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INTRODUCAO

Estudo realizado em 1954, por Christovio. Azevedo Netto ¢ Jezler(2j, veio revelar,
nas aguas das praias de Santos ¢ 530 Vicente, & ocorréncia de densidade de microrganismos
coliformes acima dos padroes de baineabilidade comumente adotados ¢ confirmou a intensa
¢ extensa contaminacido das Aguas da Praia Grande. Este iltimo achado era. em grande
parte, naturalmente esperado, em vista do lancamento na enseada do [taipu, em local muito
préximo a praia, dos esgotos in natura de ambas as cidades nomeadas.

O exame das agnas em questido fora realizado — de acdrdo com o especificado nos
métodos padrdes norte-americanos entio vigentes (6} — através do emprégo exclusive da
“prova de presungdo”. Dada a escassez absoluta de dados sébre a eficiéneia dessa prova
em exame de agua do mar, foi empreendido o presente trabalho para averiguar sua espe-
cificidade nas dguas das praias mencionadas, Em vista do conhecido poder bactericida das
Aguas maritimas e da maior resisténcia dos esporos, tanto a agentes fisicos como quimicos,
havia a possibilidade de uma proporgio bem maior de resultados, do que a normal em
aguas doces, ser devida aos bacilos esporulados comumente encontrados nos esgotos.
No caso desta hipétese ser verdadeira, ndo poderia o exame de tais aguas ser realizado
Unicamente através da prova de presungao. passando a requerar confirmagiio dos resultados,

Posteriormente & referida investigacdo de 1954 — entre outras medidas tendentes a
corrigir a situagfie evidenciada ou a melhor caracterizd-la — foi instituido o exame pe-
riédico das dguas em questdo. através da mesma “prova de presungdo”. Os resultados advin-
dos do presente estudo serviriam de subsidio para a decisio sébre a melhor téenica de
realizagio do referido exame.

TECNICAS
I — Amastras: locais de amostragem, coleta e transporte — Como ji foi descrito deta-
lhadamente em trabalho anterior (2), foram estabelecidos seis locais de tomada de amos-
tras — S1 a S6 — na praia de Santos, sete — V1 a V7 — nas praias da cidade de

{*) Trabalho realizado nas Cadeirus de Microbiologia e Imunologia Aplicadas (Prof. Dt. Lucas
Assumpsdo} e Tratamento de Aguas de Abastecimento e Residuarias (Prof. Eng. José M, de Azevedo
Netto) da Facuidade de Higiene ¢ Saide Piblica da Universidade de S&c0 Paulo. Apresentado a0 Depar-
tamento de Higiene e Medicina Tropical da Associaclio Paulista de Medicina, em 14 de setembro de 1956.
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Sdo Vicente ¢ dez — C1 a G10 — na Praia Grande. Em cada local foram coletadas duas
amostras por vez. uma — R — no ponto em que a profundidade das dgua era de
aproximadamente 0.75 m. outra — F — em parte mais profunda. cérca de 1.50 m.

Detathes sdbre o equipamento de coleta ¢ o transporte das amostras d'agua. assim como
sObre a maneira como foram realizadas essas operacdes ja foram descritas (2). Deve ser
notada que as amostras foram sempre colhidas nas primeiras horas da manhi. entre 7.00 e
9.00 h. de um grupo de locais de cada vez -— Santos. Sio Vicente ou Praia Grande —
¢ que a coleta foi realizada trés vézes por semana.

11 — Medida de eficiéncia da prova de presuncio — As 1écnicas seguidas obedeceram
rigorosamente aos métodos padrées norte-americanos (6). A prova de presungio foi realizada
pela inoculagio das amostras d'igua em caldo lactosado. De cada amostra examinaram-ss
duas sub-amostras A e B. empregando-se duas séries iguais de quatro “diluicées” decimais.
e de cada “diluigio” inocularam-se 1rés tubos de meio de cubtura. Todos os exames foram
feitos, portanto. em duplicata e cada amostra requeret o emprégo de 24 (wbos de caldo
lactosado.

As “diluigdes” ou volumes empregados para a dgua dos trés primeiros locais de amos-
tragem da Praia Grande. onde era de se esperar a maior freqiiéncia de coliformes, foram
de 1.0 — 0.1 — 0.01 ¢ 0,001 ml Para tdduas as outras amostras usou-se a combinagio
de 10 — 1 — 0.1 ¢ 0.01 ml. A leitura da prova de presungio foi feita as 24 ¢ as
48 h de incubacho, No fim de cada periodo. as culturas de todos os tubos positivos
foram submetidos a prova de confirmagio em caldo-bile-lactose-verde-brilhante, com incuba
¢io de 48 h.

O método utilizado permitia julgar da conveniéncia de se utilizar a prova de confirma-
¢do, tanto pele nimero de porgdes confirmadas, como através de determinacfo dos “nameros
mais proviveis”, N. M. P., obtidos em cada exame: as estimativas dos N. M. P. foram
obtidas diretamente pelas tabelas de Hoskins (5).

A realizagdo dos exames em duplicata, pelo emprégo das duas sub-amostras A e B
foi levada a efeito devido, principalimente, & variabilidade do N. M. P. A obtengio de dois
N. M. P. para cada amostra, oferecia a vantagem de, através do seu valor médio. se
ter maior probabilidade de se aproximar do verdadeiro valor do que ocorreria fazendo-se
um Unico exame,

HT — Nimero de examws — Contando-se as sub-amostras A ¢ B, foram realizados. ao
todo, 276 exames — 72 da praia de Santos, 84 das praias de Sio Vicente ¢ 120 da Praia
Grande. Tendo-se inoculado, na prova de presungio, trés porgdes de cada uma de quatro
“diluigdes” (ou volumes) de cada sub-amosfra, segue-se que s¢ examinou o total de 3.312
porcoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O quadro I apresenta, separadamente para as praias de Santos, Sio Vicente ¢ Praia
Grande, o ndmero de porgdes positivas em cada periodo da prova de presungio e na
prova de confirmacdo respectiva. Sdo apresentados tanto os totais de cada um désses grupos
como os nimeros de porgdes positivas, correspondentes a cada volume inoculado. No
quadre 11, podem ser vistos os dados anélogos obtidos ao se considerar as praias em
conjunto. Néle também sdo apresentadas as percentagens de porcdes positivas encoptradas
para cada nivel de volume inoculado.

Considerando os totais que s¢ encontram no quadro II. vé-se que 1834 porgdes, 55,4%
das 3312 exuminadas, foram positivas na prova de presunchio &s 24 h e que mais 228
porgbes, 6,9%, sz positivaram nas segundas 24 h de incubagio, elevando o total para
2062, ou 62,3%. Dessas 2 062, tddas inoculadas em caldo-bile-lactose-verde-brilhante, 1 668
foram confirmadas, 50,4% do total examinado e 80.9% das positivas na prova de presungio,
Pelos resultados apresentados, pode também ser calewlado que foram confirmadas 86,9%
das porgBes presuntivamente positivas as 24 h, somente 32,9% das positivas de 24 a 48 h
de incubagiio e que o nimero total de porgdes confirmadas corresponde a 9099 das
presuntivamente positivas as 24 h,

Resultados andlogos sko obtidos ao se considerar separadamente as 4guas das praias
de Santos, Sic Vicente ou Praia Grande. Pode ser calculado pelos dados do guadro L
que nas dguas de Santos as percentagens de confirmagio foram de 91,6 — 28,3 e 86.9,
dentre, respectivamente, as porcOes presuntivamente positivas 4s 24 h, de 24 a 48 h e até



QUADRO 1

Comparacio entre a Prova de Presungiio ¢ a de Confirmacdo na Pesquisa de Coliformes em Amostras d’Agua das Praias de Santos, Sac Vicente e Praia Grande

Niimero de porgoes positivas segundo o volume inoculado e tempo de incubacio da prova de presuncao

I
Prova de presuncao positiva TI Prova de confirmacio positiva
Praia {|  Volume = === T T e
Até 24 h I‘ De 24 a 48 h I Até 48 h ‘ A parlir de I A partir de i A partir de
(n IJ 2) ] (3) H (h ! (2) (3)
T ” : - LS s RO T ‘—rrmzmees me s e e
10 216 | 0 216 , 215 | 0 ! 215
-~ ! 211 | 5 216 h 203 | 5 208
i 0,1 217 ‘ 27 | 154 ! 94 7 } 101\ .
@ 3
2 . oo | 16 | 1# 14§ A1 30 } 184, mI Tds {8 nof 2
5 | _ |
3 | - |
Total I 570 46 616 322 13 \ 535
. i _ L TR pofte s v g o = 77\, = ._“ ¢ e
] | | q ]
o010 252 ' 0 252 | 252 0 252
= 1 237 11 248 | 215 | Is i 230
= 0,1 | 121 48 169 82 ; 13 i 95 ’
3 001 | 26 | 147 | 60 1207 | 20 102 | 2 ! 27 f 117
S i T B, 2
ac% ‘ Total | 636 71 707 ‘ 569 i 30 } 599
e } N . N o b N )
T, = ER—— —= oo - . i - i : ; =
T ‘{ 241 i 11 252 ' 189 11 ‘l 200
= 1 ! 2i8 H 60 278 168 17 ‘ 185
3 o1 | 96 3 134 )| 75| 2 ! 77
g 0.01 ‘ 50 {169 1§ 40 s1 L 209 50 1 145 1§ 4 | S1 ¢ 149
G 0,001 ‘ 23 ll‘ 1 [ ‘ 24 l 20 l 1 ! 21 '
32 . - i = | = e &
. Total 528 “ 11 | 739 | 502 %0 ‘ 534
{(*) — Na prova de presungo foram inoculadas 864 por¢des -—- 216 de cada volume indicado.
(**) — Nu prova de presungdio foram inoculadas 1008 por¢des -~ 252 de cada volume indicado.
(***) — Na prova de presungio foram inoculadas 1440 por¢Ses — 252 de 10 ml, 360 de cada um dos volumes de 1,0, (L1, e 0,01 e 108 de 0001 mi.
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QUADRO 11

Comparacio entre u Prova de Presuncac e a de Confirmacio na Pesquisa de Coliformes em Antostras d’Agua das Praias de Santas, Sdo Vicente ¢ Praia Grande,
tomadas em conjunto.
Nimero de porcies positivas (*) e percentagens respectivas, seggndo o volume ¢ tempo de incubacio da prova de presuncao

‘1

| |
" Wolume

Tempo de incubagie da prova de presungiio

Prova inO(Cu}‘;dC' li Até 24 h ') De 24 a 48 EL ALé 48 h
| m il= . S — N N mmmm— e el e e
| H i
| i N (%) | % () | N ] % ! N , %
T T == o — . — 1 i Y = & i C— . "; sty PRI
L0 | 709 N 98.5 “ T )j 1.5 | 720 ﬂ 100,0
s i
2 1 ! 666 80.4 76 ‘ 9.2 742 ‘ 89.6
g 01 l 144 J 41.5 U 113 ‘ 13.6 ; 457 ‘ 55.2
2 0,01 J 92 [ 459 | 1,1 | 260 } 27 [ 141 33 ¢80 | 119 | 600 ( 44 | 340
o ! !
5 0,001 f) 23 r 213 | ! r 0.9 24 | 22,2
a 1 R n — o v
= Total { 1 834 | 55.4 [ 228 ” 6.9 | 2 062 ” 62.3
. 10 , 656 ! 91,1 11 JJ 1.5 | 667 J; 92.6
- i i
= 1 | 586 ! 70,8 37 h‘ 4.5 623 rr 75,2
< It !
= 0,1 | 251 303 ' i 22 I 2.7 273 ! 33,0
o ) i
1§| ;| 0,01 20 351 | 9.7 19,9 1l 4 27 ‘l 0.5 1.5 | 24 378 ; 11 21.4
| ' i i
B 0,001 20 i 18.5 ‘ \ 1 ” 0.9 | 21 J 19,4
= Lo i — —ore 4 .
D ’ ]
S | Tenl 593 | 48,1 f 75 | 2.3 1 668 g 50.4
i li

(*) -— Na prova de presungdo foram inoculadas 3312 por¢des — 720 de 10 ml,

828 de cada um dos volumes de 1, 0,1 ¢ 0,01 ml e 108 de 0.001 ml.
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as 48 h de incubaciio. Nas dguas de Sio Vicente, as percentagens confirmadas nas mesmas
condi¢des foram, respectivamente. 89.5 — 423 ¢ 847 e nas da Praia Grande, 79.9 —
8.8 ¢ 723,

Fstas percentagens. assim como os dados tabelados nos quadros [ ¢ 11, sio apresen-
tados pela informacio que fornecem a respeito da positividade nas provas de presungio
e de confirmacio. dos diferentes volumes das dguas das vdrias praias, Como medida da
eficiéncia da prova de presungio, ou seja. da necessidade ou ndo de se aplicar a prova de
confirmagio no exame em questdo, o valor désses nlimeros ¢ muito relativo. Realmente.
quando se considera o total de porgdes dos varios volumes inoculados, a proporgao con-
firmada. denire as porgdes presuntivamente positivas. pode dar idéia bastante enganosa sdbre
a eficiéncia da prova de presungio. Sendo examinadas vdrias porgdes de diferentes volumes,
selecionados de maneira a se obter — o mais freqlientemente possivel — resultados con-
firmados em 14das as porgdes dos volumes maiores, € Obvio que ésse método de analise
se ache viciado por tal contingente de porgies quase necessariamente positivas, Nessas con-
digoes. o resultado passa a depender dos volumes escolhidos para exame ou dos volumes
considerados na analise. Tal aspecto da questio, discutido pelo primeiro autor em trabalho
anterior (1), pode ser apreciade através dos sub-totais de porghes positivas. referentes aos vo-
lumes menores., também apressntados nos quadros I e 1. A comparagio entre é&sses sub-
totais cncontrados na prova de presungio com seus respectivos sub-totais confirmados, da
muitas vézes. resultados bem diferentes daquéles obtidos pela comparagio ja realizada
entre 0§ totais positivos de todos os volumes. Isso pode ser bem apreciado no quadro IIE
onde se encontram tabelados, para as varias praias, tomadas separadamente ou em con-
junto, os totais positivos para todos 0s volumes ou sdmente para os dois volumes menores.
A fim de facilitar a comparagdo, sao apresentados para cada grupo de porcies positivas,
os indices correspondentes que se obtém atribuindo-se o valor 100 ac ndmero de por-
cOes confirmadas. a partir daquelas positivas na prova de presungho lida até as 48 h.

Verificando-se os indices correspondentes ao total de porgdes positivas havidas na
prova de presungio com 24 h de incubagio, parece nio ser compensador o emprégo da
“prova de confirmagio” na pesquisa das bactérias coliformes nas dguas das praias de
Santos ¢ Sido Vicente. Os resultados da “prova da presungio™ lida 4s 24 h de incubacio
aumentariam de muito pouco o ndmero verdadeiro. No entanto. considerando-se¢ apenas
os dois volumes menores, vé-se que os indices respectivos aumentam bastante. Lembrando-
se que a ésses volumes. pelos resultados apresentados nos quadros I e 1l parece corres-
ponder mais provavelmente o limiar de transigio de positive a negativo, dever-se-ia dar
mais crédite & informagio por éles fornecida do gue aquela dada por todos os volumes.

O julgamento do valor pritico da aplicagio da prova de confirmagio & determinagdo
da qualidade sanitaria das dguas, através do nimero de porgOes positivas, €, assim, método
falivel. Embora tenha sido o processo bdsico usado na maioria das investigagGes desta
natureza, nio é método que forneca informagdo satisfatéria. pelo menos tddas as vézes que
o exame requerer o uso de mais de um volume ou “dilui¢io”, como sucede mais fre-
qientemente.

O processo apropriado no caso é a medida da queda que ocorre nos valores dos N. M. P,
passando-se da prova de presungio a de confirmagio. O N. M. P. pode ser definido como
“o niimero de organismos por unidade de volume que. na pesquisa da densidade bacteriana
pelo métode de diluigio. de acordo com a teoria estatistica, teria probabilidade maior que
qualquer outro nimero possivel. de dar o resultado de exame observado” (4). Citacao
da literatura mais importantes sébre o N. M. P. foi apresentada pelo primeiro autor em
trabalho anterior (1}.

Os quadros TV, V e VI apresentam os N. M. P. obtidos no exame das &guas das
prajias de Santos. Sio Vicente e Praia Grande, respectivamente. Acham-se tabelados os
N. M. P. de cada duplicata, resultantes da leitura da prova de presungio &s 24 e 48 h ¢
das provas de confirmagio respectivas.

No quadro VIl sdo apresentadas as médias aritmética e geométrica de cada série.
Para facilitar a comparacao, além do valor das médias, sio apresentados também os indices
correspondentes que se obtém atribuindo-se o valor 100 a meédia dos N. M. P. resultantes
da confirmaciio das porgdes presuntivamente positivas as 48 h. Nesse quadro, os dados
relativos 4 Praia Grande se encontram classificados em dois grupos de locais de amostra-
gem, 1 a 5 e 6 a 10, respectivamente, os locais de maior e menor contaminagio. Tal
divisio foi estabelecida arbitrariamente.
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QUADRO 1

Comparacao entre a Prova de Presuncio e a de Confirmag¢ao na Pesquisa de Coliformes em
Amostras d’Agua das Praias de Santos, Sio Vicente ¢ Praia Grande.

Namerc de porgoes positivas e indices (¥) correspondentes nas provas de presungio e

confirmagio, considerando-se todos os volumes inoculados ou somente os volumes menores
selecionados e segundo o tempo de incubacio da prova de presungio.

1 o
' ” Prova de presungio ' Prova de confirmacio
Aguas das _VO‘IUTlﬂes‘ (. positiva positiva
s R mm_.ulddos T e —— = ==
considerados | Até 24 h [ Até 48 h - A partir de | A partir de
I 2 0
o — = — : — = R e —_
todos 0s 570 | 616 s 535
volumes 107 ‘ 115 i 98 i 100
Santos f| =—u ; el
1 somente os 143 ; 184 : 104 : 112
dois menores f 128 | 164 93 100
e s v S i e e
todos 0s 636 707 569 599
volumes 106 | 118 95 ‘ 100
Sio Vicente £ |
somente os 147 207 ! 102 117
dois menores 126 177 87 100
m o m———eooeeo B ] - B | B e I__ e e e
todos os 628 739 o sp2 I
| volumes 118 138 | 91 100
Praia Grande — | ]
somente os 169 | 209 ; 145 I 149
dois menores | 13 | 140 | 97 100
S O — : =l =
| . I
| todos os 1834 ’ 2062 : 1593 1668
volumes 110 i 124 ! 96 100
Total — 5 | )
| sOmente os 459 ‘ 600 : 351 Lo 378
\ dois menores 121 ” 159 83 100
Al i |
(*) — Os nOmeros indices acham.se em itdlico, O valoer 100 foi atribuido ac ndmero de porgdes con

firmadas a partir das porgdes positivas na prova de presunciio com incubagiio até 48 h.

Tem-se tomado, mais freqilentemente, a média geométrica como resumo de séries de
N. M. P. Pelos indices relativos as médias geométricas obtidas na prova de presungdo com
24 h de incubacio, admitiriamos essa prova como tendo dado resultados consideravelmente
exagerados, que variaram, em média, de 38%, nas dguas das praias de Sdo Vicente, a
100%. nas dos cinco primeiros locais de amostragem da Praia Grande. A média geomé-
trica dos N. M. P. da, assim, uma idéia sObre a eficiéncia da prova de presuncio, bem
diferente da fornecida pelo total de por¢des positivas e, mesmo, indica érro maior do que o
revelado pelo sub-total de porgdes positivas encontradas nos dots volumes menores exa-
minados.

Pela comparacdo dos N. M. P.. dever-se-ia, pois, exigir o uso da prova de confirmacio
a fim de n3o se correr o risco de exagerar demasiadamente a densidade de coliformes
das dguas em questdo.

Dada a informagio relativamente restrita fornecida ao se compararem apenas médias,
aritmética ou geométrica, de duas séries de valores, sem se levar em conta a variagcio dos
valores dentro dessas séries. principalmente no caso dos N. M. P., em que essa variaciio €
muito grande, resolveu-se apreciar os dados de mais outra maneira. Pareceu interessante
testar o grau de concerdancia entre uma e outra prova e, também, ter uma idéia da dis-
tribuicio das percentagens dos valores de confirmagio, sbbre os correspondentes da pre-
sungdo. Para esta distribuigio. foi escolhida. para medida de posicio. a mediana. dada a
assimetria de distribuicio no qual predomina o valor 1, um dos extremos. Por outro lado.
foi determinado um intervalo de confianga no nivel de 5% — isto é, o intervalo ao qual
se¢ atribui 95% de probabilidade de conter o verdadeiro valor — tanto para a mediana,
como para a percentagem de concordincia.
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QUADRO IV

N. M. P. de bactérias coliformes, por 100 ml, das dguas da praia de Santos, por dia, local
de amostragem, sub-amostra, tempe de incubagio da prova de presungio e prova de
confirmagac respectiva

i {‘ Prova de presungio | Prova de confirmagio
Dia 3 Local de amostragem SURATHERTE T Ty T
i até 24 h até 48 h | a partir de a partir de
i | (1) ) 23 ‘ ( i (2
i e ] S R " NU—
2 " \ A 430 | 0o | 430 I 430
, ) B 330 00 | 230 : 230
' Al - A 2400 U0 | 2400 2400
B 1500 1500 230 ; 930
‘ o A 1500 1500 930 : 930
| - B 2400 : 2400 930 930
I ’ e A 930 1500 430 : 1500
| I B 910 | %30 930 ‘ 930
e : A 930 | 2400 430 430
e . B 1500 2100 : 750 750
| : £ [ A 930 i 930 930 ‘ 930
| B 430 | 930 : 430 | 30
1o i A 93 2400 930 930
B 750 | 15040 h 430 ; 430
5t - : A W a0y w0 | 230
L B 230 KT I 230 i 230
‘ " | A 430 430 ‘ 230 | 230
‘ 55 | B 430 ; 430 230 | 230
| - F A 230 430 93 | 93
B 430 430 430 : 430
' R A 2400 2400 930 930
B o3 3400 J a30 \ 430
56 B | A i 2200 2400 ‘ 930 930
: ‘ B : 2400 2400 i 2400 2400
I i ‘ A i 930 930 ! 150 150
| | B 1500 i 4600 ! 750 750
St ! v ! A 90 2100 390 390
! B | 230 | 430 230 210
- A i 4600 i 4600 1500 1500
_ ! B 4600 ; 4600 , 2400 2400
5 , F A | 4600 | aon | 2400 2400
. B I 2400 2400 | 930 2400
. L A 5
230 ; 3
5 . A . 30 430 150 150
B ; 150 430 150 150
A : 23 430 230 230
2 54 E i B : 430 930 230 530
o i A : 930 1500 230 930
: B 430 750 230 230
- : 4 ; 2400 4600 930 230
! - | ‘ ‘ 930 | 2400 30 0
] i : A | 2400 2400 930 930
B | 2400 4600 430 430
i j 5 A i 430 930 75 430
S ‘ B g 230 430 i 29 29
: ] : A : 430 930 ‘ 430 430
—_ i B i 430 2400 230 "
‘ R A ! 750 750 | 230 230
. B ! 430 930 120 120
; : A - 150 750 150 150
; F B ‘ 910 . 11000 i 210 210
! 5 A | 1ooo 11000 ‘ 3600 11000
. : B | 4600 ' 4600 2400 i 2404)
52 ! . A i 2400 2400 ‘ 930 ; 2400
; B i 2400 ; 2400 930 : 930
” ‘ A ! 430 | 430 230 . 230
B | 910 | 230 430 430
T I A & B
| ! ‘ a0
10 b : R : A | 20 2400 930 . 930
A i - J‘ 2 B : 910 ‘ 930 930 | 93¢
' A 230 430 : 230 ! 230
| ! < B 90 | 2400 a0 430
| i " A ‘ 930 1500 930 ! 930
‘ i | B !‘ 1500 : 11000 i %0 i 1500
S5 | g A | 400 | 2400 930 930
| : B ‘ 2400 4500 | 750 : 1500
i R i A ‘ 930 ; 930 I 930 930
| B * 4600 | 4600 \‘ 4600 4600
56 ' = ! A 2400 4600 | 240} | 4600
~— | B 03 200 | 930 | 2400




QUADRO V

N. M. P. de bactérias coliformes, por 100 ml, das dguas das praias de Sio Vicente, por dia,
local de amostragem, sub-amostra, tempo de incuba¢ao da prova de presuncio e prova d:
confirmacac respectiva

Prova de presungio —Ir Prova de confirmagiio

Diia ‘{ Local de amostragem + Sub-amostra |77 Valé 5%

i | ¥ Tpu.rlir de a parur de
‘] : (0 i I ) {2y
| i i A ' 750 " 4600 | ag ! 210
| B 2400 200 ! 430 430
Vi ! E | A 7560 1500 430 430
| i B 9 2400 430 a30
| | A M0 200 2100 2400
! R B ; 930 2400 | 230 430
| V2 ‘ : A | 9 L 30 230
' F : B i 1500 1500 750 750
i y ! A 1500 1500 . 430 930
| A | B 1500 - 200 750 1500
V3 \ A ‘ 210 400 1 150 430
F i B 930 930 430 430
\w_ ‘, [ A 1500 1500 750 750
™ | R : R 430 400 430 930
g va : | A 2400 2400 430 930
F | B 750 1o 430 | 40
A | 20 930 23 430
‘ R B 3 e 430 | 91 | 230
\E . i A i 239 | 430 93 230
, B ! B ‘ 20 930 130 21
' I, A 250 930 93 430
R { B 20 i gig | 430 436
Ve I A 230 | 930 230 430
: E B 156 2400 ‘ 93 150
| R ; A 230 CXT 930 930
! B 2400 | 2400 430 | 430
' V1 . I A : 930 H 1500 91 93
¥ e B o €0 BSOS LB
‘ R = | % [ a0 1500 ‘ 430 ‘ 930
\ B 1 930 | 930 930 930
Vi - A : an 93 | 430 | 230
F : B | 239 ! 430 | 230 230
i A | 20 | 430 | 230 | 230
I ‘ B 90 | 200 930 930
v " | A L 150 150 | 150 | 150
| B : 930 | 2400 || 930 | 030
? i A i 150 | 150 q 150 150
- : R B - a0 4 750 430 | 430
" ; A \ 430 ¢ 930 | a0 | 430
F ' B 20| 930 | 230 a3
| : A 10 | 930 430 M 930
— ve R 1 B - 910 | %o | 930 | 930
| J A ‘ 230 | 20 210 | 230
; F ! B : PR 930 | 430 430
i ‘ A I 43 | o | 2l 43
e R ‘ B ‘ 5o | 430 | - 75
! A i 40 | 430 1‘ 91 | 93
| F i B | G 150 AR 93
| A ! %30 | 930 230 | 230
‘I - R ‘ B 430 430 150 “ 150
! A 40 2400 150 430
4 F B : 20 | 430 | 230 [; 230
{i A : 930 | 2400 230 f 230
| i R ! B | 40 | 010 150 430
; ; A 930 | a600 | 930 1500
F B 430 | 930 ! 93 93
- ¢ B A ! 430 930 ii 430 \ 430
i i . K. B i PLO 430 a0 | 430
L A 230 . 230 | 43 93
F B 93 230 93 93
A 1000 11000 11000 ’ 11000
V2 R B 4600 4600 4600 4600
i ! . A 2400 2400 ‘ 2400 2400
B 2400 | 4600 930 ‘} 2400
| R : A 4600 | > 11000 ‘- 4600 11000
- B | 4600 11000 4600 11000
‘, : A | a60n |, 600 ! 2400 || 2400
| F B ‘ e | s 11000 4600 |, 4600
;| R A 210 " 930 150 430
g0 | va B ‘ 1500 | 4600 93 0
S A L 430 | 2400 | 230 | 230
X & B 910 ii 930 ! 430 | 430
A 430 430 | 91 93
- R B 1 230 ! 20 | 93 03
i A \ 150 \ 93¢ | 43 93
.‘ F B 93 | 23 9 | 3
o A 230 ¢ 430 43 93
vé - B 130 930 93 93
i . A 93 16 | 23 43
z | B 430 ! 1500 | 93 | 93
i il R A 1000 | 11000 11000 11000
i 5 ; B 1000 || > t1o00 | > 11000 > 11000
I - A 11000 " 11000 11000 ‘l 11000
. i B 11000 | 11000 11000 i 11000




BACTERIAS COLIFORMES NAS AGUAS DAS PRAIAS DE SANTOS 45

QUADRO VI

N. M. P. de bactérias coliformes, por 100 ml, das aguas da Praia Grande, por dia,
local de amostragem, sub-amostra, tempoe de incubagio da prova de presungio ¢ prova de
confirmacio respectiva

| ‘ Prova de presungdo J Prova de confirmagho
“I e Rl RN P —\1 —
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QUADRO VI (Continuacio)

il
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= G5 . - ! A * 43 430 9.1 23
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R B i 23 93 | 23 2
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O quadro VIII apresenta os resultados de tal estudo, para os valores obtidos nas
virias praias, achando-se os da Praia Grande ainda divididos em dois grupos de locais de
amostragem, 1 a 5 e 6 a 10. Acham-se tabelados os valores da relacfio percentual me-
diana entre os N. M. P, da confirmagio da prova de presungdo as 24 h e os N. M. P.
desta tltima; entre os N. M. P. da confirmagio da prova de presuncdo as 48 h e os da
prova de presuncdo 4s 24 h: ¢ o intervalo de confianga de tais valores no nivel de 5%.
Além disso, no mesmo quadro, se encontram as percentagens de concordancia entre os va-
lores da prova de confirmagio ¢ os da prova de presunciao, nas mesmas condigdes an-
teriores. e também o intervalo de confianca ao nivel de 5%, dessas mesmas percentagens.

A observagio das percentagens de concordancia nas vérias praias revela valores desde
17,2 até 49,4, Poderia haver pequena percentagem de valores iguais em ambas as provas
e 035 casos de discordancia serem todos de pequena intensidade. A observacdo das per-
centagens medianas dos valores da prova de confirmagio sébre os de presun¢do mostram.
porém, que tal nfio deve ser o caso. Chama a aten¢do o fato dos intervalos de confianca
destas pereentagens medianas serem muito amples. Isso, porém, ¢ conscgiléncia natural
do nimero limitado de valores diferentes que podem ocorrer com o nlmero de tubos
empregados por diluicio.



QUADRO VI1

Médias aritmética e geométrica dos N. M. P, de bactérias coliformes, por 100 ml, nas dguas das praias de Santos, Sdo Vicente ¢ Praia Grande e
indices correspondentes (*), por tempo de incubacio ¢ prova de confirmacio respectiva.

i

|i \‘i Prova de presuncio positiva i‘ Prova de confirmagio positiva
i = ! I; e T T , g = . m.:l. - ‘ Aae 2T Tmoet LG 3 T — N L. B~
Praia ar!ringrla;evm \‘ Média (*% | Atc( Iz)4 b ” A[c(;')s h H A partir de (D : A partir de {2
“ I'n® absolutd”r indice ‘!;O absoluto | T;Eti |.7r;.07;;5;;)-|tllk)—‘l *indice '.gn.°rah;;-o-l-L-l-t_(-) ”  indice _
S e e ! e > [__‘_.___...__i — f‘.——” _-T i l . . £ l TN S
f !
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|
oy — ‘ ]
H | : | '
. d A ! 14610 107 2 480 i 165 r | 230 i 82 J 1 500 100
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_ | L i - _ _ X
o I | | | ?
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| | |
| ' | | |
| |
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Praia 6 a 10 A 180 l 2 ‘
Grande G 74 | 168 | 196 s 38 86 44 100
. ‘ A 9 100 101 Iy 10 160 ‘ 112 ‘ 7 960 88 9 (40 100
todos | G 21 184 442 368 \\ 97 81 120 100
i
I \'| | || h i J i
(*) — fndices que e oblém atribuindo-se o valor 100 is médias dos N. M. P. resultantes da confirmagio das provas de presuncio positivas até 48 h,

(¥*y — A — aritmética; G — geométrica,
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QUADRO VI

Estudo da relagao cntre os valores dos N. M. P. obtidos na prova de coofirmacio e os da prova de presungiio, nas dguas das prains de Santos,
Sio Vicente ¢ Praia Grande.

r 1( Relagiio percentual mediana entre valores de Concordincia
‘ confirmagao e presungao entre valores de confirmagiio ¢ presuncio
Relagiio Locais e . = ; T i - ; e
Praia i das de | ,’ Intervalo de confianga de (m) IJ Percentagem | intervalo de confianga de (p)
” provas amostragem [ Mediana || a0 nivel de 5% : de i w0 mivel de 5%
! { (m) TEe T === - egpeordancin | ) I —
| i | superior inferior (n i superior I inferior
T B “ - _ - ;J - - - —! i 7 I — T ) ir T : i i
Santos | C2ar2acn todos ‘ 52,2 53,5 46,2 0.6 [ 41.1 20,0
I C48/Pag g - todos 46.2 53.5 349 26.4 = 36.4 16,4
| C48/ P24 (¢ ‘ todos . 59.6 100 ‘ 46,2 417 53,1 ; 30.3
Sio Vicente | C24/P24 (*) J todos { 57,3 [J 106 {: 51 ' 42.9 L 53.4 \ 32,3
| Ca8/pag (= ‘ tosdos 462 | 51.0 | 33.0 J 25,0 - 34.2 15,8
i H’ todos { 100 { 100 (f 62,0 49.4 i 60.1 18,7
|
st e 4Py } l a 5 39.6 100 J 247 383 : J 24.4
Praia Grande ( SEBALN 6 a 10 ” 67.8 | 100 | 404 ! 482 613 | 35,4
/ } ‘J / ) ]
P — fa s ! 28.7 (60 21,1 3.3 12 ' 244
[ SRR jl 6 10 ( 16 ﬁ‘ 40.4 187 172 26.9 RS
,! ; e 1 1a 5 | 53,5 | 100 39.6 ‘ 40.4 56.4 26.4
} EABLRaRe™) 6 a 10 : 80.6 J 100 f 499 PER SSE 304
J’ ‘ l l I i
(*) — Confirmugio da provu de presungdo pesitiva is 24 h em relagdo & prova de presuncio posiliva is 24 .

(***) — Confirmugdo da prova de presunciio posiliva s 48 h em relugho o prova de presungio positivi 38 48 h,

(**) — Confirmagio da prova de presungSo positivi is 48 & em relagRe & provy de presupgio positiva is 24 h,
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CONCLUSAO

Os resultados déste estude mostram. assim. ser de todo conveniente se submcterem
os exames das dguas das praias de Santos. 830 Vicente e Praia Grande a prova de con-
firmagfio. Em relagfio a ésta dltima praia. alids. a nova situagiio criada pela atual cloracio
dos csgotos langades na enseada do Itaipu. inexistente na ocasiio em que se féz éste
trabalho. passou a exigir realmente o poder bacteriostitico seletivo dos meios confirmatdrios.
Acresee a essas razoes o fato da atal legislagiio sanitarta estadual (3) ter adotado. para
a amostragem e andliscs necessdrias ao contréle das dguas. os métodos da  Associaciio
Americana de Salide Pdablica. A dltima edigio désses métodos padrdes norte-americanos
— publicada apés a parte experimental desta investigacio ja estar realizada — wmodificou
os critérios da selegiio de provas no exame dos virios tipos de dguas, e passou a recomendar
4 prova dec confirmagio na determinacdo du balncabilidade das dguas naturais. A submis-
sio dos cxames das Aguas das praias estudadas 4 prova de confirmagio passou. pois. a
ter recomendagio legal. Este estudo comprova a justeza de tal recomendagiio. no que
se refere &s dguas maritimas investigadas,

RESUMO

Em vista do poder bactericida da dgua do mar e da maior resisténeia das bactérias
esporuladas, a “prova de presuncio” da anilise bacterioldgica para u pesquisa de coliformes
poderia apresentar maior percentagem de resultades falsos no exame de dgua do mar,
do que a encontrada comumente nas dguas doces. Dada a inexisténciy de informacdo sobre
a questio. os autores realizaram o presente estudo, a fim de averiguar a especificidade de
tal prova no exame das dguas das praias de Santos. Sio Vicente e Praia Grande.

De cada amostra, eXxaminaram-se duas sub-amostras A e B. empregando-se duas séries
iguais de quatro “diluigées” decimais e de cada “diluiciio” inocularam-se trés tubos de caldo
lactosado, Contando-sz as sub-amostras, foram realizados 276 exames — 72 da praia de
Santos. 84 das praias de Sko Vicente ¢ 120 da Praia Grande. Ao todo, foi examinado o
total de 3 312 porgdes. das quais 1834, 55,4%, foram positivas as 24 h des incubagiio e
228, 6,9%. se positivaram nas szgundas 24 h, clevando o total presumtivamente positivo
para 2062, on 62.3%. Todos os resultados positivos foram submetidos 4 prova de con-
firmacio, em caldo-bile-lactose-verde-brilhante. Foram confirmados 50,4% do total exami-
nado, ou 80,9% das positivas na prova de presungio. Nas d-uzs doces, a percentagem mais
freqiientemente confirmada costuma ser de 90% ou mais.

Quando sz faz o exame sdomente pela “prova de presunciio”, mais comumente se con-
sideram apenas os resultados obtidos 4s 24 h. O nimero total ds porgdes confirmadas
correspondeu a 90,99 das porges presuntivamente positivas no fim désse periodo. Este
achado levaria & decisio de ndo ser compensador o emprégo da “prova de confirmagiio™
no exame das dguas em questdo. Porém, sendo éste método de avaliagio sujeito a érro,
os resultados foram examinados também em térmos dos “niimeros mais proviveis”. deter-
minados para cada exame. Por &ste processo, a conclusiio se modifica, porquanto, através da
média geométrica dos N. M. P, se teriam encontrado, na prova de presungiio lida
as 24 h, resultados exagerados que variaram, em média, de 38% a 100%, nos varios
grupos de locais de amostragem,

Dada a informacdo restrita fornecida pelas médias, quando nic se leva em conta a
variagio dos valores, os resultados foram apreciados através de estudo da relacio per-
centual mediana entre os valores dos N. M. P. obtidos na prova de confirmagio e os da
prova de presuncdo, e também através da percentagem de concordincia entre ambos os
valores. Para cada caso, foram estimados os intervalos de confianga ao nivel de 5%. Os
resultados obtidos confirmam a sugestdo, fornecida pelas médias geoméiricas, de ser de
todo conveniente a realizaciio dos cxames das dguas das praias estudadas, através da prova
de confirmagfio. Esta conclnsio comprova, para o caso, a justeza da modificagdo havida
na dltima edicBo dos métodos padrfes norte-americanos (publicada apés a parte experi-
mental desta investigacfio j& estar realizada). a qual passcu a exigir o uso da prova de con-
firmagdc na determinagiio da balneabilidade das dguas.

SUMMARY

Since sea water exhibits a definite bactericidal action, the greater resistance of spore
bearing bacteria migh produce a larger percentage of false presumptive tests in the bacterio-
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logical examination for coliforms in sea water than is commonly found in the examination
of fresh water. Due to the great paucity of published data on the subject. a study was
carvied out to verify the specificity of the presumptive test in the examination of the beach
waters from Santos, Sic Vicente and Praia Grande.

The examinations were made in duplicate. From each sample, two simtlar ssries of four
decimal dilutions were prepared and for cach dilution threc tubss of lactos: broth were
inoculated. Taking into consideration the duplicate tests. 276 tests were parformed. 72 from
Santos, 84 from Sio Vicente and 120 from Prain Grande. A total of 3.313 quantities were
examined, from which 1.834. or 55.4 per cent. were positive in the first 24 h incubation
period and 228, or 69 per cent, in the second 24 h period, the total summing up to 2.062,
or 62.3 per cent. All positive portions were submitted to the confirmation test in brilliant
green lactose bile broth. From the total number of portions examined, 50.4 per cent were
confirmed. corresponding to 80.9 per cent of the positive portions in the presumptive test. In
fresh water the percentage most commonly confirmed is 90 pzr cent or batter,

When only the presumptive test is employed. the 24 h results are considered most
frequently. The total number of confirmed portions corresponds 1o 909 per cemt of
the portions that were positive in the 24 h presumptive test. This would lead to the con-
clusion that it would not be worth while to employ the confirmatory procedure. Ho-
wever, this evaluating method being subject to error, the results were analysed in terms of
the most probable numbers. In this way a different conclusion is attained. for greater
differences between the 24 h presumptive results and thes: obtained in the final con-
firmation are evidenced through the geometric means of the MPN values. According to thess
means. higher results, varying on the average from 38 to 100 per cent. would bz indicated
by the 24 h presumptive test for the different group of simpling points.

Due to the limited information provided by th: means, when one does not take into
account the values variability, the results were evaluated through the study of the median
percenitage ratic between the MPN values in the confirmation test and in the presumptive
test, as well as through the percentage of agreement between both series of values. In each
case the 95 per cent confidence interval was calculated. The results so obtained confirm the
suggestion of the geometric means that the cxamination of the waters of all the beaches
studied be made through the confirmation test. This conclusion justifies, in this case, the
modification presented in the last edition of the american standard methods for the exa-
mination of water (publishcd after the experimental part of this study had bzen made).
which suggests that the confirmation test be applied in the examination of bathing waters.
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