Procedimento (quantitativo)

- Homogeneizar amostra, invertendo o frasco 25 vezes, em
arcode 30 cm;

-inocular 100 mL de amostraem frasco estéril;

- abrir com assepsia o tubo contendo o meio de cultura,
adicionar ao frasco com a amostra e agitar para
homogeneizar a mistura amostra/reagente;

- transferir assepticamente 20 ml para 5 tubos de ensaio
estéreis nédo fluorescentes ou 10 ml para 10 tubos de
ensaio estéril nao fluorescente, incubar os tubos contendo
a amostra em estufa, deixando-o em residéncia por no
maxima 24 horas a 35°C +ou- 0,5°C ( a partir de 18 horas a
leitura ja podera ser feita se houver positividade);

- retirar da estufa e observar se houve mudanca na
coloracdo para amarelo, se positivo submeter & exposicéo
de luz UV (em camara) para verificar a presenga ou nao de
fluorescéncia azul esverdeada;

- os frascos positives nao devem ficar na geladeira (para
evitar resultados discordantes) até a verificacdo da
necessidade de identificacao;

Calculos e expressao dos resultados

OBS: Mudanca de cor para amarelo (conforme
comparador de cor**) €& considerada positiva para
coliformes totais e se houver fluorescéncia confirmara
presencade Escherichia coli;

***nao acompanhao KIT

- Sem desenvolvimento de cor indica auséncia de
Coliformes Totais e Escherichia coli

- Desenvolvimento de coloracdo amarela sem
fluorescéncia indica presenca de Coliformes Totais.
Proceder a contagem dos tubos e utilizar as tabelas ao lado
para determinagdo do NMP (Tabela lou ll).

- Desenvolvimento de coloragdo amarela com
fluorescéncia observada em luz ultravioleta indica a
presenca de Escherichia coli. Proceder a contagem dos
tubos e utilizar a tabela abaixo para determinacao do NMP
(Tabelaloull).

Anexol

Determinagdo do NMP (Numero mais provavel)
Tabelal - Niumero mais provavel

Numero de tubos positivos

(com gas) 5 de 20 mL NMP/ 100 mL
1] <1.1
1 1,1
2 286
3 4.6
4 8,0
5 =8.0.

Fonte: Standard Methods for the Examination of
\Water and Wastewater- Tabela 9221.1l- Pag. 9-48

Tabelall - Nimero mais provavel

N°cle tubos
Positivos
(com gas) NMP |Limite de confianga
10 de 10 mL P/100 mL | Baixo Alto
Q <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 1.3 13,4
5 6.9 21 16,8
[ 9,2 3.1 21,1
7 12,0 4,3 27,1
8 16,1 5,9 36,8
9 23,0 8.1 59,5
10 >23.0 13,5 infinito
Fonte: Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater- Tabela 9221.11l- Pag. 9-48
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Instrugdes Aquateste Coli

Coliformes totais e fecais em aguas

Este grupo € composto por bactérias da familia das
Enterobacteriaceae, capazes de fermentar a lactose com
produgao de gas, quando incubadas a 35-37°C, por 48
horas. Sao bacilos Gram-negativos ndo formadores de
esporos. Fazem parte deste grupo: Escherichia,
Enterobacter, Citrobacter e klebsiella. Apenas a
Escherichia coli tem como habitat primario o trato intestinal
do homem e animais de sangue quente. Os demais além de
serem encontrados nas fezes, também estao presentes no
solo e em vegetais onde persistem por tempo superior aos
de bactérias patogénicas de origem intestinal como
Salmonellae Shigella

Aespecificacdo do meio e da temperatura séo criticos para
a interpretacdo dos resultados. Com base nas evidencias
20 ou mais espécies representativas atendem aos critérios
que definem o grupo coliforme. O mesmo néo identifica os
membros individualmente, tem menor valor interpretativo
que o unico organismo indice a Escherichia coli, bem
como o grupo de origem fecal, pois o grupo pode conter
outros membros nao entéricos como o género Serratia e
Aeromonas. A presenca de coliformes totais no alimento
néo indica necessariamente contaminacao fecal recente ou
ocorréncia de enteropatogenos.

As enterobactérias ONPG positivas, porem nao
fermentadoras de lactose apresentam crescimento tardio e
nao devem ser considerados.

Principio do método

O Aquateste coli € um meio de cultura apresentado em
frascos estéreis em quantidades individuais para uma
amostra, contendo sais, fontes de carbono e nitrogénio,
indicadores e nutrientes selecionados para deteccac
simultédnea de coliformes totais e Escherichia coli. Na
composicdo a presenca do orto-nitrofenil beta-D
galactopiranosideo (ONPG) que diferenciam os
organismos que apresentam as enzimas de fermentagdo
de lactose (beta-galactosidase) e 4- metillumbeliferil-beta-
D glicuronideo (MUG), para diferenciar Escherichia coli,
que apresenta a enzima Beta-glicuronidase. O meio possui
inibidores de crescimento para Pseudomonas e
Aeromonas.

A Shigella também metaboliza o MUG pela presenca da
enzima f-glucuronidase, porém esta ndo cresce no meia
pelo baixo teor de substancias nutrientes.

Amostras coliformes positivas sao detectadas visualmente
por desenvolvimento de cor amarela no meio de cultura, e a
presenca de Escherichia coli detectada pela observacao
de fluorescéncia azul esverdeada submetida a exposicao
de luz UV (365-366 nm).

Importancia

O grupo coliforme & considerado um indicador de
contaminacdo fecal da agua, assim, sua deteccdo na
amostra permite considerar esta como impropria para
consumo humano. O presente teste permite detectar a
presenca de coliformes em 24h.

Aplicagéao
Aguas da rede publica, agua mineral, agua de paco, agua
de fonte, agua derio e outras aguas potaveis.

Amostragem

Proceder a amostragem de 100 ml de amostra em
recipiente estéril de acordo com o tipo de amostra a ser
coletada:

- *Agua clorada: acrescentar 0,1 ml de solucdo de
Tiossulfato de Sodioa 10% ;

-*Agua “in natura” — acrescentar 0,1 ml de solugio de EDTA
15%.

*0OBS: Volumes acima de 100 ml de amostra adicionar a
quantidade das solugdes acima proporcionalmente ao
volume coletado

- ldentificar a amostra preenchendo a etiqueta de
identificacdo do frasco ou que forneca as informacées
necessarias.

- Enviar a amosira ao Laboratdrio acondicionada em caixa
térmica (isopor ou similar) mantendo-a refrigerada em
temperaturas < 10 °C (ex. gelo™) no maximo 24 horas da
coleta (ideal 8 a 12 horas).

-Lavar bem as maos antes de proceder a coleta

**OBS.: Acondicionar o gelo em embalagem integra (saco
plastico), evitando contato direto deste coma amostra.

Agua de rede/ agua de fonte com torneira/ pogo
com bomba

N&o coletar 4gua de torneira que passem por aeradores,
filtros ou que apresentem vazamentos.

Procedimento

- Com a torneira completamente aberta, deixar a agua
escoar por 2-3 min;

- fechar a torneira limpar a mesma com alcool, se possivel
flambar (torneiras metalicas);

- abrir a torneira deixando apenas um filete de agua
escoando (baixavazao);

- remover rapidamente, a tampa do frasco coletor, tomando
o cuidado para nao tocar no bocal do frasco e no deixar a
tampa tocar em qualquer superficie, para evitar
contaminagao cruzada;

- aproximar o frasco da torneira verticalmente, e enché-lo
com a amostra até % de sua capacidade;

-imediatamente apos este procedimento fechar o frasco.

Pogo sem bomba

Nao coletar a amostra com balde que & rotineiramente
utilizado para retirar agua do pogo.

Procedimento

- Coletar a amostra com cuidados de assepsia, evitanda
qualguer contato com a parte interna do gargalo e tampa do
frasco, ndo permitindo que a parle interna da tampa
repouse no solo ou em gualquer outra superficie capaz de
contaminar a mesma;

- amarrar ac gargalo do frasco um chumbinho (daqueles
utilizados em vara de pesca), com um barbante limpo ou fio
de nylon preferivelmente;

- retirar a tampa, descer o frasco cuidadosamente, evitanda
tocar as paredes do pogo;

- quando atingir a superficie da agua , fazer movimentos
leves e deixar o mesmo encher (percebe-se pelo peso);

- retirar o frasco do poco, desprezar uma pequena porgéo
da amostra, deixando cerca de % do volume do frasco;

- imediatamente apoés chegar a superficie do pogo tampar e
n&o abrir mais até o momento da analise.

Aguade fonte (bica)

Procedimento

- Remover, rapidamente, a tampa do frasco coletor,
tomando o cuidado de nao tocar no bocal do frasco e ndo

Deixar a tampa tocar em qualquer superficie, para evitar
contaminacéo cruzada,

- segurar o frasco, verticalmente, e enché-lo com a amostra
até ¥ de sua capacidade;

-fechar ofrasco, imediatamente, apos a amostragem.

Aguas superficiais (rios, lagos, piscinas,
reservatorios)

- Evitar coletar amostras muito proximas &s margens e em
areas estagnadas.

Procedimento

- Remover, rapidamente, a tampa do frasco coletor,
tomando o cuidado de ndo tocar no bocal do frasco e ndo
deixar a tampa tocar em qualquer superficie, para evitar
contaminagao.

- Segurar o frasco pela base, com uma das maos, e
mergulha-lo rapidamente, com a boca para baixo, a cerca
de 20 cm abaixo da superficie da agua, evitando a
introdugao de cantaminantes superficiais.

- Com a boca do frasco em sentido contrario a corrente,
inclinar lentamente este com angulagdo de + ou -7 157,
permitindo a saida do ar interno e consequentemente o
enchimento do mesmo. Quando ndo houver corrente,
movimentar o frasco para frente na diregéo horizontal.

- Retirar o frasco do corpo d’agua, desprezar uma pequena
porgdo da amostra, deixando cerca de % do volume do
frasco.

- Fechar ofrasco, imediatamente, apos a coleta.

Critérios derejeicao

Rejeitar as amostras gue forem coletadas em frascos
improprios ou que nao estiverem devidamente identificadas
(ponto, horario da coleta ete.).

Precaucgdes e cuidados especiais
Amostras suspeitas de alto grau de contaminacéo devem
ser diluidas, 1:2 até 1:1.000 com agua destilada estéril.

Armazenamento e estabilidade

As amostras devem ser coletadas em recipientes estéreis e
inoculadas o mais rapidamente possivel. Do contrario,
manter emgeladeira (2-8 C) por até 24h.

Limitagoes do método

As limitacGes da presente metodologia estao
principalmente ligadas a fatores de amostra, devendo ser
observados os cuidados preconizados para amosiras
cloradas e de fontes contaminadas.

Controle da qualidade

- Materiais necessarios

Recomenda-se inocular 3 bactérias controle, sendo
sugeridas: Escherichia coli (ATCC 25922 ou 11775),
expectativa de resultado amarelo e fluorescéncia; um
coliforme total (p.ex. Klebsiella pneumoniae ou o
Enterobacter cloacae) amarelo sem fluorescéncia e um
ndo coliforme (p.ex. - Pseudomonas aeruginosa ATCC
10145 0u 27853 ou Aeromonas sp)incolor.

-Periodicidade
Testar a cada novo lote recebido ou em periodicidade
estabelecida pelo proprio laboratério

Analise dos resultados

Resultados anormais (diferentes dos esperadas) implicam
em uma analisea profundada das causas e na
impossibilidade de se validar resultados antes de seu
esclarecimento.

Garantia da qualidade

A Laborclin obedece ao disposto na Lei 8.078/90 - Cédigo
de Defesa do Consumidor. Para que o produto apresente
seu melhordesempenho, é necessario:

- que o usuario conheca e siga rigorosamente o presente
procedimento técnico;

- gue os materiais estejam sendo armazenados nas
condigdes indicadas;

- que os equipamentos e demais acessorios necessarios
estejam em boas condigbes de uso , manutencdo e
limpeza.

Antes de ser liberado para venda, cada lote do produto e
submetido a testes especificos, que sio repetidos
periodicamente até a data de vencimento expressa em
rotulo. Os certificados de analise de cada lote podem ser
solicitados junto ao SAC - Servigo de Assessoria ao Cliente,
bem como em caso de duvidas ou quaisquer problemas de
origem técnica, através do telefone 0800-410027.
Quaisquer problemas que inviabilizem uma boa resposta
do produto, que tenham ocorrido comprovadamente por
falha da Laborclin serao resolvidos sem 6nus ao cliente,
conforme o dispostc emlei

PROCEDIMENTO ANALITICO PRESENCA/AUSENCIA

- Homogeneizar amostra, invertendo o frasco 25 vezes, em
arcode 30 cm;

- inocular 100 mL de amostra em frasco estéril ndo
flucrescente;

- abrir com assepsia o frasco contendo o meio de cultura,
adicionar ao frasco contendo a amostra e agitar
vigorosamente para homogeneizar a mistura
amostra/reagente;

- incubar o frasco contendo a mistura em estufa,deixando-o
em residéncia por no maximo 24 horas a 35°C (70,5°C) (a
partir de 18 horas a leitura ja podera ser feita se houver
positividade);

- retirar da estufa e observar se houve mudanga na
coloracao para amarelo, se positivo submeter a exposicao
de luz UV (em camara) para verificar a presenca ou nao de
fluorescéncia azul;

- os frascos positivos de P/A ndo devem ficar na geladeira
(para evitar resultados discordantes) até a verificacao da
necessidade de identificacao;

- quando acusar resultado positivo para coliformes totais e
Eschericha coli utilizar o método do nimero mais provavel
{(NMP) para contagem das coldnias.

Expressdo dos resultados

- Este ensaio ndo requer célculos a observagdo é visual.

- Qualquer mudancga de cor para amarelo & considerada
positiva para coliformes totais e se houver fluorescéncia
confirmara presenca de Escherichia coli

- Sem desenvolvimento de cor indica auséncia de
Coliformes Tolais e Escherichia coli.

- Desenvolvimento de coloragdo amarela sem
fluorescéncia indica presenca de Coliformes Totais.

- Desenvalvimento de coloragdo amarela com
fluorescéncia observada em |uz ultravioleta indica a
presenca de Escherichia coli.



