RELACAO ENTRE RESULTADOS OBTIDOS PELO
PROCESSO DAS MEMBRANAS FILTRANTES
E DOS TUBOS MULTIPLOS, NO EXAME
BACTERIOLOGICO DE AGUA

A. INTRODUCAO E OBJETIVOS

A elaboragdo do presente trabalho foi nor-
teada pelos seguintes objetivos:

1. O emprégoe das membranas fiitrantes no
exame bacteriolégico da agua, tem gerado muita
controvérsia e polémica. O CETESB, como é6r-
gAo de pgovérno para suporte teenoldgico no
campo do saneamento bdésico, sentiu-se na obri-
gacdo de travar conhecimento com essa téenica,
ja conhecida hid muito mais de 20 anos, a fim
de ganhar sua experiéncia no assunto e criar
condicbes para uma avalia¢io, baseada na pra-
tica da referida técnica.

2. O processo, pela rapidez de sua realiza-
¢io e pela rapida resposta dos resultados finais
(18-24 h), despertou grande interésse, pois a
sua adocgfo traria o equacionamento do proble-
ma do engenheiro que viaja para o interior do
Estado, inspecionando servigos de dgua e esgo-
tos, inspegbes que ficam sempre condicicnadas
ac tempo de armazenamento, que deve ser res-
peitado entre coleta da amostra e seu exame. A
utilizacdio da técnica, com o emprégo dos «Kits
portateis», permitiria obter «in loco», onde nem
sempre existem recursos de laboratério, os re-
sultados dos exames e, desta forma, diagnosti-
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car a situagdo encontrada para, & seguir tomar
as providéncias mais imediatas. Por ouiro lado,
a incubagio retardada, 24-72 horas, possibilita-
ria elevar o nimerc de inspeces a realizar
numa lnica viagem do engenheire aoc interior,
sempre limitada, conforme foi dito, pelo nimeroc
de horas que pode ser transcorrido entre a co-
leta de amostra e sua anslise,

3. Tendo havide em nossos laboratérics um
grande incremento de exames bacterlologicos, o
uso da técnica da membrana filtrante foi nova-
mente cogitado, pois necessitar-se-ia de Area
menor, para a realizacio do mesmo nimero de
exames, se comparados com a da técnica padrao
dos tubos miltiplos, o que permitiria, evidente-
mente, o aumento da capacidade de realizacfo
de andlises para a mesma &rea disponivel.

4. Apesar da técnica ji ter sido incluida
no «Standard Methods for the Examiation of
Water and Wastewater», 118 edicio (1960) e ja
ser conhecida hd mais de 20 ancs, conforme foi
dito, poucas consideragtes foram feitas no Bra-
sil, s6bre a mesma. Ao lado désse aspecto, ©
CETESB por ser o 6rgdo méaximo de analises de
dgua e Aaguas residuarias no Estadoe de Sao
Paulo, tem por ésse motive recebido fregiien-
tes consultas de particulares, industrias e outros
6rgaos a respeito, além das virias solicitagdes
de estigios para treinamento nessa especifica
técnica. Esses fatos vieram a constituir mais
uma razio para que se estudasse a técnica das
membranas filtrantes..
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5. Decidido gque sz faria o estudo, proce-
deu-se A total revisio da literatura sibre o as-
sunlo e a seguir em 26/2/70, o CETESB orga-
nizou um simpodsio, onde foram debatidos e ou-
vidas as opinides e experiéneias dos especialis-
tas no assunto. Entre outras recomendacdes do
simpdsio fol feita a que deu origem ao titulo
do presente trabalho «Relagio entre resultados
obt'dos pelo processe das membranas filtrantes
e dos tubos miltiplos, no exame bacteriolégico
dz agua» e que também estd de acérdo com a
recomandacio contida na 1228 edicdo do Standard
Methods for the Examination of Water and
Wastewater — 1955 da AWWA, onde na pagi-
na 613, Secao 4, do capitulo referente aos testes
dz presenga dos membros do Grupe Coliforme
pela téenica de membrana filtrante, l&-s¢ a se-
guinte definicio:

«Todos o0s organismos gque produzem uma
colénia escura (geralmente purpurina esverdea-
da) com brilho metalico, dentro de 24 horas de
incubacio, sio cons.derades membros do Grupoe
Coliforme. O britho pode cobrir a coldnia in-
feira ou aparecer sbmente numa drea central ou
na periferia. O grupo coliforme assim definido
nio é necessiriamente o mesmo que o descrito
na técnica da fermenta¢fio em tubos multiplos,
mas provivelmente tem o mesmo significado
san.tario, particularmente se cstudos adequados
foram feitos para estabelecer a relaciio entre os
resu’tados obt'dos pelo processo do filtro e pelo
processe padrio do tubo de diluiclo (O grifo é
nosso). '

Organismos coliformes podem ocasionalmen-
te, produzir coldnias que nio sfc tipicas em cor
ou brilho. Se somente forinas atipicas sdo en-
coniradas suas identificacbes devem ser estabe-
lecidas.»

E oportuna a transcricio dos paragrafos an-
terior e do que se segue (pag. 594 — SMWW
— AWWA), pos éles contém definicbes e escla-
recimentos Uteis ndo sd para os engenheiros que
consultardo o presente trabalho, como para ou-
iros técnicos nio especialistas em bacteriologia,
mas simplesmente consumidores de resultados de
exames de aAgua, tanto em projetos de obras,
como em interpretacées de levantamentos sani-
tarios. «O grupo coliforme inclui todos os ba-
cilos aerdbios e anaerdbios facultativos, Gram-
negativos, nfo esporulados, que fermentam a
ldctose com a formacio de gas dentro de 48
horas a 33°C».

Resumindo, a técnica da membrana filtrante
nac conduz o processo para a producio de gas
e sim, estd baseado no desenvolvimento de um
tipo particular de coldnia, em um meio de cul-
tura do tipo Endo (nesse meio a lactose, a

fucsina basica e o sulfito de sddio representam
um sistema indicador que permite a diferencia-
cio das colonias de coliformes).

Por conseguinie, mesmo o5 grupos bacteria-
nos nio sendo obrigatoriamente id3nticos, prova-
velmente terdo o mesmo significado sanitdrlo,
particularmente se¢ estudos adequados forem fel-
tos para estabelecer a relagdo entre os resulta-
dos obtidos pelo processo da membrana filtrante
e pelo processo dos tubos maultiplos.

fiste trabalho procurou cstabelecer em ca-
rater preliminar, a relacdo acima, dentro das
condigdes de trabalho realmente encontradas num
\aboratério de rotina. LEvidentemente, comoc cm
qualquer trabalho sério, seu objetivo principal
fol 0 da tomada de contato com o problema,
para entdo, a seguir, estabelecer cond.¢des ideals
dz trabatho e de aplicabilidade da técnica. Ele
visou também treinar o pessoal de laboratdrio
na técnica da membrana filtrante.

B. SUMARIO

Procurcu-se estabelecer a relagio cnire os
resultados obtidos nos exames bacteriolégicos em-
pregando-sz as técnicas dos tubos miltiplos e
das membranas filtrante (MF)}. TForam agrupa-
das e analisadas &dguas de elevada ¢ baixa den-
s.dade de coliformes.

1. Técnica de laboratério

1.1,
formes: % de concordincia ==
correlacio = 0,74.

Aguas com densidade elevada de coli-
61% e indice de

1.2. Aguas com baixa densidade de colifor-
mes: % de concorddncia = 91,6% e indice de
correlacio = 044 e 0,82 (eliminandeo-se uma
amostra bastante discrepante).

2. Técnica de campo

2.1. Teste imediato: Relagho NMP/MF: %
de concordincia = 68% e iIndice de correla-
cdo = 0,53.

2.2. Teste retardado (24 horas): Relacdo

NMP/MF: % de concordincia = 54,2% e indlce
de correlacio = 0,01.

2.3. Relacao MF imediato/MF retardado
(24 horas): %% de concorddncia = 54,2% ¢ indi-
ce de correlacio = 0,89,

Para a técnica de campo foi feita também,
avaliaglo qualitativa nio se levando em consi-
deracio ¢ nimero ou densidade de bactérias, isto
&, sbmente considerando a presenga ou auséncia
de coliformes:
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— presente nos dois testes: 52,9%;

- ausente nos dois testes: 25,9%:

— presente apenas nas membranas: 9,1%:;

— presente apenas nos tubos miltiplos:
11,8% porém, dos 22 casos encontrados
apenas 8 apresentaram NMP variando de
46 a 79), enquanto gue nos demais ca-
sos (14) o NMP foi sempre inferior a 23.

Foram feitas a partir d3stes resultados, reco-
mendagdes para os trabalhos de campo.

Foram também verificados varios problemas
que podem surgir na técnica de campo e os
meios empregados para preveni-los.

3. Foi estudada a influéncia do tempo e da
temperatura de armazenamento na técnica de
incubagio retardada (em laboratbério realizado
em paralelo MF e tubos muiiltiplos), cujos resul-
tados foram langados em gréficos.

Verificamos no armazenamento até 48 horas:

— que nio houve grande variagho de resul-
tados, em relaciio ao teste imediato (tu-
bos multiplos e MF);

— que o uso do M-Endo agar favoreceu a
adaptacio da membrana no «pad absor-
vente» propiciando melhor crescimento.

Esta verificacao de pequena variacio entre
os resultados em paralelo (MF e tubos mlti-
plos), em laboratér.o, estd aparentemente con-
traditéria com os resultados obtidos em campo,
onde a correlacdo e a % de concordiancia no en-
salo de incubacgiio retardada, foi pouco signifi-
cativa; em vista desta constatacho estamos pes-
quisando o problema e uma vez obtidos os Te-
sultados sardo motivos de comunicacgio.

¢. MATERIAL E METOD)S DE ANALISES
1. Tipos de Aguas analisadas

Foram selecionadas para o estudo, dguas «in
naturas de varias densidades de coliformes: ma-
naneais do sstema de abastec’mento da 4rea
metropolitana de Sdo Paulo, fontes de estincias
hidrominerais, pogos e nascentes.

2. Métodoz de exames efetuados
2.1, Para as técnicas dos tubos muyltiplos,
utilizames as técnicas-padric americanas, sendo

que foram feitos os ensaios: presuntivo, confir-
mativo e completo.
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2. 9. Para a técnica das membranas filtran-
tes utijlizamos os filtros «Millipore» HAWGO-047
e o0 meio M-Endo (Difco ou BEL).

A contagem das coldénias foi feita com um
mieroseépio binocular esteroscdpice; na ilumina-
¢do foi empregada lampada flugresceate com um
Angulo de incidincia de mais ou menos 8.

2.3. Pén'a o ensaio de campo foram usados
os <kits» portateis «Millipore»; no teste imedia-
to usamos o meio de cultura M-Endo contldo
em ampolas fornecidas pelo proprio fabricante
e para o teste de incubacdo retardado o meio
M-Endo benzoatade (preparado em laboratdrio).

2 4. No estudo da influéneia do tempo e
temperatura de armazenamento para o método
de incubac¢do retardada, além do meic M-Endo
usamos o agar M-Endo, para verificar em qual
dos do.s meios haveria melhor cresc.mento.

O volume de amostra a ser filtrada foi con-
dicionada a colimetria esperada, & turbldez da
amostra e ac numero de nio-coliformes presen-
tes na amostra, Foram efetuadas, geralmente,
uma série de trés filtracbes com volumes d.fe-
rentes de amostra e, apds a incubagio, escolhe-
mos a placa que apresentava um ndmero entre

20 a 200 coldnias.

D. PROGRAMACAO DO TRABALHO
O trabalho foi subdividido em:

1. Estudos sobre testes para a presenca
de membros do grupo coliforme pela técnica de
membrana filtrante (com emprégo de equipa-
mento de laboratério), paralelo a téenica dos
tubos multiplos.

1.1. Em A&aguas com densidade clevada de
eoliformes (Tabelas T e I-A).

1.2, Em dguas com baixa densidade de
coliformes (Tabelas II e II-A).

2. Estudos sdbre testes para a presenca de
membros do grupo coliforme pela técnica das
membranas filtrantes (empregando o equipamen-
to de campo), em paralelo 4 técnica dos tubos
multiplos.

2.1. Testes imediatos e retardados (24 ho-
ras) — (Tabelas III e I-‘II-.A).

2.2, Testes para veriflcar a influéneia do
tempo ¢ da temperatura:‘dg armazenamento para
o cnsa’o retardado. (Tabelas IV e IV-A e gra-
ficos correspondentes).



E. CRITERIOS PARA COMPARACAO

Tabelamos os resultados obtidos e procura-
mos verificar a concordincia entre os resultados
dos métodos dos tubos miltiplos e das membra-
nas filtrantes, por intermédio de um estudo de
correlagao.

Também consideramos o nuimero de coldnias
de coliformes (MF) come concordantes com o
NMP, quando aquéle resultado (MF) estivesse
dentro dos limites inferior e superior estabeleci-
dos para o NMP encontrade {(de acdérdo com o
eritério adotado nos trabalhos citados na Biblio-
grafia: 1, 4 e T,

Exemplo: Tubos maultiplos: NMP colifor-
mes/100 ml = 490; Limite inferior = 170 e Li-
mite superior = 1.300.

Memhranas filtrantes: numero de coldnias
de coliformes/100 ml = 340 (dentro dos limites
de confianca de 93% do NMP), portanto em
concordancia.

F. RESULTADOS E DISCUSSAQ

1. Comparacioc entre tubos maltiplos e
membranas filtrantes (equipo de laboratério).

1.1. Grupo de dguas com vérias densidades
de coliformes.

TABELA I

Tubos multi- Limite confianca de 95% Membranas
Origem plos NMP (NMP) filtrantes — Concor-
coliformes/ N.° de cold- déncia
100 ml L.I L.5. nias/100 ml
490 170 1.300. ) 340 sim
172 43 490 2.200 . néo
175 14 300 280 sim
1.300 350 3.000 2.400 sim
330 110 930 : 5330 sim
Représa. 1 9 25 190 230 néo
70 23 170 180 nao
348 120 1.000 300 sim
230 70 700 100 sim
33 11 93 100 nio
49 17 130 380 nao
1.750 440 5.000 17.000 nio
54,200 18.000 140. 000 500. 000 nao
34.800 12.000 100.000 13.300 sim
24,000 6.800 5. 000 50.000 sim
22.100 5.700 70.000 16.000 sim
24 000 6.800 75.000 31.000 sim
34,800 12.000 100.000 65.000 sim
Représa 2 1.750 440 5.000 2.100 sim
790 250 1.900 1.900 sim
10.900 3.100 25.000 13.000 sim
3.300 1.100 9.300 2,500 sim
4,900 1.700 13.000 7.400 sim
7.900 2.500 19.000 T7.000 sim
10,900 3.100 25.000 2.700 nac
2,210 570 7.000 3.000 sim
46 16 120 380 niao
109 3 250 720 nio
Représa 3 94 28 220 5.700 nao
49 177 130 50 sim
23 7 70 30 sim
130 30 310 1.210 nao
130 35 300 2,030 nao
1.300 350 3.000 1.100 sim
Représa 4 400 150 1.140 520 sim
918 300 3.200 350 sim
460 160 1.200 290 sim

o0
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Tuhos millti- Limite confianca de 95% Membranas

, plos NMP {NMP) filtrantes — Concor-
Origem coliformes/ N2 de cold- dancia
100 ml L.I. L.S. nias/100 ml
221 57 700 430 sim
49 17 130 270 nao
Représa 5 27 9 80 850 nac
T0 23 170 50 sim
27 9 80 70 sim
790 250 1.900 2.500 nio
T90 250 1.900 210 nio
A 490 170 1.300 320 sim
Représa 6 1.720 430 4.900 300 néo
9 25 190 140 sim
141 3 340 50 sim
172 43 490 850 nao
Représa 7 130 35 300 250 sim
70 23 170 180 sim
Nascente 2.780 900 8.500 230 nio
280 70 700 110 sim
Représa 9 34 12 93 590 nio
TABELA I-A
Analise dos dados obtidos
1. Exames parcelados das représas
Volume da Mediana
. % de % amostra % amostra =
Origem PR amostra Relacao
Concordancia NMP > MF NMP < MF tiltr. (mD NMP/MF
Représa 1 54,5 27,3 72,7 10 0,58
Représa 2 80,0 33,3 66,6 1 0,84
Représa 3 40 210 100 10 0,13
Représa 4 66,6 50 50 10 0,53
Représa 5 60 20 80 10 0,18
Represa 6 50 50 50 10e1l 25

2. Exame total dos dados obtidos

Total de % de % amostra % amostra _ -
amostras Concordéncia NMP > MF NMP < MF Indice de Correlagio
e 1 T )
53 61 315 68,5 0,74

Observacfio: As demais représas nfio foram analisadas isoladamente porgque nic apresentavam nihamere
de dados sutleientes.
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1.2. Grupo de &guas com baixa colimetria

TABELA 1II

Origem T;%?ISP T(ili;ifl}?s Himite 00(1115116\1/[!;;;'1 de 9% flz/lrftglx?:‘:;l a_s Concor-
Fonte mes/100 ml N.° de cold- dancia
L.I. L.S. nias/100 ml
Am. 1 Zero Zero 6 1 sTm
Am. 2 13 35 30 4 sim
Am. 3 Zero zero G 2810 sim
Am. 4 Zero zero G Zero sim
Am. 5 33 1 93 20 sim
Am. 6 5 ZEero 94 3 sim
Am. .7 13 35 30 26 sim
Am. 8 Zero ZEero G Zoro sim
Am. ¢ 3 Zero 13 2 sm
Am. 10 Zero Zero G 1 sim
Am. 11 zero zZero 6 2ero sim
Am. 12 2 2eTo 7 3 sim
Am. 13 e zero 7 4 sim
Am. 14 7 1 17 8 s'm
Am. 15 8 1 _ 19 2 sim
Am. 16 2 Zero 7 Zaro sim
Am. 17 Zero Zero [ ZAro sim
Am. 18 Zero Zero 6 13 nio
Am. 19 ZeTo Zero G Zero sim
Am. 20 Zero . .Zero . .6 Zero sim
Am, 21 ZETO ZETo 6 Zero sim
Am, 22 Zero Zero G .. Zero sim
Am. 23 47 ] 16 120 ZeYo nio
Am. 24 2610 Zerc 6 Zero sim
TABELA II-A
Andilise dos dados obtidos
(Interpretacio)
aml:s.:ras" &maﬂgzﬁfjs . % amostras % amostras %eg‘i?gd:ggs tngéce
examinadas — orcan NMP MF NME.. MF (o e = ) Correl.
24 91,6 29,2 29,2 42,5% 0,44 *
- -No calcliluowda”c_orrelacé—o. se eliminarmos a ﬁﬁica amostra discrepante (referente 4 amostra 23) —o

indice de correla¢do eleva-se a 0,82,

2. Cor;lparacﬁo entre tubos mialtiplos e membranas filtrantes (equipamento
- - —o-=der eampo): - e - B - - - EEER

2.1 Testes imediatos e retardados
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TABELA III

Origem NMP Limite de confianca 93% Tes}e_ de Campo
coli/100 ml (NMP) N.2 colénias coli/100 ml
L.I L.S I. R. (24 hy
(1)
Fonte 1A 23 7 70 3 =200
Foute 1B 4 <05 11 zero 15
Fonte 1C 2 <05 7 2 13
Fonte 1D 7 1 17 4 zero
Fonte 1E 8 1 19 3 3
Fonte 1F 2 <05 7 1 1
Fonte 1G 2 <05 7 d 8
Pogo 1A 5 <05 13 1 an
Pogo 1B 2ero zoro G,0 2 52
Pogo 1C 8 1 19 4 Y
Pogo 1D 17 5 45 1 27
Poco 1E 2 <05 7 4 14
Poco 1F 2 <05 7 7 36
(2}
Fonte 2A 73 25 190 1
Fonte 2B zero zero ) GO 2
Fonte 2C 34 12 93 > 200
Fonte 2D 23 ki 70 > 200
Fonte 2E 2 <05 7 4
Fonte 2F 13 3 31 3
Fonte 2G Zero zero 6,0 zZero
Fonte 2H Zero Zero 6,0 5
Fonte 2I 2 <05 7 1
Fonte 2J Zero zerg G,0 Zero
3)
Fonte 3A Z0ero ZBero G,0 Fiddd] Zero
Représa 3A 46 16 120 zZero Zero
Représa 3B 278 90 850 Zero zero
Reservatério 3A 348 120 1.030 Zero Zero
Reservatério 3B 792 250 1.920 Zero Zero
(€3]
Fonte 4A Zero zZero 6,0 ZOro Zero )
Foate 4B Zero zero 6,0 Zero zero
Fonte 4C ZeTo Zero G,0 Zero Z8ro
Représa 4A ZeTO Zero 6,0 zero Zero
Représa 4B 40 15 120 2.500 12.800
Représa 4C 49 17 130 Zoro zZero
Représa 4D ZETO Zero : 6,0 ZeTo Zero
Représa 4E 5 <05 13 7 2
Représa 4F zZero zZero 6,0 Z2ro zero
Représa 4G ZerQ Zero 6,0 Zerp zero
Représa 4H 493 170 1.309 > 200 G.300
Représa 41 3.480 1.200 10.000 40 > 202
Reserv, 4A Zero Zero 6,0 Zero Zero
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NMP Limite de confianca 95% Teste de Campo

Origem coli/100 ml (NMP) N.° colénias coli/100 ml
L.I. L.S. I, R. (24 h)
(5)
Pogo BA Zero Zero 6,0 6 1
Pogo 5B 8 1 19 13 11
Fonte 5A 13 3 31 7 9
Fonte 5B Zero zZero 6,0 2Zero 1
Fonte 5C Zero Zero 6,0 6 1
Fonte 5D Zero Zero 6,0 i 2
Fonte 5E 330 110 930 200 29
¥onte 5F 33 11 93 200 11
Fonte 5G Zero ZEero 6,0 Zero zZero
Fonte 5H Zero zero 6,0 2 1
Fonte 51 345 120 1.000 17 55
Fonte 5J 9 25 190 12 34
Fonte HK 2 0,5 ki ZeT0 10
Fonte 5L 5 0,5 13 2 4
Foente 5M Zero Zero 6,0 Zero .
Piscina bA ZeT0 Zero 6,0 Zero ZEeTo
Piscina bB 2 0,5 7 Zero Zero
(6)
Piscina 6A Zero ZEero 6,0 Zero
Fonte 8A 172 43 490 16
Fonte 6B 5 0,5 13 4
Fonte 6C 542 180 1.400 36
7
Fonte TA zero Zere 6,0 Zero
Fonte 7B Zero Zero 6,0 Zero
Fonte 7C 130 35 300 16
Fonte 7D 13 3 31 14
Fonte TE 2 0,5 i 24
Fonte TF 33 11 93 200
Fonte TG 17 5 46 10
Fonte TH 13 3 3 14
Fonte 71 2 0,5 T Zero
Fonte 7J 2 0,5 7 2
Fonte TL Zero zero 6,0 Zero
Fonte TM 542 180 1.400 200
Fonte TN Zero Zero 6,0 Zero
Fonte 70 13 3 3 20
Fonte TP 27 9 80 200
Fonte 7Q 240 63 50 2
Fonte TR 5 0,5 13 16
Riacho 7TA 3.480 1.200 10.000 300
Riacho 7B 11 2 2% 4
Poco TA 23 7 T0 45
Piscina 7A Zero Zero 6,0 zero
Piscina 7B 2 <05 7 Zero
(8)
Fonte BA 2 <05 7 3 3
Fonte 8B 2 <05 7 1 2
Fonte 8C 33 11 93 4 12
Fonte 8D ZETo Zero 6,0 1.600 4.600
Fonte 8E 109 31 250 Zero 1
Fonte 8F 130 35 300 12 2
Fonte 8G 348 120 1.000 > 200 Zero
Fonte 8H 17 5 46 5 1
Rio 8A 3.480 1,200 10.000 200 30
Rio 8B 109 31 250 7 7
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Origem NMP Limite de confianca 95% Teste de Campo
coli/100 ml (NMP) N.® colonias coli/100 ml
L.I L.S I. R. (24 h)

1$: )

Manancial 9A 1.410 370 3.400 > 200 =200

Tratada 94 Zero Zero 6,0 Zero Zero

Reservatorio 9A 2 <05 T 30 7

Reservatoério 9B 1.720 430 4.900 > 200 = 200

Ric 9A Zero Zero 6,0 Zero > 200

Fonte 9A 2.780 900 - 8500 > 200 > 200

Fonte 9B Zero zero 6,0 Zero Zero

Fonte 9C 79 25 190 6 > 200

Fonte 9D 109 31 250 > 200 Zer0

Fonte 9E 5 <05 13 3 3

Fonte 9F Zero Zero 6,0 3 4

Fonte 9G 278 90 850 12 > 200
am

Fonte 10A zero ZETo 6,0 zero zero

Fonte 10B Zero zero 6,0 Zero Zero

Fonte 10C ZETo ZEero 6,0 1 85

Poco 10A 2 < 0,56 7 zero 5

Pogo 10B zero Zero 6,0 zero Zero

Poco 10C 13 3 31 3 ZEro

Reservatério 10A zZero Zero 6,0 1 18
an

Fonte 11A 5 <05 13 Zer0

Fonte 11B ZETO zero 6,0 zZero Zero

Représa 11A 230 T0 700 8 ..

Représa 11B 230 70 700 ZEro 22

Représa 11C Zero zero 6,0 zero zerQ

Représa 11D Zero Zero 6,0 Zero Zerq

Représa 11E 130 30 310 Zero > 200

Représa 11F 460 160 1.200 18

Représa 11G ZEro zZero 6,0 zero Zero
az

Fonte 12A Zero Zer0 6,0 2

Fonte 12B 33 11 93 2

Fonte 12C 13 3 31 ZETO

Fonte 12D zero Zero 6,0 2ero

Fonte 12E 2 <05 7 1

Pogo 12 A zero zero 6,0 2ero

Reservatdorio 12A Zero Zero 6,0 Zero
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Ori NMP Limite de confianca 93% Teste de Campo
rigem coli/100 ml (NMP) N.° colditias coli/100 ml
L.I L.S T. R. (24 I}
ad
Fonte 13A 49 17 120 > 200 > 200
Fonte 13B 13 3 31 72 -
Fonte 13C 17 B} a3 b 54
Fonte 13D 3 11 3 8 10
Fonte 13E 240 G3 739 26 3
Foate 13F 3 3 31 10 ZETO
Fonte 13G g 1 12 G zero
Fonte 13H 14 4 34 10 ce
Fonte 131 ZorQ Zero 6,0 zero 1
Fonte 13J 2 <05 ki 3 C
Fonte 13K Zero zero G0 zero 2
Fonte 13L Zero Zero G,0 zero
Fonte 13M 130 35 300 28
Fonte 13N 2 <05 ki 8
Reservatério 13A 130 35 300 ZCTO
Reservatoério 13B 1.629 G40 530 > 200 Cs
Reservatorio 13C 220 0 700 > 200 45
Reservatorio 13D 34 12 3 3
Pogo 13A 2 <0, 7 G Ca
Pogo 12B 49 17 169 30 > 200
Piscina 13A Zero Zero G,0 3 o
Rédz 13A 8 1 19
Réde 13B : 33 11 43 36 ..
Ribeirao 13A 2 <05 ki Zero Zero
Ribeirdo 13B 23 7 70 5
(14)
Fonte 14A 2 <05 ki 1
Fonte 14B ZerQ 2 pa | 4
Fonte 14C zero zZero 6,0 5
FFonte 14D . 21 ki G3 9
Fonte 14E 5 <05 13 G
Réde 14A Zoro Zero 6,0 3
Réde 14B G <05 15 20
Rade 14C 3 <05 13 Zero
Tratada 14A 17 5 46 zero
Nascente 14A 130 a3 300 3
Nascente 148 175 44 503 8
Reservatério 14A 12 3 28 Z2To
Piscina 14A zZero Zero 6,0 Zero
Piscina 14D ZeTO Zero G,0 ZeTo
Rio 14A 4.920 1.700 13.000 5.000
Rio 14B . BT zer 6,0 Zaro
Reprasa 14A 1.093 310 2.500 > 200
(15)
Fonte 15A : ZorQ ZeTC G,0 ZoT0 Zero
Fonte 15B ZETO Zero G,0 ZeTO 26r0
Fonte 15C Zorn Zero G,0 Z2ro o
Fonte 15D 5 <05 13 18 17
FFonte 13E Zero Zero G,0 ZOY0 Zero
FFonte 15F 23 7 7 1 Zero
Fonte 15G ' ZoT0 zero G,0 1 i
Fonte 15H R 5 <05 3 13
Fonte 151 . Zo1r0 Zero G,0 zaro Zoro
Fonte 15] o 23 7 70 Zoro
Fonte 15K . Zoro zero 6.0 1
Fonte 15L Z210 zZero G0 zerg s
Fonte 15M Zero Zero G,0 ZETQ Zero
Fonte 15N Zero Zero G,0 Zero Zero
od REVISTA D.AE.
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TABELA III-A

Anilise dos dades obildos nos cxames cfetuades em amosiras de Agua de fontes, pogos, représas, rios, pisainas, reservatorios o rddes, provenicnles
da varias edades o interior do Estado de S3ic Paulo.

Testes MF — (campo). Imediato ¢ Retardado 24 horas. Em paralelo 203 tubos multiplos.

Discrepantes

Concgrdar;_tes.t (deé‘l; Negativos Nao o % de indice
Relagdo MF/NMP Lo oos s nos dois concor- MF/NMP (NMP = NMP/MF (MF = coneor- de
con lgngai\IMIe’) 2o testes dantes ZeTo O0u em quan- Zeéro ou ©om gquan- dianc.a correlagio
c tidades bastante In- tidades bastaate in-
feriores ao MF) ferlores ao NMP)
Imediato .............. T8 48 27 G i3 G8,1 0,53
Sub-totais ............. 126 27 . 24 Total dz pares
: estudades = 183
Retardado (24 h) ..... 32 26 26 5 10 54,2 0,01
) Total dc pares
Sub-totais ............. 58 26 15 cstudados = 105
Relagio cntre ¢ teste de membranas filtrantes imediato Retardadc (24 horas)
Resultados préximos Nio concordantes . - % de
Mesmo resultado intervalo (2) I>R I<R Total de pares tndice de correlagio conccfrdincia
41 16 18 30 105 0,80 54,2
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TABELA IV

Estudo sdbre a influéncia da temperatura ¢ do tempo de armazenamento na técnica de incubaciio retardada em membranas filtrantes.

NUMERC DE COLONIAS DE COLIFORME}S/ 100 ML
RETARDADO ‘ o
. IMEDIATO .

2 £ 24 HORAS o 48iH(EAS : 72 HORAS -
ﬁ | % o B AMBIENTE GELADEIRA ! AMBIENTE GELADEIRA i AMBIENTE I GELADEIRJ_\V
g : % E’ s/ agar | ¢/ agar : c/agar s/agar | c/agar | s/agar | ¢/agar | s/agar l c/ agar l g/ agar | ¢/agar | s/agar | ¢/ agar | s/ agar
z | A B j c ‘r D E F G H I { J ] K L M N o

9 49 23 40 I 120 160 95 25 110 70 120 105 120 75 65 5

QA a3 ZEro GO ’ 90 60 40 2Q 160 40 30 40 70 190 T0 180

3 70 zero 40 i 10 20 110 ; 35 45 15 40 35 35 10 35 15

7 172 20 60 80 50 60 | 30 109 60 40 50 prejudicada Zero 60 66

1 175 15 60 100 35 90 50 30 30 30 &0 35 zZero 60 30

5 330 10 20 Zero 30 20 [ ZOTO TO 20 30 20 50 10 20 10

I
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TABELA IV-A

48 HORAS

Origem IMEDIATO 24 HORAS 72 HORAS
AMBIENTE GELADEIRA AMBIENTE GELADEIRA AMBIENTE GELADEIRA
Représa | ___
N.°
s/ agar | ¢/ agar | ¢/ agar | s/agar | ¢/agar | s/agar | ¢/agar | s/agar | ¢/ agar | s/agar | ¢/agar | s/agar | ¢/agar | s/agar
9 X X x o b's X X X b4 I x X x X o
|
9A 0 X x x X X o x X « x X o x o
3 0 x o 0 X X X 0 X ‘ X X [s] X ! [+)
T 0 X X X X 0 X x 0 x ** o] X X
1 o X x 0 X X X o] 0 X 0 0 X o
5% 4} v} [} 0 0 [s} 0 o] s} [} 0 [} 0 o
* Todos os resuitados obtidos abaixo do limite inferior do NMP. xX: concordante.
** Colmatado. 0: naoc concordante,
OBS.: 1) Com 48 horas de armazenamento & temperatura ambiente, as placas apresentaram crescimento de coldnias atipicas. mesmo antes do inicio
da incubacAo (na maioria das vézes).
2} Em 72 horas do armazenamento a4 temperatura ambiente, as placas apresentaram crescimento de colénias atipicas e algumas com britho

3)

verde metélico caracteristico, antes da incubacio, na maioria das vézes).

Com armazenamento em geladeira, nio houve nenhum crescimento.



DISCUSSAO SOBRE OS DADDS OBTIDOS

1. Relagdc entre o nimero de coldonias de
coliformes obtida pela técnica das membranas
filtrantes ¢ pela téenica dos tubos multiples
(laberatorio).

1.1.
liformes:

Agua com clevada densidade de co-

% de amostras concordantes: (61%.

Indlez dz correlagio: 0,74,

1.2,
formes:

Agua com baixa densidade de coli-

% de amostras concordantes: 91,6%

a) fIndice de correlagic: 0,44.

by Indice dz correlagio: 0,82 (sendo aban-
donado um dado extremamente discre-
pante) .

Obs.: Kabler (1) trabalhando indifercnte-
mente com os varios tipos de Agua encontrou
uma porcentagem de concorddnein de 73t a
79,2%.

Com Aaguas potaveis obtivemos melhor in-
dice de correlacdo e de % de concordincia, pois
pudemos examinar volumes {(aliquotas) de amos-
tras maiores e ainda nfo houve interferéncia de
turbidez e de organismos nac coliformes.

Certas aguas «Iin natura» com wvalores ele-
vados de turbidez e de densidade de coliformes
¢ nio-coliformes apresentaram menor concor-
dancia com o NMP, pois o volume de amostra
[itrada tornava-se bastante pequeno (pois a
técenica prevé que se encontre de 20 a 80 colo-
nias tipicas de coliformes por placa, sendo que
o total de coloénias entre coliformes e nio-coli-
formes ndo deve ultrapassar 200).

2. Nos trabalhos de campo, principalinen-
te no ensaio de incubacfo retardada, a correla-
¢Ao e a % de concordancia entre a técnica dos
tubos multiplos e o ensaio retardado foi pouco
s.gnificativa. (Ver Sumadrioc 2.1, 2.2 ¢ 2.3).

Possivels dificuldades que podem surgir com
a técnica Millipore de Campo:

2,1, Tormacio de vacuo ¢ consegiiente in-
‘lerrupgdo da filtracio com perda do conjunto
placa-filtro:

Melo de evitar csta dificuldade: conservar o
dispositivo plastico, que fica acoplado 4 seringa,
mergulhado na amosira de agua até o término
da filtracio.

100

2.2. Crescimento bacteriano «espraiado» ou
ainda, agrupamento de coldnias num s5 Tado da
membrana prejudicando:_a contagem, cujas cau-
sas podem ser: : :

- 0 excesso de Agua que cventualmente fica
sébre a membrana filtrante, fazendo com
gue © material retide sbbre a mesma se
movimente para as laterais da placa, im-
pedinde uma distribulcio homogénica das
coldnias;

- fsse mesmo excesso de ligquido, quando
do crescmento das coldnias contribui para
a unifc das mesmas, fazendo com que se
«espraiem» sdbre tdda a membrana.

O excesso de dgua torna mais dificil a difu-
si0 do meio de cultura dificultando o trabalho.

Modos de evitar esta dificuldade:

ao término da filtragdo, csgotar total-
mente a 4dgua que ficar retida sébre o
membrana filtrante com a seguinte ma-
nobra: inverter a posigio do equipamen-
to e acionar ¢ émbelo da seringa, em mo-
vimente de suegdo até cncontrar resis-
ténecia :

2.3,
perficie do «pad» absorvente.

A manocbra pode ser deslocada da su-
Neste caso, o teste
fica prejudicado, pois as bactérias retidas na
membrana, nio sio nutridas pelo meioc de cultu-
ra e nic tém, portanto, capacidade de se desen-
volverem. Quando se tentar acomodar a& mem-
brana sbébre uma nova placa para incubacio em
laboratério nfdo sg conseguird bons resultados,

pols hd sempre inclusdo de «bolhas de ars.

Modo de evitar esta dificuldade:

ao acrescentar o meio de cultura acon-
dicionado em ampolas ou por intermédio
de pipeta, nao forcar o «pad» absorven-
te, para obter escoamento mais rap.do.

2.4,
ser adicionada, que é fungdo da espessura do
meio absorvente, é critica: n&o deve haver ex-
cesso (por causa do espralamento de coldnias),
nem falta de melo (algumas zohas podem hao
Nos trabalhos rea-

A quantidade de meio de cultura a

ser impregnadas pelo meio).
lizados por nds, foram suficientes os seguintes
volumes:

1,6 ml M-Endo -. Técnica de laboratérios

0,9 ml M-Endo — Técnica de campo

REVISTA D.AE.



3. Qualitativamente, os dados obtidos ‘Pela
técnica de campo, ensaio imediato, se relacio-
nados com a técnica dos testes miltiplos, mosg.
traram nas 185 amostras estudadas:

3.1. 529% de casos «com presenca de coli-
formes nos dois testes» — n#o se considerando
as quantidades.

3.2. 259% de casos «de auséncia de coli-
formes nos dois testess.

3.3. 91% de casos de «presenga de coli-
mes apehas nas membranas filtrantes e auséncia
nos tubos muiltiploss.

3.4. 118% de casos de «presenca de coli-
formes nos tubos multiplos e auséncia nas mem-
branas filtrantes».

Para trabalho de campo cremos que éste
ultimo dado é importante e desta forma procura-
mos relacionar os 22 casos de «NMP cgliformes
(tubos miltipios) com os casos de auséncia de
coliformes nas membranas filtrantes».

NMP coli/100 ml MF

46 zero

49 zZero

109 zero

130 Zero

230 zero

278 Zero

- 348 ZEero
790 zero

isto é:

8 casos de NMP (tubos) relativamente ele-
vados, positivos, contra 8 (MF) negati-
vos (zero);

14 casos: NMP < 23 contra MF (zero),

Recomendamos desta forma, no campo:

a) sejam analisadas mais de uma amostra,
coletadas no mesmo instante;

b) sejam levados em consideragio os resul-
tados que apresentarem grande cresci-

mento de coldnias ndo tipicas de eoli-
formes.

4.0s testes realizados para verificar a in-
fluéncia do tempo e da temperatura de armagze-

namento sébre o ensaio retardado mostraram
que:

REVISTA D.AE.

1.1, _bs resultados de membranas incubadas
com M-Endo agar, apresentaram geralmente,
indice de concordancia (dentro dos limites de 5=
guranca de 95% do NMP -— tubos) maior.

4.2. Os resultados de membranas, com 24
e 48 horas de armazenamento (laboratéric} néoc
acusaram variacdio significativa, tanto se arma-
zenados na geladeira (4°C) ou em temperatura
ambiente (mais ou menos 23°C).

4.3. No armazenamento de 72 horas, houve
grande nimero de resultados nfio concordantes,
principalmente nas amostras armazenadas na
temperatura ambiente: 8ste estudo esté prosse-
puindo, pois julgzamos que os dados obtidos néo

sS40 expressives e nfio permitem apreclachc con-
clusiva.
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