal em tubos de ensaio, oferece caldo “Lauryl Triptona com
MUG”. Facil de usar, seguindo-se as indicacdes do fabricante.
Preparam-se os tubos contendo o meio de cultura, que se este-
rilizam por autoclave e se inoculam igual a técnica tradicional
para tubos multiplos. A leitura é idéntica ao de COLILERT.

2 - OXOID oferece os meios “MUG Supplement”, para
deteccao de E. coli em aguas, esgotos, alimentos em geral e
produtos lacteos. Esta firma oferece o MUG separado para ser
adicionado aos meios Agar MacConkey, Caldo de MacConkey,
Verde Brilhante Bilis, Caldo Lauryl Triptose, entre outros.
Podem ser usados com a Técnica de Membrana de Filtracao e
de Tubos Muiltiplos.

Amostras de agua contendo acidos humicos ou outros
materiais em suspensdo sao coloridas e podem dificultar a
leitura da florescéncia nos casos de meios liquidos - técnica
de tubos multiplos, sendo necessario incorporar no teste um
ou mais tubos controles contendo s6 a amostra, sem o meio,
para fazer o controle falso +. Em outros tipos de agua, com
alto conteudo de calcio, pode haver precipitacao deste cation
na forma de sais, embora nao afete a reacao, pode dificultar
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a leitura. Para uma melhor visualizacao do resultado, evitar
inéculos muito carregados.

3 — HIMEDIA, MUG/ EC (variantes Caldo e Agar)

A composicdo do meio é: caseina enzimatica hidro-
lisada: 20.00 g/L, mistura de sais biliares: 1.50 g/L, fosfato
monopotassico: 1.50 g/L, fosfato dipotassico: 4.00 g/L,
4-Metilumbeliferil B-D-Glucoronida (MUG): 0.05 g/L, lactose:
5.00 g/L e cloreto de sddio: 5.0 g/L, pH final: 6.9 £ 0.2

A caseina enzimatica hidrolisada fornece nutrientes
essenciais e junto a lactose, que é o carboidrato fermentavel
pelos coliformes, constituem um meio apto para seu desen-
volvimento. O cloreto de s6dio mantém o equilibrio osmotico.
O meio tem um fosfato para o de tamponamento e efetivo
controle do pH, evitando a queda do pH na presenca dos aci-
dos produzidos na fermentacao da lactose e outras moléculas
pelos coliformes. Os sais biliares inibem bactérias Gram-
positivas (algumas espécies de Bacillus e estreptococos
fecais).

A atividade de B-glucuronidase pode ocorrer em 4 horas,
mas algumas linhagens tém atividade lenta dessa enzima e
requerem 18 a 24 horas de incubacao. O ajuste do pH com
hidroxido de sodio aumenta a fluorescéncia e de igual modo
expondo as culturas a vapores de amonia. Crescimento
abundante de Proteus vulgaris, presentes em especial em
amostras ambientais, podem inibir a producao de gas pelos
coliformes em geral, incluido E. coli, mas essa caracteris-
tica metabolica dos coliformes nao é necessaria para definir
a positividade da amostra quando se usam meios de cul-
tura com MUG. A deteccao de E. coli em culturas puras ou
mistas se baseia na acdo das enzimas de E. coli sobre o0s
substratos orto-nitrofenil-f-D-galactopiranosido (ONPG) e
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B-D-glucoronido-4-metil-umbeliferona (MUG), dentro das 4
a 24 horas apos a inoculacao.

Para usar o caldo HIMEDIA, MUG-EC Caldo para a
Técnica de Tubos Multiplos, deve-se fazer o teste presun-
tivo com caldo PA (M1186) ou com o caldo Lauril Sulfato
(MO080): preparam-se as séries de tubos, como visto na téc-
nica de TUBOS MULTIPLOS — NMP, com um dos dois meios
de cultura citados e se inoculam as trés diluicOes seriadas da
amostra com cinco repeticdes para cada uma (10, 1, 0,1 mL
repetidos em 5 tubos) e incubam-se a 35°C - 37°C por 18-24
horas. Todos os tubos presuntivos com crescimento (turbi-
dez), formacado de gas ou acidificacdo devem ser repicados
para tubos com caldo MUG-EC (M1042) para o teste de con-
firmacdo de E. coli. Apo6s a incubacdo a 35°C - 37°C por 4 - 24
horas, a presenca de fluorescéncia azul brilhante é a resposta
positiva para E. coli. Procede-se a leitura dos tubos positivos.
Para saber a concentracao final por 100 ml, sdo consultadas
as tabelas de NMP.

No Capitulo de Técnica de Tubos Multiplos (capitulo 9),
estao detalhadas as etapas metodologicas correspondentes.

4- Aquateste Coli — INTERLAB

O Aquateste Coli é um meio em po, composto por nutrien-
tes, ONPG (ortonitrofenol-p-galacto-piranosideo) e MUG
(methyl-umbelipheril-glucuronide), apresentado em frascos
para 100 mL de amostra.

Para proceder a deteccao de coliformes e E. coli, abre-se
o recipiente com meio de cultura e seu conteudo é vertido em
um frasco estéril com 100 mL de amostra em analise. Agita-se
suavemente até a homogeneizacao do meio com a amostra.
A seguir, deve-se incubar em estufa a 35°C (x0,5°C) durante
18-24h. As amostras coliformes positivas sao detectadas
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visualmente por desenvolvimento de cor amarela no meio de
cultura, e a presenca de E. coli é detectada pela fluorescéncia
azul quando se expde o frasco ou tubos a luz ultravioleta. A
amostra deve ter pouca turbidez, ou seja, alta transparéncia
para permitir visualizar os cambios de cor e a luminescéncia
azul. Por isso, amostras escuras deverao ser diluidas antes de
uso.
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CariTurO 12

Deteccao e quantificacao de protozoarios
em aguas superficiais e potaveis

transmissao de protozoarios patogénicos via agua de
Nonsumo € conhecida ha muito tempo, mas, desde o
éculo XIX e até os anos 1980, as doencas de origem
bacteriana como disenterias, colera, febre tifoide e paratifoide
foram as principais associadas a agua. A melhoria nos pro-
cessos de tratamento de potabilizacdao da agua, especialmente
a desinfeccdao com cloro, foi efetiva em reduzir as bactérias
patogénicas do trato entérico (SMITH et al., 2006) e a con-
fianca nos processos de potabilizacdo dominou o panorama
sanitario mundial por longo tempo.

Nos ultimos 25 a 30 anos, as doencas causadas por
protozoarios tornaram-se um dos principais problemas de
Saude Publica, ao se reconhecer que cistos e oocistos de pro-
tozoarios nao eram removidos com a mesma eficiéncia que
as bactérias nos processos do tratamento convencionais da
agua incluida a cloracao.

Os parasitas intestinais ocorrem pela ingestao de agua
e outros alimentos contaminados com cistos e oocistos de
protozoarios e ovos de helmintos patogénicos que afetam
principalmente o trato digestorio. Apresentam ampla distri-
buicdo geografica e constituem sérios problemas de saude
publica pela elevada prevaléncia e pelos efeitos no estado
nutricional e imunolégico das populacdes. Estima-se que
aproximadamente 3,5 bilhdes de pessoas no mundo estao
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infectadas por algum parasita intestinal. Destas, cerca de 450
milhdes manifestam a doenca e sdo na maioria criangas que
habitam paises em desenvolvimento.

Muitas dessas parasitoses sdo causa de deficiéncias no
desenvolvimento fisico e cognitivo das criancas. Sua trans-
missao é fecal-oral e a facilidade de veiculacdao das formas
infecciosas (cistos, oocistos e ovos) depende das condicoes
ambientais de saneamento basico e da higiene nas comunida-
des, fatores que as tornam mais ou menos vulneraveis.

A maior vulnerabilidade da populacao infantil, em torno de
68%, deve-se, em parte, as caréncias nutricionais que afetam a
maturidade do sistema imunologico, aos comportamentos tipi-
cos da idade em relacdo aos preceitos basicos de higiene, ao
contato constante com solos contaminados e as caréncias de
saneamento basico, em especial, a coleta e ao destino final dos
esgotos e a falta de agua de boa qualidade em quantidade apro-
priada (SATURNINO, 2005; WHO, 2006; CLASEN et al., 2009).
Nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, milha-
res de familias vivem em moradias carentes de agua tratada e
destino adequado das fezes e dos esgotos, permitindo a circu-
lacao e a permanéncia dos parasitas relacionados com a agua
(CIMERMAN; CIMERMAN, 2010). Em consequéncia das defi-
ciéncias higiénicas no armazenamento e na manipulacao dos
alimentos, facilita-se a infeccao com materiais contaminados
com material fecal, que transmitem o patdgeno para uma ou
mais pessoas, e estas para as outras (CUTOLO; ROCHA, 2000).

Dentre os protozoarios parasitas mais frequentes, desta-
cam-se Entamoeba histolytica, Giardia sp, Cryptosporidium
sp. Citam-se também Cyclospora cayetanensis e Toxoplasma
gondii que, embora menos frequentes, existem registros
no Brasil. Entre os helmintos, sao predominantes Ascaris
lumbricoides e ancilostomideos. Esses dados seguem as ten-
déncias mundiais que citam como mais frequentes dentre os
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nematelmintos Ascaris lumbricdides, Trichuris trichiura e
ancilostomideos; dentre os protozoarios, a Entamoeba his-
tolytica e Giardia lamblia e, ultimamente, Cryptosporidium
spp (BRASIL, 2010).

Dados do Plano Nacional de Vigilancia e Controle das
Enteroparasitoses do Ministério da Saude (BRASIL, 2005),
destacam a prevaléncia geral média de parasitose em torno de
36% da populacao, com extremos de 15 a 80%, dependendo da
regidao. Os maiores valores estiveram concentrados no Norte e
no Nordeste do pais. Nos lactentes, foram de 15%, nos escola-
res, de 23,5% até 66,3%, com registros de um total de 15 a 37%
de casos de poliparasitismo. As parasitoses mais frequentes
em ordem decrescente foram: ascaridiase 16 a 41% > giardiase
6 a 44 % > amebiase 4 a 23% > ancilostomiase 2 a 17%.

A Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2004) estimou
que 200 e 500 milhées de individuos albergassem G. lamblia
e E. histolytica respectivamente. Cerca de 1 milhdo de indivi-
duos estao infectados por A. lumbricoides e um contingente
menor por T. trichiura e ancilostomideos.

A prevaléncia de Giardia lamblia (ou G. intestinalis ou
G. duodenalis), nos paises industrializados, era, na época, de
2% a 7%, e, nos paises em desenvolvimento, mais de 10 vezes
superior: de 20% a 60% (THOMPSON; LYMBERY; MELON]I,
1990). Embora Cryptosporidium ndo seja citado, este teve
maiores registros nos paises desenvolvidos até 1993 e poste-
riormente ao surto em Milwaukee/Michigan/Estados Unidos,
ocorrido nesse ano, a adocao de normas mais rigidas de con-
trole da qualidade da agua de beber e da qualidade ambiental
levou a uma reducgao significativa. No Brasil, existem traba-
Thos sobre sua presenca no ambiente e surtos antes de 1989,
mas maiores registros aparecem apos 1993, sob estimulo das
pesquisas ao redor do mundo, também nesses anos.

A Tabela 1 mostra os protozoarios patogénicos mais
comuns e algumas de suas caracteristicas epidemioldgicas.
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Tabela 1 - Principais protozoarios patogénicos e algumas
caracteristicas epidemioldgicas

Cicl Estagi
. Dose Carga [Reservatorio . ",:? s agl‘o
Patégeno . \ . Bioldgico no meio
infetante' | Excretada Animal P . 5
monoxénico? | ambiente®
Entamoeba histolytica| Baixa Alta Nao Sim Nao
Giardia duodenalis Baixa Alta Sim* Sim Nao
Cryptoporidiumspp Baixa Alta Sim Sim Nao
Toxoplasma gondii Baixa Alta Sim Nao® Sim®
Cyclosporq Baixa ? Nao Sim Sim’
cayetanensis
Microsporidia Baixa ? Sim# Sim Nao
Isospora belli ? ? Nao Sim Sim'
Balantidium coli ? ? Sim® Sim Nao
Acanthamoeba Baixa " Nao Sim Nao
Naegleria fowleri Baixa n Nao Sim Sim

(1) Dados de estudos experimentais com voluntarios humanos ou animais ou
evidéncias epidemioldgicas. (2) Necessita de um unico hospedeiro para com-
pletar o ciclo biologico. (3) Necessita de um periodo de maturagdao no ambiente
para ser infectante. (4) Varias espécies animais sdo reservatorios. (5) Felideos
sado os hospedeiros definitivos (ocorre o ciclo sexuado do parasita, com produ-
¢ao de oocistos e eliminacao nas fezes); o ser humano e espécies de mamiferos
e aves sdo os hospedeiros intermediarios (ocorre o ciclo assexuado com for-
macao de cistos teciduais). (6) Tempo médio para esporulacdo dos oocistos: 1a
5 dias. (7) Tempo médio para esporulacdo dos oocistos: 15 dias (7 a 12 dias). (8)
Suinos podem ser hospedeiros de microsporidios que infectam o homem. (9)
Homem ¢ principal hospedeiro; os suinos sdo reservatorios, contribuem para
a ocorréncia e manutencgao de cistos no ambiente. (10) Tempo médio para a
esporulacao: 1a 2 dias. (11) A forma vegetativa, trofozoitica, pode se multiplicar
na agua.

Fonte: Bevilaqua, Azevedo e Cerqueira (2009).

Verifica-se que para os quatro primeiros parasitos, as
doses infetantes sao baixas e as descargas nas fezes dos indivi-
duos infetados sao altas. Como citado no Capitulo 1, Dl médias
baixas se referem a menos de 100 particulas (bactérias, virus,
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cistos, oocistos e ovos) necessarias para causar a infeccao. Dl
médias se referem a 1000 até 10.000 particulas, e altas entre
100.000 até 1.000.000 (10° — 10°). Ou seja, bastam poucas uni-
dades de cistos ou oocistos para causar a infeccao, enquanto
os altos numeros lancados ao ambiente permitem sua rapida e
intensa circulacao, com a observacado de que cistos e oocistos
sdo bastante resistentes as condicdoes ambientais adversas
para outros microrganismos. Por exemplo, a dose infectante
média de Cryptosporidium sp é de 30 oocistos para uma pes-
soa sadia, e uma pessoa infetada descarrega em cada grama
de fezes em torno de 10° a 10° dessas particulas.

Cryptosporidium spp e Giardia spp

Os protozodrios patogénicos apresentam uma forma
infetante (os cistos ou oocistos) e uma forma parasitaria
(a forma vegetativa ou trofozoito) que vivem, crescem e se
reproduzem no hospedeiro; somente poucos géneros podem
viver algum tempo na agua. Alguns apresentam ciclos biolo-
gicos complexos, com mecanismos variados de transmissao e
passam por diferentes morfologias ao longo de seu processo
evolutivo e reemergem, respectivamente, como importantes
contaminantes biologicos associados a veiculacdo hidrica.
Foram reportados globalmente em curto tempo, no minimo,
325 surtos epidémicos relacionados a esses protozodrios
parasitas (KARANIS; KOURENTL; SMITH, 2007).

As infeccdes por Giardia e Cryptosporidium sdo preva-
lentes em alguns paises do hemisfério sul e foram consideradas
as mais importantes protozooses intestinais, inclusive em pai-
ses desenvolvidos. O reservatorio animal da cryptosporidiose
sdo todos os animais domésticos, embora os selvagens nao
estejam excluidos.
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Na literatura, é citada como alta a resisténcia dos cistos
de Giardia no ambiente (agua e solo) e como muito alta para
os oocistos de Cryptosporidium, embora ndo esta definido o
tempo de sobrevivéncia por depender dos fatores ambientais,
como temperatura e umidade, entre outros (WHO, 20006).

Infeccoes por Cryptosporidium parvum e Giardia lam-
blia provocam diarreia persistente com graves consequéncias
sobre o estado nutricional e desenvolvimento fisico e mental,
principalmente em criancas, e podem ser a causa de obito de
individuos imunodeprimidos e ancidaos pela rapida e intensa
desidratacdao e perda de peso (TORTORA; FUNKE; CASE,
2007).

A prevencdo inclui, principalmente, cuidados com a
qualidade da agua de beber, e, como 0s cistos e oocistos sao
resistentes aos desinfetantes comuns, a desinfeccdo pode ser
por fervura ou radiacdo ultravioleta (UV), ozdénio, ou cloro
com alto tempo de contato e através da cuidadosa higiene
pessoal e dos alimentos.

Cryptosporidium

Seu nome significa “germe escondido” (Crypto: escon-
dido, guardado, secreto; Sporidium: esporo, semente). E um
importante protozoario patogénico em movimento e de vida
intracelular obrigatoria, transmitido por veiculacao hidrica.

Pertence a classe Sporozoa, Subclasse Coccidia, familia
Cryptosporididae. Foi descrito pela primeira vez por Tyzzer
em 1907, e considerado ndao patogénico. Os dois primeiros
casos reconhecidos de criptosporidiose humana foram rela-
tados somente em 1976, nos Estados Unidos, em uma crianca
de trés anos de idade residente em uma zona rural (NIME et
al., 1976) e o outro em um adulto imunodeprimido (MEISEL et
al., 1976).
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Provoca gastrenterites em criancas e diarreias auto-
limitadas em individuos sadios e infeccdes cronicas em
imunodeficientes. A infeccao dura de poucos dias a duas sema-
nas em imunocompetentes. Sdo pouco frequentes os casos de
portadores assintomaticos de Cryptosporidium. A doenca ndo
possui esquema terapéutico definido (UNGAR, 1995).

O diagnostico requer da observacao de oocistos nas
fezes, com uso da coloracdo “alcool-acido-resistente” ou
Técnica de Ziehl-Neelsen que se usa para as micobactérias
(lepra e tuberculose), e requer a confirmacao pela visuali-
zacdo do oocisto por imunofluorescéncia. Simultaneamente
pode ser feita a sorologia por métodos imunoenzimaticos
(ELISA).

O ciclo de vida deste protozoario é complexo com uma
fase assexuada e outra de multiplicacdao sexuada (CAREY;
LEE; TREVORS, 2004; TORTORA; FUNKE; CASE, 2007). O
oocisto € a estrutura reprodutiva, infecciosa e de resistén-
cia do Cryptosporidium. Facilita a infeccdo por via fecal-oral.
O ciclo assexuado tem inicio quando o oocisto é formado e
eliminado no ambiente onde ocorre sua esporulacao, com
producdo de esporozoitos que ficam dentro do oocisto. Este
¢é ingerido, e 0 oocisto esporulado se rompe no intestino por
efeito dos acidos estomacais e dos sais biliares, liberando
0S esporozoitos que invadem o0s enterocitos. Em seguida,
reproduz-se de forma assexuada e forma o esquizonte mul-
tinucleado, passa pela esquizogonia, fase que produz os
merozoitos, permitindo a invasao de novas células hospe-
deiras. A partir desses merozoitos, pode-se recomecar outro
ciclo assexuado ou iniciar a reproducdao sexuada (esporo-
gonia). No ciclo sexuado, os merozoitos se diferenciam em
gametocitos dentro do enterodcito. Alguns dos merozoitos,
0s denominados microgametoécitos, produzem os gametas
masculinos, e 0s macrogametocitos se transformardao nos
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gametas femininos. O microgametocito é liberado do entero-
cito e invade a célula onde esta o macrogametadcito formando
o zigoto. Este encista rapidamente originando o oocisto. O
tempo da esporulacdo depende das condicdes ambientais. A
esporulacao se completa quando cada esporoblasto forma
esporozoitos, que caracterizam o oocisto infectante. Na espo-
rulacdo, o Cryptosporidium produz quatro esporozoitos no
interior do oocisto (NEVES, 2005).

Dados do Ministério da Saude do Brasil, entre 1988 e
abril de 1999, mostraram a ocorréncia de 4.691 casos de crip-
tosporidiose entre 155.590 portadores de HIV.

A veiculacao hidrica do Cryptosporidium é facilitada pelo
longo periodo que o oocisto permanece viavel no ambiente,
pelo seu tamanho reduzido (2-5 pm) e pelas altas cargas excre-
tadas pelos doentes. Podem ser transmitidos a numerosas
pessoas ao beber agua da rede de distribuicao e ingerir alimen-
tos contaminados, através do contato de um individuo doente
para outro ou de um animal para o homem (ROSE, 1990).

A epidemia de cryptosporidiose em Milwaukee (USA),
no ano de 1993, foi causada pela contaminacdo da agua do
lago Michigan com esgotos despejados a montante de uma
Estacdo de Tratamento de Agua que abastecia a cidade.
Provocou 403.000 casos de diarreia e mais de 100 mortos
numa populacdo de um milhdo de habitantes (MACKENZIE
et al, 1994). Essa calamidade alertou a todo o mundo sobre
a maior resisténcia dos cistos e dos oocistos as condicoes
da desinfeccao com cloro no sistema convencional de tra-
tamento de agua, denominado também “de ciclo completo”,
e estimulou pesquisas sobre os efeitos diferenciais de cada
etapa da potabilizacao sobre o comportamento de bactérias,
virus, cistos, oocistos e ovos de parasitos. Observou-se que
enquanto as bactérias e virus respondem bem aos processos
quimicos como a cloracao, os protozodarios e helmintos sdo
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removidos principalmente por processos fisicos, nesse caso,
a sedimentacao e a filtracao.

Em consequéncia, foi evidenciado que os “indicadores
universais”, os coliformes, ndo tém o mesmo comportamento
ao longo dos sistemas de tratamentos (de aguas, esgotos e
lodos) que os patéogenos nao bacterianos e, em consequén-
cia, os coliformes sao indicadores limitados de contaminacao
fecal por protozoarios e helmintos patogénicos.

A presenca de coliformes, em especial de E. coli, ¢ um
alerta de contaminacao fecal, mas sua auséncia nao indica
auséncia de todos os patogenos presentes nas fezes; e,
portanto, seu uso deve ficar restrito a indicacdo de enterobac-
térias patogénicas. Ficou evidente a necessidade em dominar
tecnologias de deteccdo, isolamento, identificacao e quanti-
ficacao de protozoarios e helmintos, que devem ser simples,
econdmicas e rapidas.

Até agora, as técnicas disponiveis sao complexas, demo-
radas e caras. Simultaneamente, adotaram-se parametros
auxiliares nao biolégicos de referéncia que permitissem obter
informacdes mais seguras de auséncia de ovos, Cistos e oocistos
nas aguas tratadas. Foram escolhidos a turbidez, como indica-
dor de remocao de particulas, a qual deve ser inferior a TuT na
agua tratada e o bindmio “residual do desinfetante x tempo de
contato”. Em consequéncia, passou-se a produzir aguas tratadas
com valores muito mais baixos de turbidez que os permitidos
até entdo. Esses novos conhecimentos motivaram mudancas da
legislacdo para agua potavel em todo o mundo.

Alguns dados do Cryptosporidium e da cryptosporidiose
«  7x10° oocistos/g de fezes é a densidade de oocistos

excretados na luz intestinal com as fezes de uma pes-
soa infectada.
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* 10 bilhdes sdo o numero de oocistos excretados no

curso de uma infeccao.

* DL, =30 oocistos ¢ a dose infetante minima de oocis-

tos a ser ingerida para causar a infeccao (DUPONT et
al., 1995).

* DL,,=132 oocistos € a dose infetante média de oocis-

tos a ser ingerida para causar a infeccao.

* Taxa de decantacdo em aguas: 0,00 a 0,037 log por

dia.

* Apresenta carga negativa em pH alcalino e proximo

do neutro e sem carga a pH levemente acido.
* Pode reinfectar o mesmo hospedeiro (autoinfeccao)
facilitada pelo alto numero de oocistos excretados e
a baixa DL

e Sai ao exterior com as fezes, permanece viavel por
longo tempo (depende das condicdes ambientais) e
infecta novos hospedeiros.

No ambiente, a circulacdao de Cryptosporidium spp é
detectada pelo isolamento dos oocistos. Valores de oocis-
tos em esgotos efluentes de tratamentos variaram entre 850
a 13.700 oocistos/L e em efluentes tratados de 140 a 3.960
oocistos/L na Arizona (MADORE et al., 1987); ja De Leon et al.
(1988) encontraram em esgotos brutos de 39,7 até 521 oocis-
tos/L, na Inglaterra, efluentes de lodos ativados e de lagoas de
estabilizacdo apresentaram entre 3,3 a 8,51-1x 10° oocistos/L
e, na zona oeste de Africa, até 2x 10" oocistos /L (SMITH;
ROSE, 1998).

Alguns pesquisadores consideram que as informacoes
sobre surtos de veiculacao hidrica de Cryptosporidium nao
representam a gravidade real para a saude publica por falhas
nos registros: surtos e casos isolados nao sao relatados pela
falta de seu reconhecimento, sendo citados como diarreias
inespecificas (CRAUN, 1990).
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No Brasil, os estudos mais citados de Cryptosporidium
no ambiente sdo os de Newman et al. (1994) em Fortaleza, que
detectaram oocistos em aguas de 22,2% dos pocos amostrados
e usados para consumo humano; os de Gamba et al. (1997), em
[taquaquecetuba (SP) em 100%, e os de Muller (2000) que evi-
denciou oocistos de Cryptosporidium spp em dois mananciais
que abasteciam duas estacdes de tratamento de aguas (ETA)
da regiao metropolitana de Sao Paulo; em uma, foi encontrado
Cryptosporidium em 22,91% das amostras de aguas tratadas.

Nas ultimas décadas, foi observado um declinio de até
30% mna prevaléncia de enteroparasitos em escolares do
Brasil (FERREIRA; FERREIRA; MONTEIRO, 2000; BASSO et
al.,, 2008), mas estudos em cidades do Nordeste brasileiro
revelaram ainda elevada prevaléncia de parasitoses: 84,9%
em Natal-RN (SATURNINO, 2005) e 96% em Pacatuba-SE
(FERREIRA et al., 2006).

A Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental de
Sao Paulo (CETESB) encontrou Cryptosporidium sp e Giardia
lamblia em varios rios utilizados para a captacdo de agua para
abastecimento humano e recreacdo (HACHICH et al., 2004).
Os fatores mais relevantes da contaminacdo dos corpos
aquaticos foram os despejos de esgotos e as chuvas intensas
que escoam aguas contaminadas da lavagem de bacias hidro-
graficas com uso e ocupacao desordenadas (QUADROS et al.,
2004; TUNDISL; MATSUMURA-TUNDISI, 2011).

O Ministério da Saude incluiu na Portaria n°® 2914/2011
para agua potavel o monitoramento obrigatorio da ocorrén-
cia de oocistos de Cryptosporidium e de cistos de Giardia,
quando a média geométrica anual de E. coli na agua bruta
superficial for maior ou igual a 1.000 E. coli/100 mL (BRASIL,
2011). Este topico representa um avanco em relacdo a porta-
ria anterior, N° 518/2004-MS, que apenas recomendava a sua
pesquisa (BRASIL, 2004).
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Giardia lamblia

Giardia lamblia ou Giardia intestinalis ou Giardia duode-
nalis é um parasito de transmissao hidrica, de vida intracelular
com ciclo completo em um Unico hospedeiro (monoxénico).
Foi descrito, em 1665, por Antony van Leeuwenhoek, usando
um microscoépio (lupa com aumento 400 x) desenvolvido por
ele e que lThe permitiu observar seus flagelos.

Esta classificada no Phylum Sarcomastigophora,
Subphylum Mastigophora, Familia Hexamitidae, Género
Giardia (com mais de quatro espécies).

Muitos infectados com G. lamblia sao assintomaticos.
A intensidade da infeccdo e as consequéncias dependem da
linhagem da cepa do parasita e do estado imunologico do hos-
pedeiro, entre outros fatores. Circulam desde alguns anos
atras cepas resistentes aos esquemas terapéuticos tradicio-
nais que preocupam as autoridades mundiais de saude publica
(NASH et al., 2001).

Infeta a porcao superior do intestino delgado e causa
com muita frequéncia diarreias em grande variedade de espé-
cies animais, incluindo o homem (GEURDEN; VERCRUYSSE;
CLAEREBOUT, 2010). A transmissao ocorre pela ingestao
de cistos infectantes através da agua ou de alimentos con-
taminados, ou por via fecal-oral direta (COTTON; BEATTY;
BURET, 2011). Os principais sinais clinicos incluem ndusea,
perda de peso, edema, dor abdominal e diarreia. A infeccao
por G. intestinalis é multifatorial, envolvendo fatores do
parasito e do hospedeiro. Estudos sugerem o envolvimento
do parasito em doencas intestinais cronicas, como sindrome
do colon irritavel, e em doencas extraintestinais, embora o
agente permaneca restrito ao trato intestinal. Ha evidéncias
de seu envolvimento no atraso do crescimento em criangas
(ROBERTSON et al., 2010).
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No Brasil, a prevaléncia varia de 12,4% a 50%, dependendo
da regido e da faixa etaria, predomina em criancas entre zero
e seis anos. Pode ser transmitida por ingestao de cistos que
contaminam agua e alimentos (vias mais frequentes), por con-
tato interpessoal (enfermos institucionalizados em creches e
hospitais psiquiatricos) e via sexual (sexo anal/oral - teorica-
mente possivel), mas ndao plenamente aceita (SANTANA et al.,
2014). Embora seja uma infeccao com bom prognostico, pode
ser grave em pessoas com desnutricao, fibrose cistica ou com
algumas imunodeficiéncias.

Alguns dados de Giardia e giardiase

* 7 milhdes/grama sao o numero de cistos excretado
nas fezes.

* 10 bilhdes sdao o numero de oocistos excretados no
curso de uma infeccao.

* DL, =10 cistos é a dose infetante minima a ser inge-
rida para causar a infeccao.

* DI, = 50 cistos é a dose infetante média a ser inge-
rida para causar a infeccao.

* Taxa de sedimentacao = 14 cm por dia.

* Liberados ao exterior com as fezes, vidveis por longo
tempo (depende das condicées ambientais) e infec-
tam novos hospedeiros.

* Podemreinfectar o mesmo hospedeiro (autoinfeccao).

* Grupos susceptiveis: criancas > 5 anos, idosos,
imunodeprimidos.

* Todos podem ser infectados sem diferenca de sexo,
raca, idade, etc.
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Patdgeno de Referéncia

O reconhecimento das limitacées do grupo das bacté-
rias coliformes e de E. coli para avaliar presenca/auséncia de
microrganismos, em especial de protozoarios em agua, fez
necessario considerar novos indicadores nao bacterianos que
indicassem um grupo mais amplo de microrganismos.

A OMS introduz o termo Patégeno de Referéncia ou
organismo de referéncia para aquele que reune um conjunto
de caracteristicas que permite representar a todo um grupo
de microrganismos cuja presenca nao pode ser indicada pelas
bactérias coliformes, e se aplica principalmente aos protozo-
arios e aos helmintos (WHO, 2006). A escolha do patogeno
ou organismo de referéncia recai naquele que possui maior
resisténcia e dificuldades para sua remocao e ou inativacao
e que representa importantes impactos a saude. Se o sistema
de abastecimento cumpre os requisitos de produzir agua com
qualidade adequada considerando o patégeno de referéncia,
significa que também atinge aqueles padrdes necessarios
para o grupo de patogenos como um todo.

Foram escolhidos os oocistos de Cryptosporidium e 0s
cistos de Giardia que por sua persisténciano ambiente, elevada
resisténcia aos tratamentos usuais de agua e a desinfeccao
por cloro, por serem comuns na populagdo, provocarem em
geral sintomas moderados, e porque foram associados com
casos esporadicos, surtos e epidemias apos consumo de agua
potavel. Torna-se, entdao, preeminente dispor de uma técnica
eficiente que permita sua deteccao.

Métodos de deteccao dos protozoarios Cryptosporidium spp e
Giardia spp em aguas

A anadlise de protozoarios em agua traz uma série de desa-
fios cientificos e tecnolégicos, uma vez que as metodologias
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reconhecidas internacionalmente sdo de alta especificidade.
A insercdo desse tipo de metodologia na rotina de laborato-
rios certificadores da potabilidade da agua ainda é incipiente
no Brasil. Mas a legislacdo pertinente (Portaria 2914/2011 -
MS, BRASIL, 20011) exige que sejam quantificados oocistos
de Cryptosporidium e cistos de Giardia em associacdo com
E. coli ou coliformes termotolerantes quando a média geo-
métrica anual destes ultimos nos pontos de captacao seja
superior a 1.000 E.colil00mL"'. Ainda, quando a média arit-
mética da concentracao de oocistos de Cryptosporidium spp
for maior ou igual a 3,0.L" nos pontos de captacdo da agua, a
turbidez do efluente filtrado por filtracdo rapida devera ser
menor ouigual a 9,3 uT ou alternativamente se deve empregar
desinfeccdo que comprovadamente alcance a mesma eficién-
cia de remocao de oocistos.

Nao existe um procedimento universalmente aceito para
avaliacao de Cryptosporidium e Giardia. Em 1997, a Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) desen-
volveu o métodol1622 para anadlise de protozoarios em aguas
que foi aprimorado em 2005 e denominado método 1623.
Este consta de varias etapas: filtracao, eluicao, concentracao,
purificacdo, separacdo imunomagnética, deteccdo, quantifi-
cacao, coloracdao — DAPI e imunofluorescéncia. A separacao
imunomagnética (IMS) consiste na separacdo dos oocistos
da matéria organica da agua com uso de uma barra magneé-
tica a qual fornece melhor e maior purificacao da amostra.
O método mostrou acuracia na concentracao, identificacao e
quantificacdo dos oocistos e cistos de protozoarios (McCUIN;
CLANCY, 2002).

Mesmo com restricdes, o método 1623 (USEPA, 2005)
€ uma técnica adequada para deteccdao de protozoarios em
amostras de agua. Para sua implementacao é necessaria uma
boa experiéncia dos analistas e consideraveis investimentos
econdémicos (FRANCO; BRANCO; LEAL, 2012).
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Determinacao de Crytosporidium e Giardia pelo Método
1623 da USEPA (2005): técnica de filtracao, separacao
imunomagnética e microscopia de imunofluorescéncia

O Método 1623 foi desenvolvido para a determinacdo
desses protozodrios em amostras de agua bruta ou tratada
(USEPA, 2005). E uma das técnicas mais avancadas atual-
mente disponivel, embora seja de baixa recuperacao (33,6
+ 20,2%) e ndo permita a identificacdo das espécies desses
protozoarios.

Fundamentos do método

O método 1623 (USEPA, 2005) tem as seguintes etapas:
a) concentracdo da amostra por filtracao e centrifugacao; b)
purificacao por separacdao imunomagnética (IMS); c) colora-
¢ao e leitura de laminas (microscopia de imunofluorescéncia
- FA).

Oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia
sao diferenciados pelo corante DAPl (4’-6-Diamidino-2-
phenylindole), seguido de microscopia de Contraste por
Interferéncia Diferencial. ldentifica géneros e nao espécies.

A seguir, sao apresentados, de forma resumida, o mate-
rial e métodos para pesquisa de oocistos de Cryptosporidium
spp e Giardia spp, pelo método 1623.
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Tabela 2 - Resumo do material e métodos de andlise das amostras de
agua para pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp e Giardia spp
pelo método 1623 (USEPA, 2005)

(continua)

Etapa Material Reagentes
Solucao de Tampao
Fosfato com Tween 20 -
1% concentrada, pH 7,4;
Extradiluido

Galoes plasticos de 10L a 50L
Coleta (descartaveis)*; autoclave;
recipientes plasticos de 8L

Modulos de filtro/espuma
porosidade 1 pm (Sistema

Solucdo de Tampéo Fosfat
Filta-Max — IDEXX/EUA); olucao de fampao Fostato

Filtracao bomba peristaltica (Modelo: com Tween 20 = 1%
R60 DZ7ID4/Fabricante: Sew/  Concentrada. pH74
Brasil)
Stomacher (Modelo: MK1204/ Solucdo Tampao Fosfato com
Eluicao Boitton/Brasil), sacos Tween 20 — 1% concentrada,
plasticos p/stomecher pH 74
Béquer; tubos de centrifuga
250 e 50 mL; balanca
digital; centrifuga (Modelo: . .
) C”? 6000D/Cie§tei:/Brasﬂ) Solucao de Tampao Fosfato
Concentracao N com Tween 20 — 1%
aceleracdo de 15008 c (2700
) i concentrada, pH 74
rpm) — por 15 minutos; vortex
(Modelo: MS1 Minishaker /
Fabricante IKA)
Tubo lado chato (Leigthon); Solucao Tampao Fosfato
kit Dynal (Oslo/Noruega); com Tween 20 — 1%
Purificacao agitador rotativo concentrada, pH 7,4; agua
- Separacao  (homogeneizador sanguineo destilada; reagentes de
I[munomagné- - Modelo: AP22/ Phoenix) separacdo imuno magnética

tica — Sistema 18 rpm 1 hora; concentrador  (Crypto-Combo e Giardia-
Dynal/Biobe- magnético MPC-1 — Magnetic Combo); solucao tampao-A

ads Particle Concentrator; tubo  10x concentrada e tampao-
Eppendorf; banho seco/ B10x concentrada (Kit
Quimis) Dynal)
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(Kit Merifluor/EUA) — Solucao de Tampao

Deteccao e Coloragao DAPL/Sigma Fosfato sem Tween 20
.. (46-diamidino-2- fenil indol) — 1% concentrada, pH
quantificacao . ~ ~
- tmunoflu- Contraste de Interferéncia 7,4 e Solucao de Tampao
orescéncia Diferencial (CID) — (modelo do Fosfato ¢/ Tween 20 — 1%
e coloracio microscopio: DMLB/: Leica-  concentrada, pH 7,4; meio
com DAP Alemanha); *cdmara umida; de montagem (glicerol);
pipeta Pasteur; laminula corante DAPLl/Sigma (4’, 6-
Perfecta 24 x 60 mm diamidino-2-fenilindol)

Fonte: Lopes (2009) modificada.

Especificacées dos materiais e reagentes necessarios
sao citadas a seguir.

Materiais:

NOUA QN

10.

1.

12.

Para a coleta da amostra: galdes ou recipientes plas-
ticos (polietileno) para coleta com 10 a 50 litros.
Devem ser preferencialmente descartaveis.

Agitador de tubos (tipo Vortex).

Agitador magnético.

Agitador rotatorio (18 rpm/min).

Barras magnéticas.

Béqueres de 1000 ou 2000 mL.

Bomba de vacuo/pressao (capacidade minima de 5
bar).

Centrifuga capaz de 15008 equipada com rotores
para tubos conicos de 50 e 250 ml.

Concentrador de particulas magnéticas para tubos
de 10 mL (MPC®1 ou MPC®6).

Concentrador de particulas magnéticas para tubos
de microcentrifuga (MPC®-M ou MPC®-S).

Estacdo de lavagem e concentracao (Filta-Max).
Filtros de espuma (Filta-Max).
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13.

Homogeneizador (Stomacher) com capacidade de
300-350 golpes/minuto.

14. Laminas para microscopia de fluorescéncia.

15. Laminulas (minimo 24x32 mm).

16. Membrana de policarbonato de 25 mm de diametro e
retencao de Tym.

17. Micropipetadores com volume variavel de 100-1000
pL e 10-100 ou 20-200 pl.

18. Microscopio optico equipado com contraste interfe-
rencial diferencial (DIC) e epifluorescéncia, Pipetas
Pasteur.

19. Pipetas soroldgicas de 5 e 10 mL.

20. Ponteiras de polipropileno com capacidade para 200
- 300 pL e 1000 pL.

21. Proveta de 500 mL.

22. Porta-filtro de espuma.

23. Sacos plasticos compativeis com o stomacher.

24. Tubos de polipropileno de 1,5 mL (tipo eppendorf).

25. Tubos conicos de centrifuga com capacidade de 250
mL e 50 mL.

26. Tubos de Leighton (lado plano).

Reagentes:

1. Acetona.

2. Acido cloridrico.

3. Glicerol.

4. Hidroxido de sédio.

5. Etanol.

6. Metanol.

7. Agua reagente (agua ultrapura).

8. Tween® 20 (Sigma Chemical):
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8.1. Tampdo fosfato salino - PBS pH 74 (Sigma
Chemical), 8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,15g Na,HPO, ani-
dro; 0,2 g, KH,PO,; 1,0 L 4gua reagente.

8.2 DAPl - 4’6-diamidino-2-phenylindole (Sigma
Chemical).

9. Solucdes para eluicdo dos filtros:

9.1 Tampao fosfato salino/ Tween® 20 (PBST):
Adicionar 0,10 mL (100 pL) de Tween® 20 a 1,0 L
a solucdo Tampado Fosfato salino (PBS).

9.2 Solucdo estoque: dissolver 2 mg DAPl em 1,0 mL
de metanol absoluto.

Nota: Preparar volumes minimos para o uso e colocar
em frasco ou tubo estéril protegido da luz com tampa rosque-
ada. Armazenar entre 1°C e 10°C. Nao permitir congelamento.
Descartar a solucdo ap6s duas semanas ou quando o controle
positivo der negativo.

9.3 DAPI (solucao de uso - seguir instrucdes do fabri-
cante do kit de anticorpos): adicionar 0,01 mL de
DAPI (solucao-estoque) a 50 mL de PBS.

Nota: Preparar volumes minimos para o uso e colocar em
frasco ou tubo estéril protegido da luz com tampa rosqueada.
Armazenar entre 1°C e 10°C. Preparar a solugdo diariamente.

10. Solucdes para montagem das laminas:

10.1 Glicerol/PBS: Misturar 60 mL de Glicerol e 40
mL de PBS.

Nota: Preparar no momento do uso.

10.2Meio de montagem DABCO/Glicerol: pesar 2,08
de DABCO (Sigma Chemical) e colocar em um
baldo volumétrico. Acrescentar 95 mL de solucao
de glicerol/PBS morna (aquecida) e misturar até
a completa dissolucdo do reagente. Completar o
volume para 100 mL e colocar em frasco estéril
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com tampa rosqueada com capacidade de 100 mL.
Manter refrigerado de 2 a 8°C (validade: 3 meses).

Metodologia adotada pela FUNASA (BRASIL, 2013)
A- Coleta da amostra

1. Coletarl0 L ou de 50 L enchendo completamente
o recipiente. O método com filtro de espuma Filta-
Max® foi validado para 50 L, mas podem ser usados
volumes menores de amostra.

2. Todo o volume deve ser coletado em um unico reci-
piente e preservado entre 1°C e 10°C, cuidando para
nao congelar.

B - Identificacao da amostra

1. ldentificar adequadamente a amostra.
* Registrar procedéncia, data e hora da coleta.
* Registrar data do inicio da analise, volume anali-
sado e volume do centrifugado.
* Registrar informacdes dos lotes dos reagentes e
solucodes utilizados.

C-Filtracao

1. Colocar o filtro de espuma no porta-filtro.

2. Conectar o porta-filtro ao recipiente com a amostra
e a bomba ou linha de pressao com a mangueira de
silicone.

3. Armazenar efluente da filtracdo em recipiente gradu-
ado e medir seu volume.
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4. Concluida a filtracao, desligar a pressdo. Desconectar
0 porta-filtro e tampar com rolha de borracha seus
pontos de entrada e saida.

5. Proceder a elui¢do. Se esta ndo pode ser feita imedia-
tamente, deve-se armazenar o porta-filtro/espuma
sob refrigeracao de 1a10°C e pode deixar um maximo
de 96 h.

D - Eluicao

O processo de eluicdo pode utilizar a estacao de lavagem
Filta-Max® ou Stomacher.
1. Procedimento de eluicdo com a estacao Filta-Max®.
1.1 Primeira lavagem.

111 Colocar a membrana filtrante plana na base
do concentrador, com a parte rugosa para
cima.

1.1.2 Usar as travas da estacdo de lavagem para
parafusar o tubo concentrador (criando uma
vedacao na membrana).

1.1.3 Retirar o tubo concentrador da estacdo de
lavagem.

1.1.4 Remover o filtro de espuma do porta-filtro.

1.1.5 Conectar o filtro de espuma a estacdo de
lavagem.

1.1.6 Verter o excesso de liquido recuperado a
partir do modulo de filtracdo para o tubo
concentrador, em seguida, lava-lo com PBST
e verter o liquido no tubo concentrador.

1.1.7 Adicionar 600 mL de PBST no tubo concen-
trador e conecta-lo na base abaixo do tubo
de eluicao.
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Nota: Se mais de 50 mL forem recuperados, diminuir a
quantidade de PBST.

1.1.8 Lavar o filtro de espuma, movendo o émbolo
para cima e para baixo aproximadamente 20
vezes com movimentos suaves para evitar
producao de muita espuma.

1.1.9 Separar o concentrado. Para purgar o liquido
que ficou no tubo de eluicao, mover o émbolo
para cima e para baixo mais ou menos 5
vezes, e rapidamente colocar o tampdo na
extremidade do tubo de aco para evitar que
escorra.

110 Com o sistema FILTA-MAX®, concen-
trar a solucdo eluida na primeira lavagem.
Posicionar o tubo concentrador sobre uma
placa de agitacao magnética e colocar a
tampa, com a barra agitadora magnética.

1.1.11 Conectar o aparelho de drenagem a valvula
na base do concentrador. Ligar o agitador e
abrir a valvula.

1.112 Ligar a bomba a vacuo.

1.1.13 Deixar o liquido escoar até a uma altura
aproximadamente igual ao meio da barra agi-
tadora e fechar a valvula rapidamente.

1114 Remover o agitador magnético e lava-lo
com PBST ou agua reagente para recuperar
todos os oocistos.

1.115 Transferir o concentrado para um tubo de
50 mL, lavar os lados do tubo de concentra-
¢ao e transferir o produto do enxague para
o tubo anterior de 50 mL.

1.2 Segunda lavagem
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1.2.1 Colocar um volume adicional de 600 mL de
PBST para o modulo concentrador.

1.2.2 Repetir a lavagem dos filtros de espuma,
movendo o émbolo para cima e para baixo 10
vezes, com movimentos para evitar a produ-
cao de espuma.

1.2.3 Adicionar o concentrado da primeira lava-
gem, armazenado no tubo de 50 mlL, para
o eluato (mistura de eluente e soluto) da
segunda lavagem e repetir o processo de
concentracdo da amostra com sistema
Filta-Max®.

Nota: No caso de obstrucao dos poros da membrana
que dificulta o escoamento antes de finalizar a concentracao,
pode-se substituir a membrana filtrante. Desmontar o tubo
concentrador e armazenar o eluato remanescente. Retirar a
membrana com uma pinca, colocando-a no saco fornecido.
Inserir uma nova membrana e remontar o tubo concentrador.
Retornar o eluato armazenado ao tubo concentrador, lavar o
recipiente com agua reagente e adicionar o liquido ao eluato,
prosseguir com a concentracdo. A membrana pode ser subs-
tituida sempre que necessario. Pode-se também realizar a
concentracao por centrifugacao a 1500g por 15 minutos.

1.2.4 Remover o agitador magnético.

1.2.5 A amostra final pode ser vertida para den-
tro do mesmo tubo de 50 mL. Lavar os lados
do tubo concentrador com PBST e verter a
solucdo para o tubo de 50 mL.

1.2.6 Inserir o tubo concentrador vazio na esta-
cao de lavagem.

1.2.7 Retirar a membrana e transferi-la para o
saco com uma pinga.

1.2.8 Lavar a membrana.
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1.2.8.1 Manualmente - adicionar 5 mL de
PBST no saco com a membrana.
Esfregar a superficie da membrana
através do saco até que fique limpa.
Usar uma pipeta para transferir o
produto de eluicao a um tubo de
50 mL. Repetir a lavagem da mem-
brana com outros 5 mlL de PBST e
transferir o produto para o tubo de
50 mL.

1.2.8.2 Lavagemcom Stomacher - Adicionar
5mL de PBST para o saco contendo
a membrana. Colocar o saco com a
membrana no Stomacher e agitar
3 minutos. Com pipeta transferir
o eluato para um tubo de 50 mL.
Repetir a lavagem duas vezes no
Stomacher e com 5 mL de aliquotas
de PBST.

E - Centrifugacao

1. Centrifugar o tubo de 50 mL a 15008 durante 15
minutos.

2. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, aspirar
cuidadosamente o sobrenadante até 5 mL acima do
sedimento.

3. Registrar o volume do sedimento.

Nota: O volume do sedimento nao deve ser superior a 0,5

mL, quantidade maxima recomendada de material particulado
para purificacdo pelo método.
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F - Separacao imunomagnética

1. Agitar vigorosamente o tubo em vortex para ressus-
pensado do sedimento:

11 Se o volume de sedimento for inferior a 0,5 mL,
agitar o tubo vigorosamente em vortex até o sedi-
mento ser completamente ressuspendido. Girar
o tubo da centrifuga suavemente para reduzir a
espuma formada apos homogeneizacao.

1.2 Se o volume do sedimento for superior a 0,5 mL,
o concentrado deve ser separado em varias suba-
mostras (uma subamostra ndo deve ter volume
de sedimento superior a 0,5 mL).

1.2.1 Estimar o volume total requerido usando o
volume do sedimento pela formula:

Volume total requerido (mL) = Volume de sedimento (mL) x 5,0 mL
0,5 mL

Exemplo: volume do precipitado = 1,2 mL.

Volume total necessario =12 mL.

Adicionar agua pura ao tubo de centrifuga para comple-
tar o volume del12 mL.

1.3 Se todo o volume obtido for submetido ao IMS,
deve-se dividir por 5 mL e calcular o numero de
subamostras a serem analisadas (arredondando
para o numero inteiro superior mais proximo).

No exemplo citado =12/5 mL= 2,4 (=3 subamostras).

1.4 Se o volume a ser analisado for parcial, agitar
vigorosamente o volume total em vortex para
ressuspender completamente o precipitado.
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Preparar, para cada concentrado, 1,5mL de uma
diluicaolX do tampao SL-A 10X. Para cada 1,0 mL
requerido da solucao diluida, misture 100 pL (0,1 mL)
e 900 pL (0,9 mL) de agua reagente.

Transferir, com o auxilio de uma pipeta de 10 mlL, 5
mL da amostra concentrada (ou subamostra) para
o tubo de Leighton (lado plano) contendo 1,0 mL
de cada tampao, SL-A 10X e SL-B 10X (Dynabeads
GC-Combo).

Enxaguar, duas vezes com agua reagente, o tubo con-
tendo o concentrado (ou subamostra), de modo que o
volume final no tubo de Leighton seja de 12 mL.
Adicionar a cada tubo de lLeighton com a amostra e
tampodes, 100 mL de Dynabeads®Crypto-Combo e
100 mL de Dynabeads®Giardia-Combo, previamente
homogeneizados no vortex por 10 segundos. Colocar
0s tubos no agitador rotatorio por no minimo 1 hora,
a 18 rpm.

Transferir o tubo de lLeighton para o concentrador
magnético de particulas (MPC®1 ou MPC®6), homo-
geneizar, manual e suavemente, em um angulo de
aproximadamente 90° por 2 minutos.

Descartar o sobrenadante, sem retirar o tubo do
concentrador magnético de particulas e sem agitar
0 material.

Se a amostra estiver turva, descartar o sobrenadante
e ressuspender o sedimento em 10 mL de PBS e repe-
tir o procedimento no concentrador magnético de
particulas.

Remover o concentrador magnético de particulas
e ressuspender a amostra em 500 pL (0,50 mL) de
tampdo SL-A 1X utilizando pipeta Pasteur e transfe-
rir para um tubo eppendorf. Adicionar mais 500 pL
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10.

n.

12.
13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

de tampao SL-A1X ao tubo de Leighton, lavar bem e
transferir para o tubo eppendorf. Colocar o eppendorf
no MPC®-M ou MPC®-S, e homogeneizar manual-
mente em um angulo de 180°C durante 1 minuto.
Para transferir, quantitativamente, todo o volume,
aguardar, ap6s a segunda transferéncia, cerca de
um minuto e recolher qualquer volume residual que
tenha escorrido para a parte inferior do tubo.
Descartar o sobrenadante, sem retirar o concentra-
dor magnético.

Dissociacdao do complexo beads/oocisto.

Remover o concentrador magnético.

Adicionar 50 pL da solucdo de HCI O,IN e agitar no
vortice a alta velocidade por cerca de 50 segundos.
Colocar o tubo no concentrador magnético (MPC®-
Mou MPC®-S) sem a tira magnética no lugar e deixar
repousar em posicao vertical, por pelo menos 10
minutos, a temperatura ambiente.

Agitar no vortex durante aproximadamente 30
segundos.

Assegurar que toda a amostra esta na base do tubo.
Colocar o tubo de microcentrifuga (eppendorf) no
concentrador magnético (MPC®-M ou MPC®-S).
Colocar a tira magnética no concentrador magnético
(MPC®-M ou MPC®-S) e deixar em repouso durante
um minimo de 10 segundos.

Preparar uma lamina e identifica-la, adicionar 5 pL de
NaOH 1,0 N ao poco da lamina.

O procedimento envolve duas dissociacdes acidas
e podem ser montadas duas laminas, colocando em
cada uma o volume de uma das dissociacdes ou uma
unica lamina. Caso se escolha montar uma unica
lamina, adicionar 10 pL de NaOH 1,0 N ao poco da
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lamina. O volume do concentrado que foi adicionado
deve ser bem medido.

21. O volume obtido da dissociacdo pode ser armaze-
nado em outro Eppendorf com 10 pL de NaOH 1,0 N.
Desse modo, pode-se realizar a leitura de uma menor
aliquota do concentrado, e devem-se registrar os
volumes do concentrado e da aliquota.

22. Sem remover o Eppendorf do concentrador mag-
nético (MPC®-M ou MPC®-S), transferir toda a
amostra para o poco da lamina com NaOH. Evitar
tocar as particulas presas a parede do tubo. Conferir
que todo o fluido seja transferido.

23. Remover o Eppendorf do concentrador magnético e
repetir o procedimento de lavagem com acido.

24. O volume da segunda dissociacao acida pode ser
adicionado a lamina contendo o volume da primeira
dissociacao ou pode ser montada uma segunda
lamina, como ja dito anteriormente.

Nota 1: Os pocos da lamina podem ser pequenos para
acomodar os volumes de ambas as dissociacoes.

Nota 2: As etapas de eluicdo, concentracao e purificacao
(separacao imonomagnética) devem ser concluidas no mesmo
dia de trabalho.

G - Coloragao

1. Deixar as laminas secarem a temperatura ambiente
de um dia para outro (ou até que a lamina seque com-
pletamente). Seguir as instrucdes do fabricante para
efetuar a coloracao imunofluorescente.

Nota: A coloracdo deve ser iniciada em até 72 horas apos

preparada a lamina.

3N



7.

8.

Colocar a lamina numa camara umida, no escuro e a
temperatura ambiente durante aproximadamente 30
minutos. A camara umida consiste de um recipiente
de plastico contendo toalhas de papel umidas, sobre
as quais as laminas sao colocadas.

Lavar os pocos com PBS usando quantidade sufi-
ciente para tal (aproximadamente 100 pL). Aspirar
cuidadosamente o liquido sem tocar a area contendo
0 material.

Adicionar 50 pL de DAPI e deixar em repouso durante
5 minutos na camara umida.

Lavar os pocos, adicionando PBS em quantidade
suficiente (aproximadamente 100 pl). Aspirar cui-
dadosamente o liquido, sem tocar a area contendo o
material.

Colocar uma gota do meio de montagem DABCO/gli-
cerol e cobrir com uma laminula, evitando a formacao
de bolhas entre a lamina e a laminula.
Cuidadosamente, selar as bordas da laminula com
esmalte transparente.

Preparar laminas de controles positivos e negativos,
de acordo com as especificacdes do fabricante.

Nota: O exame microscdpico deve ser iniciado tao logo a
coloracdo tenha sido finalizada, mas se os corantes nao per-
derem a fluorescéncia, pode ser realizado em até 168 horas (7
dias) com as laminas armazenadas ao abrigo da luz.

H - Leitura no microscopio

Examinar cada poco de maneira sistematica, estabe-
lecendo um padrao de leitura, de cima para baixo ou
de um lado para outro, garantindo que toda a area
seja avaliada.
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2. Examinar usando imunofluorescéncia (FA), DAPIL
e microscopia de Contraste por Interferéncia
Diferencial (DIC).

I - Controles positivo e negativo

1.

[niciar o exame pelos controles positivo e negativo,
identificando no controle positivo pelo menos trés
oocistos de Cryptosporidium e trés cistos de Giardia.
Examinar o controle negativo, confirmando a ausén-
cia de cistos e oocistos.

Registrar os resultados e iniciar a leitura das amos-
tras somente se os controles positivos e negativos
apresentarem resultados satisfatorios.

Oocistos de Criptosporidium

3.1 Examinar em FITC com aumento de 200X. Sao

3.2

3.3

34

oocistos formas fluorescentes ovoides ou esfeéri-
cas de 4 a 6 pm de diametro.

Ao visualizar os oocistos, ampliar para 400X
e mudar o microscopio para filtro bloqueador
de UV para DAPL Os oocistos caracteristicos
apresentam coloracdo interna azul brilhante ou
presenca de até 4 nucleos de coloracao azul céu.
Em seguida, examinar com contraste interfe-
rencial-diferencial e observar a presenca de
caracteristicas morfologicas internas e externas
tipicas de oocistos de Cryptosporidium, com
aumento de 1000X.
Umresultado positivo de oocisto Cryptosporidium
exibe fluorescéncia, tamanho e formas tipi-
cas, e positivo para Fluorescéncia-FITC, DAPI;
Contraste de interferéncia- diferencial-DIC.
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4, Cistos de Giardia

41

4.2

4.3

4.4

Examinar em FITC em aumento de 200X. Sdo cis-
tos caracteristicos, formas fluorescentes ovoides
ou esféricas de 8 a 18 pm de diametro e 5 a 15 pm
de largura.

Ao visualizar os cistos, ampliar para 400X e
mudar o microscopio para filtro bloqueador de
UV para DAPL. Os cistos caracteristicos apresen-
tam coloracao interna azul brilhante ou presenca
de dois a 4 nucleos de coloragao azul céu.

Em seguida, examinar em contraste interferen-
cial - diferencial e observar as caracteristicas
morfologicas internas e externas tipicas de cistos
de Giardia.

Um resultado positivo para cisto de Giardia é a
fluorescéncia tipica, tamanho e forma tipica e
nao exibe caracteristicas atipicas em FA, DAPI ou
DIC.

5. Calculo dos resultados

Calculo para quando todo o volume concentrado (do final
dissociacao acida) é observado ao microscopio em uma unica

Vez:

N° de (oo)cistos. L'=N° de (oo)cistos identificados

Volume da amostra coletada

Interferentes que alteram os resultados

Turbidez: influencia negativamente nas etapas de con-
centracao e separacdao do material particulado dificultando a
leitura e identificacdo microscépica.
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Detritos e organismos com imunofluorescéncia: inter-
ferem na identificacao dos oocistos e cistos por apresentar
resultados falsos positivos.

Contaminacao: solventes, reagentes, e residuos de
cada etapa anterior ou presentes em tubos e ponteiras mal
autoclavados sao contaminantes para as etapas seguintes
interferindo nos resultados. Para controlar a presenca de
interferentes, cada etapa deve ter seu branco, ou seja, seu
controle negativo. Recomenda-se usar material descartavel
para evitar esse tipo de contaminacao.

Inexperiéncia no laboratorio: a técnica descrita e a
identificacdo microscopica de cistos e oocistos exige alta
capacidade do técnico; e este deve receber treinamento espe-
cifico desde a etapa de preparacao do material de vidro, e
sobre cuidados, manutencao e uso dos equipamentos, inclui-
dos 0s microscopios e as coloracdes especificas.

A Figura 1 mostra as etapas da técnica. Foram extrai-
das do trabalho de Martins et al. (2009), apresentado no 25°
Congresso de Engenharia Sanitaria e Ambiental realizado em
Recife-PE em 20009.

As Figuras 1 e 2 mostram detalhes do Sistema FILTA MAX
- IDEXX recomendado pela USEPA (2005) para a concentra-
¢ao e eluicao de oocistos de Cryptosporidium sp e cistos de
Giardia sp.
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Figura 1 — Sistema FILTA MAX. (IDEXX) a) tubo superior, onde se
coloca o modulo de filtro em espuma (seta superior) sem as tampas
de contencdo apos concentrar a amostra para iniciar a eluicao com

PBST; b) tubo inferior, que recebe o liquido eluido e se procede a sua
concentracdo; ¢) modulo de filtracdo de espuma compactado; d) filtro
de espuma expandido para eluicao.

Fonte: IDEXX - Filta Max (2015).
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Figura 2 - Uso do FILTA MAX: a) colocacdo do filtro de espuma
compactado dentro do suporte do filtro; b) suporte de filtro com filtro
de espuma pronto para efetuar a filtracao e concentracao da amostra

(Figura 4); c) colocacao do filtro de espuma apos a concentracao

da amostra dentro do tubo superior da estacdo de lavagem FILTA
MAX fixado na tampa superior para permitir a expansao do filtro de
espuma; d) lavagem (eluicao) do concentrado com tampao de eluicdo,
com movimentacdo do émbolo pelo menos 5 vezes; e) concentracao
do eluato; f) material concentrado. Repetir os passos para concentrar
o volume final em 25 mL

| S5 b) . @

(G o= S

d)

/

Fonte: IDEXX — Step by step guide to using FILTA MAX (adaptado) (2015).
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