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para quem ndo tem fluéncia na lingua inglesa

uma importante ferramenta para avaliagéo técnica laboratorial

O "Manual for the Certification of Laboratories Analyzing Drinking Water" é uma
publicacdo da Agéncia Ambiental Americana (United States Environmental Protection Agency -
USEPA), que estabelece os procedimentos técnicos e critérios para a garantia da qualidade
laboratorial das analises quimicas, microbioldgicas e radioquimicas de aguas de consumo humano.
A USEPA desenvolve um Programa de Certificacdo dos laboratérios que realizam essas analises
segundo os requisitos estabelecidos no Manual.

Ha varios anos os Laboratorios de Microbiologia da CETESB - Companhia de Tecnologia
de Saneamento Ambiental adotam os procedimentos e critérios do Manual, que é também utilizado
no Curso "Controle de Qualidade Analitica em Laboratorios de Anélises Microbiolégicas da Agua”,
ministrado anualmente pelo Setor de Microbiologia e Parasitologia do Departamento de Analises
Ambientais da CETESB, como importante ferramenta para avaliacdo técnica laboratorial. No ano
de 2005, foi disponibilizada a traducdo do Capitulo V (Microbiologia), da 42 edicdo de 1997 desse
Manual para os profissionais que atuam na area e ndo tém fluéncia na lingua inglesa. Nessa época, a
52 edicdo, de 2005, ja tinha sido publicada pela USEPA, e assumimos entdo o compromisso de
disponibilizar assim que possivel sua tradugéo.

Destaca-se nessa edicdo a inclusdo de métodos utilizados para avaliacdo da qualidade de
aguas subterréneas (colifagos e enterococos) e novos métodos de analise baseados em substratos
enzimaticos, que sdo atualmente permitidos pela legislacdo americana (Anexo G- Analytical
Methods for Microbiology).

A verséo integral desta publicacdo da USEPA, que contém, dentre outros, capitulos
referentes a Quimica e Radioquimica pode ser consultada no enderego eletrbnico
www.epa.gov/safewater/labcert/pdfs/manual_labcert_2005.pdf.
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Elementos Criticos para Microbiologia

Nota 1: Neste trabalho emprega-se “deve ter” , ou “deve manter” quando se faz referéncia a critérios de
certificacdo requeridos pela “National Primary Drinking Water Regulations”. Usa-se “recomenda-se” ou 0
verbo no modo infinitivo, se a referéncia for feita a procedimentos que, embora ndo obrigatorios, sdo
considerados boas praticas de laboratério. Para assegurar a validade dos dados, é fundamental que os
laboratérios observem critérios legais e ndo-legais. Os auditores tém a prerrogativa de negar a certificagéo,
caso julguem insatisfatorios ou insuficientes os dados de controle de qualidade.

Nota 2. Os itens de controle de qualidade assinalados com CQ exigem registro escrito. Recomenda-se que
cada registro contenha as iniciais do analista e a data.

Nota 3: As referéncias ao “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater” dizem respeito
a 18?2 192 e 202 edicbes (exceto quando houver mencao diferente).

1. Pessoal
1.1 Supervisor/Consultor

Recomenda-se que o supervisor do Laboratério de Microbiologia tenha grau de bacharel em
Microbiologia, Biologia ou curso semelhante, e que 0s supervisores ndo graduados em
Microbiologia tenham tido na faculdade pelo menos uma disciplina que incluisse aulas préaticas de
Microbiologia e a area de Microbiologia Ambiental. Recomenda-se que, além disso, 0 supervisor
tenha recebido um minimo de duas semanas de treinamento em laboratorio de andlises
microbioldgicas da &gua de consumo humano da entidade responsavel federal, estadual ou
instituicdo académica ou tenha experiéncia (com vinculo empregaticio) de 80 horas nessa area em
laboratorio certificado ou outro treinamento aceito pelo Estado ou pela EPA. Se ndo houver um
supervisor (nem dispensa desse funcionario, conforme especificado no item 1.3), um consultor com
as mesmas qualificacdes pode substitui-lo, desde que o Laboratério possua documentagdo
comprobatoria de sua aceitacdo pelo Estado e que ele esteja presente no Laboratério com a
freqliéncia desejada para desempenhar suas funcdes de supervisor.

O supervisor do laboratorio tem sob sua responsabilidade garantir que os analistas sdo capazes de
executar satisfatoriamente as andlises sob sua atribuicdo e que os dados gerados pelo laboratério
tenham qualidade e atendam aos critérios exigidos pelas entidades responsaveis.

1.2 Analista (ou cargo equivalente)

Recomenda-se que o analista seja capaz de executar as analises microbiologicas com supervisao
minima, tenha o0 2° grau e no minimo trés meses de experiéncia de bancada em microbiologia de
agua, leite ou alimentos. Recomenda-se que tenha também treinamento aceito pelo Estado ou pela
EPA em analises microbiologicas de dgua de consumo humano, e experiéncia minima de 30 dias
(com vinculo empregaticio) nessa area, sob a supervisdo de um analista experiente, e que participe
de “workshops” e programas de treinamento proporcionados pela entidade responsavel, associagdes
profissionais e fabricantes. Recomenda-se que o analista comprove sua capacidade de produzir
resultados aceitaveis para poder analisar amostras para atendimento a padrdes de qualidade.



1.3 Dispensa da exigéncia de treinamento

O auditor pode dispensar o treinamento académico acima especificado, de acordo com o caso, para
analistas muito experientes. Essa dispensa também pode ser concedida a supervisores de laboratério
de empresas de sistemas de agua de consumo humano que analisam somente sua propria agua.
Quando essa dispensa é concedida, o auditor redige e assina uma justificativa com copia para o
Laboratorio, que permanece disponivel para inspecao.

1.4 Registros pessoais

Recomenda-se que 0s registros pessoais que incluem formacdo académica, cursos especializados e
tipos de analises microbioldgicas realizadas sejam mantidos com os analistas.

2. InstalacOes laboratoriais

Recomenda-se que o Laboratério esteja instalado em &rea limpa, com temperatura e umidade
controladas e iluminacdo adequada na parte superior das bancadas. Recomenda-se igualmente uma
separacdo fisica entre areas com atividades incompativeis, e minima circulacdo de pessoal, para
assegurar que nenhum tipo de contaminagdo afete a qualidade dos dados. Em bancadas e pisos
devem ser empregados materiais de facil limpeza e desinfecgdo. E necessario espaco suficiente para
processamento de amostras, armazenamento de meios de cultura, vidraria e equipamento portatil,
equipamentos de piso (incubadoras, geladeiras etc.), areas para lavagem de vidraria e esterilizagdo
de material, e todos os recursos para descarte de residuos microbioldgicos.

3. Equipamentos e suprimentos para o Laboratério

O Laboratdrio deve ter os equipamentos e materiais necessarios a realizacdo das analises para as
quais requer certificagéo.

3.1 Medidor de pH

3.1.1 Manter exatidao e graduacao da escala de 0,1 unidade.

3.1.2 Utilizar aliquotas do tampé&o apenas uma vez.

3.1.3 Manter os eletrodos de acordo com as recomendagdes do fabricante.

CQ 3.1.4 Calibrar o aparelho, a cada periodo de uso, com tampdo padrdo pH 7,0, 4,0 ou 10,0,
conforme o pH do meio de cultura ou reagente que estd sendo preparado. Os resultados e 0s
tampdes utilizados devem ser registrados no “logbook” do equipamento juntamente com as iniciais
do analista.

CQ 3.1.5 Registrar a inclinacao (“slope”) do medidor de pH mensalmente, ap6s a calibracao.

3.1.5.1 Se o equipamento ndo calcula automaticamente a inclinacdo mas tem a leitura de pH em
milivolts (mV), utilizar a seguinte formula para calcular a inclinag&o:

Inclinacdo (em %) = [mV apH 7,0 - mV apH 4,0] x 100 / 177



3.1.5.2 Se a inclinacdo estiver abaixo de 95% ou acima de 105%, o medidor ou o eletrodo
necessitam de manutencdo. Seguir as instrucdes do fabricante para manutencdo e limpeza geral do
eletrodo.

CQ 3.1.6 Datar a solucdo tampéo no recebimento e na abertura dos frascos. Descartar antes da data
de validade.

3.2 — Balanga de topo
3.2.1 Exatidéo de 0,1g.

3.2.2 Sensibilidade minima de 0,1g para uma carga de 150g, e de 1mg para uma carga igual ou
inferior a 10g.

CQ 3.2.3 Calibrar mensalmente com pesos ASTM ( American Society of Testing and Materials) na
Classe 1, 2 ou 3 (minimo de trés pesos rastreaveis equivalentes as necessidades de pesagem do
laboratorio, com leitura de 0,1g) (ASTM, 1916 Race St., Philadelphia, PA 19103). Recomenda-se
calibrar pesos néo rastredveis a cada seis meses com pesos de referéncia. Registrar as calibragdes no
“logbook” do equipamento, juntamente com as iniciais do analista. Os valores para correcdo devem
estar disponiveis para utilizacdo. O peso de referéncia deve ser verificado a cada cinco anos.
Substituir pesos danificados ou corroidos.

CQ 3.2.4 Manter protocolos para a manutengdo (interna ou contratos), e registros dos reparos
realizados. Recomenda-se que a manutencdo, calibracdo e limpeza sejam feitas pelo menos
anualmente, por um técnico qualificado independente. Nos casos em que a localizacdo do
Laboratorio torna essa visita impraticavel o auditor podera dispensa-la.

3.3 Instrumentos de controle da temperatura

3.3.1 Termdmetros de vidro, analdgicos ou eletrdnicos devem ser graduados em incrementos de
0,5°C (incrementos de 0,2°C para as analises que utilizam a temperatura de incubacdo de
44,5°+0,2°C) ou menos, exceto para as estufas de esterilizacdo e secagem (3.6.1) e geladeiras
(3.9.1). A coluna de mercurio ndo deve apresentar descontinuidade. Termdmetros analdgicos que
ndo possam ser calibrados ndo devem ser utilizados.

CQ 3.3.2 Realizar a calibracdo dos termdmetros de vidro e eletrbnicos anualmente, e a dos
termdmetros analdgicos quatro vezes ao ano, na temperatura utilizada, com um termdmetro de
referéncia rastreavel ao “National Institute of Standards and Technology” (NIST) ou com outro que
atenda aos requisitos da NBS Monograph SP 250-23. Indicar o fator e a data de calibracdo no
termdmetro, e registrar em caderno apropriado para registro de CQ as seguintes informacdes:

namero de série do termémetro

numero de série do termémetro rastredvel ao NIST (ou a outro term6metro de referéncia)
temperatura do termémetro

temperatura do termdmetro rastreavel ao NIST (ou a outro termdmetro de referéncia)

fator de correcédo (ou calibracédo)



data da verificacdo
iniciais do analista.

CQ 3.3.3 Descartar o termémetro que diferir em mais de 1°C do termdmetro de referéncia.
Submeter os termdmetros de referéncia a nova calibracdo a cada cinco anos e manter o certificado
de calibragéo.

CQ 3.3.4 Calibrar anualmente os instrumentos de registro continuo de temperatura utilizados nas
incubadoras com um termémetro de referéncia que atenda as especificacdes do item 3.3.2.

3.4 Incubadora

3.4.1 As incubadoras devem ter um dispositivo interno para controle da temperatura e manter a
temperatura especificada pelo método utilizado, geralmente 35°t0,5°C e 44,5°+0,2°C. Em
incubadoras grandes (mais de duas prateleiras), colocar os termémetros nas prateleiras superiores e
inferiores, com o bulbo imerso em liquido se houver essa orientacdo do fabricante (com excecédo
dos termOmetros eletrdnicos). Quando for utilizado um incubador de bloco soélido, de aluminio,
tubos e placas devem adaptar-se perfeitamente. Os laboratorios que utilizam os métodos baseados
no substrato cromogénico e incubadoras com camisa de ar devem observar as especificacBes do
item 5.3.1.5.

CQ 3.4 2 Registrar a temperatura corrigida para cada termdmetro em uso pelo menos duas vezes ao
dia, nos dias em que a incubadora estiver sendo utilizada, com intervalos de quatro horas,
juntamente com data, hora da leitura, temperatura e iniciais do técnico.

3.4.3 A temperatura de incubacdo de 44,5°+0,2°C é obtida mais facilmente com um banho-maria
equipado com tampa e com circulagdo de agua.

3.5 Autoclave

3.5.1 Utilizar autoclave com fonte interna de calor, sonda de temperatura com sensor na exaustao,
sonda de pressdo e valvula operacional de seguranca que mantenha a temperatura de esterilizacao
durante o ciclo esterilizante e complete esse ciclo (tempo entre colocacdo dos materiais na autoclave
e sua retirada) em 45 minutos quando é utilizado um periodo de esterilizagdo de 12-15 minutos.
Recomenda-se que a autoclave se despressurize lentamente para evitar que o meio borbulhe e ndo
se formem bolhas nos tubos invertidos.

3.5.2 Por motivo de seguranca e dificuldades de controle operacional, ndo se recomenda 0 uso de
panelas de presséo.

CQ 3.5.3 Registrar a data, contetido, tempo e temperatura de esterilizacdo, tempo total do ciclo e
iniciais do analista. Manter copias dos protocolos de manutencéo interna ou de contratos de servigo
e dos registros da manutencdo, a ser realizada anualmente no minimo, e um registro da manutencéo
mais recente para pronta inspegao.

CQ 3.5.4 Controlar a temperatura, a cada ciclo de autoclavacdo com um termémetro de maxima,
instrumento eletrdnico de leitura ou de registro continuo para garantir que a temperatura adequada
tenha sido atingida e seja registrada. Evitar a sobrecarga. Utilizar fitas ou ampolas contendo esporos
mensalmente para confirmar a esterilizacdo. (Como os indicadores quimicos irdo responder a uma
ampla faixa de tempos e temperaturas, ou seja, a um tempo mais longo, bem como a uma
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temperatura mais baixa, um resultado positivo com esse indicador ndo indica necessariamente que a
esterilizag&o ocorreu.)

CQ 3.5.5 Verificar com um cronémetro, quatro vezes ao ano, 0 mecanismo de controle do tempo,
registrar os resultados e efetuar as correcdes necessarias.

3.5.6 Manter as portas da autoclave limpas, sem residuos de meio de cultura. Recomenda-se que 0s
drenos sejam limpos freqlientemente, retirando-se os residuos.

3.6. Estufa de esterilizacdo e secagem

3.6.1 Utilizar estufa de esterilizagdo e secagem que mantenha a temperatura estavel em 170°-180°C
durante duas horas. Evitar a sobrecarga do equipamento. Utilizar termdmetro com escala graduada
em incrementos de 10°C ou menos, com o bulbo colocado em areia durante o uso.

CQ 3.6.2 Registrar data, conteudo, tempo e temperatura de esterilizacdo e as iniciais do analista a
cada ciclo.

CQ 3.6.3 Utilizar fitas de esporos mensalmente para confirmar a esterilizacdo. Nao é recomendado
0 uso de ampolas porque podem explodir ou derreter.

3.7 Contador de col6nias

Utilizar um contador de colbnias de campo escuro para contagem das col6nias de bactérias
heterotrdficas.

3.8 Condutivimetro

3.8.1 Utilizar equipamento adequado para controle da dgua purificada utilizada no Laboratorio com
leitura em micromhos/cm ou microsiemens/cm.

CQ 3.8.2 Calibrar pelo menos mensalmente, de acordo com as instru¢es do fabricante, e com
padrdes de condutividade baixa, certificados e rastreaveis. Se ndo for possivel sua calibracdo com
padrdo comercial, determinar a constante da célula mensalmente, segundo o método descrito na
Secdo 2510 “Condutividade”, do “Standard Methods” (APHA 1998).

3.8.3 Se houver uma unidade do equipamento ligada diretamente ao purificador de agua, que nao
puder ser calibrada, ela ndo devera ser utilizada para controle da agua purificada.

3.9 Geladeira

3.9.1 Utilizar equipamento que mantenha a temperatura de 1°-5°C e os termémetros calibrados com
escala graduada em incrementos de 1°C pelo menos com o bulbo imerso em liquido.

CQ 3.9.2 Quando a geladeira estiver sendo utilizada, e sempre que o0s analistas estiverem presentes
no Laboratério, registrar a temperatura corrigida pelo menos uma vez ao dia.

3.10 Instrumentos para inoculacdo

Recomenda-se 0 uso de alcas plasticas descartaveis estéreis ou de metal (niquel, cromo ou platina),
palitos de madeira (esterilizados por calor seco), “swabs”, ou ponteiras descartaveis estéreis. Para o
teste da oxidase, ndo utilizar as alcas de liga de niquel porque podem interferir no teste.



3.11 Equipamentos para a técnica de membrana filtrante

3.11.1 Devem ser utilizados funis de aco inoxidavel, vidro, porcelana ou plastico autoclavavel que
nédo estejam arranhados nem apresentem vazamento ou sinais de corrosao.

CQ 3.11.2 Se forem utilizadas marcas de graduacdo nos funis de vidro ou plastico para medir 0s
volumes de amostra, verificar sua exatiddo com provetas graduadas Classe B (ou outro tipo de
vidraria Classe B) e registrar os resultados.

3.11.3 Utilizar microscopio estereoscopico que forneca ampliacdo de dez a 15 vezes, com fonte de
luz fluorescente, para contagem de coldnias (p. ex., coldénias com brilho metalico em meios M-Endo
ou M-Endo LES).

3.11.4 As membranas devem ser aprovadas pelo fabricante para analise de coliformes totais em
aguas. Essa aprovacdo deve basear-se em testes de toxicidade, recuperacdo, retencdo e auséncia de
substancias promotoras de crescimento. Devem ser quadriculadas, de 47mm de diametro, 0,45um
de porosidade (ou porosidade alternativa, se o fabricante comprovar desempenho igual ou superior
as membranas de porosidade de 0,45um). Recomenda-se que elas sejam brancas e de éster de
celulose. Membranas e discos absorventes devem ser adquiridos pré-esterilizados ou autoclavados
por dez minutos a 121°C antes do uso.

CQ 3.11.5 Recomenda-se que sejam registrados o numero do lote e a data de recebimento das
membranas. E necessario assegurar que as membranas ndo sejam frageis, nem estejam amassadas, e
que o certificado do fabricante acompanhe cada lote.

3.11.6 Recomenda-se a utilizagdo de pincas lisas e de pontas arredondadas.

3.12 Placas de Petri (tampas frouxas ou herméticas)

3.12.1 Recomenda-se a utilizacdo de placas plasticas pré-esterilizadas, ou placas esterilizaveis de
vidro. Para manter a esterilidade das placas de vidro, acondiciona-las em recipientes de aco
inoxidavel ou aluminio, ou embrulha-las em papel aluminio ou papel resistente ao calor.

3.12.2 Recomenda-se que as placas de tampas frouxas sejam incubadas em recipientes
hermeticamente fechados contendo papel toalha umedecido para evitar 0 ressecamento da
membrana e do meio.

3.12.3 Vedar novamente os pacotes de placas descartaveis estéreis entre os intervalos de uso.

3.12.4 Utilizar placas de tamanho adequado de forma que elas possam conter apenas uma
membrana por placa.

3.13 Pipetas

3.13.1 Para esterilizar e manter a esterilidade das pipetas de vidro, recomenda-se o uso de
recipientes de ago inoxidavel ou aluminio, ou embrulhar cada pipeta em papel aluminio ou papel
resistente ao calor.

3.13.2 Recomenda-se que as pipetas tenham marcas de graduacdo legiveis e ndo apresentem
quebras ou trincas.

3.13.3 Vedar novamente os pacotes de pipetas descartaveis estéreis entre os intervalos de uso.

3.13.4 Pipetas de 10mL ou de volumes menores devem ter erro maximo igual ou inferior a 2,5%.
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CQ 3.13.5 Podem ser utilizados pipetadores automaticos calibrados com ponteiras estéreis.
Recomenda-se que a calibracdo seja realizada anualmente e os pipetadores com precisdo ou
exatiddo menor que 2,5% sejam reparados ou substituidos.

3.14 Vidraria e material plastico

3.14.1 Recomenda-se 0 uso de vidro borossilicato ou vidro resistente a corrosao, sem trincas ou
quebras, com marcas de graduacdo legiveis nas provetas e pipetas. Recomenda-se que 0s materiais
em pléstico sejam claros e atdxicos para 0S microrganismos.

CQ 3.14.2 As provetas graduadas utilizadas para medir volumes de amostra devem ter erro igual
ou inferior a 2,5%. Em vez de provetas, podem ser usados recipientes pré-calibrados, com marcas
de graduacéo nitidas e erro igual ou inferior a 2,5%.

3.14.3 Recomenda-se que os tubos para fermentacdo de caldos tenham capacidade suficiente para
conter meio e amostra, sem atingir mais de trés quartos da capacidade completa.

3.14.4 Recomenda-se que as tampas dos tubos sejam de aco inoxidavel, plastico, aluminio ou de
rosca com batoques ndo-tdxicos. Nao se recomenda a utilizacao de tampdes de algoddo ou espuma.

3.15. Frascos de coleta

3.15.1 Recomenda-se a utilizacdo de frascos de coleta de boca larga, de plastico ou vidro resistente
a corrosdo, com tampas de vidro que possibilitem fechamento hermético, ou de plastico com
batoques atdxicos, autoclavaveis, ou sacos plasticos contendo tiossulfato de sodio. Outros
recipientes apropriados podem ser utilizados. Recomenda-se que a capacidade seja de pelo menos
120mL para permitir um espacgo livre de 2cm.

3.15.2 Para esterilizacdo, as tampas de vidro devem ser cobertas com papel aluminio ou papel
resistente ao calor.

3.15.3 Recomenda-se que os frascos de vidro e de plastico sejam esterilizados por autoclavacao.
Frascos de vidro também podem ser esterilizados por calor seco. Recomenda-se que os frascos
vazios sejam umedecidos com gotas de agua antes da autoclavacao.

3.15.4 Na andlise de amostras de &gua clorada antes da esterilizacdo deve-se adicionar tiossulfato
de sddio (NaxS,03) suficiente para neutralizar todo o cloro residual da amostra (ver Se¢do 9060A
do “Standard Methods” — APHA 1998) - APHA 1998.

3.16 Lampada ultravioleta

3.16.1 Recomenda-se que a unidade germicida (254nm) seja limpa mensalmente com pano
umedecido com etanol. Recomenda-se que a unidade de comprimento de onda longa (365-366nm)
também seja mantida limpa.

CQ 3.16.2 Recomenda-se que a unidade germicida seja testada quatro vezes ao ano com luximetro
ou pela técnica de ‘Spread Plate” (inoculacdo em superficie). Recomenda-se que a lampada seja
substituida se emitir menos que 70% da emissao inicial ou se a placa inoculada que continha 200 a
250 microrganismos, exposta a luz UV por dois minutos, ndo apresentar reducdo de 99% na
contagem de microrganismos. Outros métodos de avaliacdo podem ser usados se for comprovado



8

que sdo igualmente efetivos. Recomenda-se a utilizacdo de Oculos protetores na operacdo da
lampada UV de 254nm.

3.17 Espectrofotdmetro ou colorimetro

3.17.1 Recomenda-se que o comprimento de onda esteja na faixa do visivel. Pode-se utilizar o
Spectronic 20 (Thermo Spectronic) ou equivalente, com suporte para cubetas de 13mm x100mm.

CQ 3.17.2 Recomenda-se a calibracdo com padrdo e branco do método, a cada uso do
equipamento, antes da analise da amostra, que o0 padrdo esteja na faixa desejada de absorbancia e
seja obtido de fonte externa.

4. Procedimentos laboratoriais

Embora os procedimentos de seguranca ndo facam parte do programa de certificagdo do
Laboratdrio, recomenda-se que o pessoal esteja ciente dos procedimentos de seguranca gerais e
especificos. E aconselhavel que cada laboratério tenha um plano de seguranca. Recomenda-se ainda
gue sejam obedecidas as orientacdes de seguranca para produtos toXicos e que sejam mantidas
copias das fichas de seguranga fornecidas com esses produtos.

4.1 Procedimentos para esterilizacéo

4.1.1 Os tempos requeridos para autoclavacdo de materiais a 121°C estéo na tabela a seguir. Exceto
para membranas filtrantes, discos absorventes e meios contendo carboidratos, esses tempos séo 0s
minimos e podem ser ajustados, dependendo do volume, dos recipientes e da carga da autoclave.
Meios a base de carboidratos ndo devem ser submetidos a tempos de esterilizagdo excessivos.

Material Tempo (minutos)
Membranas filtrantes e discos absorventes 10
Meios contendo carboidratos 12-15*
Material contaminado 30°
Funis da técnica de MF 15
Frascos de coleta 15
Vidraria individual 15
Agua de diluico 15
Agua de enxagtie (0,5 a 1L) 15-30°

! Exceto quando especificado de outra forma pelo fabricante.

20 tempo depende do volume de dgua no recipiente e da carga da autoclave.
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4.1.2 Membranas filtrantes, discos absorventes e todos 0os meios devem ser retirados da autoclave
imediatamente apds o término do ciclo.

4.1.3 Os porta-filtros devem ser autoclavados no inicio da primeira série de filtracdo. Uma série de
filtracdo termina quando houver um tempo superior a trinta minutos entre a filtragdo de uma
amostra e outra.

4.1.4 Aluz ultravioleta de 254nm pode ser usada para desinfeccdo de equipamentos, se estes foram
previamente esterilizados e se todos os outros materiais foram pré-esterilizados. A luz ultravioleta
também pode ser utilizada para evitar a contaminagdo entre a filtracdo de diferentes amostras
durante uma série de filtracdes.

4.2 Frascos de coleta

CQ Recomenda-se que pelo menos um frasco de coleta seja selecionado ao acaso de cada lote de
frascos esterilizados (ou outro tipo de recipiente, ou lote de frascos de coleta adquiridos) para
confirmacgéo de sua esterilidade. Essa confirmacgédo é realizada adicionando-se cerca de 25mL de
caldo n&o seletivo (p. ex., caldo triptona e soja, caldo tripticase e soja ou caldo triptona). O caldo
inoculado deve ser incubado a 35°+0,5°C, e verificado ap6s 24 a 48 horas quanto a ocorréncia de
crescimento. Registrar os resultados e esterilizar todo o lote novamente caso seja detectado
crescimento.

4.3 Agua purificada

4.3.1 Somente agua purificada de qualidade comprovada por meio de testes adequados, proveniente
de destiladores ou deionizadores, pode ser utilizada para o preparo de meios, reagente e agua de
diluicdo ou enxaglie destinados a analises microbioldgicas.

CQ 4.3.2 Aqualidade da agua purificada deve ser testada e atender aos seguintes critérios:

Parametro Limites Freqléncia
Condutividade Resistividade >0,5 megaohms ou < 2 Mensaf*
micromhos/cm (microsiemens/cm) a 25°C
Pb, Cd, Cr, Cu, Ni, Zn <0,05 mg/L por contaminante Anual
Em conjunto < 0,1 mg/L
Cloro residual total <0,1 mg/L Mensal
Contagem de bactérias <500UFC/mL> Mensal

heterotroficas?

Qualidade bacterioldgica da Razéo de taxa de crescimento de 0,8a 3,0 |Anual
4gua purificada’

1 0 Método DPD deve ser usado. N&o exigido para agua bruta para captagio N&o-clorada.
2 Método de inoculagdo em profundidade. “Standard Methods” Segéo 92158 APHA - 1998.

3 “Standard Methods” (18%u 19%ed). Secdo 9020B, Suprimentos de Laboratorio. Esse teste de qualidade bacteriolégica ndo é requerido para agua
Tipo Il ou de qualidade superior, conforme definido no “Standard Methods” (18 ou 19%ed - APHA 1992, APHA 1995 .), Secdo 1080C, ou para agua

qualidade meio ou superior, conforme definido no “Standard Methods” 20% ed., APHA 1998 Se¢do 1080C. Se néo for disponivel agua do Tipo II,
qualidade
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meio ou superior, e um destilador de vidro for utilizado para 4gua purificada, pode ser utilizado o teste do dioxido de silicio que atenda as
especificages do “Standard Methods”, Se¢éo 1080C (202 ed.).

* Mensalmente, se o aparelho fornece leitura continua ou tem lampada piloto indicadora da resistividade; caso contrario, com cada novo lote de agua
purificada.

® UFC = unidade formadora de col6nias (mesmo que coldnias, mas é um termo mais preciso).

4.4 Agua de diluicéo e agua de enxagiie

4.4.1 Recomenda-se que a solucdo tampdo estoque ou agua peptonada seja preparada conforme
especificado no “Standard Methods”, Secdo 9050C.

4.4.2 Recomenda-se que a solucdo tampé&o estogque seja autoclavada ou esterilizada por filtrag&o.
Rotular e datar os recipientes. Conservar a solucdo estoque na geladeira e certificar-se de que nao
apresenta turbidez.

CQ 4.4.3 Recomenda-se que cada lote de adgua de diluicdo ou enxagle seja verificado quanto a
esterilidade, pela adicdo de 50mL de agua a 50mL de caldo duplo ndo-seletivo (p. ex., caldo
triptona e soja, caldo tripticase e soja ou caldo triptose). Incubar a 35°+0,5°C, e verificar o
crescimento ap6s 24 e 48 horas. Registrar os resultados e descartar o lote se for observado
crescimento.

4.5 Lavagem de vidraria
4.5.1 Utilizar &gua destilada ou deionizada para o enxague final.
4.5.2 Lavar a vidraria com detergente apropriado para uso em laboratério.

CQ 4.5.3 Realizar o teste de residuos inibidores (“Standard Methods” Secdo 9020B, em
Suprimentos de Laborat6rio) quando novo componente da lavagem, ou nova formulacdo de
detergente, ou novo procedimento de lavagem for usado. Registrar os resultados. Esse teste
assegura a auséncia de residuos téxicos na vidraria.

CQ 4.5.4 \frificar cada lote de vidraria lavada, utilizada nas analises microbiol6gicas quanto ao
pH, principalmente se tiver sido submetida a tratamentos acidos ou alcalinos (“Standard Methods”
Secdo 9020B, em Suprimentos de Laboratério). Utilizar solu¢do 0,04% de azul de bromotimol (ou
solugdo indicadora de pH equivalente) e observar a coloragdo. A vidraria limpa, sem residuos
acidos ou alcalinos vai apresentar reacdo neutra (coloracdo azul-esverdeada para o azul de
bromotimol). Registrar os resultados. Esse teste assegura que a vidraria tem pH neutro.

5. Metodologia analitica
5.1 Instrucdes gerais

5.1.1 Nas andlises realizadas para atendimento a padrdes de qualidade deve ser utilizada somente a
metodologia analitica especificada na “Total Coliform Rule” (40 CFR 141.21 (f)), na“Surface
Water Treatment Rule” (SWTR) (40 CFR 141.74 (a)) e na “Ground Water Rule” (TBD).

5.1.2 O Laboratério deve estar certificado para todos os métodos analiticos utilizados para atender
a padroes de qualidade. No minimo, deve estar certificado para um método destinado a analise de
coliformes totais, e um método para coliformes fecais ou E.coli. Recomenda-se também que o
Laboratério esteja certificado para um segundo método relativo a coliformes totais se o primeiro
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ndo puder ser utilizado para algum tipo de dgua de consumo humano (p. ex., se a dgua usualmente
produz crescimento confluente). Além disso, os laboratérios que podem realizar contagem de
bactérias heterotréficas para atendimento a SWTR devem estar certificados pelo método de
inoculacdo em profundidade ou pelo SimPlate.

5.1.3 As amostras de agua devem ser agitadas vigorosamente pelo menos 25 vezes antes da analise.

CQ 5.1.4 \Vrificar a exatiddo do volume da &gua em pelo menos um frasco de cada lote. Para
volumes de 90 ou de 99mL, a tolerancia recomendada é de +2mL.

5.1.5 Deve ser analisado um volume de 100mL de &gua de consumo humano para coliformes totais.
A fim de assegurar a exatiddo num mesmo método e entre os varios métodos utilizados, €
importante que o Laboratério megca com precisdo o volume de amostra a ser analisado. Para
assegurar a analise do volume requerido de 100mL, qualquer que seja 0 método aprovado que o
Laborat6rio esteja utilizando, as boas praticas de laboratério determinam o uso de um recipiente de
medida estéril e calibrado para medir esse volume. N&o se recomenda que uma porcdo da amostra
seja descartada para atingir o volume necessario. Esse procedimento facilmente resultaria num erro
laboratorial que exigiria o cancelamento da amostra.

5.1.6 Meios (ou substratos definidos)

5.1.6.1 Recomenda-se a utilizacdo de meios desidratados ou preparados disponiveis, no comércio uma
vez que o controle de qualidade é mais rigoroso nesses casos. Armazenar os meios desidratados
em local fresco e seco, e descartar na data de validade indicada pelo fabricante. Descartar meios com
aspectos alterado.

CQ 5.1.6.2 Para meios preparados no laboratério, registrar a data de preparacdo, tipo de meio,
namero de lote, tempo e temperatura de esterilizacdo, pH final (apos a esterilizacdo) e as iniciais do
técnico.

CQ 5.1.6.3 Para meios adquiridos prontos, registrar a data do recebimento, tipo de meio, nimero do
lote, e verificagdo do pH de cada lote (caso indicado pelo fabricante ou método). Descartar na data
de vencimento indicada pelo fabricante.

CQ 5.1.6.4 Recomenda-se que cada novo lote de meio (adquirido pronto, desidratado ou preparado
pelo Laboratorio) seja verificado antes do uso, quanto a esterilidade, e testado com culturas controle
positivas e negativas. Aos laboratdrios que utilizam meios prontos com validade superior a 90 dias,
recomenda-se, adicionalmente, realizar os testes com culturas controle quatro vezes ao ano.
Aconselha-se que os laboratorios facam tais testes com maior freqliéncia. Podem ser mantidos
estoques das culturas controle €oliformes totais, fecais e E. coli ), testados quanto a pureza
periodicamente ou podem ser utilizados discos (disponiveis comercialmente) impregnados com 0s
organismos. Registrar os resultados. A tabela a seguir relaciona culturas controle positivas e
negativas que os laboratdrios podem adotar para esses testes, embora outras culturas controle
também sejam aceitaveis.

Armazenar 0s meios desidratados em local fresco
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Culturas controle para testes microbioldgicos

Grupo

Cultura controle positiva®

Cultura controle negativa®

Coliformes totais

Escherichia coli

Enterobacter aerogenes

Staphylococcus aureus?
Proteus vulgaris?

Pseudomonas aeruginosa’

Coliformes fecais

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae

(termotolerante)

Enterobacter aerogenes®

Enterococcus faecium

E. coli Escherichia coli Enterobacter aerogenes
(linhagem MUG positiva) Klebsiella pneumoniae*

(termotolerante)
Enterococos® Enterococcus faecalis Staphylococcus aureus®

E. coli’

Serratia marcescens®

1S, aureus, P. aeruginosa — néo fermentadores da lactose.

2P, vulgaris — ndo fermentador da lactose; utiliza lactose hidrolisada, indicando superaquecimento do meio
% E.aerogenes — fermenta a lactose, mas ndo é tipicamente termotolerante.

*K. pneumoniae-fermenta a lactose mas néo hidrolisa 0 MUG.

® Nao utilizar linhagens relacionadas ao género Streptococcus como controle positivo.

®S. aureus-sensivel ao 4cido nalidixico do meio.

’E. coli-sensivel & azida s6dica do meio.

8. marcescens-néo ira hidrolisar composto fluorogénico do meio.
*Exemplos de linhagens ATCC apropriadas:

Enterococcus faecalis ATCC 11700 Enterococcus faecium ATCC 6057
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 Escherichia coli ATCC 8739 ou 25922
Klebsiella pneumoniae (termotolerante) ATCC 13883 Proteus vulgaris ATCC 13315
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Serratia marcescens ATCC 14756

Staphylococcus aureus ATCC 6538

5.1.6.5 Manter ao abrigo da luz os meios preparados armazenados apos a esterilizacdo, evitando a
perda de umidade, nos tempos especificados na tabela a seguir. As placas podem ser colocadas em
sacos ou caixas plasticas. Tanto para os caldos como para 0s meios solidos, indicar na caixa, ou
saco plastico, a data de preparacdo ou a data de validade. Se o meio for mantido na geladeira,
recomenda-se que atinja a temperatura ambiente antes do uso; descartar tubos ou placas que
apresentarem crescimento, bolhas de ar ou ambos. Descartar meios liquidos se apresentarem perda
por evaporagdo de mais de 10% do volume original.
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Tempo e temperaturas maximas de conservacgdo para meios de cultura preparados

tampas herméticas

Meio Temperatura méxima Tempo méaximo
Placas com éagar 10-5°C 2 semanas
Caldos em tubos ou frascos com 1°-30°C 2 semanas
tampas frouxas
Caldos em tubos ou frascos com 1°-30°C 3 meses

CQ 5.1.7 Os laboratérios sdo aconselhados a realizar testes comparativos entre métodos
recentemente aprovados e aqueles aprovados pela EPA para a contagem de coliformes totais,
durante varios meses ou estac@es, de forma a comprovar a eficicia do novo método frente & grande
variedade de tipos de amostras de agua submetidas a andlise. Durante esses testes pode ser
necessaria a contaminacdo de algumas amostras com esgoto ou culturas puras para obtencdo de

resultados positivos.

5.1.8 Uma lista de métodos analiticos aprovados (ou propostos, conforme assinalado), legislacdo

aplicavel e item deste Manual no qual o método é mencionado encontra-se na tabela abaixo:

Métodos Aprovados Item Meios Referéncia' | TCR® | SWTR? | GWR?
Deteccdo | Contagem| Deteccéo
COLIFORMES TOTAIS
Fermentacdo em meios 5.2.2 |CLT - CLVBB SM 9221B,C X X
liquidos 523 |Caldo P-A— CLVBB [SM 9221D X
5.3.2 [Colilert®, SM 9223 X X
Substrato enzimatico Colilert 18®
5.3.2 |Colisure® SM 9223 X
5.3.2  [Readycult® ou X
Fluorocult LMX®
5.3.2 |E* Colite® X
5.3.2 |Colitag® X
5.4.2 |M-Endo ou M-Endo [SM 9222B,C X X
Filtracdo em membrana LES=CLT, CLVEB
5.4.2  |Meio Ml SM 9222 X X
5.4.2  |M-ColiBlue 24® X
5.4.2  |Chromocult® X
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Métodos Aprovados Item Meios Referéncia' | TCR® | SWTR? | GWR?
Detecgéo | Contagem| Detecgéo
5.4.2 |Coliscan® X
COLIFORMES FECAIS
Fermentacdo em meios 5.2.4 |CLT ou caldo SM 9221B,D X X
liquidos P/A-caldo EC
5.2.4 |Caldo A-1 SM 9221E X
Filtragdo em membrana 5.2.4  |Meio SM 9222B
M-Endo=caldo EC
5.4.2 [mFC SM 9222D X
Escherichia coli
5.3.2 [Colilert®, SM 9223 X X
Substrato enzimético Colilert 18®
5.3.2  |Colisure® SM 9223 X X
5.3.2 |[E* Colite® X X
5.3.2  |Readycult® ou X
Fluorocult LMX®
5.3.3  |CLT, caldo P-A, SM 9221 B,D; X X
M-Endo~EC-MUG [oogip o o
5.3.2  [Colitag® X
Membrana filtrante 5.4.2  [Meio Ml SM9222 X X
5.4.2  mColiBlue24® X X
5.4.2  [Chromocult® X
5.4.2  [Coliscan® X
5.4.3  |M-Endo ou Endo SM 9222B X X
LES=» AN MUG SM 9222G
ENTEROCOCOS’
Substrato enzimético 5.3.4  [Enterolert IASTM D6503- X
99
Fermentacdo em meio liquido (5.2.5  |Dextrose SM 9230B X
Azida= BEA/BHI
Filtracdo em membrana 5.44 |ME~EIA SM 9230C X
m-Enterococcus
5.4.4 |mEl EPA 1600
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Métodos Aprovados Item Meios Referéncia! | TCR? SWTR? | GWR?

Detecgédo | Contagem| Detecgéo

5.4.2 |Coliscan® X
BACTERIAS HETEROTROFICAS
Inoculagdo em profundidade [5.5 “Plate count agar”  [SM 9215B X
Substrato multienzimatico 5.5 SimPlate®
Inoculagdo em profundidade, [5.5 R2A X!
em superficie ou filtragdo em
membrana

COLIFAGOS SOMATICOS E F-ESPECIFICOS!

Método de plagueamento 5.6.2  [Enriguecimento em 2 [EPA 1601 X
etapas
5.6.3  |Camada simples EPA 1602 X

'SM = Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 18t2, 19t ou 20t edicdo, - APHA 1992,
1995, 1998.

>TCR = Total Coliform Rule (40 CFR 141.21 (f), SWTR = Surface Water Treatment Rule (40 CFR 141.74 (a)). Os
métodos analiticos aprovados pelo TCR e SWTR estdo apresentados no Anexo

SGWR = Baseado na GWR proposta (65 FR 30194, 10/5/2000). Até que a GWR seja promulgada, os laboratérios néo
serdo certificados para os métodos para enterococos e colifagos.

*Para possivel uso se o sistema operar conforme uma variacéo da TCR.

5.2 Métodos baseados na fermentacdo em meios liquidos
5.2.1 Instrucdes gerais

5.2.1.1 Recomenda-se que o nivel de dgua no banho-maria esteja acima do nivel superior de meio
de cultura nos tubos.

5.2.1.2 Um banho seco € aceitavel se a temperatura especificada puder ser mantida para todos os
locais de incubag&o dos tubos.

5.2.2 Técnica de fermentacdo em tubos multiplos (para deteccdo de coliformes totais em aguas de
consumo humano e contagem de coliformes totais em aguas brutas para captacéo).

5.2.2.1 Para amostras de aguas de consumo _humano: Varias configuracbes de teste podem ser
usadas (CFR 141.21 (f) (3), ver Anexo), desde que um volume total de 100mL de amostra seja
analisado.

5.2.2.2 Para amostras de &guas brutas para captacdo: Os laboratorios devem usar pelo menos trés
séries de cinco tubos cada, com diluicdes apropriadas da amostra de agua bruta.

5.2.2.3 Meios

5.2.2.3.1 Deve ser usado caldo lauril triptose (CLT) (também conhecido como caldo lauril sulfato)
no teste presuntivo e o caldo lactosado verde brilhante e bile 2% (CLVBB) no teste confirmativo. O
caldo lactosado (CL) pode ser usado no lugar do CLT (40 CFR 141.21 (f) (3)), se o Laboratério
tiver realizado pelo menos 25 testes em paralelo com esse meio e o CLT, utilizando as aguas
normalmente analisadas em rotina, e se essa compara¢ao demonstrar que a taxa de falso-positivos e
falso-negativos para coliformes totais, usando CL, é menor que 10%. Essa comparagdo deve ser
documentada. O pH final deve ser 6,8+0,2 para o CLT e 7,2+0,2 para 0 CLVBB 2%.
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5.2.2.3.2 A concentracdo do meio deve ser ajustada para compensar 0 volume de amostra, de forma
que o meio resultante, apos adicdo da amostra, tenha concentracdo simples. Opcionalmente, se um
volume Unico de amostra de 100mL ¢é utilizado, recomenda-se que o tubo invertido seja substituido
por um indicador acido-base (purpura de bromocresol) para prevenir problemas associados com
bolhas de gas em grandes tubos invertidos. O meio deve ser autoclavado a 121°C durante 12-15
minutos.

5.2.2.3.3 O meio esterilizado nos tubos deve ser examinado quanto a presenca de bolhas nos tubos
invertidos e para verificar se pelo menos metade a dois tercos desses tubos sdo cobertos apos a
adicdo da amostra.

5.2.2.4 Apos a inoculacdo do meio, ele deve ser incubado a 35°+0,5°C por 24+2 horas. Se ndo for
detectado gas ou acidez, deve haver nova incubacdo por 24 horas (tempo de incubacédo total 48+3
horas).

5.2.2.5 Cada tubo com crescimento e positivo para gas ou acido em 24 ou 48 horas deve ser
confirmado em CLVBB 2%. O teste completo ndo é exigido.

5.2.2.6 Para amostras de aguas de consumo humano: Testar cada amostra positiva para coliformes
totais quanto a presenca de coliformes fecais ou E.coli.

5.2.2.7 Cancelamento de amostras negativas para coliformes totais

5.2.2.7.1 Para amostras de &guas de consumo humano: Todas as amostras que resultem em uma
cultura turva (ou seja, crescimento abundante) na auséncia de producédo de acido ou gas, em CLT ou
CL, devem ser canceladas. O Laboratorio deve coletar ou requerer que o sistema colete, em 24
horas, outra amostra do mesmo local da amostra cancelada. (Antes do cancelamento, o Laboratério
pode realizar um teste confirmativo, ou um teste para coliformes fecais ou para E. coli, ou ambos,
na cultura negativa para coliformes totais, para confirmar a inibicdo. Se o teste confirmativo for
positivo para coliformes, ou se forem detectados, coliformes fecais ou E.coli, a amostra deve ser
relatada como tal. Com um resultado positivo para coliformes fecais ou E.coli a amostra €
considerada positiva para coliformes totais, fecais e E.coli mesmo que o teste presuntivo tenha sido
negativo para coliformes totais. Se esse teste de confirmacdo for negativo, a amostra deve ser
cancelada, porque niveis elevados de bactérias nao-coliformes nos tubos presuntivos podem ter
alterado ou inibido o crescimento dos coliformes na amostra).

5.2.2.7.2 Para_ amostras de aguas brutas para captacdo: todas as amostras que resultarem em uma
cultura turva (ou seja, crescimento abundante), sem producdo de acido ou gés, em CLT ou CL,
devem ser canceladas. Recomenda-se que o laboratorio colete, ou requisite que o sistema colete
outra amostra do mesmo local da amostra original cancelada. (Antes do cancelamento o laboratério
pode realizar um teste confirmativo na cultura negativa para coliformes totais. Se o0 teste
confirmativo for positivo, 0 NMP deve ser relatado. Se o teste for negativo para coliformes totais, a
amostra deve ser cancelada.)

5.2.3 Teste Presenca-Auséncia (P-A) para deteccdo de coliformes totais em &guas para consumo
humano

5.2.3.1 Meios

5.2.3.1.1 Uma formulacdo seis vezes concentrada pode ser utilizada. Se essa formulacdo for
utilizada, ela deve ser esterilizada por filtracdo em vez de autoclavacao.
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5.2.3.1.2 O meio deve ser autoclavado por 12 minutos a 121°C. Recomenda-se que o tempo total na
autoclave seja menor que 30 minutos. Deve ser deixado espaco entre os frascos. O pH final deve ser
6,8+0,2.

5.2.3.1.3 Na armazenagem do meio preparado recomenda-se manter o frasco de cultura a 1°-30°C,
ao abrigo da luz, por no maximo trés meses. Se a evaporacao exceder 10% do volume original, o
meio deve ser descartado.

5.2.3.2 Um volume de amostra de 100mL deve ser inoculado no frasco de cultura P-A.

5.2.3.3 O meio deve ser incubado a 35°+0,5°C e observado quanto & coloracdo amarela (acidez)
apos 24 e 48 horas.

5.2.3.4 Culturas de coloracdo amarela devem ser confirmadas em CLVBB 2% e deve ser realizado
um teste para coliformes fecais ou E.coli.

5.2.3.5 Todas as amostras que resultam em uma cultura turva, sem coloragéo amarela, no frasco de
cultura P-A devem ser canceladas. O Laboratério deve coletar, ou requerer que o sistema colete
outra amostra do mesmo local que a amostra original cancelada. (Antes do cancelamento, o
Laboratdrio pode realizar um teste confirmativo, ou um teste para coliformes fecais ou para E. coli,
ou ambos. Se o teste confirmativo for positivo para coliformes ou se os coliformes fecais ou a E.coli
forem detectados, a amostra deve ser relatada como tal. Se esse teste confirmativo for negativo, a
amostra deve ser cancelada. Com um resultado positivo para coliformes fecais ou E.coli a amostra é
considerada positiva para coliformes totais, fecais e E.coli, mesmo que o teste presuntivo tenha sido
negativo para coliformes totais.)

5.2.4 Teste para coliformes fecais (utilizando meio EC para coliformes fecais em aguas de consumo
humano ou dguas brutas para captacdo, ou meio Al para coliformes fecais em aguas brutas para
captacdo somente)

5.2.4.1 Meio EC

5.2.4.1.1 Utilizar o meio EC para testar a presenca de coliformes fecais em uma cultura positiva
para coliformes totais, segundo a “Total Coliform Rule”. O Laboratério deve transferir cada cultura
positiva para coliformes totais de um frasco ou tubo, ou cada colbnia presuntiva para coliformes
totais, a ndo ser que esteja sendo utilizado um “swab” de algoddo para um tubo de meio EC
contendo um tubo invertido, como especificado no § 141.21 (f) (5). (Anexo).

5.2.4.1.2 O meio EC pode ser usado na contagem de Coliformes fecais em aguas brutas para
captacdo, de acordo com a “SurfaceWater Treatment Rule”. Inicialmente, realizar o teste de
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fermentacdo em tubos multiplos (fase presuntiva). Utilizar trés volumes de amostra de &guas brutas
para captagdo (ex., 10, 1 e 0,2mL) em cinco ou dez tubos por volume de amostra. Transferir cada
cultura dos tubos positivos para coliformes totais para um tubo contendo o meio EC com um tubo
invertido.

5.2.4.1.3 Autoclavar o meio EC por 12-15 minutos a 121°C. O pH final deve ser 6,9+0,2.

5.2.4.1.4 Verificar a presenca de bolhas de ar nos tubos invertidos. Apds a adicdo da amostra, 0s
tubos invertidos devem ficar com metade a dois tercos de sua altura cobertos pelo meio de cultura.

5.2.4.1.5 O meio EC deve ser incubado a 44,5°+0,2°C por 24+2 horas.

5.2.4.1.6 A presenca de gas no tubo invertido numa cultura turva deve ser considerada resposta
positiva para coliformes fecais, qualquer que seja o resultado de outro teste subseqliente naquela
cultura.

5.2.4.2 Meio Al

5.2.4.2.1 O meio Al pode ser usado em alternativa ao meio EC para a quantificacdo de coliformes
fecais em aguas brutas para captacdo, segundo a ‘Surface Water Treatment Rule”. O meio Al ndo
deve ser usado para amostras de aguas para consumo humano. Utilizar trés volumes da agua bruta
(ex. 10, 1 e 0,1mL) em cinco ou dez tubos por volume de amostra. Ao contrario do meio EC, o
meio Al pode ser usado para o isolamento direto de coliformes fecais da agua.

5.2.4.2.2 O meio Al deve ser esterilizado por autoclavacdo a 121°C por dez minutos. O pH final
deve ser 6,9+0,1.

5.2.4.2.3 Os tubos invertidos devem ser examinados para verificar a presenca de bolhas de ar.

5.2.4.2.4 O meio Al deve ser incubado a 35°+0,5°C por trés horas, e em seguida a 44,5°+0,2°C por
21+2 horas.

5.2.4.2.5 Recomenda-se que tudos de tampas frouxas sejam mantidos ao abrigo da luz, a
temperatura ambiente, por duas semanas no maximo. Em tubos de tampa de rosca, meio Al deve
ser mantido no maximo por trés meses, ao abrigo da luz na temperatura de 4° C.*

*Nota: : Observar que o periodo de manutengdo recomendado pelo *“ Standard Methods™ 20? ed.
(APHA 1998) é de uma semana.
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5.2.4.3 A presenca de gas no tubo invertido em uma cultura turva deve ser considerada resultado
positivo para coliformes fecais, independentemente do resultado de qualquer outro teste
subsequiente naquela cultura.

5.2.5 Meio dextrose azida (para deteccdo de estreptococos fecais em aguas subterraneas)

5.2.5.1 Para testar 100mL de amostra, preparar 0 meio em concentracdo tripla (3X) em frasco para
cultura e autoclavar a 121°C por 15 minutos. O pH final deve ser 7,2+0,2.

5.2.5.2 Adicionar um volume de 100mL de amostra de a4gua ao meio esterilizado e incubar a
35°+0,5°C.

5.2.5.3 Examinar a cultura quanto a presenca de turbidez ap6s 24+2 horas. Se ndo for observada
turbidez, incubar novamente e verificar apds um tempo total de incubagdo de 48+3 horas.

5.2.5.4 Uma cultura turva pode ser confirmada estriando-se uma porcdo do caldo em 4&gar bile
esculina (ABE) ou em &gar azida bile esculina (AABE). (O meio de confirmacdo mencionado no
“Standard Methods” nao é mais disponivel comercialmente).

5.2.5.5 O ABE ou 0 AABE devem ser esterilizados por autoclavacgdo a 121°C por 15 minutos. O pH
final deve ser 6,6+0,2 para 0 ABE e 7,1+0,2 para 0 AABE.

5.2.5.6 Apds a inoculagdo, as placas de ABE e AABE devem ser incubadas a 35°+0,5°C durante 48
horas.

5.2.5.7 Colbnias castanho-enegrecidas no ABE ou no AABE, com halos marrons, confirmam a
presenca de estreptococos fecais. Se necessario, o teste para enterococos pode ser realizado em uma
ou mais col6nias positivas para estreptococos fecais, transferindo-se as mesmas para caldo infusao
de cérebro e coracdo, suplementado com 6,5% de NaCl, e incubando-se a cultura a 35°+0,5°C por
48 horas. A ocorréncia de crescimento indica a presenca de enterococos.

5.3 Testes com substratos enzimaticos (cromogénicos e fluorogénicos)

5.3.1 Instrucdes Gerais

5.3.1.1 Para deteccdo de coliformes totais e E.coli em amostras de aguas para consumo humano, o
laboratdério pode usar o teste MMO-MUG (Colilert), o teste Colisure, o teste E*Colite, o teste
Presenca-Auséncia Readycult Coliforms 100 (ou teste Caldo Fluorocult LMX) ou o teste Colitag.
Esses testes sdo disponiveis em varias configurag@es. Para contagem de coliformes totais em aguas
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brutas para captacdo, o laboratério pode usar o teste Colilert. Se o laboratério utiliza um método
baseado na fermentacéo para detectar coliformes totais em aguas de consumo humano, e a amostra
for positiva, a cultura pode ser transferida para EC-MUG para detectar E.coli, e mais nenhum outro
ensaio enzimatico mencionado nesse item.

5.3.1.2 Meios

5.3.1.2.1 Os meios ndo devem ser preparados a partir de seus componentes basicos, mas sim
adquiridos prontos para uso.

5.3.1.2.2 Os meios devem ser protegidos da luz.

5.3.1.2.3 Alguns lotes de meios com substrato enzimatico apresentam fluorescéncia. Portanto, cada
lote de meio deve ser verificado antes do uso com lampada ultravioleta de 365-366nm com bulbo
de 6 watts. Para verificar os meios Colilert, Colilert-18, Colisure, Readycult/Fluorocult LMX e
Colitag, um saché do meio deve ser dissolvido com agua estéril em um recipiente ndo-fluorescente.
Se 0 meio apresentar fluorescéncia fraca, o laboratério devera utilizar outro que ndo apresente essa
caracteristica.

5.3.1.2.4 Se ap6s adicdo das amostras for observada uma coloracéo inadequada antes da incubacao,
recomenda-se que 0 meio seja descartado e que outro lote seja utilizado. Recomenda-se igualmente
que o fornecedor seja notificado e que novas amostras sejam coletadas. Antes da incubagéo, 0s
meios Colilert, Colilert 18 e Colitag sdo praticamente incolores ou apresentam uma coloracdo muito
ligeira, enquanto que o Colisure e 0 E*Colite sdo amarelos e o Readycult/Fluorocult € levemente
amarelado.

5.3.1.3 Recomenda-se que os tubos e frascos de plastico e vidro sejam testados antes do uso com
uma lampada ultravioleta de 365-366nm, com bulbo de 6 watts, para verificar se eles néo
fluorescem. Caso isso ocorra, utilizar outro tipo de recipiente.

5.3.1.4 Se o0 saco Whirl-Pak® for utilizado para incubar o Colilert ou o Colitag ou qualquer outro
meio cuja coloracéo se altera para o amarelo no caso de resultado positivo, utilizar o tipo que tem
uma barreira (por ex. BO1417) de forma a impedir emissdes gasosas para outros sacos Whirl-Pak®
durante a incubacéo.

CQ 5.3.1.5 As incubadoras, principalmente as pequenas de poténcia baixa e jaqueta de ar, podem
levar varias horas para aquecer uma amostra de 100mL de agua fria até a temperatura desejada.
Esse problema pode causar resultados falso-negativos com os testes enzimaticos, e possivelmente
com outros testes também. Portanto, os laboratdrios que possuem esse tipo de incubadora devem
seguir as seguintes instrucdes na realizacdo de testes com substratos cromogénicos e fluorogénicos:
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Teste

Instruces para pré-incubagéo da amostral*?

Colilert (Presenca/Auséncia)

O periodo especificado de 24 horas de incubacédo

inclui o tempo necessario para que a amostra atinja
35°C!

Colilert Quanti-Tray

O periodo especificado de 24 horas de incubacéo
inclui o tempo necessario para que a amostra atinja
35°C

Colilert-18 (Presenca/Auséncia)

Pré-aquecer a amostra em banho-maria a 35°C pon
20 minutos ou a 44,5°C por 7 a 10 minutos

Colilert-18 Quanti-Tray

Deixar a amostra atingir a temperatura ambiente
(20°-30°C) antes de iniciar o tempo de incubagéo dg
18 horas

Colisure

Deixar a amostra atingir a temperatura ambiente
(20°-30°C) antes de iniciar o tempo de incubagéo dd
24 horas

Teste Presenca/Auséncia Readycult Coliforms
100 e Caldo Fluorocult LMX

O periodo especificado de 24 horas de incubacéo
inclui o tempo necessario para que a amostra atinja
35°+0,5°C

Colitag

O periodo especificado de 24 horas de incubacéo
inclui o tempo necessario para que a amostra atinja
35°+0,5°C

!Se 0 laboratério colocar uma grande carga numa incu
ambiente antes da incubag&o.

2Informacao baseada nas instrucdes do fabricante.

5.3.1.6 Se um banho-maria for utilizado, o nivel
de cultura.

badora pequena, as amostras devem atingir a temperatura

da &gua deve estar acima do nivel superior do meio

5.3.1.7 Para o teste da E.coli o laboratério deve colocar todas as amostras positivas para coliformes

totais sob a lampada ultravioleta (365-366nm, 6
0 meio ird emitir uma fluorescéncia azul.

watts) em local escuro. Se a E.coli estiver presente

5.3.1.8 Os testes com substrato enzimatico ndo podem ser utilizados para confirmar culturas
presuntivas positivas para coliformes totais em caldos baseados em fermentacdo de acgucares (ex.,
testes com CLT, CL, ou teste P-A) ou em membranas filtrantes. A elevada densidade de bactérias
ndo-coliformes ou a turbidez do in6culo podem inibir os coliformes ou sobrecarregar o reagente
inibidor do teste com substrato enzimatico e causar resultados falso-positivos.
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5.3.1.9 Cancelar qualquer amostra que produza uma coloracdo atipica (ex., negro ou negro-

esverdeado) na auséncia de coloracdo amarela. O Laboratério deve coletar ou requerer que o

sistema colete outra amostra do mesmo local da amostra original cancelada. O Laboratorio deve usar
outro método para testar a segunda amostra. De acordo com o fabricante do Colilert, aguas com

altos teores de ferro ou manganés na presenga de sulfito de hidrogénio podem causar coloragéo

negra ou negro-esverdeada. Essa coloracdo ndo ocorre com o Readycult, Colisure ou Colitag,

segundo seus fabricantes.

5.3.1.10 Os comparadores de coloragéo fornecidos pelos fabricantes devem ser descartados na data
de validade.

5.3.2 Critérios para meios especificos

5.3.2.1 Para o teste Colilert as amostras devem ser incubadas 24 horas a 35°£0,5°C . Uma coloracéo
amarela no meio, igual ou superior & coloragdo do comparador indica que a amostra é positiva para
coliformes totais. Se a amostra estiver amarela, porém mais clara que o comparador, ela deve ser
incubada por 4 horas adicionais (ndo incubar mais de 28 horas no total). Se a cor ainda permanecer
mais clara que a do comparador apds 28 horas, a amostra deve ser considerada negativa. Uma
amostra positiva para coliformes, que fluoresce sob luz UV, indica a presenca de E.coli. Os
laboratdrios que usam o teste Colilert-18 devem incubar a amostra por 18 horas (até 22 horas se a
amostra apds 18 horas apresentar coloragdo amarela mais clara que a do comparador).

5.3.2.1.1 Para a quantificacdo de coliformes totais em &guas brutas para captacdo com o teste
Colilert, configuracdes de cinco ou dez tubos, Quanti-Tray, ou Quanti-Tray 2000, podem ser usadas
para cada diluicdo da amostra a ser testada. O diluente utilizado pode ser dgua deionizada ou
destilada estéril, mas ndo 4gua tamponada.

CQ5.3.2.1.2 Se 0 Quanti-Tray ou 0 Quanti-Tray 2000 for utilizado, a seladora deve ser verificada
mensalmente adicionando-se um corante (por ex. purpura de bromocresol) a dgua. Se o corante for
observado fora dos pocinhos, realizar manutencdo ou utilizar outra seladora.

5.3.2.2 Para o teste Colisure as amostras devem ser incubadas a 35°+0,5°C por 24 horas. Se a
verificagdo dos resultados apds 24 horas ndo for conveniente, ela pode ser realizada em qualquer
tempo até 48 horas. Se 0 meio mudar de cor de amarelo para vermelho ou magenta, a amostra é
positiva para coliformes totais. Uma amostra positiva para coliformes que apresenta fluorescéncia
sob luz UV é positiva para E.coli.

5.3.2.3 Para o teste E*Colite, as amostras devem ser incubadas a 35°+0,5°C por 28 horas. Se 0s
coliformes totais estiverem presentes, 0 meio muda de amarelo para azul ou azul-esverdeado, ou se
observa uma cor azul nos cantos do saco. Se a E.coli estiver presente, 0 meio fluoresce sob luz UV.
Se ndo for observada fluorescéncia, incubar por um periodo adicional de 20 horas (até um tempo
total de incubacdo de 48 horas) e verificar a fluorescéncia novamente. Se 0 meio se tornar
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vermelho, deve-se supor que uma falha na vedagcdo permitiu o vazamento do bactericida (no
terceiro compartimento do saco) para o compartimento de meio. Nesse caso, descartar o teste e
requisitar a coleta de outra amostra.

5.3.2.4 Para o teste Presenca-Auséncia Readycult Coliforms 100, adicionar o conteido do saché a
100mL da amostra, seguindo-se uma incubagdo a 35°+0,5°C por 24+1 hora. Se os coliformes
estiverem presentes 0 meio muda de cor de ligeiramente amarelo para azul-esverdeado. Além disso,
se E.coli estiver presente, 0 meio sob luz UV longa (365-366nm) emite uma fluorescéncia azul
clara brilhante. Se for necessaria a confirmagdo de E.coli, adicionar o reativo indol de Kovacs ao
caldo; a formagéo imediata de um anel vermelho confirma a presenca de E.coli.

5.3.2.5 O caldo Fluorocult LMX ¢é idéntico ao Readycult, porém é fornecido desidratado, na forma
de granulado em frasco plastico de 500g. Para o teste, adicionar 34g do Fluorocult LMX a 1 L de
agua purificada e ferver até a dissolugdo completa. Transferir aliquotas de 100mL a frascos de
250mL e autoclavar por 15 minutos a 121°C. Esfriar até a temperatura ambiente, adicionar 100mL
da amostra de dgua e incubar. Nao adicionar o suplemento E.coli/Coliforme ao meio.

5.3.2.6 Para o teste Colitag, as amostras devem ser incubadas a 35°+0,5°C por 24+ 2 horas. Durante
a incubagdo, a trimetilamina-N-6xido no meio Colitag faz com que o pH do meio aumente de 6,2
para 6,8-7,2. A cor amarela no meio indica a presenca de coliformes totais. A fluorescéncia de
coliformes totais sob luz UV indica a presenca de E.coli.

5.3.3 Teste com 0 meio EC + MUG para a deteccdo de E.coli

5.3.3.1 Quando se usa EC+MUG uma cultura positiva para coliformes totais deve ser transferida de
um tubo ou colénia presuntiva para 0 meio EC+MUG, conforme especificado no § 141.21 (f)(5)
(\er Anexo).

5.3.3.2 O MUG pode ser adicionado ao meio EC antes da autoclavacdo. O meio EC+MUG também
pode ser obtido comercialmente. A concentracdo final de MUG deve ser 50ug/mL, e o pH final
6,9+0,2.

5.3.3.3 O tubo invertido pode ser omitido porque a producdo de gas ndo é relevante para a deteccéo
de E.coli.

5.3.3.4 O meio deve ser incubado a 44,5°+0,2°C por 24+2 horas e testado quanto a producdo de
fluorescéncia.

5.3.4 Teste Enterolert (para deteccio de enterococos em aguas subterraneas)
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5.3.4.1 O meio deve ser mantido ao abrigo da luz, na temperatura de 4°-30°C até 0 uso.

5.3.4.2 Adicionar o reativo Enterolert a 100mL da amostra de agua, e incubar a 41°+0,5°C por 24 a
28 horas. A producéo de fluorescéncia sob a lampada UV indica a presenca de enterococos.

5.3.4.3 A ocorréncia de fluorescéncia apds 28 horas ndo pode ser considerada como resposta
positiva para a presenca de enterococos.

5.4. Métodos baseados na técnica de membrana filtrante (MF)

5.4.1 Instrucdes gerais

5.4.1.1 Aguas brutas para captacdo (SWTR): para otimizar a contagem, devem ser utilizadas
diluicbes apropriadas da amostra que resultem em 20 a 80 col6nias de coliformes totais e 20 a 60
coldnias de coliformes fecais para pelo menos um volume ou dilui¢cdo da amostra.

CQ 5.4.1.2 Recomenda-se testar a esterilidade de cada porta-filtro e membrana no comeco e no
final da série de filtracdo, pela filtragdo de 20-30mL de agua de diluicdo e verificacdo de
crescimento. Se esse controle indicar contaminacdo, todos os dados das amostras filtradas nessa
série devem ser rejeitados e requisitada nova amostra. A série de filtracdo termina quando decorrem
30 minutos ou mais entre uma filtracdo e outra.

5.4.1.3 Apos a filtracdo de cada amostra, o porta-filtro deve ser enxaguado com duas ou trés
porcdes de 20-30mL de agua de enxague estéril, para assegurar que toda a amostra foi enxaguada
antes da remoc¢do da membrana. Apds a remo¢do da membrana, o porta-filtro pode ser enxaguado
novamente com duas ou trés porcGes de dgua de enxagiie estéril ou exposto a luz UV de 254nm de
comprimento de onda, durante, pelo menos, 2 minutos para impedir a contaminacdo entre as
amostras, principalmente para aguas superficiais.

5.4.1.4 Discos absorventes devem ser saturados com meios liquidos (pelo menos 2mL de caldo) e o
excesso de meio deve ser removido decantando-se a placa.

5.4.2 Método de MF para deteccdo de coliformes totais e E.coli em aguas de consumo humano,
contagem de coliformes totais ou fecais em aguas brutas para captacdo, e deteccdo de E.coli em
aguas subterraneas
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5.4.2.1 Meios para coliformes totais, fecais e E.coli

5.4.2.1.1 Agar ou caldo M-Endo (também conhecido como caldo M-Endo MF e Caldo M-
Coliformes) ou agar Endo LES (também conhecido como agar M-Endo LES) para deteccdo de
coliformes totais em aguas de consumo humano ou contagem de coliformes totais em aguas brutas
para captacdo. Esses meios podem ser usados na técnica de etapa Gnica ou com enriquecimento. E
necessario assegurar que o etanol utilizado na reconstituicdo do meio ndo estd hidratado.
Aconselha-se que 0 meio seja preparado em frasco estéril e aquecido até préximo ao ponto de
ebulicdo em banho-maria fervente, ou placa aquecedora com agitacéo (sob supervisdao constante). O
meio ndo deve ferver. O pH final é 7,24+0,2 para 0 M-Endo agar LES e 7,2+0,1 para 0 meio M-
Endo.

5.4.2.1.2 Meio mColiBlue24 para deteccdo de coliformes totais e E.coli em aguas de consumo
humano. Recomenda-se que as ampolas de caldo sejam invertidas duas a trés vezes para misturar o
conteudo antes da abertura. Em seguida, verter o liqguido homogeneamente sobre o disco
absorvente. Recomenda-se que ampolas fechadas sejam mantidas na geladeira, ao abrigo da luz, até
a data de validade. Descartar antes, se for observado crescimento. O pH final do meio é 7,0£0,2.

5.4.2.1.3 Meio MI (com ou sem agar) para deteccdo de coliformes totais e E.coli em aguas de
consumo humano ou contagem de coliformes totais em aguas brutas para captacdo. Ndo autoclavar
agar ou caldo MI adquirido pronto, pré-esterilizado, em frascos. Fundir o agar em banho-maria
fervente (ou por outro processo recomendado pelo fabricante). Assim que o meio estiver
completamente fundido, esfriar ligeiramente e verter em placas estéreis. Recomenda-se cautela para
evitar um superaquecimento do &gar, pois o calor excessivo destroi a eficacia do antibiotico
cefsulodina. Se for utilizado o meio desidratado, seguir as instru¢des do fabricante para o preparo e
autoclavacdo do meio. Resfriar o &gar, adicionar a solucdo do antibidtico cefsulodina recentemente
preparada e esterilizada por filtracdo, e verter em placas estéreis. O pH final desse agar é 6,95+0,20,
e do caldo 7,05+0,20. A preparacdo e uso do agar e caldo MI estdo descritos no artigo New
medium for the simultaneous detection of total coliform and Escherichia coli in water” Brenner
K.P. et al., 1993 (Applied and Environmental Microbiology 59:3534-3544) e no “EPA Method
1604”, que esta disponivel em www.epa.gov/microbes

5.4.2.1.4 Agar Chromocult Coliform para deteccdo de coliformes totais e E.coli em &guas de
consumo humano. Nao autoclavar ou aquecer excessivamente. O pH final é 6,8+0,2. Se for
esperado um crescimento abundante de bactérias heterotréficas (principalmente Pseudomonas
aeruginosa e Aeromonas spp), adicionar solugdo de cefsulodina (10mg em 2mL de &gua deionizada
ou destilada) a 1L de meio fundido e resfriado (45°-50°C). Verificar com o fabricante, “EMD
Chemicals Inc.” em www.emdchemicals.com.informag¢des sobre o desempenho desse meio com

varios tipos de filtros.

5.4.2.1.5 Coliscan® para deteccdo de coliformes totais e E.coli em &guas de consumo humano ou
contagem de coliformes totais em aguas brutas para captacdo. O Coliscan pode ser encontrado na
forma de p6 ou como &gar pré-esterilizado em frascos. Para reconstituicdo e adi¢cdo do antibidtico,
seguir as instrucbes do fabricante (“Microbiology Laboratories, LLC”). N&o aquecer
excessivamente o antibiético cefsulodina. O pH final do &gar Coliscan é 7,00+0,20.
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5.4.2.1.6 Meio m-FC (com ou sem agar) para contagem de coliformes fecais em aguas brutas para
captacdo. N&do autoclavar. Aquecer o meio até préximo ao ponto de ebulicdo. O pH final é 7,4+0,2.

5.4.2.1.7 Meios preparados devem ser mantidos na geladeira. Recomenda-se que as placas de Petri
contendo meios sejam mantidas em sacos plasticos ou recipientes hermeticamente fechados e que
sejam utilizadas em duas semanas. Recomenda-se que, antes do uso, os meios esterilizados
mantidos na geladeira atinjam a temperatura ambiente. Devem ser descartadas placas com caldos
preparados no laboratério ap6s 96, horas placas coméagar para MF, apds duas semanas, e caldo M-
Endo em ampolas ou outros meios preparados, de acordo com a data de validade fornecida pelos
fabricantes. Descartar caldos, placas ou ampolas se for detectado algum tipo de crescimento ou
brilho metalico na superficie do &gar M-Endo. Registrar a data e a hora do preparo.



5.4.2.2 Condigdes de incubacdo e cor das colonias dos meios de MF
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Meio Incubacéo Coliformes totais® E.coli
Meio M-Endo ou Agar [35°+0,5°C por 22-24 h  |Col6nias com brilho NA
M-Endo LES metalico (presuntivas)
M-ColiBlue 24 35°+0,5°C por 24 h Colbnias vermelhas Col6nias de coloracao
azul a parpura
Ml 35°+0,5°C por 242 h  [Coldnias fluorescentes |Colbnias azuis sob
sob luz UV iluminagdo normal
Chromocult 36°+1,0°C por 24 +1h  [Coldnias de cor salmdo |Col6nias de coloracao
a vermelha azul a violeta?
Coliscan 32°-37°C por 24-28 h  [Coldnias de cor Col6nias de coloracao
vermelha a magenta azul-parpura
M-FC 44,5°+0,2°C por 242 h [NA Colbnias azuis
(coliformes fecais)

1Né}o indica a presenca de E.coli. Se uma colonia de E.coli estiver presente, sera contada como col6nia positiva para
coliformes totais.

’Se a confirmacéo de E.coli for desejada, adicionar uma gota do reativo de Kovacs a cada coldnia azul a violeta; a
formagé&o de cor vermelho-cereja em alguns segundos confirma a presenca de E.coli.

5.4.2.3 Cancelamento de amostras de dquas para consumo humano negativas para coliformes totais

Todas as amostras que resultam em crescimento confluente ou em ndmero excessivo de colénias
para contagem devem ser canceladas, a ndo ser que sejam detectados coliformes totais. Se 0s
coliformes totais ndo forem detectados, relatar o resultado como “crescimento confluente” ou
“nlmero excessivo de colbnias para contagem” e requisitar outra amostra do mesmo local.
Crescimento confluente é definido como crescimento bacteriano continuo cobrindo toda a
superficie da membrana, sem evidéncias da presenca de coliformes. Nimero excessivo de coldnias
para contagem é definido como um numero de coldnias maior que 200 na membrana, na auséncia
de coliformes detectaveis. Os Laboratorios ndo devem cancelar as amostras quando a membrana
contiver pelo menos uma colonia do tipo coliforme (isto ¢, colonia com brilho metalico no meio
endo, azul ou vermelha no dgar m-ColiBlue 24, azul ou fluorescente no agar MI, de cor salméo a
vermelho ou azul-escuro a violeta para o agar Chromocult Coliform, rosa a magenta ou azul a
purpura no Coliscan). (Antes do cancelamento, o Laboratério pode fazer um teste de verificacdo na
cultura negativa para coliformes totais e um teste para coliformes fecais ou E.coli) Se o teste de
verificacdo for positivo, a amostra deve ser relatada como positiva para coliformes totais. Se o teste
for negativo, a amostra deve ser cancelada. Se o resultado for positivo para coliformes fecais
E.coli,a amostra ¢ considerada positiva para coliformes totais, fecais ou E.coli, mesmo que o
teste de confirmacao para coliformes totais tenha sido negativo.

5.4.2.4 Cancelamento de amostras de aguas brutas para captacdo (SWTR): os Laboratorios devem
cancelar amostras que resultem em crescimento confluente ou nimero excessivo de col6nias para
contagem, mesmo quando coliformes totais ou fecais estejam presentes, porque a densidade de
coliformes deve ser determinada.
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5.4.2.5 Para amostras de aguas de consumo humano (para verificar colénias nos meios tipo Endo):
Pelo menos cinco col6nias tipicas com brilho metalico e cinco colénias nao-tipicas devem ser
verificadas utilizando um caldo lauril triptose ou lactosado (CLT ou CL) e a seguir em caldo verde
brilhante e bile 2% (CLVBB). Como alternativa, as colénias com brilho metéalico podem ser
verificadas pelo uso de um procedimento com citocromo oxidase ou [3-galactosidase. As colénias
individuais podem ser transferidas com al¢a ou agulha de platina, ou palito de madeira estéril. Na
auséncia de coldnias com brilho metélico, verificar até cinco coldnias vermelhas com brilho
questionavel e cinco col6nias vermelhas sem brilho, representando diferentes tipos morfologicos.
Outro procedimento possivel é transferir com um ‘wab” todo o crescimento da superficie da
membrana e inoculd-lo no meio de verificacdo (CLT e entdo CLVBB).

5.4.2.6 Para_amostras de aguas de consumo humano: colbnias positivas para coliformes totais
devem ser testadas para E.coli ou coliformes fecais. As técnicas de membrana filtrante aprovadas
pela EPA para esses microrganismos ndo requerem testes adicionais, exceto aquela que utiliza
meios tipo Endo (meio M-Endo ou dgar M-Endo LES). A EPA aprovou varias op¢des para testar a
presenca de coliformes fecais ou E.coli em culturas positivas para coliformes totais nos meios tipo
Endo. Quando se utiliza 0 meio EC (para coliformes fecais) ou EC-MUG ( para E.coli) as colonias
devem ser transferidas empregando-se uma das opc¢des descritas na “Total Coliform Rule” em 40
CFR 141.21 (f) (5) (Anexo). Com a técnica do “ swab”, um Gnico ‘swab” pode ser usado para
inocular um cultura presuntiva para coliformes totais em até trés diferentes meios (por ex. EC ou
EC-MUG, CLT e CLVBB, nessa ordem). Se for utilizado o &gar nutriente + MUG, ver o item 5.4.3.

5.4.2.7 Para amostras aguas de consumo humano para captacdo: as contagens iniciais de coliformes
totais devem ser calculadas novamente com base nos testes de verificacdo, conforme citado no
“Standard Methods”, Sec¢do 9222b(5) (APHA 1998).

CQ 5.4.2.8 Para_amostras de aguas brutas para captacdo (SWTR): se dois ou mais analistas
realizarem as analises, recomenda-se que cada um deles conte mensalmente as colonias de
coliformes totais ou fecais na mesma membrana. As contagens ndo devem divergir em mais de 10%

5.4.3 Teste Agar Nutriente + MUG (para deteccdo de E.coli em &guas de consumo humano ou

subterraneas)

5.4.3.1 O meio deve ser autoclavado a 121°C por 15 minutos. O MUG pode ser adicionado ao agar
nutriente antes da autoclavacdo. O produto pronto pode ser obtido comercialmente. A concentracao
final de MUG deve ser 100ug/L. O pH final é 6,8+0,2.

CQ 5.4.3.2 Recomenda-se o teste de controles positivos e negativos, conforme determinado no item
5.1.6.4. Filtrar ou aplicar as culturas-controle na membrana filtrante dos meios agar M-Endo LES,
caldo M-Endo ou &gar, e incubar a 35°+0,5°C por 24 horas. Transferir entdo a membrana para agar
nutriente + MUG e incubar a 35°C por mais quatro horas. Ler e registrar os resultados.
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5.4.3.3 A(s) membrana(s) filtrante(s) contendo as col6nias de coliformes devem ser transferidas do
meio presuntivo para coliformes totais para a superficie do meio agar nutriente + MUG. Cada
colénia com brilho metalico deve ser marcada de forma indelével na tampa da placa. Tampa e base
também devem ser marcadas com um trago, de forma que possam ser realinhadas ap0s a remocao
da tampa. (Parte da colbnia pode ser transferida com uma agulha para o meio de verificacdo de
coliformes totais antes da transferéncia da membrana para o &gar nutriente + MUG, ou ap6s a
incubacdo de quatro horas. Outro método é transferir todo o crescimento da superficie da membrana
com um ‘swab” estéril ap6s o tempo de incubacdo de quatro horas no agar nutriente + MUG para o
meio de verificagdo de coliformes).

5.4.3.4 O meio inoculado deve ser incubado a 35°+0,5°C por quatro horas.

5.4.3.5 Verificar a fluorescéncia utilizando uma lampada ultravioleta (365-366nm) com bulbo de 6
W em ambiente escuro. Um halo fluorescente na colénia com brilho metalico indica que se trata de
colonia positiva para E.coli.

5.4.4 Método de MF para deteccdo de enterococos/estreptococos fecais em aguas subterraneas

5.4.4.1 Meios

5.4.4.1.1 Para 0 4gar ME (SM 9230C) para deteccdo de enterococos: preparar a base agar ME.
Autoclavar e resfriar a 44°-46°C em banho-maria. Dissolver 0,489 de acido nalidixico em 10mL de
agua purificada contendo 0,4mL de NaOH 10N e misturar. Esterilizar essa solucao por filtracdo e
adicionar 5,2mL da mesma para cada litro da base agar ME. Para o cloreto de trifenil tetrazélio
(TTC) adicionar 0,25g de TTC a 25mL de agua purificada e aquecer até a dissolucdo. Esterilizar
essa solucdo por filtragdo e adicionar 15mL por litro da base agar ME. O pH final é 7,1+0,2.

5.4.4.1.2 Para 0 agar m-Enterococcus (SM 9230C) para a deteccdo de estreptococos fecais (ndo
enterococos). Aquecer para dissolver os ingredientes, mas ndo autoclavar. Distribuir em placas de
Petri estéreis (9X50mm) (cerca de 4mL) e deixar solidificar. O pH final € 7,2+0,2.

5.4.4.1.3 Para 0 4gar mEl (Método EPA 1600) para a detec¢do de enterococos: adicionar 0,75¢g de
indoxil R-D-glicosideo a 1L de base &gar ME, e proceder conforme o item 5.4.4.1.1, exceto pela
preparacdo do TTC que deve ser feita da seguinte forma: adicionar 0,1g de TTC a 10mL de agua
purificada e aquecer para dissolver. Esterilizar essa solucdo por filtracdo e adicionar 2mL para cada
litro de meio. O pH final é 7,1+0,2.

5.4.4.2 Apos a filtracdo de 100mL da amostra, colocar a membrana em placas de Petri contendo um
dos meios solidos mencionados. Ndo sdo normalmente necessarias diluicdes seriadas para detectar
0S enterococos em aguas subterraneas.
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5.4.4.3 Se for usado o 4gar m-Enterococcus incubar a placa invertida a 35°+0,5°C por 48 horas e
usando uma lampada fluorescente e aumento, contar todas as coldnias vermelho-escuras e vermelho
claras como estreptococos fecais.

5.4.4.4 Se for usado o agar mE, incubar a placa invertida por 48 horas a 41°+0,5°C e entdo
transferir a membrana para o meio EIA. Incubar a 41°+0,5°C por 20-30 minutos e utilizando
aumento e uma Iampada fluorescente, examinar as coldnias. Colénias rosa a vermelha no agar mE,
com halo de precipitagdo negro ou castanho-avermelhado na parte de baixo da membrana no EIA,
s80 positivas para enterococos.

5.4.4.5 Se o agar mEl for usado, incubar a placa invertida por 24 horas a 41°+0,5°C. Utilizando
aumento e uma pequena lampada fluorescente, examinar a superficie e o fundo da placa quanto a
presenca de colénias com halo azul. Considera-se que uma colénia com halo azul,
independentemente da cor, pertence ao grupo dos enterococos.

5.5 Contagem de bactérias heterotroficas (para quantificagdo em &guas para consumo
humano)

5.5.1 O método de inoculacdo em profundidade (“Standard Methods” 9215B) ou o método
SimPlate devem ser usados para atendimento a padrfes de qualidade (40 CFR 141.74 (a)(1))
(Anexo ), e recomenda-se que esses métodos também sejam utilizados para testar a dgua purificada.
Para sistemas aos quais foi permitida uma variacdo do nivel maximo de contaminante da “Total
Coliform Rule” (ver critérios de variagdo no predmbulo de FR 56:1556-1557, janeiro 15, 1991),
qualquer um dos métodos mencionados no “Standard Methods”, Secdo 9215, Contagem de
Bactérias Heterotroficas pode ser usado com o0 meio R2A, para contagem de bactérias heterotroficas
em aguas de consumo humano.

5.5.2 Meios

Método Meio pH final
Inoculacdo em profundidade Agar triptona, glicose, extrato de 7,0+0,2

levedura (“Plate Count Agar”)
Inoculacdo em profundidade Agar R2A 7,2+0,2
Inoculacdo em superficie Agar R2A 7,2%0,2
Membrana filtrante Agar R2A 7,2+0,2
SimPlate Substrato multienzimatico 7,2%0,2
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5.5.3 (Método de inoculacdo em profundidade): o 4gar fundido deve estar com a temperatura de 44°
a 46°C em banho-maria antes da distribuicdo nas placas, porém somente pode ser assim mantido por
trés horas no méaximo. O &gar estéril ndo deve ser fundido mais de uma vez.

5.5.4 (Método de inoculacdo em superficie):15mL do &gar R2A (ou outro meio) devem ser
distribuidos em placas de Petri (100x15mm ou 90x15mm) e solidificados.

5.5.5 O meio refrigerado pode ser mantido em frascos ou tubos com tampa de rosca por até seis
meses, ou em placas de Petri por até duas semanas. Placas de Petri com o meio R2A podem ser
armazenadas por uma semana.

5.5.6 Para a maioria das amostras de 4gua potavel, placas contaveis podem ser obtidas com volumes
de 1,0mL ou 0,1mL, ou ambos, da amostra nao-diluida (as diluicdes podem ndo ser necessarias para
a SimPlate, que possui uma limite de contagem até 738/mL). Recomenda-se o preparo de pelo
menos duas placas por diluig&o.

5.5.7 (Método de inoculagdo em profundidade) a amostra deve ser pipetada assepticamente no
fundo de uma placa de Petri estéril. A seguir, devem ser adicionados 10-12mL de &gar fundido com
a temperatura estabilizada a 44°-46°C a cada placa. Meio e amostra devem ser entdo misturados
cuidadosamente para evitar derramamento do conteido da placa. Apos a solidificagdo do meio em
uma superficie plana, as placas devem ser invertidas e incubadas a 35°t0,5°C durante 48+3 horas.
Recomenda-se que as placas sejam empilhadas até no maximo, quatro, e colocadas na incubadora
de forma a permitir uma circulacdo adequada do ar, e manter uniforme a temperatura de incubacao.
Evitar umidade excessiva na incubadora para reduzir a possibilidade de formacdo de colGnias
invasoras no agar. Evitar igualmente o ressecamento excessivo do meio; o agar ndo deve perder
mais de 15% de umidade durante o periodo de incubacdo de 48 horas.

5.5.8 (Método de inoculagdo em superficie): 0,1mL ou 0,5mL da amostra (ou de sua dilui¢do) sdo
pipetados na superficie do agar previamente seco, a seguir esse liquido é espalhado sobre o meio
utilizando-se uma alga de vidro estéril inclinada. O indculo deve ser totalmente absorvido pelo agar
antes que a placa seja invertida e incubada a 20°-28°C durante 5-7 dias.

5.5.9 (Método de filtracdo em membrana) O volume a ser filtrado deve resultar em 20-200 coldnias.
A membrana é entdo transferida para uma placa de Petri contendo 5mL do agar R2A solidificado,
que é incubada a 20°-28°C durante 5-7 dias. Quando sdo utilizadas placas com tampas frouxas,
recomenda-se que sejam colocadas em caixas plasticas com tampas hermeticas, contendo papel
toalha umedecido. O papel toalha deve ser umedecido novamente quando necessario para manter a
umidade. As colbnias devem ser contadas com um microscépio estereoscopico no aumento de 10-
15X.

5.5.10 (Para 0 método SimPlate)
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5.5.10.1 Dose Unica (para uma amostra) adiciona-se um volume de 10mL de amostra ao tubo
contendo o meio desidratado SimPlate. A seguir, 0 meio dissolvido pode ser vertido no centro de
uma placa (fornecida pelo fabricante, Idexx Laboratories Inc.) contendo 84 pequenas cavidades.
Como procedimento alternativo, pode-se adicionar 9mL de diluente estéril (agua deionizada,
destilada ou tamponada) [“Standard Methods” 9050C, 1a] ao tubo, e em seguida, 1mL da amostra.
Distribur homogeneamente a mistura nas 84 cavidades da placa e drenar o excesso de liquido para
um disco absorvente sobre a placa. Inverter entdo a placa ( o liquido é mantido em cada cavidade
por tensdo superficial) e incubar por 45-72 horas a 35°+0,5°C. A densidade bacteriana ¢
determinada pela contagem do nimero de cavidades fluorescentes sob luz UV de 365-366nm e
conversdo desse valor para um NMP constante na tabela de Dose Unica fornecida pelo fabricante.
Se for utilizado um volume de 10mL de amostra, ler o NMP de Dose Unica diretamente. Para
volumes de 1,0mL de amostra, corrigir o NMP multiplicando o valor por dez.

5.5.10.2 Doses multiplas (para dez amostras de 1mL) cada: adiciona-se um volume de 100mL de
diluente estéril ao meio desidratado SimPlate, agitando-se bem para a dissolu¢do completa. A
seguir, pipetar 1,0mL de amostra no centro da placa de 84 cavidades e 9,0mL do meio
reconstituido. Girar a placa com movimentos suaves para misturar a amostra e 0 meio, e distribuir a
mistura uniformemente nas 84 cavidades. Continuar entdo com o procedimento descrito no item
5.5.10.1, exceto que se deve ser utilizar a tabela de Doses Multiplas fornecida pelo fabricante para
determinar o NMP/mL. Caso a amostra tenha sido diluida, multiplicar o resultado pelo fator de
diluicao.

5.5.11 (Técnicas de inoculacdo em profundidade e superficie) As colbnias sdo contadas
manualmente, com o uso de um contador de campo escuro. Somente as placas que contém 30 a 300
colbnias devem ser selecionadas para contagem, exceto aquelas placas inoculadas com 1,0mL da
amostra ndo diluida. Contagens inferiores a 30 para tais placas sdo aceitaveis. (Contadores
automaticos ndo podem ser empregados devido ao tamanho e baixo nimero de coldnias observado
quando se realiza a contagem de bactérias heterotroficas em agua potavel).

CQ 5.5.12 Recomenda-se que cada lote ou frasco de agar seja verificado quanto a esterilidade,
preparando-se uma placa final de controle. Os dados devem ser rejeitados se esse controle
apresentar contaminacao.

5.6 Colifagos (minuta dos métodos 1601 e 1602, “Ground Water Rule”, em proposicao)

Nota: Tratam-se de Métodos baseados em desempenho para deteccdo da presenca de Colifagos F-
especificos e somaticos em aguas subterraneas e outros tipos de aguas.

(Métodos baseados em desempenho: Tendo em vista a variedade de situacdes nas quais alguns
métodos sdo aplicados, e o0 avanco tecnoldgico continuo, alguns métodos baseiam-se em
desempenho. Um método baseado em desempenho permite a modificacdo ou a omissdo de etapas
ou procedimentos, desde que todas as exigéncias referentes ao desempenho do método validado
sejam cumpridas. As etapas que ndo podem ser modificadas ou omitidas devem estar especificadas
no método.)
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5.6.1 Método EPA 1601: Colifagos F-especificos e somaticos em aguas pela técnica de
enriquecimento em duas etapas:

Resumo do método: Um volume de 100mL ou de 1L de amostra € suplementado com cloreto de
magnésio, cultura hospedeira em fase log de crescimento (E.coli Famp para colifagos F-especificos e
E.coli CN-13 para colifagos somaticos). Ap6s incubagdo ‘bvernight”, as amostras sdo aplicadas
sobre uma camada da bactéria hospedeira especifica para cada tipo de colifago, a placa é incubada e
examinada quanto a presenca de zonas de lise circulares, que indicam a presenca de colifagos.

5.6.1.1. Meios

5.6.1.1.1 Estoques de antibidticos: os antibioticos sempre devem ser adicionados ao meio apdés a
autoclavacdo. Manter congelado a -20°C por um ano no maximo. Descongelar na temperatura
ambiente ou rapidamente em banho-maria a 37°C, no momento do uso. Observagao importante:
Antibioticos podem ser toxicos. Usar roupas protetoras adequadas, luvas, protecéo facial e ocular,
e manipular em capela de seguranca quimica.

5.6.1.1.2 Caldo triptona e soja 10X (CTS): manter a 1°-5°C até o uso.

5.6.1.1.3 Agar triptona e soja 1,5% (ATS): se ndo for utilizado imediatamente apds a adicdo do
antibidtico e solidificacdo, manter as placas invertidas a 1°-5°C até duas semanas no maximo.

5.6.1.1.4 Tubos com agar ATS de superficie 0,7% com os antibio6ticos apropriados: distribuir 5mL
em tubos estéreis de 10mL, rotular e manter a 45°-48°C até o uso. Esses tubos devem ser utilizados
no dia do seu preparo.

5.6.1.1.5 Placas: podera ocorrer acimulo de agua de condensacgdo nas bordas das placas onde serdo
aplicadas as amostras que poderd pingar sobre a superficie do agar se a placa for inclinada,
alterando o padrdo de aplicacdo. Se isto ocorrer, incubar as placas por cerca de dez minutos antes da
inoculacdo para reduzir a condensacdo. As placas podem ser usadas no dia do preparo ou
armazenadas a 1°-5°C por quatro dias no maximo.

5.6.1.2 Estoque de colifagos

5.6.1.2.1 Estoque de colifagos MS2 (ATCC 15597-B1, F-especificos) e phi-X 174 (ATCC 12706-
B1, somaticos). Podem ser mantidos a 2°-8°C por cinco anos no maximo. Preparacao inicial do
estoque puro de colifagos esta disponivel em http:www.atcc.org.

5.6.1.2.2 Iniciar a analise de esgoto bruto filtrado no periodo de 24 horas apds a coleta.
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5.6.1.2.3 Deixar 0 esgoto bruto sedimentar a 1°-5°C durante uma a trés horas, para facilitar a
filtracdo.

5.6.1.2.4 Montar o sistema de filtracdo sobre um tubo de polipropileno com tampa de rosca, estéril,
de 15mL. Inserir 0 émbolo na seringa e impulsionar o esgoto através da membrana para o tubo
esteril. Substituir a membrana quando ocorrer obstrugdo e continuar filtrando até a obteng&o de pelo
menos 10mL de esgoto filtrado (varias membranas podem ser necessarias).

5.6.1.2.5 Se o filtrado for armazenado por mais de 24 horas, o esgoto deverd ser titulado
novamente.

5.6.1.3 Culturas estoque das bactérias hospedeiras

5.6.1.3.1 Culturas estoque congeladas das bactérias hospedeiras: apds a preparacdo, congelar as
culturas estoque a -70°C, se possivel. As culturas podem ser congeladas a -20°C se ndo for possivel
0 congelamento a -70°C. As bactérias hospedeiras podem ser mantidas por até um ano a -70°C e por
dois meses na temperatura de -20°C.

5.6.1.3.2 Culturas estoque ‘bvernight” das bactérias hospedeiras: apds a preparacdo, resfriar em
gelo ou a 1°-5°C até o uso.

5.6.1.3.3 Culturas estoque em fase log de crescimento das bactérias hospedeiras-Apos a preparacao,
resfriar em gelo ou a 1°-5°C para diminuir a replicacdo até o uso. A suspensao pode ser mantida por
até 48 horas. Entretanto, melhores resultados sdo obtidos quando as culturas sdo usadas
imediatamente (dentro de seis horas). Manter o restante da cultura bacteriana *overnight” a 1°-5°C
para preparar novas suspensdes em fase log de crescimento.

5.6.1.4 Controle de qualidade-instrugcfes gerais

5.6.1.4.1 Demonstracao inicial de capacidade (DIC). O laboratdrio deve demonstrar capacidade
de desempenho aceitavel desse método realizando um teste DIC antes de analisar amostras de
campo. O teste DIC consiste na analise de dez amostras de agua purificada contaminadas com
esgoto ou material equivalente, na densidade de 1-2 UFP em cada amostra, para cada tipo de
colifago usado, de acordo com a tabela DIC apresentada a seguir. Um nimero minimo de amostras
deve ser positivo, dependendo do tipo de colifago. Contaminar o volume total de amostra na
concentragdo indicada na tabela. Esses testes devem ser acompanhados de um branco do método
para cada tipo de colifago.

5.6.1.4.2 Brancos do método. O Laboratorio deve analisar brancos do método (amostra de agua
purificada) para demonstrar auséncia de contaminacéo. Para cada tipo de colifago usado preparar
e analisar amostras de agua purificada estéril utilizando o mesmo procedimento das analises de
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campo ou CQ. No minimo, o Laboratdrio devera analisar um branco do método para cada placa
utilizada para aplicacdo das amostras de campo. Para aumentar a possibilidade de determinar se a
contaminacdo cruzada realmente existe, aplicar a amostra estéril (branco) sobre a camada de
bactéria hospedeira imediatamente apés a aplicacdo do controle positivo.

5.6.1.4.3 Controles positivos. O Laboratdrio deve analisar controles positivos para assegurar que
as suspensoes estoque de colifagos, suspensdes das bactérias hospedeiras e 0 meio de crescimento
estdo funcionando adequadamente. Para cada tipo de colifago usado, uma amostra de 100mL de
agua purificada deve ser contaminada com 20 UFP (esgoto filtrado) ou 60 UFP (solucdo estoque
pura de colifagos). O laboratério deve aplicar um controle positivo para cada placa contendo
amostras de campo. Se varias placas sdo inoculadas com amostras no mesmo dia, uma Unica
amostra de controle positivo enriquecido pode ser aplicada nas varias placas preparadas naquele dia.

5.6.1.4.4 Contaminacdo de matrizes (CM). Para avaliar o desempenho do método em
determinado tipo de amostra de agua, o laboratorio deve analisar um conjunto de amostras CM
para cada tipo de colifago, na primeira vez que sdo recebidas amostras de aguas subterraneas de
um tipo que o laboratdrio nunca analisou antes. Para cada tipo de colifago utilizado, trés amostras
de campo sdo contaminadas com 1-2 UFP. Pelo menos uma de trés amostras CM, para cada tipo de
colifago, deve ser positiva, para que o desempenho do método seja considerado aceitavel para
aquele tipo de agua subterranea. Se os resultados de CM nado forem aceitaveis e os resultados das
amostras da DCC e dos controles positivos associados com aquele lote de amostras forem
aceitaveis, uma interferéncia da matriz pode ser a causa dos resultados insatisfatorios. Além disso, o
laboratdrio deve analisar um conjunto de amostras CM constantemente, apds cada vigésima amostra
de campo para cada tipo de &gua subterrénea. (Por exemplo, quando o laboratorio recebe a primeira
amostra de um tipo, devem ser obtidas aliquotas adicionais de campo para o teste CM. Quando o
laboratdrio recebe a vigésima amostra desse local, aliquotas adicionais devem ser coletadas e
contaminadas). As amostras para CM sdo coletadas simultaneamente as amostras de campo.
Contaminar o volume total da amostra nas concentragdes indicadas nas tabelas DCC e CM a seguir.

5.6.4.1.5 Demonstracdo continua de capacidade (DCC). O laboratério deve demonstrar que o
sistema analitico esta sob controle constante analisando amostras DCC. Para cada tipo de colifago
utilizado, trés amostras de &gua purificada sdo contaminadas com 1-2 UFP. As amostras DCC sao
analisadas exatamente como as amostras de campo, e no minimo uma das trés deve ser positiva para
cada tipo de colifago utilizado. Caso contrario, o desempenho do método ndo é aceitavel, e a analise
de amostras de campo deve ser interrompida. Identificar, corrigir o problema e demonstrar
desempenho aceitavel analisando outras amostras DCC. O laboratorio deve analisar um conjunto de
amostras DCC ap6s 20 amostras (de campo e CM), ou semanalmente, 0 que ocorrer com maior
freqiiéncia. Contaminar o volume total de amostra nas concentra¢des indicadas na tabela DCC e
CM a seguir

5.6.1.4.6 Estudos de desempenho. Recomenda-se que periodicamente o Laboratério analise uma
amostra externa para CQ, para avaliacdo de desempenho, caso este tipo de amostra seja disponivel.
Recomenda-se igualmente que o laboratdrio participe de estudos interlaboratoriais de desempenho,
organizados por entidades locais, estaduais, federais ou particulares. O Laboratorio deve avaliar
esses resultados, corrigir o desempenho insatisfatorio e registrar acdes corretivas.
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Tipo de | Volume de Concentracéo Volume total a | Concentracdo [NUmero minimo
colifago | amostra® . ser contaminado total de amostras
desejada positivas em 10
(UFP/amostra) (UFP/ volume
total)
F* 100mL 1,3 1000mL 13 5
Somaéticos | 100mL 15 1000mL 15 5

1 A“Ground Water Rule” requer um volume de 100mL de amostra. Entretanto, para a maior parte dos objetivos, esse
teste pode ser usado com volume de amostra de 1L. Como as amostras DIC sdo analisadas da mesma forma que as
amostras de campo, incluindo volumes analisados, as andlises DIC devem ser realizadas no volume de 1L quando o
laboratdrio estd analisando esse volume de amostras de campo (o procedimento DIC para 1L de amostra pode ser obtido
no protocolo do Método 1601, Tabela 1).

Condicoes de contaminacdo das amostras DCC e CM requeridas para avaliacdo continua de
desempenho do Método 1601

Tipo de |Volume de | Concentracdo | NUmero de amostras que |Volume total a|  Concentracgao
colifago | amostra! desejada devem ser contaminadas ser
. total
. contaminado
(UFP/amostra) | (=1 deve ser positiva) (UFP/volume total)
F* 100mL 1,3 3 300mL 3,9
Somético | 100mL 1,5 3 300mL 4,5

1 A“Ground Water Rule” requer um volume de 100mL de amostra. Entretanto, para a maior parte dos objetivos, esse
teste pode ser usado com volume de amostra de 1L. Como as amostras DCC e MS séo analisadas da mesma forma que
as amostras de campo, incluindo volumes, andlisar DCC e MS no volume de 1L quando o laboratdrio estiver analisando

esse volume de amostras de campo (o procedimento DCC e MS para 1L de amostra pode ser obtido no protocolo do
Método 1601, Tabela 2).

5.6.2 Método EPA 1602-Colifagos F-especificos e somaticos em aguas pela técnica de camada
simples de agar (CSA)

Resumo do método: Trata-se de método baseado no desempenho para detec¢do ou quantificacdo
de colifagos F-especificos (F*) e somaticos em aguas subterraneas e outras aguas. Analisa-se um
volume de 100mL de agua subterranea adicionando-se cloreto de magnésio e a bactéria hospedeira
(E.coli Famp para o colifago F" e E.coli CN-13 para colifagos somaticos) e em seguida junta-se a
mistura amostra/bactéria hospedeira a 100mL de agar triptona e soja concentracdo dupla fundido e
contendo o antibiotico apropriado. Apos homogeneizagéo, todo esse volume é vertido em cinco ou
dez placas (dependendo do tamanho da placa). Apos a incubacgdo ‘bvernight” verificar a presenca
de zonas circulares de lise, que indicam a presenca de colifagos.

5.6.2.1 Meios. Ver item 5.6.1 para solucbes estoque de antibi6ticos, caldo triptona e soja 10X
(CTS), tubos com agar triptona e soja de superficie (ATS) 0,7% com 0s antibidticos apropriados e
placas.
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5.6.2.1.1 Agar triptona e soja concentracdo dupla (ATS 2X): 0 meio pode tornar-se escuro apos a
autoclavagédo, mas ndo devem ocorrer alteracdes no seu desempenho devido a esse fato.

5.6.2.1.2 ATS 2X com os antibioticos apropriados: manter fundido a 45°-48°C em banho-maria até
0 uso. O agar deve ser usado no dia da preparacao.

5.6.2.2 Estoque de colifagos : ver item 5.6.1.2.

5.6.2.3 Culturas estoque de bactérias hospedeiras — ver item 5.6.1.3

5.6.2.4 Controle de qualidade-aspectos gerais

5.6.2.4.1 Precisdo e recuperacdo iniciais (PRI). O laboratério deve demonstrar a capacidade de
realizar esse método de forma aceitavel, realizando um teste PRI antes de analisar quaisquer
amostras de campo. Quatro amostras de agua purificada para cada tipo de colifago usado sao
necessarias para o teste PRI. O volume total de amostras PRI deve ser contaminado para obter-se
uma concentracdo de 80 UFP/amostra. Essa contaminacéo deve ser realizada com esgoto filtrado ou
material equivalente. O desvio padrdo relativo da recuperacdo OPRt) e a percentagem media de
recuperacdo X baseada nos resultados das quatro amostras para cada tipo de colifago devem
atender aos critérios de aceitacdo de CQ da tabela a seguir.

5.6.2.4.2 Brancos do método O laboratério deve analisar brancos do método (amostra de agua
purificada) para demonstrar auséncia de contaminacgdo. O laboratério deve analisar um branco do
método para cada lote analitico. Para cada tipo de colifago usado, preparar e analisar uma amostra
de &gua purificada utilizando o mesmo procedimento usado para as analises de campo ou de CQ.
Define-se lote analitico como todas as amostras analisadas durante um Gnico dia, até um maximo de
20 (amostras de campo e amostras de contaminagéo de matriz) por tipo de colifago.

5.6.2.4.3 Contaminacdo de matrizes (CM). Para avaliar o desempenho do método em
determinado tipo de amostra de agua, o laboratorio deve analisar um conjunto de amostras CM
para cada tipo de colifago, na primeira vez que sdo recebidas amostras de aguas subterraneas de
um tipo que o laboratério nunca analisou antes. A analise CM ¢ realizada numa aliquota adicional
da amostra coletada da mesma agua subterranea e no mesmo tempo que a amostra de campo. Se o
laboratdrio analisa rotineiramente amostras de diferentes dguas subterraneas, uma analise CM deve
ser realizada a cada 20 amostras de campo. Por exemplo, quando recebe a primeira amostra de
uma agua subterranea, o Laboratorio deve obter uma segunda aliquota dessa amostra para ser
analisada como CM. Quando o laboratdrio receber a vigésima amostra desse local, uma aliquota
separada dessa amostra deve ser coletada e contaminada. Comparar a recuperagdo com os limites
correspondentes na tabela de CQ a seguir. Se a recuperacdo de colifagos estiver abaixo desses
limites, o desempenho do método ndo é aceitavel para aquela amostra. Se os resultados de PRC
associados a esse lote de amostras estiverem dentro dos limites de controle, uma interferéncia da
matriz pode ser a causa da recuperacao insatisfatoria. Se os resultados de PRC ndo estiverem dentro
dos limites de controle, o desempenho do método ndo € aceitavel (ver item 5.6.2.4.4). Identificar e
corrigir o problema, e repetir a analise das amostras de contaminacdo da matriz e de campo
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correspondentes. Manter 0s resultados da recuperacdo numa carta controle e atualiza-la
regularmente.

5.6.2.4.4 Precisdo e recuperacao continua (PRC). O laboratorio deve demonstrar continuamente
desempenho aceitavel analisando uma amostra PRC. Para cada tipo de colifago usado uma amostra
de agua purificada é contaminada com cerca de 80 UFP. A amostra PRC é analisada exatamente
como uma amostra de campo. O laboratério deve analisar uma amostra PRC a cada lote analitico.
Define-se um lote analitico como todas as amostras analisadas durante um dia, at¢ o namero
méaximo de 20 (amostras de campo e de contaminagdo de matriz por tipo de colifago usado).
Observar que: a PRC serve apenas como um controle positivo para o método 1602. Comparar a
recuperacdo percentual da PRC com os limites correspondentes para precisdo e recuperacdo
continua na tabela CQ a seguir. Se R atende aos critérios de aceitacdo, o desempenho do sistema é
aceitavel e a analise de amostras pode continuar. Se R estiver fora da faixa de recuperagdo, o
desempenho do método nédo é aceitavel e a analise de amostras de campo deve ser interrompida.
Identificar, corrigir o problema e demonstrar desempenho aceitavel pela andlise satisfatoria de outro
teste PRC antes de continuar com as analises de amostras de campo.

5.6.2.4.5 Estudos de desempenho. Recomenda-se que periodicamente o laboratério analise
amostras externas de CQ, como se fossem amostras para avaliacdo de desempenho, caso este tipo
de amostra esteja disponivel. Recomenda-se igualmente que o laboratério participe de estudos
interlaboratoriais de desempenho, organizados por entidades locais, estaduais, federais ou
particulares. O laboratorio deve avaliar esses resultados, corrigir um desempenho insatisfatorio e
registrar acdes corretivas.

Critérios de aceitacao para controle de qualidade do Método 1602

Teste de desempenho Critérios de aceitacdo| Critérios de aceitacdo
para colifagos para colifagos

- somaticos
F-especificos

Precisdo e Recuperacdo Inicial (PRI)
Percentagem média de recuperacao

Precisdo (desvio padréo relativo méaximo )

9% - 130%
46%

86% -177%
23%

Percentagem de recuperagd0 na precisdo e recuperacad
continua (PRC)

4% - 135%

79% - 183%

Contaminagdo da matriz (CM)

Porcentagem de recuperacéo da CM

Detectado — 120%

48% -291%

Contaminacdo da matriz, duplicata de contaminagdo da matriz
(CM/DCM)

Percentagem de recuperacdo média para CM/DCM

Precisdo (percentagem da diferenca maxima relativa de
DCM)

Detectado — 120%
57%

48% - 291%
28%
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6 Coleta, manipulacéo e conservagao de amostra

Os itens 6.1 a 6.5 aplicam-se aos laboratorios que coletam amostras. Entretanto, recomenda-se que
todos os laboratdrios fagcam esforgos para garantir que a coleta seja realizada de forma adequada
conforme o item 6.6.

6.1 Coletor de amostras

Recomenda-se que o coletor de amostras seja treinado em técnicas de coleta asséptica de amostras,
e, se necessario, aprovado pela autoridade reguladora competente ou seu representante.

6.2 Amostragem

6.2.1 (Para TCR) As amostras devem ser representativas do sistema de distribuicdo de agua. As
torneiras usadas para amostragem ndo devem ter aeradores, retentores, misturadores e sistemas de
purificacdo. Recomenda-se a amostragem em torneiras de agua fria. O encanamento deve ser limpo
antes da amostragem, mantendo-se um fluxo continuo de agua durante pelo menos dois minutos
(até ser atingida a temperatura constante da agua). Pelo menos 100mL de amostra devem ser
coletados, deixando-se um espacgo livre de dois centimetros para facilitar a homogeneizacdo da
amostra por agitacdo. Recomenda-se que imediatamente ap0s a coleta, um formulario seja
preenchido (item 6.5). Ver o item 3.1.5.4 com referéncia a eliminacdo de cloro da amostra. Se o
frasco estiver excessivamente cheio para permitir a homogeneizacdo adequada, ndo descartar uma
porcdo da amostra, mas, sim, verter todo o conteldo em um recipiente maior, misturar
adequadamente e continuar com a analise.

6.2.2 (Para SWTR) Amostras de aguas brutas para captacdo devem ser representativas do
manancial, coletadas ndo muito distante do ponto de captacdo, porém a distancia razoavel da
margem. O volume de amostra deve ser suficiente para realizar todas as analises solicitadas.

6.2.3 (Para andlise de colifagos segundo a GWR) Analisar um volume de 100mL de amostra para o
ensaio. A coleta de um volume adicional de 100mL permite uma nova andlise, (ex., se o controle
positivo ou negativo ndo for satisfatorio). Para garantir um volume suficiente de amostra, coletar
uma amostra adicional de 50mL.

6.3 Conservacdo das amostras a baixa temperatura

6.3.1 (Amostras para analise bacteriologica) aconselha-se aos coletores (embora ndo seja
obrigatdrio) que eles mantenham as amostras de aguas de consumo humano a temperatura <10°C
durante o transporte ao laboratdrio. Amostras de aguas brutas para captacdo, em atendimento ao
“Surface Water Treatment Rule” (SWTR) devem ser mantidas a <10°C durante o transporte
(“Standard Methods”, Secdo 9060B). Rejeitar amostras congeladas.

6.3.2 (Para andlise de colifagos em atendimento a GWR): despachar as amostras a <10°C usando
gelo comum ou gelo reciclado para manter a temperatura, e armazenar a 1°-5°C. Nao congelar as
amostras.
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CQ 6.3.3 As amostras para atendimento ao SWTR e para analise de colifagos devem ter sua
temperatura registrada no recebimento. Se uma amostra for recebida em temperatura >10°C, esteja
ou ndo em gelo, ela deve ser “assinalada”, exceto se a coleta tiver sido realizada ha menos de duas
horas.

6.4 Tempo de manutencdo e de transporte das amostras

6.4.1 Para andlise de coliformes totais em aguas de consumo humano, o tempo entre a coleta da
amostra e a sua colocacdo na incubadora ndo deve exceder 30 horas (conforme 40 CFR

141.21 (f) (3)). Recomenda-se que todas as amostras sejam analisadas no dia do recebimento. Se o
laboratdrio receber a amostra no final do dia, ela pode ser mantida na geladeira ‘bvernight” até que
analise seja iniciada no periodo de 30 horas ap6s a coleta.

6.4.2 Para andlises de coliformes totais e fecais em aguas superficiais brutas para captacdo e
bactérias heterotréficas em &guas de consumo humano, o tempo entre a coleta e a colocagdo da
amostra na incubadora nao deve exceder oito horas (conforme 40 CFR 141. 74 (a) (1)).

6.4.3 (Para andlise de colifagos). O tempo entre a coleta de amostra e sua colocacdo na incubadora
ndo deve exceder 48 horas. N&o exceder 24 horas ap0s a coleta de esgoto destinado a contaminacao
de amostras para CQ, a ndo ser que seu titulo seja novamente determinado e ndo tenha diminuido
em mais de 50%. Se esse decréscimo no titulo ndo ocorrer, a amostra pode ser mantida por até 72
horas.

6.4.4 (Para E. coli e enterococos em atendimento ao GWR). O tempo entre a coleta da amostra e sua
colocacédo na incubadora ndo deve exceder 30 horas.

6.5 Formulario com informac6es sobre a amostra

Apdbs a coleta, o coletor preenche um formulario com tinta indelével contendo as seguintes
informacgdes:

e Nome do sistema (nimero de identificacdo do local do sistema publico de agua, se
disponivel)

= Identificacdo da amostra (se houver);
e Local de coleta da amostra;

< Tipo de amostra (ex., amostra de rotina do sistema de distribuicdo, recoleta, agua, bruta ou
do processo de tratamento, ou qualquer outro tipo especial de amostra);

« Data e hora da coleta;
« Anadlises a serem realizadas;
= Residual de desinfetante;

< Nome do coletor
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Observagoes

6.6 Cadeia de custodia

Os coletores e o Laboratério devem seguir a legislacéo referente a cadeia de custddia.

7 Garantia da Qualidade

7.1 Recomenda-se o preparo e a adocao de um plano escrito de GQ. Recomenda-se que esse plano
esteja disponivel para inspecao pelo auditor. Conforme especificado pelo plano de GQ, recomenda-
se que os laboratorios que executam a calibragdo de equipamentos ou instrumentos (por exemplo,
termémetros) tenham um Procedimento Operacional Padronizado para revisdo. Se o Laboratério
deseja realizar procedimentos adicionais de GQ, além daqueles incluidos nesse Manual, ele deve
consultar o “Standard Methods”, Sec¢do 9020, Garantia da Qualidade/Controle de Qualidade, na 20?
ed. — APHA 1998).

7.2 Recomenda-se aos Estados, implantar testes de proficiéncia (TP) como parte de seu programa
de certificacdo de analises microbiolOgicas de dguas de consumo humano e que pelo menos um lote
de amostras TP apresente resultados satisfatorios a cada 12 meses, para cada método certificado.

Nos métodos utilizados para avaliar a presenca ou auséncia de organismos em uma amostra, cada
conjunto de TP deve conter dez amostras, todas enviadas simultaneamente na forma liofilizada,
desidratada ou aquosa. O conjunto deve incluir amostras, em varias combinacdes, contendo
coliformes totais, fecais, E.coli, bactérias ndo-coliformes e pelo menos um branco. Cada conjunto
deve ser usado apenas uma vez com um Unico método analitico. Para ter desempenho aceitavel, o
laboratorio deve analisar corretamente um minimo de nove das dez amostras, sem resultados falso
negativos ( um unico resultado falso-positivo ¢ aceitavel).

Como os métodos baseados no mesmo principio (ex., membrana filtrante) podem ser muito
diferentes, recomenda-se que a Regido ou o Estado considere a certificacdo do laboratorio somente
para aqueles métodos nos quais o laboratério obteve resultados satisfatorios em um conjunto de
amostras TP. A tabela a seguir exemplifica essa orientacdo, e relaciona alguns métodos que podem
ter certa similaridade, de forma a permitir que o laboratério seja certificado em mais de um método
tendo analisado com sucesso um unico conjunto de amostras TP.

Tipo de Método Método*
Método de fermentacdo em tubos Caldo LTB ou P-A seguido de CLVBB e EC ou EC-MUG
‘Método de fermentacdo em tubos Meio Al (coliformes fecais, SWTR apenas)
|Método com substrato enzimatico Colilert ou Colilert 18
|Método com substrato enzimético Colisure
|Método com substrato enzimatico Readycult ou Fluorocult LMX
|Método com substrato enzimético E*Colite
|Método com substrato enzimatico Colitag
|Método de filtragdo em membrana M-Endo ou Endo LES ,CLVBB e EC ou EC-MUG, ou AN-MUG
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Tipo de Método Método*
Método de filtracdo em membrana Meio MI
|Método de filtracdo em membrana Coliscan
’Método de filtracdo em membrana M-ColiBlue24
Chromocult

‘Método de filtracdo em membrana

Método de filtragdo em membrana

agar m-FC (coliformes fecais SWTR apenas)

Contagem de bactérias heterotroficas

agar triptona glicose extrato de levedura (“PCA”)

SimPlate

'Recomenda-se um conjunto separado de amostras de teste de proficiéncia distinto para cada linha. Um tnico conjunto
de amostras TP englobaria todos os métodos citados nessa linha.

8 Registro e relatorios de resultados

8.1 Defesa Legal: Para que os dados do monitoramento destinado a atender aos padrdes de
qualidade sejam legalmente defensiveis, recomenda-se a realizacdo de registros exatos. O plano
de GC e os POPs descrevem as politicas e os procedimentos ultilizados pela instituicdo para guarda e
armazenamento dos registros. Se as amostras vao se tornar parte de uma acao legal, recomenda-se
que os procedimentos de cadeia de custodia sejam utilizados.

8.2 Guarda dos registros: Os sistemas publicos de agua precisam manter registros das analises
microbioldgicas de amostras destinadas ao atendimento aos padrfes de qualidade, durante pelo
menos cinco anos (40 CFR 141.33). Recomenda-se que o laboratdrio mantenha registros facilmente
acessiveis por cinco anos ou até a proxima auditoria, o que for mais longo. A ocorréncia de
mudanca de proprietario, fusdo de empresas ou encerramento de atividades, ndo exclui essa
obrigatoriedade. Recomenda-se que o cliente do sistema seja notificado previamente do descarte de
registros, de forma que ele possa requisitar uma coOpia, se necessario, incluindo dados brutos,
calculos e dados de controle de qualidade. Esses arquivos podem estar impressos em papel, em
microfichas ou em arquivo eletrénico. Dados eletrdnicos devem sempre ter uma céopia de seguranca
em fita protegida, disco flexivel ou rigido. Se o laboratorio modificar seus programas de
computador, deve ser providenciada a transferéncia dos dados anteriores para 0 novo sistema, de
forma que eles possam ser recuperados dentro do periodo de tempo acima especificado. Dados que
podem tornar-se parte de um processo legal serdo provavelmente mantidos por tempos mais longos.
Verificar com o consultor juridico da empresa conselheiro legal (Ref.: Good automated Laboratory
Practices, EPA 2185, Office of Information Management, Research Triangle Park, NC 27711,
8/10/95).

8.3 Registro de resultados: Registrar os resultados a tinta, e riscar quaisquer alteracdes de forma
que o registro original permaneca visivel. Datar e rubricar essas alteracdes. Recomenda-se que as
seguintes informacdes estejam a disposi¢cdo imediata num resumo ou qualquer outro tipo de
registro:
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8.3.1 Formulario de informacGes da amostra (conforme item 6.5)
8.3.2 Data e hora do recebimento da amostra no Laboratorio
8.3.3 Nome da pessoa que recebeu a amostra no Laboratorio

8.3.4 Qualquer anormalidade nas condicGes da amostra. A amostra pode ser cancelada pelos
seguintes motivos:

prazo excedido entre a coleta e o recebimento no Laboratorio

presenca de desinfetante na amostra (percebido pelo odor, por exemplo)
evidéncia de congelamento da amostra

uso de frasco ndo-aprovado pelo laboratério

volume insuficiente de amostra (por exemplo < 100mL)

presenca de contaminante que pode causar interferéncia (por exemplo metais pesados,
detergentes, hidrocarbonetos, etc.)

temperatura da amostra superior a temperatura maxima permitida

8.4 Registros analiticos: Registrar os resultados a tinta, e riscar quaisquer alteracdes de forma que
0 registro original permaneca visivel. Datar e vistar essas alteracfes. Recomenda-se que as
seguintes informacBes estejam a disposicdo imediata num resumo ou qualquer outro tipo de
registro:

8.4.1 Identificacdo da amostra no laboratorio

8.4.2 Data e hora do inicio da anélise

8.4.3 Laboratdrio, assinatura ou iniciais da pessoa que realiza a analise
8.4.4 Tecnica ou metodo analitico utilizado

8.4.5 Todos os itens de CQ

8.4.6 Resultados das analises

8.5 Manutencéo preventiva

Recomenda-se que os laboratdrios tenham registros de manutencdo preventiva e de reparos
efetuados em instrumentos e equipamentos (incluindo medidores de pH, balangas analiticas,
incubadoras, refrigeradores, autoclaves e banhos-maria). Recomenda-se que esses registros sejam
mantidos por cinco anos e estejam facilmente disponiveis para inspecéo.

9 Ac0es de respostas a resultados laboratoriais

9.1 Culturas positivas para coliformes totais
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Segundo a “Total Coliform Rule”, os laboratérios devem testar todas as amostras positivas para
coliformes totais quanto a presenca de coliformes fecais ou E.coli.

9.2 Notificacdo de resultados positivos

9.2.1 Segundo a “Total Coliform Rule”, os laboratorios devem notificar de imediato a autoridade
competente a ocorréncia de uma amostra positiva para coliformes totais, fecais ou E.coli, para que
as providéncias adequadas possam ser tomadas (por exemplo recoleta de amostras) (conforme
citado em 40 CFR 141.21 (b) e (c), 141.31 etc.)

9.2.2 Se alguma amostra for positiva para coliformes fecais ou E.coli, “o sistema deve notificar o
Estado ao final do dia, quando o sistema é notificado, a menos que o sistema tenha sido notificado
do resultado apo6s o encerramento do expediente no escritorio do Estado, e nesse caso, 0 sistema
deve notificar o Estado antes do final do proximo dia atil” (40 CFR 141.21 (e) (1)).

9.2.3 Um resultado positivo para coliformes totais baseia-se na etapa confirmativa da Técnica de
Tubos Mudiltiplos ou no Teste Presenca-Auséncia para coliformes, ou no teste de verificacdo da
Técnica de Membrana Filtrante se 0 meio M-Endo ou agar Endo LES for usado. Ndo existem
exigéncias para confirmar um resultados positivo para coliformes totais quando sdo empregados 0s
testes Colilert, Colisure, agar MI, E*Colite, mColiBlue24, Chromocult, Readycult/Fluorocult,
Coliscan ou Colitag. Nao existem igualmente exigéncias para confirmar resultados positivos para
coliformes fecais ou E.coli. Em raros casos, nos quais uma cultura presuntiva positiva para
coliformes totais ndo se confirma como tal, mas € verificada positiva para coliformes fecais ou
E.coli, a amostra é considerada positiva para coliformes totais e fecais ou E.coli.

9.3 Notificacdo de interferéncia nos coliformes totais

Segundo a “Total Coliform Rule”, o laboratério deve notificar imediatamente a autoridade
competente (em geral, o sistema de agua) quando os resultados indicarem que bactérias ndo-
coliformes podem ter interferido na analise de coliformes totais, conforme citado em 40 CFR
141.21 (c) (2).
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Appendix G

Analytical Methods for Microbiology
Note: Information in brackets is not yet included in the Code of Federal Regulations
1. Total Coliform Rule (40 CFR 141.21(f) )
(f) Analytical methodology.
(1) The standard sample volume required for total coliform analysis, regardless of analytical method used, is 100 mL.

(2) Public water systems need only determine the presence or absence of total coliforms; a determination of total
coliform density is not required.

(3) Public water systems must conduct total coliform analyses in accordance with one of the analytical methods in the
following table.

Organisms Methodology*? Citation
Total Total Coliform Fermentation Technique **°..........cccooiviiinnnn, 9221A,B
Coliform¢ Total Coliform Membrane Filter Technique ..5.......c.cccooevivivnnnn. 9222 A, B, C

Presence-Absence (P-A) Coliform Test 57 ..o, 9221 D
ONPG-MUG TeSt .5 ..o, 9223

Colisure Test®

E*Colite® Test™®

m-ColiBlue24® Test™

Readycult® Coliforms 100%™

Membrane Filter Technique using Chromocult® Coliform Agar®
Colitag Test

The procedures shall be done in accordance with the documents listed below. The incorporation by reference of the
following documents listed in footnotes 1, 6, 8, 9,10, 11, 13 and 14 was approved by the Director of the Federal Register
inaccordance with 5 U.S.C. 552(a) and 1 CFR Part 51. Copies of the documents may be obtained from the sources listed

below. Information regarding obtaining these documents can be obtained from the Safe Drinking Water Hotline at 800-
426-4791. Documents may be inspected at EPA’s Drinking Water Docket, 1301 Constitution Avenue, NW., EPA West,

Room B102, Washington, DC 20460 (Telephone 202-566-2426) or at the Office of Federal Register, 800 North Capitol
Street, NW, Suite 700, Washington, DC 20408.

!standard Methods for the Examination of Water and Wastewater , 18" edition (1992), 19" edition (1995), or 20®8dition
(1998). American Public Health Association, 1015 Fifteenth Street NW, Washington, D.C. 20005. The cited methods
published in any of these three editions may be used.

>The time from sample collection to initiation of analysis may not exceed 30 hours. Systems are encouraged but not
required to hold samples below 10 deg. C during transit.

3Lactose broth, as commercially available, may be used in lieu of lauryl tryptose broth, if the system conducts at least 25
parallel tests between this medium and lauryl tryptose broth using the water normally tested, and this comparison
demonstrates that the false-positive rate and false-negative rate for total coliform[s], using lactose broth, is less than 10
percent.

*Ifinverted tubes are used to detect gas production, the mediashould cover these tubes at least one-half to two-thirds after
the sample is added.

®No requirement exists to run the completed phase on 10 percent of all total coliform-positive confirmed tubes.

®M1 agar also may be used. Preparation and use of M1 agar is set forth in the article, *“New medium for the simultaneous
detection of total coliform[s] and Escherichia coli in water" by Brenner, K.P., et al., 1993, Appl. Environ. Microbiol.
59:3534-3544. Alsoavailable fromthe Office of Water Resource Center (RC-4100T), 1200 PennsylvaniaAvenue, NW,
Washington, DC 20460, EPA/600/J-99/225. Verification of colonies is not required.
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” Six-times formulation strength may be used if the medium is filter-sterilized rather than autoclaved.

8The ONPG-MUG Test is also known as the Autoanalysis Colilert System.

°A description of the Colisure Test, Feb 28, 1994, may be obtained from IDEXX Laboratories, Inc., One IDEXX Drive,
Westbrook, Maine 04092. The Colisure Test may be read after an incubation time of 24 hours.

op description of the E*Col ite®Test, ““Presence/Absence for Coliforms andE. Coli in Water," Dec 21, 1997, is available
from Charm Sciences, Inc., 36 Franklin Street, Malden, MA 02148-4120.

U description of the m-ColiBlue24® Test, Aug 17, 1999, is available from the Hach Company, 100 Dayton Avenue,
Ames, IA50010.

12EpA strongly recommends that laboratories evaluate the false-positive and negative rates for the method(s) they use for

monitoring total coliforms. EPA also encourages laboratories to establish false-positive and false-negative rates within
their own laboratory and sample matrix (drinking water or source water) with the intent that if the method they choose
has an unacceptable false-positive or negative rate, another method can be used. The Agency suggests that laboratories
perform these studies on a minimum of 5% of all total coliform-positive samples, except for those methods where
verification/confirmation is already required, e.g., the M-Endo and LES Endo Membrane Filter Tests, Standard Total
Coliform Fermentation Technique, and Presence-Absence Coliform Test. Methods for establishing false-positive and
negative-rates may be based on lactose fermentation, the rapid test for $-galactosidase and cytochrome oxidase, multi-test
identification systems, or equivalent confirmation tests. False-positive and false- negative information is often available

in published studies and/or from the manufacturer(s).

¥ The Readycult® Coliforms 100 Presence/Absence Test is described in the document, “Readycult® Coliforms 100
Presence/Absence Test for Detection and Identification of Coliform Bacteria andEscherichia coli in Finished Waters,”
(November 2000, Version 1.0) and is available from EM Science [now EMD Chemicals, Inc.], an affiliate of Merck
KGgA, Darmstadt Germany),480S. DemocratRoad, Gibbstown,NJ08027-1297. Telephone numberis(800)222-0342,
E-Mail address is: adellenbusch@emscience.com[E-Mail address is now adellenbusch@emdchemicals.com.Website
is www.emdchemicals.com]

“Membrane Filter Technique using Chromocult® Coliform Agar isdescribed inthe document, “Chromocult® Coliform
Agar Presence/Absence Membrane Filter Test Method for Identification of Coliform Bacteriaand Escherichia coli in
Finished Waters,” November 2000, Version 1.0, available from EM Science [now EMD Chemicals, Inc.] (an affiliate of
Merck KGgA, Darmstadt Germany), 480 S. Democrat Road, Gibbstown, NJ 08027-1297. Telephone number is (800)
222-0342,E-Mail addressis: adellenbusch@emscience.com[E-Mailaddressisnow adellenbusch@emdchemicals.com.
Website is www.emdchemicals.com]

BColitag® product for the determination of the presence/absence of total coliforms and E. coli isdescribedin ""Colitag®
Product as a Test for Detection and Identification of Coliforms andE. coli Bacteria in Drinking Water and Source Water
asRequiredin National Primary Drinking Water Regulations," August 2001, available from CPI International, Inc., 5580
Skylane Blvd., Santa Rosa, CA, 95403, telephone (800) 878-7654, Fax (707) 545-7901, Internet address
http://www.cpiinternational.com.

(4) [Reserved]

(5) Public water systems must conduct fecal coliform analysis in accordance with the following procedure. When the
MTF Technique or Presence-Absence (PA) Coliform Test is used to test for total coliforms, shake the lactose-positive
presumptive tube or P-A vigorously and transfer the growth with a sterile 3-mm loop or sterile applicator stick into
brilliant green lactose bile broth and EC medium to determine the presence of total and fecal coliforms, respectively. For
EPA-approved analytical methods which use a membrane filter, transfer the total coliform-positive culture by one of the
following methods: remove the membrane containing the total coliform colonies from the substrate with a sterile forceps
and carefully curl and insert the membrane into a tube of EC medium (the laboratory may first remove a small portion of
selected colonies for verification), swab the entire membrane filter surface with a sterile cotton swab and transfer the
inoculum to EC medium (do not leave the cotton swab in the EC medium), or inoculate individual total coliform-positive
colonies into EC Medium. Gently shake the inoculated tubes of EC medium to insure adequate mixing and incubate in
awaterbath at44.5+£0.2° C for 24 £ 2 hours. Gas production of any amountin the inner fermentation tube of the EC
mediumindicatesapositive fecal coliformtest. The preparation of EC mediumisdescribedin Method 9221E (paragraph
1a) in Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater , 18th edition (1992), 19th edition (1995), and
20th edition (1998); the cited method in any one of these three editions may be used. Public water systems need only
determine the presence or absence of fecal coliforms; a determination of fecal coliform density is not required.

(6) Public water systems must conduct analysis of Escherichia coli inaccordance with one of the following analytical
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methods:

(i) EC medium supplemented with 50 pg/ mL of 4-methylumbelliferyl-beta-D-glucuronide (MUG) (final
concentration), as described in Method 9222G in Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater,19th
edition (1995) and 20th edition (1998). Either edition may be used. Alternatively, the 18th edition (1992) may be used
ifatleast 10 mL of EC medium, asdescribed in paragraph (f)(5) of thissection, issupplemented with 50 pg/mL of MUG
before autoclaving. The inner inverted fermentation tube may be omitted. If the 18 Medition is used, apply the procedure
inparagraph (f)(5) ofthissectionfortransferringatotalcoliform-positiveculturetoECmediumsupplementedwithMUG,
incubate the tube at 44.5 + 0.2°C for 24 + 2 hours, and then observe fluorescence with an ultraviolet light (366 nm) in the
dark. If fluorescence is visible, E. coli are present.

(ii) Nutrient agar supplemented with 100 pg/mL 4-methylumbelliferyl-beta-D-glucuronide (MUG) (final
concentration), as described in Method 9222G in Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater,19th
edition (1995) and 20th edition (1998). Either edition may be used for determining if a total coliform-positive sample,
as determined by a membrane filter technique, contains E. coli. Alternatively, the 18 M edition (1992) may be used if the
membrane filter containing a total coliform-positive colony(ies) is transferred to nutrient agar, as described in Method
9221B (paragraph 3) of Standard Methods (18th edition), supplemented with100 pg/mL of MUG. If the 18th edition is
used, incubate the agar plate at 35°C for 4 hours and then observe the colony(ies) under ultraviolet light (366 nm) in the
dark for fluorescence. If fluorescence is visible, E. coli are present.

(iii) Minimal Medium ONPG-MUG (MMO-MUG) Test, as set forth in the article ~“National Field Evaluation
of a Defined Substrate Method for the Simultaneous Detection of Total Coliforms and Escherichia coli from Drinking
Water: Comparison with Presence-Absence Techniques" (Edberg et al.), Applied and Environmental Microbiology,
Volume 55, pp. 1003-1008, April 1989. (Note: The Autoanalysis Colilert System is an MMO-MUG test).

If the MMO-MUBG test is total coliform-positive after a 24-hour incubation, test the medium for fluorescence with a
366-nm ultraviolet light (preferably with a 6-watt lamp) in the dark. If fluorescence is observed, the sample is E.
coli-positive. If fluorescence is questionable (cannot be definitively read) after 24 hours incubation, incubate the culture
for an add itional four hours (but not to exceed 28 hours total), and again test the medium for fluorescence. The
MMO-MUG

Test with hepes buffer in lieu of phosphate buffer is the only approved formulation for the detection of E. coli

(iv) The Colisure Test. A description of the Colisure Test may be obtained from the Millipore Corporation,
Technical Services Department, 80 Ashby Road, Bedford, MA01730. [Note: Manufactureris now IDEXX Laboratories.
See footnote 9 to the table in paragraph (f)(3) of this section.]

(v) The membrane filter method with M1l agar, adescription of which is cited in footnote 6 to the table in paragraph
(f)(3) of this section.

(vi) E*Colite ® Test, a description of which is cited in footnote 10 to the table at paragraph (f )(3) of this section.

(vii) m-ColiBlue24 © Test, a description of which is cited in footnote 11 to the table in paragraph (f)(3) of this
section.

(viii) Readycult® Coliforms 100 Presence/Absence Test, a description of which is cited in footnote 13 to the table
at paragraph (f)(3) of this section.

(ix) Membrane Filter Technique using Chromocult ~ ® Coliform Agar, a description of which is cited in footnote
14 to the table at paragraph (f)(3) of this section.

(7) As an option to paragraph (f)(6)(iii) of this section, a system with a total coliform-positive, MUG-negative,
MMO-MUG test may further analyze the culture for the presence of E.coli  bytransferringa0.1mL,28-hour MMO-MUG
culture to EC Medium + MUG with a pipet. The
formulation and incubation conditions of EC Medium + MUG, and observation of the results are described in paragraph
(f)(6)(i) of this section.
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(8) The following materials are incorporated by reference in this section with the approval of the Director of the
Federal Register in accordance with 5 U.S.C. 552(a) and 1 CFR part 51. Copies of the analytical methods cited in
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (18th, 19th, and 20th editions) may be obtained from
the American Public Health Association et al.; 1015 Fifteenth Street NW., Washington, DC 200052605. Copies of the
MMO-MUG Test as  set forth in the art icle “National Field Evaluation of a Defined Sub strate M ethod for the
Simultaneous Enumeration of Total Coliforms andEscherichia coli from Drinking Water: Comparison with the Standard
Multiple Tube Fermentation Method" (Edberg et al.) may be obtained from the American Water Works Association
Research Foundation, 6666 West Quincy Avenue, Denver, CO 80235. Adescription of the Colisure Testmay be obtained
fromthe Millipore Corp., Technical Services Department, 80 Ashby Road, Bedford, MA01730 [Note: Nowadescription
of the Colisure Test may now be obtained from IDEXX Laboratories, Inc., One IDEXX Drive, Westbrook, Maine
04092.]. Copies may be inspected at EPA's Drinking Water Docket; 401 M St., SW.; Washington, DC 20460 [Note:
current location of EPA's Drinking Water Docket is 1301 Constitution Avenue, NW., EPA West, Room B 102,
Washington, DC 20460], or at the Office of the Federal Register; 800 North Capitol Street, NW., Suite 700, Washington,
DC.

2. Surface Water Treatment Rule (40 CFR 141.74(a))

(a) Analytical requirements . Only the analytical method(s) specifiedinthisparagraph, or otherwise approved by EPA,
may be used to demonstrate compliance with §§141.71,141.72and 141.73. Measurements for pH, turbidity, temperature
and residual disinfectant
concentrations must be conducted by a person approved by the State. Measurement for total coliforms, fecal coliforms
and HPC must be conducted by a laboratory certified by the State or EPA to do such analysis. Until laboratory
certification criteria are developed for the
analysis of fecal coliforms and HPC, any laboratory certified for total coliforms analysis by the State or EPA is deemed
certified for fecal coliforms and HPC analysis. The following procedures shall be conducted in accordance with the
publications listed in the following section.

Thisincorporation by reference was approved by the Director of the Federal Register inaccordance with5U.S.C. 552(a)
and 1 CFR part51. Copiesofthe methods publishedin Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
may be obtained fromthe American Public Health Associationetal., 1015 Fifteenth Street, NW., Washington, DC 20005;
copies of the Minimal Medium ONPG-MUG Method as set forth in the article “*National Field Evaluation of a Defined
Substrate Method for the Simultaneous Enumeration of Total Coliforms and Escherichia coli from Drinking Water:
Comparison with the Standard Multiple Tube Fermentation Method" (Edberg et al.), Applied and Environmental
Microbiology, Volume

54, pp. 1595-1601, June 1988 (as amended under Erratum, Applied and Environmental Microbiology, Volume 54, p.
3197, December, 1988), may be obtained from the American Water Works Association Research Foundation, 6666 West
Quincy Avenue, Denver, Colorado, 80235; and copies of the Indigo Method as set forth in the article “Determination of
Ozone in Water by the Indigo Method" (Bader and Hoigne), may be obtained from Ozone Science & Engineering,
Pergamon Press Ltd., Fairview Park, Elmsford, New York 10523. Copies may be inspected at the U.S. Environmental
Protection Agency, Room EB15, 401 M St., SW., Washington, DC 20460 [Note: current location of EPA's Drinking
Water Docket is 1301 Con  stitution Avenue, NW., EPA West, Room B102, Washington, DC 20460;] or at the Office of

the Federal Register, 800 North Capitol Street, NW., suite 700, Washington, DC.

(1) Public water systems must conduct analysis of pH and temperature in accordance with one of the methods listed
at §141.23(k)(1). Public water systems must conduct analysis of total coliforms, fecal coliforms, heterotrophic bacteria,
and turbidity inaccordance with one of the following analytical methods and by using analytical test procedures contained
in Technical Notes on Drinking Water Methods, EPA-600/R-94-173, October 1994, which is available at NTIS
PB95-104766.
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Organism Methodology Citation®

Total Coliform 2............ Total Coliform Fermentation Technique **® 9221A.B.C
Total Coliform Membrane Filter Technique 6 9222 A,B,C
ONPG-MUG Test ' 9223

Fecal Coliforms..2....... Fecal Coliform Procedure® 9221 E
Fecal Coliform Filter Procedure 9222 D

Heterotrophic bacteria 2. Pour Plate Method 9215B
SimPlate*

Turbidity ..o.ooovviriene Nephelometric Method 2130B
Nephelometric Method 180.1°
Great Lakes Instruments Method 2%
Hach FilterTrak 10133

The procedures shall be done in accordance with the documents listed below. The incorporation by reference
of the following documents listed in footnotes 1, 6, 7, 9-12 was approved by the Director of the Federal Register in
accordance with 5 U.S.C. 552(a) and 1 CFR part 51. Copies of the documents may be obtained from the sources listed
below. Information regarding obtaining these document s can be obt ained from the Safe Drinking Water Hotline at
800-426-4791. Documents may be inspected at EPA's Drinking Water Docket, 1301 Constitution Avenue, NW., EPA
West, Room B102, Washington, DC 20460 (Telephone: 202-566-2426); or at the Office of the Federal Register, 800
North Capitol Street, NW, Suite 700,Washington, D.C. 20408.

! Except where noted, all methods refer to Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater , 18" edition
(1992), 19" edition (1995), or 20 edition (1998), American Public Health Association, 1015 Fifteenth Street, NW,
Washington, D.C. 20005. The cited methods published in any of these three editions may be used.

%The time from sample collection to initiation of analysis may not exceed 8 hours. Systems must hold samples below 10

deg. C during transit.

®Lactose broth, as commercially available, may be used in lieu of lauryl tryptose broth, if the system conducts at least 25
parallel tests between this medium and lauryl tryptose broth using the water normally tested, and this comparison
demonstrates that the false- positive rate and false-negative rate for total coliform, using lactose broth, is less than 10

percent.

*Media should cover inverted tubes at least one-half to two-thirds after the sample is added.

®No requirement exists to run the completed phase on 10 percent of all total coliform-positive confirmed tubes.

®MI agar also may be used. Preparation and use of M1 agar is set forth in the article, ** New medium for the simultaneous
detection of total coliform[s] andEscherichia coli in water" by Brenner, K.P., et al., 1993, Appl. Environ. Microbiol.
59:3534-3544. Also available from the Office of Water Resource Center (RC-4100T), 1200 Pennsylvania Ave., NW.,

Washington, DC 20460, EPA 600/J-99/225. Verification of colonies is not required.

"The ONPG-MUG Test is also known as the Autoanalysis Colilert System.

8A-1 Broth may be held up to three months in a tightly closed screw cap tube at 4 deg. C.

**Methods forthe Determination of Inorganic Substancesin Environmental Samples”, EPA/600/R-93/100, August 1993.
Available at NTIS, PB94-121811.

0 GLI Method 2, “Turbidity"”, November 2, 1992, Great Lakes Instruments, Inc., 8855 North 55th Street, Milwaukee,
Wisconsin 53223.

" Adescription of the SimPlate method, “IDEXX SimPlate TM HPC Test Method for Heterotrophsin Water”, November
2000, can be obtained from IDEXX Laboratories, Inc., One IDEXX Drive, Westbrook, Maine 04092, telephone (800)
321-0207.

12 A description of the Hach FilterTrak Method 10133, “Determination of Turbidity by Laser Nephelometry”, January
2000, Revision 2.0, can be obtained from Hach Co., P.O. Box 389, Loveland, Colorado 80539-0389. Phone: 800-227-
4224,

3. Ground Water Rule (to be added after rule promulgation)
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Informacdes sobre o pessoal do Laboratdrio
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Cargo/Titulo Nome Grau de Treinamento Area de Experiéncia e
instrucio especializado | especializacido | n° de anos no
maximo atual cargo atual

Supervisor do
Laboratorio

Consultor do
Laborat6rio

Analista
principal

Analista 2

Analista 3

Analista 4

Outros
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Item

| Niumero |

Sim

Niao

NA

| Comentarios

1. PESSOAL

Supervisor/Consultor

1.1

O supervisor é bacharel em Microbiologia
Biologia, ou em curso equivalente?

O supervisor do Laboratdrio tem formagao
diferente daquelas relacionadas acima, ou tem
pelo menos curso superior pratico de
Microbiologia que tenha incluido a area de
Microbiologia Ambiental?

Além disso, o supervisor tem treinamento
minimo de duas semanas em Agéncia Federal,
Estadual, ou institui¢do académica, sobre
analises microbiolégicas de 4gua de consumo
humano, ou 80 horas de experiéncia (com
vinculo empregaticio) em laboratdrio
certificado (microbiologia da agua), ou outro
treinamento aceito pelo Estado ou pela EPA?

Se ndo houver supervisor, e ndo tiver sido
concedida dispensa dessa exigéncia conforme
determinado na se¢do 1.3, existe um consultor
com as mesmas qualifica¢des para substitui-
lo?

Est4d documentado pelo Laboratorio que o
consultor é considerado aceitavel pelo Estado,
e que ele esta presente no Laboratdrio com a
freqiiéncia necessaria para desempenhar
satisfatoriamente as func¢des de supervisor?

O supervisor do Laboratorio pode comprovar
que todo o pessoal tem capacidade para
executar satisfatoriamente as analises a eles
atribuidas?

O supervisor do Laboratério pode comprovar
que todos os dados relatados pelo laboratorio
atendem a garantia de qualidade e aos critérios
reguladores requeridos?

Analista (ou cargo equivalente)

1.2

O analista tem o 2° grau completo, experiéncia
de bancada minima de trés meses em
microbiologia da dgua, leite ou alimentos,
treinamento em analises microbioldgicas de
dgua de consumo humano considerado
aceitavel pelo Estado (ou EPA), e um minimo
de 30 dias de experiéncia (com vinculo
empregaticio) sob a supervisdo de um analista
experiente?
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Item

Numero

Sim

Niao

NA

Comentarios

O analista pode obter resultados aceitaveis
com amostras desconhecidas antes de analisar
amostras para atendimento a padrdes de
qualidade?

Dispensa de treinamento académico

1.3

O auditor dispensou o treinamento académico
conforme especificado acima para analistas
muito experientes do Laboratério?

O auditor dispensou o treinamento acima
especificado para laboratorios de sistemas de
agua para consumo humano que analisam
apenas amostras provenientes daquele
sistema?

Se uma das duas respostas acima for positiva,
o Laboratorio tem disponivel para inspecgio
uma copia escrita e assinada da dispensa?

Registros pessoais

1.4

O Laboratorio mantém registros pessoais dos
analistas incluindo formagao académica,
cursos especializados e tipos de analises
microbiolégicas realizadas?

2. INSTALACOES DO LABORATORIO

O Laboratorio tem instalagdes com controle
de temperatura, umidade e iluminagao
adequada para as bancadas?

O Laboratoério possui uma separacao efetiva
entre dreas incompativeis?

O Laboratorio controla o acesso, onde for
adequado, e minimiza o fluxo de pessoas na
area de trabalho?

O Laboratdrio garante que a contaminag¢ao
ndo influi negativamente na qualidade dos
resultados?

O Laboratorio tem bancadas e pisos de facil
limpeza e desinfecc¢do?

O Laboratorio tem espago suficiente para
processar amostras; espago para
armazenamento de meios, vidrarias e
equipamentos portateis; espago adequado para
equipamentos de piso; e areas para lavagem
de vidraria e esterilizagdo de materiais?

O Laboratorio tem procedimentos para
descarte de residuos microbioldgicos?

3. EQUIPAMENTOS E SUPRIMENTOS

O Laboratdrio tem os equipamentos e
suprimentos necessarios para executar os
métodos aprovados para os quais a
certificacdo estd sendo solicitada?
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Item

Nuimero

Sim

Niao

NA

Comentarios

Medidor de pH

3.1

A precisdo e a graduagdo da escala sdo de
+0,1 unidade?

3.1.1

As aliquotas do tampao sdo utilizadas apenas
uma vez?

3.1.2

Os eletrodos sdo mantidos de acordo com as
instrugdes do fabricante?

3.1.3

CQ Os medidores de pH sdo calibrados antes
de cada periodo de uso com tampdes padrao
de pH 7,0, € 4,0 ou 10,0, conforme o pH do
meio ou reagente em preparagao?

3.14

CQ A data e os tampdes utilizados sdo
registrados no “logbook” do equipamento
juntamente com as iniciais do analista?

CQ A inclinagdo (“slope™) do pH é registrada
mensalmente apos cada calibragio?

CQ Se o medidor de pH nao calcular
automaticamente a curva, mas pode fornecer o
pH em milivolts, a formula da se¢do 3.1.5.1 ¢
utilizada para calcular a inclina¢do?

3.1.5.1

CQ Se a inclinagao estiver abaixo de 95% ou
acima de 105%, sdo seguidas as instru¢des do
fabricante para manutencdo geral e limpeza do
aparelho ou dos eletrodos?

3.1.5.2

CQ As solugdes tampao comercializadas sao
datadas quando recebidas e quando abertas?

3.1.6

CQ As solugdes tampdo sao descartadas na
data de vencimento?

Balanca de topo ou prato

3.2

A balanga tem uma leitura de 0,1g?

3.21

A balanga tem sensibilidade de pelo menos
0,1g para uma carga de 150g e de 1mg para
uma carga menor ou igual a 10g?

3.2.2

CQ As balangas sdo calibradas mensalmente
com pesos Classe 1, 2, ou 3 ASTM (no
minimo 3 pesos rastreaveis que compreendam
as faixas de peso utilizadas no laboratério,
com leitura de 0,1g)?

3.23

CQ Os pesos que ndo sdo de referéncia sdo
calibrados a cada 6 meses contra pesos de
referéncia?

CQ As calibragdes sdo registradas no
“logbook” do equipamento juntamente com as
iniciais do analista?

CQ Os fatores de correcao estdo disponiveis e
sdo utilizados?

CQ Os pesos de referéncia sao certificados
novamente a cada 5 anos?

CQ Os pesos danificados ou corroidos sdo
substituidos?
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Item

Numero

Sim

Nao

NA

Comentarios

CQ Sao disponiveis protocolos para
manuteng¢do interna ou contratos de servigos e
registros das manutencdes?

3.24

CQ A manutencao, calibragdo e limpeza sao
realizadas pelo menos anualmente por um
técnico qualificado independente, a menos que
o auditor tenha modificado ou eliminado esse
requisito?

Instrumentos para controle da temperatura

33

Os termometros de vidro, analogicos e
eletronicos sdo graduados em incrementos de
0,5°C (incrementos de 0,2°C para testes com
temperatura de incubagao a 44,5°C) ou menos,
exceto conforme especificado para estufas de
secagem e esterilizagdo (se¢do 3.6.1) e
geladeiras (3.9.1)?

331

A observagao dos termometros de vidro ndo
indica separacdo na coluna de fluidos?

Somente sdo utilizados termometros
analdgicos que podem ser ajustados?

CQ Os termometros de vidro ¢ eletronicos sao
calibrados anualmente e os analdgicos quatro
vezes ao ano, com um termometro de
referéncia rastreavel ao NIST ou com outro
que atenda aos requisitos da Monografia NBS
SP 250-23?

3.3.2

CQ O fator ¢ a data de calibragdo estdo
indicados no termoémetro?

CQ As seguintes informagdes sobre a
calibragdo estdo registradas:

- Numero de série do termometro;

- Numero de série do termometro de
referéncia rastreavel ao NIST (ou a outro
termometro de referéncia);

- Temperatura do termoémetro do laboratorio;

- Temperatura do termdmetro de referéncia
rastreavel ao NIST (ou a outro termometro de
referéncia);

- Fator de correcdo (ou de calibragio);

- Dia da verificagdo;

- Iniciais do analista.

CQ O termdmetro é descartado se diferir em
mais de 1°C do termometro de referéncia?

333

CQ Os termdmetros de referéncia sdo
calibrados a cada cinco anos pelo menos?

CQ A documentagdo sobre a calibragdo do
termOmetro de referéncia é mantida?
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Item Numero Sim Nao NA Comentarios

CQ Os instrumentos de registro continuo 3.34
utilizados para controlar a temperatura de
incubadoras sdo calibrados novamente, a cada
ano pelo menos, com um termdémetro de
referéncia que atenda as especificagdes do

item 3.3.2?
Incubadora 3.4
As incubadoras tém um dispositivo interno 341

para controle da temperatura e mantém a

temperatura especificada no método utilizado,
em geral 35°4+0,5°C e 44,5°+0,2°?

Para incubadoras de piso, os termometros sao
colocados nas prateleiras superiores e
inferiores com o bulbo imerso em liquido,
conforme determinado pelo fabricante (exceto
para termdmetros eletrénicos)?

Quando incubadoras de bloco de aluminio sdo
utilizadas, os tubos e placas adaptam-se
perfeitamente?

CQ A temperatura corrigida conforme a 3.4.2
calibragdo ¢é registrada para cada termdmetro,
pelo menos duas vezes ao dia, nos dias em que
a incubadora estd em uso?

CQ Essas leituras sdo realizadas com
intervalos de 4 horas pelo menos?

CQ Os registros dessas leituras incluem data e
hora, temperatura e iniciais do técnico?

Se um banho com circulagdo de 4gua é
utilizado, ele dispde de uma tampa para
manter a temperatura de 44,5°+0,2°?

Autoclave 3.5

A autoclave tem uma fonte interna de calor, 3.5.1
uma sonda de temperatura com sensor na
exaustdo, um sonda de pressdo e uma valvula
operacional de seguranga?

A autoclave pode manter uma temperatura de
esterilizagdo durante o ciclo de esterilizacdo e
completar um ciclo total em 45 minutos,
quando o periodo de esterilizagao ¢ de 12-15
minutos?

A autoclave despressuriza-se lentamente de
forma que o meio ndo ferva e que néo se
formem bolhas nos tubos invertidos?

CQ As seguintes informacdes sdo registradas | 3.5.3
a cada uso da autoclave?

- Data

- Conteudo

- Tempo e temperatura de esterilizagdo
- Tempo total na autoclave

- Iniciais do analista
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Item

Nimero

Sim

Niao

NA

Comentarios

CQ Estao disponiveis copias dos protocolos
de manutencao interna ou contratos de servigo
e dos registros de manutengao?

CQ A manutencao ¢ realizada pelo menos
anualmente?

CQ O registro da manutencdo mais recente
esta disponivel para inspecdo?

CQ E utilizado um termdmetro de maxima,
registro eletronico de temperatura ou
dispositivo continuo de registro em cada ciclo
da autoclave para garantir que a temperatura
adequada foi atingida?

3.54

CQ A temperatura é registrada?

CQ A sobrecarga da autoclave ¢ evitada?

CQ Sao utilizadas mensalmente fitas ou
ampolas contendo esporos, como
bioindicadores para confirmar a esterilizacdo?

CQ Os mecanismos automaticos de controle
do tempo sdo verificados quatro vezes ao ano
com um cronémetro ou outro instrumento
exato de controle de tempo, e os resultados
sdo registrados e as corregdes necessarias
implantadas?

3.5.5

As portas da autoclave estdo limpas, sem
residuos de meio de cultura?

3.5.6

Os ralos dos drenos da autoclave sdo limpos e
os residuos sdo removidos com freqiiéncia?

Estufa de secagem e esterilizacio

3.6

A estufa de secagem e esterilizagdo mantém
uma temperatura estavel de 170°-180°C
durante pelo menos 2 horas?

3.6.1

A sobrecarga € evitada?

O termometro do forno é graduado em
incrementos de 10°C ou menos, € o bulbo
colocado em areia durante o uso?

CQ As seguintes informagdes sdo registradas
a cada ciclo?

- Data

- Conteudo

- Tempo e temperatura de esterilizagdo

- Iniciais do analista

3.6.2

CQ Sao utilizadas mensalmente fitas
contendo esporos para confirmar a
esterilizagdo?

3.6.3

Contador de colonias

3.7

E utilizado um contador de campo escuro para
contar colonias na técnica de contagem de
bactérias heterotroficas?
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Item Nimero Sim Nio NA Comentérios
Condutivimetro 3.8
O equipamento é adequado para verificacdo 3.8.1

da 4gua purificada e a leitura ¢ feita em
micromhos/cm ou microsiemens/cm?

CQ O equipamento ¢ calibrado pelo menos 3.8.2
mensalmente, seguindo as instrugdes do
fabricante e com a utiliza¢ao de um padrao
certificado, rastreavel e de condutividade
baixa?

CQ Se o equipamento nao pode ser calibrado
conforme especificado acima, a constante da
célula é determinada mensalmente, utilizando-
se o método descrito no “Standard Methods”,
se¢do 2.5.10?

E utilizada para verificagio da 4gua purificada | 3.8.3
uma unidade “on line” que ndo pode ser

calibrada?
Geladeira 3.9
A geladeira mantém temperatura de 1°-5°C? 3.9.1

O termometro da geladeira é graduado em
incrementos de pelo menos 1°C e o bulbo esta
imerso em liquido?

CQ Quando a geladeira estd em uso € o 3.9.2
pessoal do laboratorio presente, a temperatura
corrigida pela calibracdo ¢ registrada pelo
menos uma vez ao dia?

Instrumentos para inoculaciao 3.10

Sao utilizadas alcas de metal ou de plastico
(descartaveis) estéreis, palitos de madeira,
“swabs” ou ponteiras descartdveis estéreis?

Os palitos de madeira, se utilizados, sao
esterilizados por calor seco?

As algas de inoculagdo e agulhas metalicas
sdo de liga niquel-cromo ou de platina?

Equipamento de Membrana Filtrante 3.11

Os funis sdo de aco inoxidavel, vidro, 3.11.1
porcelana ou plastico autoclavavel?

Os funis estdo riscados, corroidos ou
apresentam vazamentos?

CQ Se as marcas de graduagdo nos funis de 3.11.2
vidro ou pléstico sdo utilizadas para medir o
volume da amostra, sua exatiddo é verificada
com provetas graduadas classe B ou superior
(ou outra vidraria classe B) e um registro
dessa verificagdo ¢ mantido?

E utilizado um microscopio estereoscopico 3.11.3
com aumento de 10x-15x, com fonte de luz
fluorescente para contagem de colonias com
brilho metélico?
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Item

Numero

Sim

Niao

NA

Comentarios

As membranas filtrantes sdo aprovadas pelo
fabricante para analise de coliformes totais ?

3.11.4

As membranas filtrantes sdo de éster de
celulose, quadriculadas, de 47mm de diametro
e 0,45um de porosidade?

Na utilizacdo de porosidade diferente, o
fabricante fornece dados referentes ao
desempenho igual ou superior ao da
porosidade de 0,45pm?

As membranas e discos absorventes sdo
adquiridos pré-esterilizados ou sdo
autoclavados durante 10 minutos a 121°C
antes do uso?

CQ O nimero do lote das membranas
filtrantes e a data de recebimento sdo
registrados?

3.11.5

CQ As membranas sdo examinadas para
verificar se ndo estdo dobradas ou amassadas?

CQ As especificagdes e o certificado do
fabricante estdo disponiveis?

As pingas ndo apresentam superficie cortante
e tém extremidades lisas e arredondadas?

3.11.6

Placas de Petri (tampas herméticas e
tampas frouxas)

3.12

Sao utilizadas placas de Petri de plastico pré-
esterilizadas ou de vidro esterilizdveis?

3.12.1

A esterilidade das placas de vidro ¢ mantida,
pelo acondicionamento em recipientes de
aluminio ou aco inoxidéavel, ou com papel
aluminio espesso ou papel resistente ao calor?

As placas de tampas frouxas sdo incubadas em
recipiente hermeticamente fechado contendo
papel toalha umedecido?

3.12.2

Pacotes de placas descartaveis sdo mantidos
fechados entre os periodos de uso?

3.12.3

Nos métodos de membrana filtrante sdo
utilizadas placas de tamanho adequado para
conter apenas uma membrana?

3.12.4

Pipetas

3.13

As pipetas de vidro sdo esterilizadas e
mantidas em recipientes de ago inoxidavel ou
aluminio, ou sdo embrulhadas
individualmente em papel aluminio ou papel
resistente ao calor?

3.13.1

As pipetas tém marcas de graduagao legiveis e
ndo apresentam trincas ou quebras?

3.13.2

Pacotes abertos de pipetas descartaveis sao
mantidos fechados entre os periodos de uso?

3.13.3

As pipetas de 10mL ou de menor volume sao
exatas com tolerancia de 2,5%?

3.134
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Item

Numero

Sim

Niao

NA

Comentarios

Sao utilizados micropipetadores calibrados
com ponteiras estéreis?

3.13.5

Os micropipetadores sdo calibrados
anualmente e ajustados ou substituidos se a
precisdo ou exatiddo for maior que 2,5%?

Vidraria e material de plastico

3.14

A vidraria ¢ feita de vidro borossilicato ou
qualquer outro tipo de vidro resistente a
corrosdo, sem trincas e quebras?

3.14.1

As marcas de graduacdo nas pipetas e
provetas sdo legiveis?

Os materiais de plastico sdo claros e ndo
apresentam toxicidade para microrganismos?

CQ As provetas ou outros recipientes pré-
calibrados usados para medir o volume da
amostra t&ém marcas de graduacao nitidas, e
sdo exatas com 2,5% de tolerancia?

3.14.2

Tubos de cultura e outros recipientes para
meios fermentaveis sao de tamanho suficiente
para conter meio e amostra sem estar com
mais de trés quartos de sua capacidade
completa?

3.14.3

As tampas dos tubos de cultura sdo de ago
inoxidavel, pléstico, aluminio, ou de rosca,
com batoques ndo-t0xicos?

3.14.4

Sao utilizadas tampas de algodao ou de
espuma?

Frascos de coleta

3.15

Os frascos de coleta tém boca larga, sdo de
plastico ou vidro ndo-corrosivel, possuem
tampas herméticas de vidro ou de plastico

com batoques nao-téxicos? Ou sdo utilizados
sacos plasticos estéreis contendo tiossulfato de
sddio ou qualquer outro recipiente adequado?

3.15.1

O frasco de coleta tem capacidade minima de
120mL e ainda permite 2 cm de espaco livre?

As tampas sdo cobertas com papel aluminio
ou papel resistente ao calor para esterilizagdo?

3.15.2

Frascos plasticos sdo esterilizados na
autoclave e frascos de vidro na estufa de
esterilizacdo e secagem?

3.15.3

Recipientes vazios sdo umedecidos com gotas
de dgua antes da autoclavagdo?

Se 4gua clorada for analisada, o tiossulfato de
sodio € adicionado aos frascos de coleta antes
da esteriliza¢do em quantidade suficiente de
neutralizar o cloro residual das amostras?

3.154
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Numero

Sim

Nao

NA

Comentarios

Lampada ultravioleta

3.16

A unidade germicida é desconectada
mensalmente ¢ a lampada é limpa com pano
macio umedecido com etanol?

3.16.1

Aunidade de comprimento de onda longo dos
testes fluorométricos € mantida limpa?

CQ A unidade germicida ¢ testada quatro
vezes ao ano com luximetro ou pela técnica de
inoculacdo em superficie?

3.16.2

CQ A lampada ¢é substituida se emitir menos
que 70% da sua producao inicial ou se a placa
de cultura contendo 200 a 250
microrganismos, exposta a luz UV por 2
minutos, ndo apresentar uma redugdo de 99%
na contagem?

Espectrofotdometro ou colorimetro

3.17

Os comprimentos de onda sdo na faixa do
visivel?

3171

CQ O padrao de calibracdo e o branco do
método sao testados no dia em que o
instrumento ¢ utilizado, antes da analise das
amostras?

3.17.2

CQ O padrio de calibracdo ¢ obtido de fontes
externas?

CQ O padrio de calibragdo apresenta leitura
na faixa de absorbancia desejada?

4 — PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

O pessoal do Laboratoério tem conhecimento
dos procedimentos gerais de seguranca
laboratorial?

O Laboratdrio tem um plano de seguranga?

O Laboratdrio mantém copias das fichas de
informacao sobre segurang¢a de produtos
quimicos e segue as orientagdes para protecao
pessoal?

Procedimentos para esterilizacio

4.1

O Laboratério segue os tempos minimos para
autoclavacao dos materiais relacionados
abaixo a 121°C?

Membranas filtrantes e discos absorventes..10min
Meios com carboidratos
Materiais contaminados

Vidraria individual...
Agua de diluig@o.......c.cueneee
Agua de enxagiie (0,5-1,0L).......cccecvreeunee. 15min

1 . ~ ‘o .
Salvo especificagdo contraria do fabricante.

20 tempo depende do volume de agua do recipiente e da
carga da autoclave.

4.1.1
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Item

Numero

Sim

Niao

NA

Comentarios

As membranas filtrantes, discos absorventes e
meios de cultura sdo removidos logo apos o
término do ciclo de autoclavagao?

4.1.2

O equipamento da membrana filtrante é
autoclavado antes das filtragdes?

Se a luz ultravioleta (254nm) ¢é utilizada para
“desinfetar” o equipamento apos a
autoclavagdo para esterilizagdo, todos os
outros materiais sdo pré-esterilizados?

Frascos de coleta

4.2

CQ Pelo menos um frasco de coleta
selecionado ao acaso de cada lote de frascos
estéreis (ou do lote de recipientes ja
adquiridos estéreis) ¢ testado quanto a
esterilidade pela adicdo de 25mL de caldo
ndo-seletivo estéril, incubagdo a 35°+0,5°C, e
verificag@o de crescimento apds 24 e 48
horas?

CQ Esses resultados sdo registrados?

CQ Se ocorrer crescimento, o lote inteiro é
esterilizado novamente?

Agua purificada

4.3

O Laboratorio utiliza para preparo de meios
de cultura, reagentes e agua de diluicdo, agua
purificada proveniente de deionizadores ou
destiladores e que apresenta qualidade
adequada?

431

CQ A agua purificada é testada e atende aos
seguintes critérios de qualidade?
Condutividade >0,5 megaohms resistividade Mensal*

ou <2 micromhos/cm
(microsiemens/cm) a 25°C

Pb, Cd, Cr,
Cu, Ni, Zn

<0,05mg/L Anual
por contaminante. Em
conjunto < 0,1mg/L

Cloro total
residual*

<0,lmg/L Mensal

Contagem de <500 UFC/imL* Mensal
bactérias

heterotroficas*

Qualidade
bacteriologica*®

Razao de taxa de Anual
de crescimento de
0,8a3,0

*ver se¢do notas de rodapé no item 4.3.2.

4.3.2

Agua de diluicio/enxigue

4.4

A solugdo tampdo estoque ou agua peptonada

¢ preparada conforme especificado no
“Standard Methods”, Secdo 9050C?

44.1
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Item

Numero

Sim

Nao

NA

Comentarios

As solugdes tampao estoque sdo autoclavadas
ou esterilizadas por filtragdo?

4.42

Esses recipientes sdo rotulados, datados e
mantidos na geladeira?

As solugdes tampao estoque ndo apresentam
turbidez?

CQ Cada lote de agua de diluicdo ou enxagiie
¢ verificado quanto a esterilidade pela adicao
de 50mL da dgua a 50mL de caldo duplo nao-
seletivo, incubacdo a 35°+0,5°C e observagdo
da ocorréncia de crescimento apos 24 e 48
horas?

44.3

CQ Esses resultados sdo registrados?

CQ O lote é descartado se ocorrer
crescimento?

Lavagem da vidraria

4.5

O enxagiie final ¢ feito com agua destilada ou
deionizada?

4.5.1

A vidraria é lavada com um detergente
especifico para laboratorio?

4.5.2

CQ O teste de residuos inibidores ¢ realizado
sempre que um novo produto para lavagem ¢
utilizado e sempre que o procedimento de
lavagem ¢ de alguma forma modificado?

4.5.3

CQ Esses resultados sdo registrados?

CQ Cada lote de vidraria lavada ¢é verificado
quanto a reacdo ao pH com solucdo de azul de
bromotimol 0,04% (ou equivalente)?

4.54

5. METODOLOGIA ANALITICA

Generalidades

5.1

Nas amostras analisadas para atendimento a
padrdes de qualidade o Laboratério usa
somente as metodologias especificadas na
“Total Coliform Rule” (TCR), na “Surface
Water Treatment Rule” (SWTR) e na “Ground
Water Rule” (GWR)?

5.1.1

O Laboratorio esta certificado em todas as
analises que ele realiza para atendimento a
legislacdo?

No minimo, o Laboratorio ¢ certificado em
um método para coliformes totais, coliformes
fecais e E. coli?

O Laboratério ¢ certificado para um segundo
método para coliformes totais, se o primeiro
método ndo pode ser utilizado para dguas para
consumo humano?
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Item Nuimero Sim Niao NA Comentarios

Se o Laboratoério realiza contagem de
bactérias heterotroficas para atendimento a
SWTR, ele é certificado no método de
inoculag@o em profundidade ou no
“SimPlate”?

Todas as amostras sdo agitadas vigorosamente | 5.1.3
25 vezes antes da analise?

CQ Para a agua de diluigdo, o volume da agua | 5.1.4
¢ verificado em um frasco de cada lote?

CQ Para volumes de 90 ou 99mL a tolerancia
é de £2mL?

Para coliformes totais em aguas de consumo 5.1.5
humano ¢ analisado um volume de 100mL?

Meios (ou substrato definido) 5.1.6

Os meios desidratados sdo armazenados em 5.1.6.1
local frio e seco e descartados na data de
validade?

Meios com aspecto alterado sdo descartados?

CQ Para meios preparados no laboratério, as | 5.1.6.2
seguintes informagdes sdo registradas?
-Data do preparo

-Tipo de meio

-Numero do lote

-Tempo e temperatura de esterilizagao
-pH final (apos a esteriliza¢do)
-Iniciais do analista

CQ Para meios adquiridos prontos sdo 5.1.6.3
registradas as seguintes informagdes para cada
lote?

-Data do recebimento

-Tipo de meio

-Numero do lote

-Verificagdo do pH

CQ Os meios adquiridos prontos para uso sao
descartados na data de validade?

CQ Cada novo lote de meio preparado no 5.1.6.4
laboratdrio ou adquirido pronto para o uso ¢
testado quanto a esterilidade e com culturas
controle positivas e negativas?

CQ Esses resultados sdo registrados?

Os laboratorios que adquirem meios prontos,
com validade maior que 90 dias, realizam
testes com culturas controle positivas e
negativas quatro vezes ao ano, adicionalmente
aos testes citados acima?

CQ Esses resultados sdo registrados?
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Numero

Sim

Nio

NA

Comentarios

CQ As culturas controle estoque sdo
periodicamente verificadas quanto a pureza,
ou s3o adquiridos discos impregnados com
essas culturas?

Os meios preparados sdo armazenados ao
abrigo da luz, conforme abaixo:
-placas prontas 1°-5°C
-caldo em tubos 1°-30°C
¢/ tampas frouxas
-caldo em tubos

c/ tampas herméticas

2 semanas
2 semanas

1°-30°C 3 meses

5.1.6.5

CQ O Laboratorio compara novos métodos
para coliformes totais com métodos aprovados
pela EPA durante varios meses no minimo e
durante varias estagdes incluindo os varios
tipos de 4gua analisada? Recomendado.

5.1.7

O Laboratdrio utiliza os métodos aprovados
mencionados na TCR, SWTR e GWR?

518

Métodos com meios liquidos baseados na
fermentacio da lactose

5.2

Instrucoes Gerais

5.2.1

O nivel da 4gua no banho-maria fica acima do
nivel superior dos meios em tubos?

5.2.1.1

Se ¢é utilizado um banho seco, a temperatura
especificada ¢ mantida em todos os orificios
para os tubos?

5.2.1.2

Técnica de tubos multiplos (para detecgdo de
coliformes totais em dgua para consumo
humano e quantificag¢do de coliformes totais
em aguas brutas destinadas a captacao)

5.2.2

Para aguas para consumo humano, ¢ testado
um volume de 100mL de amostra?

5.2.21

Para aguas brutas destinadas a captacio, sdo
utilizadas pelo menos 3 séries de 5 tubos com
dilui¢des apropriadas?

5.2.2.2

Meios

5.2.2.3

Sdo utilizados o caldo lauril triptose (CLT) na

etapa presuntiva e o caldo verde brilhante e
bile 2% (CLVBB) na etapa confirmativa?

5.2.2.31

Se ¢ utilizado o caldo lactosado (CL) em vez
do CLT, foram realizados 25 testes em
paralelo com os dois meios e as aguas
normalmente analisadas?

Essa comparagdo demonstrou que a taxa de
falso-positivos e falso-negativos para
coliformes totais, com CL é menor que 10%?

Essa comparacao foi documentada e os
registros foram mantidos?

O pH final do CLT ¢ 6,8+0,2?
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Nuamero

Sim

Niao
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Comentarios

O pH final do CLVBB ¢ 7,2+0,2?

A concentracdo dos meios € ajustada para
compensar o volume de amostra inoculado, de
forma que ap6s essa adig@o o meio esteja em
concentragdo simples?

5.2.2.3.2

Se ¢ utilizado um volume inico de amostra de
100mL, o tubo invertido é substituido pelo
indicador plrpura de bromocresol?

O meio ¢é autoclavado a 121°C por 12-15
minutos?

O meio ja esterilizado nos tubos ¢ examinado
para verificar a presenca de bolhas de ar nos
tubos invertidos, e se pelo menos metade a
dois ter¢os dos mesmos serdo cobertos pelo
meio apos a adi¢cdo da amostra?

5.2.2.3.3

O meio inoculado é incubado a 35°+0,5°C
durante 244+2horas?

5.2.24

Se nao for detectada acidez ou formacgao de
gdas, o meio inoculado é incubado por 24 horas
adicionais?

Cada tubo que apresentou acidez ou gas, nos
periodos de 24 e 48 horas ¢ submetido ao teste
confirmativo com CLVBB?

5.2.2.5

Para amostras de aguas de consumo humano,
as amostras positivas para coliformes totais
sdo testadas quanto a presencga de E. coli?

5.2.2.6

Cancelamento de amostras negativas para
coliformes totais

5.2.2.7

Para amostras de dguas para consumo
humano, todas as amostras que produzem
turvag@o em CLT ou CL (crescimento
abundante) na auséncia de acidez ou gas sao
canceladas?

5.2.2.7.1

Dentro de 24 horas, o Laboratdrio coleta ou
solicita a coleta de nova amostra do mesmo
local da amostra cancelada?

Embora nio seja requerido antes do
cancelamento, o Laboratorio realiza um teste
confirmativo e um teste para coliformes fecais
ou E. coli,ou ambos na cultura negativa para
coliformes totais, para confirmar a inibi¢do
dos coliformes totais?

E se o teste confirmativo resultar positivo para
coliformes totais, fecais ou E. coli, o
Laboratorio relata esse resultado?

Se esse teste resultar negativo, o Laboratério
cancela a amostra?
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Sim

Nao
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Comentarios

Para aguas brutas destinadas a captagéo , todas
as amostras que produzem turvagdo
(crescimento abundante) na auséncia de acidez
ou gés sdo canceladas?

5.2.2.7.2

O Laboratorio coleta ou requisita a coleta de
outra amostra do mesmo local que a amostra
cancelada?

Embora ndo requerido antes do cancelamento,
o laboratorio realiza um teste para
confirmagdo da cultura negativa para
coliformes, e se o teste der resultado positivo,
o NMP (Numero Mais Provavel) é relatado?

Se esse teste der resultado negativo, a amostra
¢é cancelada?

Teste Presenca Auséncia (P-A) para
coliformes (para detecc¢ao de coliformes totais
em aguas para consumo humano)

5.2.3

Meio

5.2.3.1

Quando ¢ utilizado o meio seis vezes
concentrado ele ¢ esterilizado por filtragdo em
vez de autoclavagdo?

5.2.3.11

O meio ¢ autoclavado por 12 minutos a
121°C?

5.2.3.1.2

O tempo total na autoclave ¢ inferior a 30
minutos?

Os frascos sdo colocados na autoclave com
espago entre eles?

O pH final do meio é 6,8+0,2?

Se o0 meio preparado é armazenado, ele é
mantido num frasco de cultura a 1°-30°C ao
abrigo da luz durante no maximo 3 meses?

5.2.3.1.3

O meio armazenado ¢é descartado se houver
evaporacao de mais de 10% do volume
original?

E inoculado um volume de 100mL de amostra
no frasco de cultura?

5.2.3.2

Apds inoculagdo o frasco de cultura é
incubado a 35°+0,5°C ¢ é observada a
presenca de coloragdo amarela (acidez) apos
24 e 48 horas?

5.2.3.3

Culturas amarelas sdo confirmadas com
CLVBB e ¢ realizado um teste para
coliformes fecais ou E. coli?

5.2.34

Todas as amostras que produzem uma cultura
turva, mas ndo amarela, no meio P-A, sdo
canceladas?

5.2.3.5

O Laboratorio coleta ou requisita a coleta, de
uma outra amostra do mesmo local que a
amostra cancelada?
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Embora ndo seja requerido antes do
cancelamento, o Laboratério realiza um teste
confirmativo na cultura negativa para
coliformes e um teste para coliformes fecais,
E. coli ou ambos, € se o teste € positivo para
coliformes, esse resultado é relatado?

Se o resultado do teste confirmativo para
coliformes for negativo, a amostra é
cancelada?

Teste para coliformes fecais (com meio EC
para coliformes fecais em aguas de consumo
humano ou dguas brutas para captagdo, ou
meio Al para dguas brutas para captagdo
apenas)

5.24

Meio EC

5.24.1

O meio EC ¢ usado para detectar coliformes
fecais em culturas positivas para coliformes
totais de acordo com a “Total Coliform
Rule”?

52411

A cultura positiva para coliformes de cada
tubo ou frasco presuntivo, ou cada colonia
positiva para coliformes (a menos que um
“swab” esteja sendo usado) ¢é transferida para
um tubo contendo meio EC com tubo
invertido?

O meio EC ¢ usado para contagem de
coliformes fecais em aguas brutas para
captacdo, de acordo com a SWTR?

5.2.4.1.2

Na realizacdo da técnica de tubos multiplos
sdo inoculados trés volumes da amostra de

dgua bruta para captagdo em 5 ou 10 tubos

para cada volume de amostra?

A cultura positiva para coliformes de cada
tubo é transferida para um tubo contendo o
meio EC com um tubo invertido?

O meio EC ¢ autoclavado a 121°C por 12 a 15
minutos?

5.2.4.1.3

O pH final do meio EC ¢ 6,9+0,2?

Os tubos invertidos sdo examinados para
verificar a auséncia de bolhas de ar ¢ que pelo
menos metade a dois ter¢os dos mesmos sao
cobertos pelo meio de cultura apos a adi¢do da
amostra?

5.2.4.14

O meio EC ¢ incubado a 44,5°+0,2°C por
244+2horas?

5.2.4.1.5

O teste ¢ considerado positivo para coliformes
fecais, se for detectado gas no tubo invertido
em uma cultura turva, independentemente de
qualquer outro teste subseqiiente naquela
cultura?

5.2.4.1.6
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Meio Al

5.2.4.2

O meio Al ¢ utilizado apenas para
quantificacdo de coliformes fecais em aguas
brutas para captacdo, segundo o SWTR e ndo
para aguas de consumo humano?

52421

Sdo utilizados trés volumes da amostra para 5
ou 10 tubos por volume de amostra?

O meio Al ¢ autoclavado por 10 minutos a
121°C?

5.2.4.2.2

O pH final do meio A1l é 6,9+0,1?

Os tubos invertidos sdo examinados para
verificar a auséncia de bolhas de ar?

52423

O meio Al é incubado a 35°+0,5°C durante
trés horas ¢ em seguida a 44,5°+0,2°C durante
2142 horas?

52424

Os tubos de tampas frouxas sdo mantidos ao
abrigo da luz, a temperatura ambiente no
maximo por 2 semanas ou em tubos com
tampa de rosca no maximo durante 3 meses*?

5.2.4.2.5

A presenca de gas no tubo invertido em um
tubo com cultura turva ¢ resultado positivo
para coliformes fecais?

5.24.3

Meio azida dextrose (para deteccao de
estreptococos fecais em dguas subterraneas)

5.2.5

Para volumes de 100mL de amostra, €
utilizada a concentracgdo tripla (3x) preparada
em frasco de cultura, que ¢ autoclavado a
121°C por 15 minutos?

5.2.51

O pH final do meio é 7,2+0,2?

Um volume de amostra de 100mL é
adicionado ao meio esterilizado que é entdo
incubado a 35°+0,5°C?

5.2.5.2

A cultura é verificada quanto a presenca de
turbidez ap6s 24+2 horas?

5.2.5.3

Se nao for observada turbidez, a cultura é
incubada novamente e verificada ap6s um
tempo total de 48+3 horas?

Culturas turvas sao confirmadas estriando-se
uma por¢ao do caldo em agar bile-esculina
(ABE) ou 4gar azida bile esculina (AABE)?

5.2.54

O ABE e 0 AABE sdo autoclavados a 121°C
por 15 minutos?

5.2.5.5

O pH final ¢ 6,6+0,2 para o ABE e 7,140,2
para o AABE?

Apos a inoculagdo nesses meios, as placas sao
incubadas a 35°+0,5°C por 48 horas?

5.2.5.6

As coldnias marrom escuras com halo marrom
no ABE ou no AABE sdo confirmadas como
estreptococos fecais?

5.2.5.7

*Observar que o periodo de manutencdo recomendado pelo “ Standard Methods” (APHA 1998)

éde uma semana
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Se for solicitado, o Laboratorio realiza o teste
para enterococos, transferindo uma ou mais
colonias de estreptococos fecais para caldo
cérebro-coracdo com 6,5% de NaCl e
incubando esse caldo a 35°+0,5°C por 48
horas?

Testes com substrato enzimatico
(cromogénico e fluorogénico)

53

Instrucdes gerais

5.3.1

Para detecgdo de coliformes totais ¢ E. coli em
aguas para consumo humano, o Laboratorio
usa um dos seguintes testes: MMO-MUG
(Colilert), Colisure, E*Colite,
Presenca/Auséncia Readycult Coliforms 100,
Fluorocult LMX ou Colitag?

5.3.1.1

Para contagem de coliformes totais em dguas
brutas para captag@o, o Laboratdrio usa o
Colilert?

Se o Laboratorio utiliza um método baseado
na fermentagdo da lactose para detectar
coliformes totais em aguas de consumo
humano, e a amostra € positiva, a cultura é
transferida para EC-MUG para detecgdo de E.
coli, mas ndo para outro meio com substrato
enzimatico, conforme item 5.3?

Meios

5.3.1.2

O Laboratdrio adquire esses meios € ndo os
prepara a partir de seus componentes?

5.3.1.2.1

Os meios s@o mantidos ao abrigo da luz?

5.3.1.2.2

Antes do uso, cada lote de meio € verificado
quanto a fluorescéncia com uma lampada
ultravioleta de 365-366nm e 6 watts de
poténcia?

5.3.1.2.3

Se o meio apresentar fluorescéncia fraca, ¢
utilizado outro lote que ndo fluoresce?

Se a amostra mais 0 meio apresentarem
alteracdo de cor antes da incubacdo, o meio ¢
descartado e ¢ utilizado outro lote?

5.3.1.2.4

Antes do uso, frascos e tubos de plastico e de
vidro sdo verificados quanto a fluorescéncia,
com lampada ultravioleta de 365-366nm ¢ 6

watts de poténcia?

5.3.1.3

Se eles apresentarem fluorescéncia, € utilizado
outro lote?

Quando é utilizado um saco Whirl-Pak '« para

incubar o Colilert ou o Colitag, ou outro meio
cuja coloragdo torna-se amarela para indicar
resultado positivo, ¢ utilizado um tipo que tem
uma barreira (por ex. BO1417) para impedir
emissdes gasosas para outros sacos Whirl-
Pak™® durante a incubacgio?

5.3.14
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CQ Se ¢ utilizada uma incubadora pequena,
com camisa de ar, a temperatura das amostras
¢ levada a temperatura ambiente antes da
incubacdo?

5.3.1.5

Se ¢ utilizado um banho-maria, o nivel da
agua fica acima do nivel superior do meio?

5.3.1.6

Para verificar a presenca da E.coli, amostras
positivas para coliformes totais sdo colocadas
sob lampada UV (365-366nm) em ambiente

escuro?

5.3.1.7

O Laboratorio evita utilizar testes enzimaticos
para confirmar culturas presuntivas positivas
para coliformes totais em caldo ou membrana?

5.3.1.8

O Laboratorio cancela toda amostra que
produz uma alteragdo atipica de cor (na
auséncia de coloragdo amarela) e coleta ou
requisita a coleta de outra amostra do mesmo
local que a amostra cancelada?

5.3.1.9

O Laboratorio utiliza outro método para testar
a segunda amostra?

O comparador de referéncia ¢ descartado na
data de validade?

5.3.1.10

Critérios para meios especificos

5.3.2

Para o teste Colilert, as amostras sdo
incubadas a 35°+0,5°C durante 24 horas?

5.3.21

Uma amostra que apresenta coloracdo amarela
igual ou mais intensa que a do comparador ¢
considerada positiva para coliformes totais?

Uma amostra que apresenta coloragdo menos
intensa que a do comparador ¢ incubada por 4
horas adicionais, mas sem superar o periodo
total de incubacgédo de 28 horas?

Uma amostra que apresenta coloragdo menos
intensa que a do comparador apds 28 horas de
incubacgio é considerada negativa para
coliformes totais?

As amostras positivas para coliformes totais
que apresentam fluorescéncia sob lampada
UV sao consideradas positivas para E.coli?

Para o teste Colilert-18, as amostras sdo
incubadas por 18 horas (até 22 horas se elas
estiverem amarelas, porém mais claras que o
comparador)?

Para quantificagdo de coliformes totais em
aguas brutas para captagdo, o Laboratorio
utiliza o teste Colilert, com 5 a 10 tubos,
Quanti-Tray, ou Quanti-Tray 2000 para cada
diluicdo de amostra?

5.3.2.1.1
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Como agua de diluicdo, utiliza-se dgua
deionizada ou destilada estéril, em vez de
agua tamponada?

CQ Se o Quanti-Tray ou Quanti-Tray 2000
sdo utilizados, a seladora ¢ testada
mensalmente pela adi¢cdo de um corante a
agua?

5.3.2.1.2

Para o teste Colisure, as amostras sao
incubadas a 35°+0,5°C por 24-48 horas?

5.3.2.2

Quando a colorag@o do meio ¢ modificada de
amarelo para vermelho a magenta, o resultado
¢ considerado positivo para coliformes totais?

Se a amostra positiva para coliformes totais
apresenta fluorescéncia sob luz UV ela é
considerada positiva para E.coli?

Para o teste E*Colite, a amostra é incubada a
35°+0,5°C por 24-48 horas?

53.2.3

Se a coloragdo de meio altera-se de amarelo
para azul ou azul-esverdeado, ou observa-se
uma coloragdo azul nos cantos do saco, o
resultado é considerado positivo para
coliformes totais?

Se o0 meio apresenta fluorescéncia sob luz UV,
a amostra ¢ considerada positiva para
E coli?

Se ndo se observar fluorescéncia, a amostra é
incubada por 20 horas adicionais (tempo total
de incubagdo de 48 horas) e verificada
novamente?

Se 0 meio se torna vermelho, a amostra é
descartada e solicita-se nova coleta?

Para o teste Presenca-Auséncia Readycult
Coliforms 100, o contetido do saché é
adicionado a 100mL de amostra, seguindo-se
uma incubacgdo a 35°+0,5°C por 24+1 hora?

53.24

Se a coloragdo do meio se altera de amarelo
claro para azul-esverdeado, a amostra é
considerada positiva para coliformes?

Se o meio apresenta fluorescéncia azul clara
brilhante sob luz UV longa (365-366nm), a
amostra € considerada positiva para E.coli?

Para o teste com o Fluorocult LMX, o meio é
adicionado a agua purificada, agitado e
aquecido até fervura para dissolugdo completa
na agua?

5.3.2.5

Aliquotas de 100mL sdo transferidas para
frascos de 250mL que s@o entdo autoclavados
por 15 minutos?
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Item

Numero

Sim

Niao

NA

Comentarios

Os frascos autoclavados sdo resfriados antes
da adicdo de 100mL da amostra?

O suplemento “E.coli/coliform” ndo ¢é
adicionado ao meio?

A amostra € entdo incubada a 35°+0,5°C por
24=+1 hora?

Se o0 meio muda de cor, de amarelo claro para
azul-esverdeado, a amostra é considerada
positiva para coliformes?

Se o meio apresenta fluorescéncia azul clara
brilhante sob luz UV longa (365-366nm), a
amostra € considerada positiva para E.coli?

Para o teste Colitag, as amostras sdo
incubadas a 35°+0,5°C por 24+2 horas?

5.3.2.6

Se a cor do meio se altera para amarelo, as
amostras sdo consideradas positivas para
coliformes?

Se o meio fluoresce sob luz UV, a amostra ¢
considerada positiva para E.coli?

Meio EC + MUG (para deteccio de E.coli)

53.3

Se 0 meio EC+MUG ¢ usado, a coldnia ou as
culturas positivas para coliformes sdao
transferidas do frasco ou tubo presuntivo para
esse meio?

5.3.3.1

O pH final do meio EC+MUG ¢ 6,9+0,2?

5.3.3.2

Meio mais amostra sdo incubados a
44,5°+0,2°C por 2442 horas e entdo testados
quanto a fluorescéncia?

5334

Teste Enterolert (para deteccdo de enterococos

em aguas subterraneas)

534

O meio ¢ mantido ao abrigo da luz a 4°-30°C
até a utilizagdo?

5.34.1

O reagente Enterolert é adicionado a 100mL
de amostra e amostra mais meio sido
incubados a 41°+0,5°C por 24-48 horas?

5.3.4.2

A fluorescéncia sob lampada UV ¢ utilizada
para indicar a presenga de enterococos?

Método da Membrana Filtrante (MF)

54

Instrucdes gerais

5.4.1

Para amostras de 4guas brutas para captacio
(SWTR), as diluig¢des resultam em 20 a 80
coldnias de coliformes totais ou 20 a 60
coldnias de coliformes fecais para pelo menos
uma dilui¢do ou volume?

54.1.1

CQ A esterilidade de pelo menos uma
membrana e do funil € verificada no inicio e
no final de cada série de filtracao, filtrando-se
20-30mL de agua de diluicdo estéril?

5.4.1.2
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Item

Numero

Sim

Niao

NA

Comentarios

CQ Se o controle indica contaminagao, o
Laboratoério rejeita todos os dados das
amostras em questdo e solicita recoleta?

CQ O Laboratoério considera finda uma série
de filtragdo quando 30 minutos ou mais se
passam entre a filtracdo das amostras?

Os funis s2o enxaguados ap6s a filtragdo de
cada amostra com duas ou trés por¢des de
agua de enxagiie estéril para garantir que toda
a amostra ¢ transferida do funil para a
membrana?

5.4.1.3

Discos absorventes sao saturados com pelo
menos 2mL de caldo e o excesso de meio é
removido pela decantacdo da placa?

54.14

Método da MF para deteccio de coliformes
totais e E.coli em 4dguas de consumo humano,
contagem de coliformes totais ou fecais em
aguas brutas para captacdo e deteccido de
E.coli em dguas subterraneas

54.2

Meios para coliformes totais, coliformes
fecais e E.coli

54.2.1

Se o caldo ou 4gar M-Endo, 4gar M-Endo
LES sao utilizados para detec¢do de
coliformes totais em 4guas de consumo
humano ou contagem de coliformes totais em
aguas brutas para captacdo, ¢ utilizada a etapa
Unica ou a técnica de enriquecimento?

54.2.1.1

Etanol hidratado ¢ utilizado no procedimento
de reconstituicio?

O meio é preparado em frasco estéril?

E utilizado um banho de 4gua fervente ou
placa quente com agitacdo para levar o meio
proximo a ebuligo mas sem permitir a
fervura?

O pH final para o meio M-Endo ¢ 7,2+0,1 e
7,240,2 para o 4gar M-Endo LES?

O meio M-Endo ou o 4gar M-Endo LES sdo
incubados a 35°+0,5°C durante 22-24 horas?

As coldnias com brilho metalico sdo
consideradas presuntivas para coliformes
totais?

(5.4.2.2)

Se ¢ utilizado o meio m-Coli Blue para
detectar coliformes totais e E.coli em aguas de
consumo humano, as ampolas sdo invertidas
2-3 vezes antes de serem quebradas e o
conteudo € entdo vertido de forma homogénea
sobre o disco absorvente?

5.4.2.1.2

Ampolas fechadas sdo mantidas no
refrigerador ao abrigo da luz?

Ampolas fechadas sdo descartadas na data de
validade, ou antes, caso seja observada uma
contaminacio?
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Item

Numero

Sim

Niao

NA

Comentarios

O pH do meio ¢ 7,0+0,2?

O m-Coli Blue € incubado a 35°+0,5°C
durante 24 horas?

(5.4.2.2)

Colodnias vermelhas sdo consideradas
coliformes totais, e colonias azuis a parpura E.
coli?

(5.4.2.2)

Se 0 meio MI (com ou sem agar) é utilizado
para detectar coliformes totais e E.coli em
aguas de consumo humano ou contagem de
coliformes totais em aguas brutas para
captacdo, o frasco de meio adquirido pronto e
pré-esterilizado ndo é autoclavado?

5.4.2.1.3

O frasco de dgar MI pré-esterilizado ¢ fundido
em banho de 4dgua fervente (ou por outro
processo recomendado pelo fabricante),
cuidadosamente para ndo aquecer
excessivamente o adgar?

O meio é entdo resfriado lentamente e vertido
em placas estéreis?

Se ¢ utilizado o meio desidratado, ele é
preparado e autoclavado segundo as
instrugdes do fabricante?

O agar é resfriado antes da adi¢do de uma
solucdo de cefsulodina recentemente
preparada, esterilizada por filtragdo, e vertido
em seguida em placas estéreis?

O pH final do agar MI ¢ 6,95+0,20, ¢ do caldo
MI é 7,05+0,20?

O meio MI ¢ incubado a a 35°+0,5°C durante
24+2 horas?

(5.4.2.2)

As colonias fluorescentes sob luz UV sdo
consideradas coliformes totais, ¢ as colonias
azuis sob luz normal consideradas E.coli?

(5.4.2.2)

Se ¢ utilizado o Agar Chromocult Coliform
para deteccdo de coliformes totais e E.coli em
aguas de consumo humano, o meio ¢
autoclavado ou aquecido em excesso?

54.2.14

O pH final desse meio é 6,8+0,2?

Se um crescimento abundante de bactérias
heterotroficas é esperado, adiciona-se
cefsulodina a 1L de meio resfriado (45°-
50°C), na forma de solugdo (10mg/2mL) em
agua deionizada ou destilada?

O Chromocult é incubado a 36°+1°C durante
24+ lhora?

(54.2.2)

Colonias de coloragao salmao a vermelha sao
consideradas coliformes totais e coldnias azul-
escuras a violetas E.coli?

(54.2.2)
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Item

Numero

Sim

Nao

NA

Comentarios

Se o Coliscan™ ¢ utilizado para detectar
coliformes totais e E.coli em aguas de
consumo humano ou contagem de coliformes
totais em dguas brutas para captagdo, sdo
seguidas as instru¢des do fabricante para
reconstituicdo e adi¢cdo do antibiotico?

5.4.2.1.5

O antibiotico cefsulodina ¢ aquecido
excessivamente?

O pH final do agar Coliscan ¢ 7,00+0,20?

O Coliscan ¢ incubado a 32°-37°C por 24-28
horas?

(5.4.2.2)

Coldnias vermelho-magenta sdo consideradas
coliformes totais e col6nias de coloracio azul
a purpura E.coli?

(5.4.2.2)

O caldo m-FC, com ou sem agar, utilizado
para contagem de coliformes fecais, ¢
autoclavado?

5.4.2.1.6

O caldo m-FC ¢é aquecido até proximo do
ponto de ebuli¢do?

O pH final do meio m-FC ¢ 7,4+0,2?

O caldo m-FC ¢ incubado a 44,5°+0,5°C por
2442 h?

(5.4.2.2)

As colonias azuis sdo consideradas coliformes
fecais?

(5.4.2.2)

O meio preparado ¢ mantido na geladeira e
levado a temperatura ambiente antes do uso?

5.4.2.1.7

As placas de Petri contendo o meio sdo
mantidas em um saco pléastico ou recipiente
bem fechado e utilizadas em 2 semanas?

As placas com caldo preparado no laboratério
sdo descartadas ap6s 96 horas, placas com
agar ap0s 2 semanas e caldo em ampolas na
data de validade recomendada pelo fabricante?

A data e a hora de preparo do meio sdo
registradas?

5.4.2.3

Para cancelamento de uma amostra negativa
para coliformes totais

todas as amostras com crescimento confluente
ou numero excessivo de coldonias para
contagem sdo canceladas (a menos que pelo
menos uma colonia de coliformes seja
detectada)?

5.4.2.3

Se nenhum coliforme é detectado, o resultado
¢é relatado como “crescimento confluente” ou
“namero excessivo de coldnias para
contagem” e a coleta de uma nova amostra do
|Lmesmo local é solicitada?
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Niumero

Sim

Niao

NA

Comentarios

O Laboratorio realiza um teste na cultura
negativa para coliformes antes do
cancelamento?

Se o teste de verificagdo for positivo para
coliformes totais, o Laboratorio relata o
resultado como positivo para coliformes
totais?

Se o teste de verificagdo for negativo, a
amostra é cancelada?

Para cancelamento de amostras de aguas
brutas para captacdo (SWTR),

onde a densidade de coliformes deve ser
determinada, o laboratorio cancela amostras
que resultem em crescimento confluente ou
com numero excessivo de coldnias para
contagem, mesmo que coliformes totais ou
fecais estejam presentes?

54.24

Para amostras de 4guas de consumo humano,
nos meios tipo M-Endo, todas as coldnias com
brilho metalico, até um maximo de 5, sdo
verificadas com CL ou CLT e em seguida no
CLVBB, ou com um teste para citocromo
oxidase ou para 3-galactosidase?

5.4.2.5

Se ndo forem observadas coldnias com brilho
metalico, sdo verificadas até 5 colonias com
brilho duvidoso ou com coloragdo vermelha
sem brilho e representando diferentes tipos
morfoldgicos?

Para amostras de dguas de consumo humano,
as coldnias positivas para coliformes totais sdo

diferenciadas para E. coli ou coliformes
fecais?

5.4.2.6

Quando o meio EC ou EC+MUG ¢ utilizado,
as coldnias sdo transferidas segundo uma das
opgoes especificadas na “Total Coliform
Rule”?

Quando a técnica com “swab” ¢ utilizada,
emprega-se somente um “swab” para inocular
uma amostra presuntiva positiva para
coliformes totais primeiro no EC ou
EC+MUG, em seguida no CLT e por tltimo
no CLVBB ?

Para amostras de agua bruta para captacio, a
contagem inicial de coliformes totais é
calculada novamente apos a verificagdo?

5.4.2.7

CQ Para amostras de dgua bruta para
captacgdo, quando hé dois ou mais analistas,
cada um conta as col6nias de coliformes totais
ou fecais na mesma membrana mensalmente,
e essas contagens ndo diferem em mais de
10%?

5.4.2.8
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Numero

Sim

Nao

NA

Comentarios

Teste dgar nutriente + MUG (para deteccio de

E.coli em aguas de consumo humano ou dguas
subterraneas)

543

O meio é autoclavado a 121°C durante 15
minutos?

5431

A concentrac¢do final de MUG ¢ 100pg/L?

O pH final do meio AN+MUG ¢ 6,840,2?

CQ Culturas controle positivas e negativas
sdo testadas conforme determinado no item
5.1.5.4?

5.4.3.2

CQ As culturas controle sao filtradas ou
inoculadas na membrana filtrante com agar ou
caldo M-Endo ou 4gar M-Endo LES, e
incubadas a 35°+0,5°C?

CQ O filtro ¢ entdo transferido para
AN-+MUG e incubado por mais 4 horas a
35°+0,5°C?

CQ Esses resultados sdo lidos e registrados?

A membrana filtrante contendo colonias de
coliformes totais ¢ transferida para a
superficie do meio agar nutriente + MUG?

5.4.3.3

Como teste para verificacdo de coliformes
totais, uma porg¢ao de cada coldnia é
transferida com uma agulha, antes da
transferéncia da membrana ou apds o tempo
de incubacgdo de 4 horas no AN+MUG?

Alternativamente a superficie da membrana ¢é
raspada com “swab” de algodao estéril, apos
as 4 horas de incuba¢do no AN+MUG e entdo
transferida para o teste de coliformes totais?

O meio AN+MUG inoculado é incubado a
35°+0,5°C por 4 horas?

5.4.34

A fluorescéncia ¢ verificada com lampada UV
(365-366nm) com bulbo de 6 watts, em

ambiente escuro, e considera-se a presenga de
fluorescéncia no halo ao redor da colénia com
brilho metalico resultado positivo para E.coli?

5.4.3.5

Método MF para deteccdo de
enterococos/estreptococos fecais em dguas
subterrineas

544

Meios

5.4.4.1

Quando o agar ME ¢ usado para detecgdo de
enterococos, o 4gar ME base ¢ preparado,
autoclavado e resfriado antes da adi¢do do
acido nalidixico (ou seu sal sédico) e cloreto
de trifenil tetrazdlio, separadamente?

544.1.1

O pH final do dgar ME é 7,1+0,2?
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Item

Numero

Sim

Nio

NA

Comentarios

Quando o agar m-Enterococcus ¢ usado para
deteccao de estreptococos fecais (ndo de
enterococos) o meio é aquecido e nao
autoclavado para dissolver os ingredientes?

5.4.4.1.2

O pH final do 4gar m-Enterococcus ¢ 7,2+0,2?

Quando o agar MEI ¢ usado para detecc¢ao de
enterococos, 0,75g de indoxil-B-D-glicosideo
sdo adicionados a 1L do agar ME base ¢ a
preparagdo segue o item 5.4.4.1.1, exceto que
somente 0,2g/L de cloreto de trifenil tetrazolio
sdo adicionados?

54413

O pH final do agar MEI é 7,1+0,2?

Um volume de 100mL de amostra ¢ filtrado e
a membrana colocada nesse meio?

5.44.2

Se é usado o 4gar m-Enterococcus, as placas
sao incubadas em posi¢do invertida a
35°+0,5°C por 48 horas?

5.4.4.3

As colonias vermelho escuras e vermelho
claras s@o contadas como estreptococos fecais,
utilizando aumento e ldampada fluorescente?

Se ¢ usado o 4gar ME, as placas sdo incubadas
em posi¢do invertida a 41°+0,5°C por 48
horas?

5.4.4.4

A membrana ¢ entdo transferida para o meio
EIA, que ¢ incubado a 41°+0,5°C por 20-30
minutos?

Todas as col6nias rosa a vermelhas com halo
de precipitagdo negro ou castanho-enegrecido
na parte de baixo do filtro no agar ME sdo
contadas com aumento e lampada fluorescente
e sdo consideradas enterococos?

Se o 4gar MEI € usado, as placas sdo
incubadas em posi¢do invertida por 24 horas a
41°40,5°C?

5.4.4.5

Com aumento e lampada fluorescente, fundo
da placa e superficie do agar sdo examinadas
quanto a presencga de colonias com halo azul
(independentemente da cor da coldnia) e estas
sdo consideradas positivas para enterococos?

Contagem de bactérias heterotroficas (em
aguas de consumo humano)

5.5

O Laboratorio usa o método de inoculagdo em
profundidade ou o SimPlate para contagem de
bactérias heterotroficas em aguas para
consumo humano e para testar a agua

| purificada?

5.5.1
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Item

Niumero

Sim

Nao

NA

Comentarios

Para sistemas aos quais é permitida uma
variacdo do nivel maximo de contaminante da
TCR, o laboratério usa o meio R2A segundo
descrito na Se¢do 9215 do “Standard
Methods” para contagem de bactérias
heterotroficas em aguas para consumo
humano?

Meios

5.5.2

O pH final do meio para o “Plate Count Agar”
¢ 7,0+0,2, para o R2A agar 7,2+0,2 e para o
SimPlate 7,2+0,2?

Para o método de inoculacdo em
profundidade, o agar fundido ¢é resfriado até
44°-46°C em banho-maria ¢ mantido no
maximo por 3 horas antes de ser colocado nas
placas?

553

O meio estéril ¢ fundido apenas uma vez?

Para o método de inoculagdo em superficie,
15mL do meio R2A ou outro meio sio
colocados na placa de Petri estéril para
solidificagdo?

554

O meio em frascos ou tubos de tampa de rosca
¢ mantido na geladeira por 6 meses no
maximo, e quando em placas de Petri por 2
semanas no maximo (uma semana para R2A
em placas)?

5.5.5

Para obter contagens na faixa ideal para a
maior parte das amostras de aguas de
consumo humano, volumes de 1,0mL ou
0,1mL da amostra nao-diluida sdao colocados
nas placas?

5.5.6

Sdo preparadas placas em duplicata de cada
diluigdo testada?

Para o método de inoculagdo em
profundidade, a amostra é pipetada
assepticamente no fundo de uma placa de
Petri estéril e entdo 10-12mL de 4gar fundido
e resfriado sdo adicionados?

5.5.7

A amostra e o dgar sdo misturados de forma a
evitar derramamento?

Ap6s a solidificagao das placas numa
superficie plana, elas sdo invertidas e
incubadas a 35°+0,5°C por 48+3 horas?

As placas s@o empilhadas (no méximo 4) e
colocadas na incubadora de forma a permitir a
circulag@o do ar e manter a temperatura
uniforme?

O Laboratorio pode garantir que a incubadora
ndo tem umidade excessiva e que as placas
nao perdem mais que 15% do peso durante as

48 horas de incubagio?
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Numero

Sim

Niao

NA

Comentarios

Para o método de inoculagdo em superficie,
0,1mL ou 0,5mL da amostra (ou dilui¢@o) sdo
pipetados na superficie do agar previamente
submetido a secagem e entdo espalhados com
um bastdo de vidro inclinado estéril?

5.5.8

O ino6culo é absorvido completamente antes da
incubacio?

As placas sdo incubadas em posicdo invertida
a20°-28°C por 5 a 7 dias?

Para a técnica de membrana filtrante, o
volume filtrado resulta em 20-80 coldnias?

5.5.9

A membrana ¢ transferida para uma placa de
Petri contendo SmL de meio R2A solidificado
e segue-se uma incubagdo a 20°-28°C por 5 a
7 dias?

As placas com tampas frouxas sdo colocadas
numa caixa plastica com tampa hermética,
contendo papel toalha umedecido, e esse papel
¢ novamente umedecido se necessario?

As coldnias sdo contadas com microscopio
estereoscopico com 10-15X de aumento?

Método SimPlate

5.5.10

Para uma amostra de Dose Unica um volume
de 10mL de amostra é adicionado a um tubo
de ensaio contendo meio SimPlate desidratado
e esse conteudo € entdo vertido no centro de
uma placa contendo 84 pequenas cavidades?

5.5.10.1

Alternativamente, 9mL de diluente estéril sdo
adicionados ao tubo de ensaio contendo o
meio desidratado, em seguida adiciona-se
ImL da amostra, ¢ entdo meio mais amostra
sdo vertidos no centro da placa contendo 84
pequenas cavidades?

A mistura ¢ distribuida uniformemente nas 84
cavidades e o excesso de liquido ¢ drenado no
disco absorvente da placa?

A placa invertida ¢ incubada a 35°+0,5°C por
45-72 horas?

A densidade bacteriana é determinada
contando-se o numero de cavidades
fluorescentes sob luz UV de 365-366nm e
esse valor é convertido em Numero Mais
Provavel/mL utilizando-se a tabela de NMP
de dose unitaria do fabricante?

Se um volume de 10mL de amostra for usado,
o NMP de dose unitaria/mL ¢ lido
diretamente, ou se um volume de 1mL de
amostra for usado, o valor de NMP/mL ¢
multiplicado por 10 para correcdo?
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Numero

Sim

Nao

NA

Comentarios

Para Multiplas Doses para 10 amostras de
ImL cada, um volume de 100mL de diluente
estéril é adicionado ao meio SimPlate
desidratado e agita-se tudo para dissolu¢do?

5.5.10.2

Um volume de 1,0mL de amostra é entdo
pipetado no centro da placa seguido de 9mL
do meio reconstituido?

A placa ¢ entdo suavemente movida para
misturar e distribuir a amostra e o meio
igualmente nas 84 cavidades, sendo em
seguida o excesso de meio drenado no disco
absorvente da placa?

Aplaca ¢ invertida e incubada a a 35°+0,5°C
por 45-72 horas?

A densidade bacteriana € determinada
contando-se o numero de cavidades
fluorescentes sob luz UV de 365-366nm e
esse valor é convertido em Numero Mais
Provavel/mL utilizando-se a tabela de NMP
de dose multipla do fabricante?

Se foram feitas dilui¢des da amostra, o
NMP/mL ¢ multiplicado pelo fator de
diluicao?

Para a técnica de inoculagdo em profundidade
e em superficie, as colonias sdo contadas
manualmente utilizando-se um contador de
colonias de campo escuro?

Somente placas contendo 30 a 300 coldnias
sdo contadas, exceto para placas inoculadas
com 1,0mL de amostra ndo diluida e nesse
caso contagens de menos de 30 colonias sdo
aceitaveis?

CQ Cada lote de agar é verificado quanto a
esterilidade preparando-se uma placa final de
controle?

5.5.1.2

CQ O Laboratoério rejeita os dados se o
controle estiver contaminado?

Colifagos (Método 1601 e 1602 proposto para
GWR)

5.6

Método EPA 1601: Colifagos somaticos e
F+-especificos em aguas com enriquecimento
em duas etapas

5.6.1

O volume de 100mL (ou de 1L) de amostra é
suplementado com cloreto de magnésio,
bactéria hospedeira em fase log de
crescimento e caldo triptona e soja (CTS) para
a primeira etapa de enriquecimento?

Apds incubacao “overnight”, as amostras sdo
aplicadas na camada de bactéria hospedeira, e
as placas sdo incubadas e entdo examinadas
quando a presenca de zonas de lise?
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Meios

5.6.1.1

Os antibidticos sdo sempre adicionados aos
meios apos sua autoclavacio?

5.6.1.1.1

As solucdes estoque de antibioticos sdo
mantidas congeladas a -20°C por no maximo
um ano?

As solugdes estoque de antibidticos sdo
descongeladas a temperatura ambiente ou
rapidamente em banho-maria a 37°C e bem
misturadas antes do uso?

O CTS 10X é mantido a 1°- 5°C até o uso?

5.6.1.1.2

Apds solidificagdo, as placas com agar
triptona e soja (ATS) 1,5% suplementadas
com antibidtico e as que ndo foram utilizadas
sdo conservadas a 1°- 5°C, em posicao
invertida, por no maximo 2 semanas?

5.6.1.1.3

O meio ATS 0,7% de superficie, contendo os
antibidticos apropriados, é distribuido em
volumes de 5SmL em tubos estéreis de 10mL,
que sdo rotulados e mantidos a 45°-48°C até o
uso?

5.6.1.1.4

Esses tubos sdo usados no dia da sua
preparacdo?

As placas que apresentam condensago apds a
armazenagem sdo incubadas por cerca de 10
minutos para reduzir a condensacgdo, antes da
aplicacdo?

5.6.1.1.5

As placas sdo usadas no mesmo dia ou
mantidas a 1°- 5°C no maximo 4 dias?

Estoque de colifagos

5.6.1.2

Os estoques de colifagos MS2 (ATCC
15597B1 F-especificos) e phi-X 174 (ATCC
13706-B1 somaticos) sdo mantidos a 2°-8°C
por no maximo 5 anos?

5.6.1.2.1

A anédlise de esgoto bruto filtrado ¢ iniciada
em até 24 horas apds a coleta?

5.6.1.2.2

Sdo obtidos pelo menos 10mL de esgoto
filtrado?

5.6.1.2.4

Se o esgoto filtrado ¢ mantido por mais de 24
horas, ele € titulado novamente antes do uso?

5.6.1.2.5

Cultura estoque da bactéria hospedeira

5.6.1.3

Ap0s a preparagao, as culturas estoque da
bactéria hospedeira sdo mantidas a -20° ou a
-70°C?

5.6.1.3.1

As bactérias sdo mantidas no maximo por 2
semanas a -20°C e 1 ano a -70°C?

As culturas estoque de bactéria hospedeira
preparadas “overnight” sdo mantidas em gelo
ou a 1°-5°C até o momento do uso?

5.6.1.3.2
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Apos a preparacgdo, a cultura estoque em fase
log de crescimento ¢ mantida em gelo ou a 1°-
5°C para diminuir a replicag@o até o momento
do uso?

5.6.1.3.3

Quando armazenadas, essas suspensdes sdo
mantidas por no maximo 48 horas?

O restante da cultura estoque de bactéria
hospedeira ¢ mantido a 1°-5°C “overnight”
para inocular frascos e obter novas suspensdes
de bactéria em fase log de crescimento?

CQ Instrucoes Gerais

5.6.1.4

Demonstracao inicial de capacidade (DIC)

5.6.1.4.1

CQ O laboratério demonstrou desempenho
aceitavel do método pela realizagdo de um
teste DIC antes de analisar amostras de
campo?

CQ O teste DIC consistiu em 10 amostras de
dgua purificada contaminada com esgoto
filtrado quantificado ou equivalente, contendo
1-2 UFP/mL para cada amostra e para cada
tipo de colifago, de acordo com a tabela DIC?

CQ Esses testes DIC foram acompanhados de
um branco do método para cada tipo de
colifago utilizado?

Branco do Método

5.6.1.4.2

CQ O branco do método (amostra de agua
purificada) ¢ analisado para demonstrar
auséncia de contaminagdo?

Para cada tipo de colifago utilizado, uma
amostra de agua purificada estéril € preparada
e analisada com o0 mesmo procedimento usado
para andlise de amostras de campo e de CQ?

CQ Pelo menos um branco do método ¢
analisado para cada placa utilizada para
amostras de campo?

Controles positivos

5.6.1.4.3

CQ Os controles positivos sdo analisados para
garantir que as suspensoes estoque de
colifagos, de culturas bacterianas hospedeiras
e o meio de crescimento estdao funcionando
adequadamente?

CQ Para cada tipo de colifago utilizado, um
volume de 100mL de agua purificada é
contaminado com 20 UFP de esgoto filtrado
ou 60 UFP de uma cultura estoque pura?

CQ Pelo menos um controle positivo €
analisado para cada placa utilizada para
amostras de campo?
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CQ Se varias placas sdo inoculadas com
amostras no mesmo dia, é utilizada uma tGnica
amostra de controle positivo enriquecido para
inocular todas essas placas?

Contaminacido de matriz (CM)

5.6.1.4.4

CQ O desempenho do método é avaliado pela
analise de um conjunto de amostras CM para
cada tipo de colifago utilizado, quando sdo
recebidas amostras de um novo tipo de dgua
subterranea?

CQ Para cada tipo de colifago analisado, pelo
menos trés amostras de campo sao
contaminadas com 1-2 UFP, e pelo menos
uma das trés amostras resulta positiva para
cada tipo de colifago utilizado?

CQ Pelo menos um conjunto de amostras CM
¢ analisado regularmente a cada vigésima
amostra de campo de cada tipo de dgua
subterrdnea?

CQ Essas amostras CM sido coletadas
simultaneamente as amostras de campo?

CQ O volume total dessas amostras é
contaminado com as concentragdes indicadas
nas tabelas de contamina¢cdo CM e DCC?

Demonstracio continua de capacidade
(DCO)

5.6.1.4.5

CQ O laboratorio demonstra que o sistema
analitico estd sob controle continuamente pela
andlise de amostras DCC?

CQ Trés amostras de agua purificada sao
contaminadas com 1-2 UFP para cada tipo de
colifago utilizado?

CQ Essas amostras DCC sdo analisadas
exatamente como amostras de campo?

CQ Pelo menos uma dessas trés amostras
DCC ¢ positiva para cada tipo de colifago
usado?

CQ Pelo menos um conjunto de amostras
DCC ¢ analisado a cada 20 amostras de campo
e de amostras CM, ou um por semana, o que
ocorrer com maior freqiiéncia?

CQ O volume total de amostra é contaminado
nas concentragdes indicadas nas tabelas de
contaminagdo CM e DCC?

Estudos de desempenho

5.6.1.4.6

CQ O Laboratorio analisa periodicamente
amostras de CQ externas, se disponiveis?

CQ O Laboratorio participa dos estudos
interlaboratoriais disponiveis?
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CQ O Laboratorio revé os resultados, corrige
o desempenho insatisfatorio e registra as agdes
corretivas?

Método EPA 1602: Colifagos somadticos ¢ F+
especificos em agua pelo método da camada

simples de dgar

5.6.2

A amostra de 100mL de dgua subterranea ¢
suplementada com cloreto de magnésio e a
bactéria hospedeira, e entdo adicionada a
100mL de 4gar triptona e soja concentragao
dupla fundido contendo o antibio6tico
apropriado?

Amostra e meio sdo bem misturados e o
volume total é vertido em 5 a 10 placas?

Apos incubagdo “overnight”, as zonas
circulares de lise sdo registradas como
colifagos?

Meios

5.6.2.1

Quanto aos antibidticos, eles sdo sempre
adicionados ao meio apos sua autoclavag¢do?

As solugdes estoque dos antibidticos sdo
mantidas congeladas a -20°C por 1 ano no
maximo?

As solugdes estoque dos antibidticos sdo
descongeladas a temperatura ambiente ou
rapidamente em banho-maria a 37°C e bem
homogeneizadas antes do uso?

O CTS 10X é mantido a 1°-5°C até o uso?

As placas de ATS 1,5%, suplementadas com
antibioticos, que ndo sdo utilizadas, sdo
mantidas a 1°-5°C no méximo por duas
semanas?

Os tubos estéreis de 10mL com 5mL de “top”
ATS 0,7%, com os antibidticos adequados,
sdo rotulados e mantidos a 45°-48°C até o
momento do uso?

Esses tubos sdo utilizados no mesmo dia do
preparo?

As placas que desenvolvem condensacao
durante o armazenamento s2o incubadas por
aproximadamente 10 minutos antes da
inoculag¢do?

Essas placas sdo utilizadas no mesmo dia ou
mantidas a 1°-5°C no maximo por 4 dias?

O ATS 2X com os antibidticos apropriados €
mantido fundido a 45°-48°C em banho-maria?

5.6.2.1.2

Esse agar ¢ utilizado somente no dia da
preparacao?
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Estoques de colifagos

5.6.2.2

O estoque de colifagos MS2 (ATCC 15597-
B1 F-especificos) e phi-X 174 (ATCC 13706-
B1 somaticos) é mantido a 2°-8°C por no
maximo 5 anos?

A analise de esgoto bruto filtrado ¢é iniciada
em até 24 horas apds a coleta?

Sdo obtidos pelo menos 10mL de esgoto
filtrado?

Se o filtrado é armazenado mais de 24 horas,
ele ¢é titulado novamente antes do uso?

Estoques de bactérias hospedeiras

5.6.2.3

Depois da preparacao os estoques de bactérias
hospedeiras sdo mantidos a -20°C ou a -70°C?

As bactérias sdo armazenadas no maximo por
2 meses a -20°C e no maximo 1 ano a -70°C?

Apbs a preparacdo culturas estoque
“overnigth” das bactérias sdo resfriadas em
gelooua 1°-5°C até o uso?

Apos a preparagdo as culturas estoque de
bactérias hospedeiras em fase log de
crescimento sdo resfriadas em gelo ou a 1°-
5°C para diminuir a replicacdo até o uso?

Quando essas suspensdes sdo armazenadas, 0
tempo maximo ¢é de 48 horas?

O restante das culturas de bactérias
hospedeiras, mantido a 1°-5°C “overnight”, é
usado para inocular frascos para preparagdo de
novas bactérias hospedeiras em fase log?

CQ Instrucoes gerais

5.6.2.4

Precisio e recuperacio inicial (PRI)

5.6.2.4.1

CQ O laboratério demonstrou capacidade
para realizar esse método de maneira aceitavel
pela realizagdo do teste PRI antes de analisar
amostras de campo?

CQ O teste PRI consiste em 4 amostras de
dgua purificada testadas para cada tipo de
colifago, contaminadas com esgoto filtrado
quantificado ou equivalente, e que resulte em
uma concentracio de 80 UFP por amostra?

CQ O desvio padrio relativo da recuperagdo
(DPR) e a porcentagem de recuperagdo média

(Xx ) calculados em resultados de 4 amostras

para cada tipo de colifago usado, atende aos
critérios de aceitagdo na tabela de critérios de
aceitacdo CQ?
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Brancos do método

5.6.2.4.2

CQ Pelo menos um branco do método (agua
purificada sem colifagos) ¢ analisado com
cada lote analitico para demonstrar auséncia
de contaminagdo?

CQ Para cada tipo de colifago utilizado sdo
preparadas e analisadas amostras de 4gua
purificada estéril utilizando os mesmos
procedimentos das analises de campo e de
CcQ?

CQ Um lote analitico é definido como todas
as amostras analisadas durante um tnico dia,
até o maximo de 20 (amostras de campo e
amostras de contaminagdo de matriz) para
cada tipo de colifago usado?

Contaminac¢io de matrizes (CM)

5.6.2.4.3

CQ O desempenho do método ¢ avaliado pela
analise de um conjunto de amostras CM para
cada tipo de colifago usado quando sdo
recebidas amostras de um novo tipo de agua
subterranea?

CQ Um novo conjunto de amostras CM é
analisado a cada 20 amostras de campo para
cada agua subterranea?

CQ Se arecuperagido de colifagos estiver
abaixo do limite (ver a tabela de critérios de
aceitagdo), o desempenho do método é
considerado inaceitavel?

CQ Se os resultados de PRC néo estiverem
dentro dos limites de controle, o problema ¢
identificado e corrigido e as andlises de
amostras CM e de campo associadas sdo
repetidas?

CQ O laboratério mantém uma carta-controle
sobre a recuperagdo e esta ¢é atualizada
regularmente?

Precisio e recuperac¢io continua (PRC)

5.6.2.4.4

CQ O laboratério demonstra desempenho
aceitavel pela analise de amostras PRC?

CQ Para cada tipo de colifago utilizado, uma

amostra de dgua purificada é contaminada
com cerca de SOUFP?

CQ Pelo menos uma amostra de PRC ¢
analisada da mesma forma que uma amostra
de campo?

CQ O Laboratorio analisa uma amostra de
PRC a cada lote analitico?

CQ O Laboratério compara a porcentagem de
recuperacdo da PRC (R) com os limites
correspondentes na tabela de critérios de
aceitacdo CQ?
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CQ Se R estiver fora dos limites de
recuperacdo, a analise ¢ interrompida até que
o problema seja identificado, corrigido e outro
teste PRC seja realizado com resultados
satisfatdrios?

Estudos de desempenho

5.6.2.4.5

CQ O Laboratorio analisa periodicamente
amostras de CQ externas, se estas estiverem
disponiveis?

CQ O Laboratoério participa dos estudos
interlaboratoriais disponiveis?

CQ O Laboratoério revé esses resultados,
corrige o desempenho insatisfatorio e registra
acoes corretivas?

6 COLETA, MANIPULACAO E PRESERVACAO DE AMOSTRAS

Coletor

6.1

O coletor de amostras ¢ treinado em técnicas
assépticas e, se necessario, aprovado pela
autoridade reguladora adequada ou seu
representante designado?

Amostragem

6.2

As amostras de agua de consumo humano
coletadas segundo a TCR sdo representativas
do sistema de distribui¢do?

6.2.

1

As torneiras de agua ndo possuem aeradores,
filtros, anexos, misturadores e sistemas de
purificacdo?

Sdo amostradas torneiras de dgua fria?

As linhas sdo limpas antes da amostragem
mantendo-se um fluxo de dgua constante por
pelo menos 2 minutos ou até que uma
temperatura estavel da dgua seja atingida?

Pelo menos 100mL de amostra sao coletados,
deixando-se 2cm de espago livre para facilitar
a homogeneiza¢do da amostra por agita¢do?

Um formulario com informacgdes sobre a
amostra € preenchido apos a coleta?

Se o frasco estiver completamente cheio, para
permitir a homogeneizagdo adequada, todo o
conteudo ¢ transferido para um recipiente
estéril maior e agitado antes da analise?

Para o SWTR, as amostras de dguas brutas
para capta¢do, representativas do manancial,
sdo coletadas proximo ao ponto de captagio,
porém a distincia razoavel da margem?

6.2.2

O volume coletado ¢ suficiente para realizar
todos os testes solicitados?
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Para a analise de colifagos, E coli ou
enterococos, conforme a GWR, um volume de
pelo menos 100mL € coletado?

Conservacao da amostra

6.3

Para amostras de aguas de consumo humano
para bacteriologia, o coletor ¢ aconselhado a
manté-las a <10°C durante o transporte para o
Laboratdrio?

Para amostras de 4guas brutas para captagao,
as amostras sdo mantidas <10°C durante o
transporte para o Laboratorio?

O Laboratorio rejeita amostras congeladas?

Para analise de colifagos segundo a GWR, as
amostras sdo despachadas a <10°C, mantidas
a 1°-5°C e ndo sdo congeladas?

6.3.2

CQ Para amostras em atendimento a SWTR e
para colifagos, o Laboratoério registra a
temperatura no recebimento?

6.3.3

CQ O Laboratorio assinala amostras que tém
temperatura >10°C no recebimento, estejam
refrigeradas ou ndo, a menos que o tempo
entre coleta e recebimento seja inferior a 2
horas?

Prazo de validade/ tempo para transporte

6.4

Para analise de coliformes totais em aguas
para consumo humano, o tempo entre a coleta
e a colocagdo da amostra na incubadora é
inferior a 30 horas?

6.4.1

Todas as amostras sdo analisadas no dia de
recebimento?

As amostras recebidas ao final do dia sdo
mantidas na geladeira “overnight”, somente se
a analise puder ser iniciada em 30 horas apos
a coleta?

Para coliformes totais e fecais em aguas brutas
para captacdo, e para bactérias heterotroficas
em aguas de consumo humano, o tempo entre
a coleta da amostra e sua colocagdo na
incubadora ¢ menor que 8 horas?

6.4.2

Para analise de colifagos, o tempo entre a
coleta da amostra e sua colocacdo na
incubadora é menor que 48 horas?

6.4.3

Para analise de colifagos, o tempo entre a
coleta do esgoto e a analise de suspensdes
contaminadas para CQ ¢ menor que 24 horas,
amenos que o esgoto seja titulado novamente
e o titulo ndo tenha diminuido em mais de
50%?

Se o titulo ndo diminuiu em mais de 50%, o
esgoto é mantido por no maximo 72 horas?
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Para analise de E.coli e enterococos conforme
a GWR, o tempo entre a coleta da amostra e a
coloca¢do na incubadora € inferior a 30 horas?

6.4.4

Formulirio para coleta de amostras

6.5

Apos a coleta, o coletor registra as seguintes
informagdes, em tinta indelével, no formulario
para coleta?

-Nome do sistema (namero de identifica¢do
PWSS se disponivel)

-Identificagdo da amostra, (se houver)
-Local da coleta

-Tipo de amostra (por ex., distribui¢do,
recoleta, bruta ou do processo ou outro
objetivo especial)

-Data e hora da coleta

-Analises requeridas

-Residual de desinfetante

-Nome do coletor

-Observacgdes

Cadeia de custodia

6.6

Sao aplicadas as legislagdes estatais referentes
a cadeia de custddia pelos coletores da
amostra e o Laboratério?

7 GARANTIA DA QUALIDADE

O Laboratorio tem um plano escrito de GQ
disponivel para inspec¢do?

7.1

O Laboratorio segue o plano de GQ escrito?

O Laboratoério tem um Procedimento
Operacional Padronizado disponivel para
revisdo referente a sua propria calibragdo de
equipamentos ou instrumentos?

O Laboratodrio analisa com bons resultados
pelo menos um conjunto de amostras PT
anualmente para cada método para o qual é
certificado?

7.2

Para métodos usados para avaliar a presenga
ou auséncia de um organismo em uma
amostra, o Laboratério analisa cada conjunto
de amostras PT usando um tnico método
analitico?

8 REGISTROS E RELATORIOS

Defesa legal

8.1

Os dados de atendimento a legislacao que
estdo sendo mantidos pelo laboratdrio sdo
completos e exatos e assim legalmente
defensiveis?

O plano de garantia da qualidade e os POPs

do Laboratério descrevem as politicas e os
procedimentos utilizados para manutengo dos
registros?
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Se as amostras tiverem que constituir uma
acdo legal, o Laboratério segue os
procedimentos de cadeia de custddia?

Manutencio dos registros

8.2

O sistema publico de 4gua mantém registros
das analises microbioldgicas por 5 anos?

O Laboratério mantém registros de facil
acesso por 5 anos ou até a proxima auditoria
de certificacdo, o que for mais longo?

O Laboratério notifica o cliente do sistema
publico de agua antes de eliminar os registros,
de forma que ele possa requisitar copias se
necessario?

O Laboratdrio faz uma copia de seguranga dos
dados eletronicos em um disco, fita ou em
papel?

Quando o Laboratério altera seus programas
de computador, existem procedimentos
estabelecidos para transferir dados antigos
para o novo sistema de forma que estes sejam
disponiveis nos tempos especificados?

Registros de amostragem

83

Todos os dados sao registrados a tinta, e as
alteragdes sdo riscadas de forma que o registro
anterior seja visivel?

As alteracdes sdo implantadas e datadas?

O Laboratorio tem as seguintes informagdes
prontamente disponiveis?

-Data e hora de recebimento da amostra no
Laboratdrio

-Nome do funcionario que recebeu a amostra
no Laboratdrio

-Informacdes sobre qualquer anormalidade
nas condi¢Oes da amostra

8.3.1-4

As amostras sdo canceladas pelas seguintes
razdes?

-Tempo excedido entre coleta da amostra e o
recebimento no Laboratorio;

-A presenca de desinfetante na amostra ¢
notada, por exemplo, pelo odor;

- Evidéncia de congelamento;

-Uso de frasco ndo aprovado pelo Laboratdrio
para o uso pretendido;

-Volume de amostra insuficiente, por exemplo
<100mL;

-E notada a presenca de contaminantes
interferentes, por exemplo, hidrocarbonetos,
metais pesados, detergentes, etc.;
-Temperatura da amostra superior ao limite
permitido.

834
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Registros analiticos

8.4

Todos os dados sdo registrados a tinta, e
quaisquer alteragdes sdo riscadas de forma que
o0 registro anterior seja visivel?

Essas alteracdes sdo implantadas e datadas?

As seguintes informagdes sdo facilmente
disponiveis?

-Informacdes sobre a identificagdo de
amostras;

-Informacdes sobre dia e hora do inicio das
analises;

- Nome do laboratério e assinatura ou iniciais
do funcionario que realiza as analises;
-Informagdes sobre as técnicas ou métodos
analiticos utilizados;

-Informagdes sobre os itens assinalados com
“CQ;

-Resultados das analises.

Manutencio preventiva

8.5

O Laboratério tem um programa de
manutengdo preventiva e registro dos
consertos para todos os instrumentos e
equipamentos?

Esses registros sdo mantidos por 5 anos, de
forma a permitir a inspe¢io?

9 ACOES EM RESPOSTA AOS RESULTAD

OS LABORATORIAIS

Culturas positivas para coliformes totais

9.1

Para a “Total Coliform Rule®, o Laboratério
testa todas as culturas positivas para
coliformes quanto a presencga de coliformes
fecais ou E coli?

Notificacio de resultados positivos

9.2

Para a “Total Coliform Rule”, o Laboratério
notifica imediatamente a autoridade
competente sobre uma cultura positiva para
coliformes totais, fecais ou E.coli, de forma
que as agdes de acompanhamento possam ser
realizadas?

9.2.

1

Para a “Total Coliform Rule”, se uma amostra
¢ positiva para coliformes fecais ou E.coli, o
sistema notifica o Estado logo que ¢
notificado do resultado do teste, ou seja, ao
final daquele dia, ou se o escritorio do Estado
estiver fechado, até o final do proximo dia
util?

9.2.

2

O resultado positivo para coliformes resulta da
fase confirmativa da técnica de tubos
multiplos ou presenca-auséncia, ou do
resultado verificado para a técnica de
membrana filtrante se estd sendo usado o meio
M-Endo ou agar M-Endo LES?

9.2.

3
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Item

Numero

Sim

Naio

NA

Comentarios

Se uma cultura positiva para coliformes totais
nao € confirmada como tal, mas se é
constatado que € positiva para coliformes
fecais ou E.coli, a amostra é considerada
positiva para coliformes totais e fecais ou
E.coli?

Notificacio de interferéncia nos coliformes
totais

9.3

Para a “Total Coliform Rule”, o Laboratorio
notifica imediatamente a autoridade
competente quando os resultados indicam que
bactérias ndo-coliformes podem ter interferido
com a analise de coliformes totais?




