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RESUMO

A agua esta associada a grandes riscos a saude publica, uma vez que pode ser um
importante veiculo de transmissao de doencas de natureza infecciosa e, por isso, a
avaliagdo da sua qualidade microbioldgica através da identificagdo de indicadores
biolégicos de contaminagdo, como os coliformes, representa a possibilidade de
diminuicdo de inumeros surtos de doencgas. Existem diversos métodos, tais como a
Técnica de Fermentagdo em Tubos Multiplos (método convencional) e o Sistema
Enzimatico Cromogénico Colilert® (método rapido), que podem ser empregados com
essa finalidade, sendo capazes de determinar tanto coliformes totais como
termotolerantes, cujo principal representante € a Escherichia coli. A fim de verificar a
equivaléncia entre eles, amostras de agua da Lagoa do Porangabugu foram
analisadas por meio de diluigdes seriadas, mostrando que ambas as metodologias
foram capazes de detectar coliformes totais e termotolerantes de forma equivalente.
No entanto, tal equivaléncia ndo foi observada na quantificagdo, uma vez que o
método rapido apresentou maiores contagens, indicando, portanto, maior
capacidade de enumeragdo de coliformes quando aplicada a metodologia de

diluicdes seriadas.

Palavras-chave: Agua. Coliformes totais. Coliformes termotolerantes. Técnica de
fermentagdo em tubos multiplos. Colilert®. Equivaléncia.



ABSTRACT

The water is associated with major public health risks since it may be an important
vehicle for infectious diseases transmission and, therefore, the assessment of its
microbiological quality through the biological indicators of contamination such as the
coliform represents the possibility of reducing the number of disease
outbreaks. There are several methods such as the Multiple Tubes Fermentation
technique (conventional method) and the Colilert® Chromogenic Enzyme System
(quick method) which can be used for this purpose, thus being able to determine
both total and thermotolerant coliforms like the Escherichia coli. In order to verify the
equivalence between them, water samples from the Porangabugu Lagoon were
analyzed by successive dilutions, showing that both methodologies were able to
detect total and thermotolerant coliforms equivalently. This, however, was not
observed on the quantification, since the quick method showed higher counts and
indicated a greater capacity of coliforms enumeration when applied the successive

dilutions methodology.

Keywords: Water. Total coliforms. Thermotolerant coliforms. Multiple Tubes

Fermentation Technique. Colilert®. Equivalence.
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1 INTRODUGAO

A agua é considerada um dos elementos indispensaveis a vida, sendo
uma das principais substancias ingeridas pelo ser humano. Como um grande
recurso natural, a 4gua é de extrema importancia na manutencao da biodiversidade
do planeta, sendo caracterizada como um recurso estratégico da humanidade de
grande relevancia ecologica, econémica e social.

Sua importdncia nao esta limitada apenas ao seu consumo direto,
abrangendo também diversas atividades antropicas como produgao de alimentos, de
energia, de bens de consumo, de transporte e de lazer, bem como a manutengéo e
o equilibrio ambiental dos ecossistemas terrestres (LIMA, 2001).

Por outro lado, ela esta associada a grandes riscos a saude publica, uma
vez que pode ser um importante veiculo de transmissdo de doengas de natureza
infecciosa, o que torna primordial a avaliagcdo de sua qualidade microbiologica
(ISAAC-MARQUEZ et al., 1994; MACEDO, 2007).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% das
doencas relatadas em paises em desenvolvimento tem como veiculo de transmissao
a agua de ma qualidade, muitas vezes, contaminada por microrganismos
patogénicos (MACEDO, 2007).

Estes microrganismos podem ser encontrados em quase todos os
ambientes aquaticos, desde pequenos riachos até grandes oceanos, uma vez que
estes oferecem uma grande variedade de habitagdo e nichos ecoldgicos
(MENDONCA-HAGLER; HAGLER, 1991).

O Ministério da Saude, através da Portaria n.° 2.914 de 12 de dezembro
de 2011, define agua potavel como aquela propria ao consumo humano que atenda
ao padrao de potabilidade, ou seja, que apresente padroes fisicos, quimicos,
microbiolégicos e/ ou radioativos em conformidade com o conjunto de valores
permitidos como parédmetro da qualidade da agua para consumo humano, nao
oferecendo riscos a saude (BRASIL, 2011).

A avaliagdo da qualidade microbiologica da agua destinada ao consumo
humano através da pesquisa de agentes contaminantes, principalmente os de
origem entérica, representa a possibilidade de diminuicdo de inumeros surtos de
doencgas (GIOMBELLI; RECH; TORRES, 1998).
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O estudo de métodos de avaliagdo da qualidade da agua esta
diretamente relacionado com a prote¢cdo a saude publica, e os critérios adotados
para assegurar essa qualidade tém por objetivo fornecer uma base para o
desenvolvimento de ag¢des que, se propriamente implantadas junto a populagao,
garantirdo a seguranga do fornecimento de agua através da eliminag&o ou reducéo,
a concentragdo minima, de constituintes na agua, conhecidos por serem perigosos a
saude (D’AGUILA et al., 2000).

Existem diversas técnicas de analise microbiolégica empregadas no
controle de qualidade da agua, sendo os niveis de contaminantes toleraveis e
padrées de qualidade, pré-estabelecidos de acordo com o seu destino (MACEDO,
2007).

Diante das dificuldades para identificacdo de todos os microrganismos
patogénicos que possam estar presentes na agua, empregam-se as técnicas que
permitam a identificacdo de indicadores biolégicos de contaminagdo da agua, como
os coliformes, cuja presenca indica a possivel existéncia de patdégenos tais como
Escherichia coli, Salmonella sp, Enterobacter, Citrobacter, Klebisiella, Vibrio
cholerae e Shigella sp, além de virus (hepatite, poliomielite e gastroenterites) e
protozoarios como Entamoeba sp e Giardia sp (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

O grupo dos coliformes esta dividido em dois grandes grupos, a saber,
grupo dos coliformes totais e grupo dos coliformes fecais (termotolerantes), cuja
principal representante é a bactéria Escherichia coli, de origem exclusivamente fecal.

Para que se possa detectar e/ou determinar a quantidade de coliformes
em agua, dispde-se de basicamente trés técnicas. E a variagdo na escolha dos
meios de cultura que seleciona a microbiota alvo.

A Técnica de Fermentacdo em Tubos Multiplos (TFTM) e a Técnica da
Membrana Filtrante sdo os métodos tradicionais mais frequentemente utilizados para
enumeragao de coliformes, enquanto o Teste de presenga/auséncia (P/A) € uma
simplificacdo da técnica dos tubos multiplos que ndo objetiva a quantificagdo de
coliformes nas amostras, mas sim a verificacdo da presenca em um determinado
volume (SILVA et al., 2005).

Por empregar grande quantidade de meios de cultura, envolver repiques
para promoc¢ao do crescimento de bactérias, necessitar de diferentes tipos de

vidrarias, demandar longos periodos de incubagdo além de exigir posterior
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confirmacdo dos coliformes totais, fecais e E.coli, a Técnica de Fermentacdo em
Tubos Multiplos € considerada muito trabalhosa.

Esta técnica € baseada no principio de separagdo, por agitagdo, de
bactérias presentes em uma amostra liquida, resultando em uma suspensao onde
as celulas estejam uniformemente distribuidas. A combinacdo de tubos com
crescimento positivo ou negativo apds a incubagao permite estimar, por calculos de
probabilidade, a densidade original dos microrganismos na amostra. Ja o Teste de
presencga/auséncia € um pouco mais simples, requer apenas um frasco de cultura
para todo o volume a ser analisado (SILVA et al., 2005).

O uso da Técnica da Membrana Filtrante permite determinar o numero de
unidades formadoras de colénias (UFC) dos microrganismos alvo presentes na
amostra. Essa técnica baseia-se na filtracdo de um determinado volume através de
uma membrana com um poro de 0,45um. As bactérias que apresentam uma
dimens&do maior que a dos poros da membrana ficam retidas na mesma, sendo
entdo transferidas pra uma placa de Petri contendo meio de cultura seletivo e
diferencial que permita a visualizacado de colbnias tipicas. O resultado é expresso em
unidades formadoras de colénias (UFC/100 mL), ndo sendo indicado para aguas
com turbidez elevada uma vez que dificulta o processo de filtragdo (SILVA et al.,
2000).

Um grande numero de técnicas diferentes, baseadas em substratos
enzimaticos fluorogénicos e/ou cromogénicos, tem sido desenvolvidas e envolvem a
capacidade de detectar a presenca de enzimas especificas com o emprego de
substratos apropriados (GREGHI, 2005).

A aplicacdo de sistemas enzimaticos cromogénicos como o Colilert®
permite determinar simultaneamente coliformes totais e coliformes fecais presentes
em amostras de agua, utilizando apenas um meio de cultura, o que reduz o tempo
de analise, aumentando a produtividade laboratorial. Além disso, os sistemas
enzimaticos ndo necessitam de confirmagdo e ainda eliminam a interpretagao
subjetiva encontrada nos métodos tradicionais, por isso seu emprego esta sendo
cada vez mais disseminado.

O emprego de testes rapidos, entretanto, ndo exclui a aplicagdo do
método convencional como alternativa no monitoramento da qualidade
microbiolégica da agua. A analise bacterioldgica de agua realizada pelas diferentes

técnicas deve responder de forma equivalente na determinacdo de coliformes,
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garantindo seguranga quanto aos resultados e a possibilidade de escolha na
utilizacdo das mesmas. Portanto, uma vez comprovada equivaléncia entre os

meétodos, cabe ao analista decidir qual o mais viavel para execucéo da sua analise.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia da qualidade da agua para a saude publica

Aproximadamente dois tergos da superficie do nosso planeta é
constituida por agua, destes dois tergos, 97,5% esta presente nos mares e oceanos,
2,493% fica armazenada nas geleiras, e o restante, apenas 0,007%, esta disponivel
para uso, podendo ser encontrada em lengdis subterrdneos, lagos, rios e na
atmosfera (UNIAGUA, 2012).

Dentre todas as substancias ingeridas pelo homem, a agua é a que
aparece em maior quantidade, sendo também a principal substancia por ele
excretada. Diariamente, o homem chega ingerir cerca de 2 litros de agua, isso
representa cerca de 3% do seu peso corporeo (RIEDEL, 1992 apud MARQUEZI
2010).

A presenga de agua no corpo humano é ainda essencial para o
funcionamento das atividades celulares e organicas sendo de fundamental
importancia na realizagdo das suas atividades habituais (VASCONCELOS; AQUINO,
1995).

Indispensavel para a vida, a agua € também elemento insubstituivel para
diversos segmentos industriais, seja como integrante de produtos elaborados,
utilizada na limpeza de matérias-primas e instalagbes ou na geragao de energia,
como o vapor, entre outros (DAVID et al., 1999).

Por se tratar de um recurso renovavel que esta presente em grandes
concentragdes no planeta, a humanidade, com o passar do tempo, tem esquecido
que a agua é um recurso limitado e passou a trata-la com bastante descaso, ja que
tanto a escassez d’agua como seu excesso € resultante do uso indevido dos
recursos naturais (CALIJURI; OLIVEIRA, 2000). Isso representa uma séria e
crescente ameacga para o desenvolvimento sustentavel e a protecdo do meio
ambiente (BLANCO-HERNANDEZ et al., 1998 apud JULIAO, 2003).

No Brasil, apesar deste recurso ser considerado abundante, existe
lugares muito carentes onde a agua acaba se tornando limitada as necessidades do
homem. Isso acontece principalmente em locais onde o desenvolvimento ocorreu de

forma desordenada provocando a deterioracdo das aguas disponiveis, seja devido
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ao langamento indiscriminado de esgotos domésticos, despejos industriais e
agrotoxicos ou por outros poluentes (MOITA; CUDO, 1991).

Grande parte das exigéncias do mundo moderno € provida por agua de
mananciais subterrdneos ou de superficie. Por mais abundante que seja a agua é
insuficiente para atender a um fendmeno de demanda infinita, principalmente diante
do desperdicio e da polui¢do incontrolada dos mananciais (SILVA; SALGUEIRO,
2001; JULIAO, 2003).

A 4gua estd se tornando, cada vez, mais um bem escasso e sua
qualidade tem se deteriorado rapidamente apesar de todos os esforgcos para
armazenar e diminuir o seu consumo (VASCONCELOS; AQUINO, 1995).

Segundo relatério da Organizagdo das Nagbdes Unidas (ONU), medidas
urgentes devem ser tomadas para praticar o uso racional dos recursos hidricos, ou
60 paises, que correspondem a 75% da populacdo mundial, deverao sofrer com a
falta de agua no ano de 2050 (RODRIGUES; MALAFAIA, 2009).

Além de ser um bem econbmico, a agua subterranea é considerada,
mundialmente, uma fonte substancial de abastecimento para o consumo humano,
principalmente por popula¢des que n&o tém acesso a rede publica de abastecimento
(GREGHI, 2005).

Outra parcela da populagdo, que considera as aguas subterraneas uma
fonte de abastecimento, sdo aqueles individuos que tém acesso, porém nao
apresentam o fornecimento regular. As fontes de contaminagdo dessas aguas
normalmente estdo associadas nédo sé a despejos domeésticos ou industriais, mas
também ao chorume proveniente de aterros de residuos sélidos que, quando
dispostos de forma inadequada, podem poluir e contaminar os lengois freaticos com
microrganismos patogénicos (FREITAS; BRILHANTE; ALMEIDA, 2001).

A interferéncia do homem seja ela de forma concentrada, gerando esses
despejos, ou de forma dispersa, pela aplicagdo de defensivos agricolas no solo,
contribui diretamente para introdugdo de compostos na agua que acabam afetando
sua qualidade. Logo, o0 modo de uso e ocupagdo do solo pelo homem esta
intrinsecamente relacionado a qualidade da agua (SPERLING, 2005).

Em ambito nacional, o que se observa é um elevado crescimento
populacional, principalmente nas areas urbanas, o que caracteriza,
consequentemente, um aumento da produgdo de residuos, sejam eles sdlidos,

liguidos ou gasosos que acaba dificultando a recuperagdo de ecossistemas
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comprometendo assim a oferta de agua com qualidade que possa suprir as
necessidades individuais (MOTA, 1997 apud PAIVA; SALGUEIRO, 2002).

Os parametros basicos de qualidade da agua (pH, cor, turbidez, niveis de
cloro, fluor ou coliformes) apresentam estreita relagdo com a qualidade de vida da
comunidade. Portanto, os servicos de saneamento e distribuicdo de agua
desempenham um papel fundamental na garantia das condi¢des de saude e bem-
estar da populacdo. Paises que tém um maior acesso da populacdo a esses
servigos basicos apresentam uma menor taxa de mortalidade infantil (OPAS, 2007).

Em virtude das precarias condi¢gdes de saneamento e da ma qualidade
das aguas, o que tém se observado em diversos paises em desenvolvimento é o
crescimento, cada vez mais acelerado, de doencas diarreicas de veiculagao hidrica,
tais como, febre tifoide, célera, salmonelose, shigelose, outras gastroenterites como
poliomielite e hepatite A, além das verminoses amebiase e giardiase. Esse
crescimento acelerado tem sido responsavel por varios surtos epidémicos bem como
pelas elevadas taxas de mortalidade infantil relacionada a agua de consumo
humano (LESER et al., 1985).

Os microrganismos patogénicos responsaveis pela transmissdo dessas
doencgas de veiculagdo hidrica sédo, principalmente, de origem entérica, animal ou
humana. Eles sdo normalmente transmitidos pela rota fecal-oral, ou seja, sao
excretados nas fezes de individuos infectados e ingeridos na forma de agua ou
alimento contaminado por agua poluida com fezes (GRABOW, 1996 apud AMARAL,
2003).

Outro fator que tem conduzido a efeitos nocivos a saude sdo os despejos
industriais que compreendem desde matéria em suspensdo e metais pesados, até
cloro procedente da dispersdo de sais nas ruas em determinadas épocas. Esses
efeitos maléficos podem causar tanto as comuns dores de cabeca, nauseas,
irritagdes na pele e pulmdes, como também sérias redugdes das fungdes
neuroldgicas e hepaticas (MORAES; JORDAO, 2002).

Existem ainda evidéncias do aumento na incidéncia de carcinomas
gastrointestinais e de bexiga, anomalias reprodutivas e malformag¢des congénitas,
que caracterizam efeitos genotoxicos a saude, em populagdes que vivem proximo a
perigosos depositos de despejo (HOUK, 1992 apud AMARAL, 2003).

Pode-se observar atualmente em paises de terceiro mundo é que, devido

aos grandes problemas econémicos e estruturais por eles enfrentados, € crescente
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0 numero de cidades que apresenta quadros preocupantes quanto a infraestrutura
de saneamento basico, problema esse que, se considerado prioritario, poderia
prevenir a ocorréncia de muitas doencas (DAVID et al., 1999).

O controle da qualidade da agua faz parte das agdes da vigilancia
sanitaria que sao de extrema importancia e auxiliam quanto a necessidade,
qualidade e promogdo de medidas de intervengdo, sejam elas preventivas ou
corretivas, que garantam agua de boa qualidade para o consumo (TEIXEIRA, 2005).

Essas medidas podem evitar problemas relacionados a falta de
saneamento basico que resultam no aumento do numero de casos de doencgas
parasitarias e infecciosas, e consequentemente elevam os gastos com a Saude
Publica (D’AGUILA et al., 2000).

Nesse contexto, questbes relativas ao saneamento do meio sdo de
fundamental importancia para Saude Publica; a universalizagdo e melhoria
da qualidade dos servigos de saude implica, entre outras coisas, na
redistribuicdo de renda e elevacdo dos padrdes de conforto da populagéo,
compondo um novo ciclo de desenvolvimento do saneamento ambiental,
como parte integrante de uma estratégia para a melhoria da qualidade de
vida abrangendo, também, os aglomerados urbanos (JULIAO, 2003, p. 8).

2.2 Contaminagao da agua

Por ser considerada componente essencial para a manutengado da vida
na terra, a agua deve ser preservada, mas nem sempre isso ocorre. A contaminagao
da agua pode impedir a sobrevivéncia da vida vegetal e animal, causando ainda
graves consequéncias aos seres humanos (CARMOUZE, 1994).

Registros do Sistema Unico de Saude (SUS) mostram que cerca de 80%
das internacdes hospitalares do Brasil se devem a doengas de veiculagao hidrica
por conta da sua ma qualidade (MERTEN; MINELLA, 2002).

A poluicdo da agua pode ter origem quimica, fisica ou biolégica. Em geral,
a adicdo de um tipo destes poluentes altera também as outras caracteristicas da
agua indicando que, de alguma maneira, seu uso foi prejudicado o que pode atingir
o homem diretamente, seja através da ingestdo, do banho ou do uso para lavar
roupas e utensilios como, principalmente, através da alimentacdo (PEREIRA, 2004;
GREGHI, 2005).

Sao importantes fontes de contaminacdo dos recursos hidricos os
esgotos sem tratamento que séo langados em rios e lagos, que, além disso, também

sdo atingidos por defensivos agricolas que escoam com as aguas das chuvas; os
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aterros sanitarios, que afetam os lengdis freaticos, e os garimpos e industrias que
acabam langando seus residuos e produtos quimicos, em geral muito toxicos, em
rios, lagos e corregos, muitas vezes, sem antes passar por nenhum tratamento
(MARQUEZI, 2010).

O que se tem observado é que a qualidade da &agua tem sido
comprometida desde o manancial, pelo lancamento de efluentes e residuos, o que
acaba exigindo maior investimento nas plantas de tratamento e mudangas na
dosagem de produtos utilizados no tratamento da agua para se garantir que, ao sair
das estacdes, ela permaneg¢a com qualidade até o momento do uso pela populagao
(BRASIL, 2004).

Os efluentes domésticos sdo considerados a principal fonte de poluigao
comprometedora da qualidade da agua para fins de abastecimento. Eles sé&o
constituidos  basicamente por contaminantes organicos, nutrientes e
microrganismos, que podem ser patogénicos, sendo derivados do nosso esgoto e do
lixo produzidos diariamente. Além dos efluentes domésticos, os efluentes industriais
e o defluvio superficial urbano e agricola também sdo grandes responsaveis pela
poluicdo das aguas (SA, 2006).

Dentre as impurezas que podem estar presentes na agua, algumas
podem ser inécuas. Aquelas que sao ditas prejudiciais incluem os virus, bactérias,
parasitas, substancias toxicas e elementos radioativos (RICHTER; AZEVEDO
NETTO, 1995).

No meio rural, o risco de ocorréncia de surtos de doengas de veiculagao
hidrica € muito mais alto quando comparado ao meio urbano, isto se deve
principalmente a possibilidade de contaminagdo bacteriana de aguas, pois estas,
muitas vezes, sao captadas em pogos muito antigos, que nao foram vedados de
maneira adequada e situam-se préximos a fontes de contaminagao, como fossas e
areas de pastagem ocupadas por animais (STUKEL et al., 1990).

Embora em menor escala, a populagdo urbana também ¢ afetada pela
contaminagao das aguas. O que se pode inferir € que o crescimento da populagéo,
bem como das atividades econdmicas por ela desenvolvidas, aumenta ainda mais a
quantidade de impurezas nas aguas, o que acaba tornando qualquer fonte de agua
superficial insegura para consumo direto, gerando entdo a necessidade de um

tratamento prévio da mesma antes do consumo (SANTOS, 2007).
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As fontes de agua devem ser protegidas de dejetos humanos ou de
animais, que podem conter uma grande variedade de bactérias, virus,
protozoarios e helmintos, que podem ser patogénicos ao homem. Falhas na
protecdo das fontes e no tratamento da agua podem expor a populagéo a
riscos de desenvolverem doencas intestinais ou infecciosas. Os grupos de
risco para estas doengas sao principalmente criangas, idosos, pessoas com
a saude debilitada ou que vivem em condi¢des de saneamento precario.
Para essas pessoas a dose infectiva € menor que para o resto da
populacdo (MARQUEZI, 2010, p. 30).

De maneira geral, as doengas relacionadas com a agua recebem duas
classificagdes distintas: doencas de transmissdo hidrica e doencas de origem
hidrica. Nas doengas de transmissédo hidrica, a agua funciona como veiculo do
agente infeccioso e a causa das doengas geralmente esta relacionada a presenca
de microrganismos patogénicos nas fezes humanas e de animas que contaminam a
agua ao entrar em contato com ela. Essas doengas geralmente resultam em
problemas no trato gastrintestinal (VERTONI; GALLO, 1994).

A contaminagdo microbiolégica das aguas de consumo humano resulta
em um grande numero de enfermidades que causam um grande impacto na
populagdo. Porém, o que se observa € que somente 19% dos Estados realizam
avaliagbes sistematicas da qualidade da agua visando a redugcdo da
morbimortalidade das doengas de veiculagao hidrica (BARRETO, 2009).

As doencgas de origem hidrica, por sua vez, sdo normalmente causadas
pela presencga, em concentragbes inadequadas, de substéncias quimicas, sejam
elas organicas ou inorganicas, que podem ser oriundas do proprio manancial ou
serem resultantes da polui¢gdo. Alguns exemplos dessas doengas sdo o saturnismo,
relacionada ao excesso de chumbo na agua, e a meta- hemoglobinemia, ligada a
presenga em altas concentragdes de nitrato na mesma (VERTONI; GALLO, 1994).

Em condigdes normais, os rios possuem diversos tipos de bactérias que
compdem sua microbiota natural e sdo de grande importadncia uma vez que
consomem matérias organicas e absorvem a carga poluidora que é langada, sendo
as principais responsaveis pela autodepuragc&do, ou seja, a limpeza do rio. Ao
receberem esgotos, esses rios passam a conter outros tipos de bactérias que podem
prejudicar seriamente a saude da populagdo que utiliza essa agua para seu
consumo diario. Essas bactérias sao representadas pelo grupo dos coliformes
(GREGHI, 2005; MARTINS, 2006).

Esse grupo de coliformes também pode ser encontrado no solo e em

vegetais. Algumas bactérias que o compdem apresentam a capacidade de se



23

desenvolver em aguas que apresentem grandes quantidades de nutrientes, sendo
chamadas genericamente de coliformes totais e outras, além n&o terem facilidade de
se desenvolver em ambiente externo, apresentam pouca resisténcia a agua e séo
comprovadamente de origem fecal e por isso foram durante muito tempo
denominadas coliformes fecais, recebendo hoje a denominagdo de coliformes
termotolerantes. Sua presenga na agua indica que patégenos como a Escherichia
coli, Salmonella sp., Vibrio cholerae e Shigella sp., além de virus causadores de
hepatite, poliomielite e gastroenterites, e protozoarios como Entamoeba sp e Giardia
sp podem estar presente na agua (PELCZAR et al., 1997).

A presenca dessas bactérias na agua indica que a mesma recebeu
matérias fecais ou de esgotos e, portanto pode estar sendo contaminada por
microrganismos patogénicos carreados por fezes de individuos doentes logo, o
controle das doengas veiculadas pela agua se baseia na interrupgao do ciclo: fezes
humanas ou de animais > suprimento de agua ->consumo por humanos (GREGHI,
2005; MARQUEZI, 2010).

2.3 Microrganismos indicadores

Ha muito tempo a utilizagdo de microrganismos indicadores tem
contribuido para avaliagdo da qualidade microbiolégica da agua, uma vez que,
quando encontrados na agua, eles podem ser associados a ocorréncia de
contaminagdo de origem fecal e, consequentemente, a possivel presenca
microrganismos patogénicos intestinais (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Os microrganismos indicadores podem ser utilizados para avaliar a
qualidade microbiologica de diferentes tipos de agua, seja ela para consumo,
residuaria ou destinada a recreagao (ASHBOLT; GRABOW; SNOZZI, 2001).

Os critérios que sdo considerados para que um grupo de microrganismos
seja utilizado como indicadores sdo: i) deve ser de rapida e facil detecgao;
nao deve estar presente como contaminante natural na agua ou no
alimento, pois assim sua deteccdo nao indicara, necessariamente, a
presenga da matéria fecal ou de patdgenos; ii) deve estar sempre presente
quando o patégeno associado estiver; iii) seu nimero deve correlacionar-se
com o do patdégeno; iv) deve apresentar necessidades de crescimento e
velocidade de crescimento semelhante as do patégeno; v) deve ter
velocidade de morte que seja ao menos semelhante a do patégeno e, se
possivel, sobrevivéncia levemente superior a do patégeno (GREGHI, 2005,
p. 28).

Por nao existir nenhum microrganismo que atenda a todos esses critérios,

alguns microrganismos como o Streptococcus faecalis ou Enterococcus, Clostridium
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perfringens, virus entéricos, coliformes e Escherichia coli (E.coli), que sao carreados
juntamente com dejetos humanos para o meio ambiente, s&o utilizados como
indicadores alternativos de contaminagéao fecal (BURBARELLI, 2004).

Dentre esses microrganismos, os Enterococcus sdo bastante utilizados
como indicadores alternativos, uma vez que a relagédo existente entre as contagens
de coliformes fecais e enterococus fecais pode indicar se a contaminagcao recente &
de origem humana ou animal (HAGLER; HAGLER, 1988). Contudo, os
microrganismos mais utilizados como indicadores sao os coliformes, uma vez que
apresentam a vantagem de serem encontrados no intestino de animais de sangue
quente sendo, ainda, eliminados em grandes quantidades nas fezes destes (cerca
de 3,0 x 108 UFC/g). Além disso, sua presenca na agua indica contaminagao recente
por material fecal e sua quantificacao € bastante simples (HUNT; RICE, 2005; SILVA
et al., 2005).

2.4 Grupo dos coliformes totais

Esse grupo pode ser definido como bactérias aerdbicas ou anaerdbicas
facultativas, Gram negativas, nao esporogénicas, em forma de bastonetes, capazes
de se desenvolver na presenga de sais biliares ou agentes tensoativos que
fermentam a lactose com formacédo de gas, acido e aldeido, em 24-48 h, a uma
temperatura de 35 + 0,5°C, podendo ainda apresentar atividade da enzima [3-
galactosidase (BRASIL, 2004).

O grupo inclui cerca de 20 espécies, dentre as quais se encontram tanto
bactérias originadas do trato gastrointestinal de humanos e outros animais de
sangue quente, como também diversos géneros e espécies de bactérias né&o
entéricas, mas com capacidade de se multiplicarem em &agua poluidas, como
Serratia e Aeromonas, motivo pelo qual sua quantificagédo ndo é tao representativa,
como indicagao de contaminagao fecal, quanto a quantificagdo de E.coli (SILVA et
al., 2005).

2.5 Grupo dos coliformes termotolerantes

As bactérias deste grupo se diferenciam do grupo de coliformes totais
pelo fato de continuarem a fermentar a lactose com produgcdo gas quando

submetidas a temperatura de 44,5 a 45,5°C. Sao utilizadas na identificacdo de
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contaminacdo de origem fecal. Sob tais condi¢gdes, aproximadamente 90% das
culturas de Escherichia coli sdo positivas, enquanto entre os demais géneros,
apenas algumas cepas de Enterobacter e Klebsiella mantém essa caracteristica
(SILVA et al., 2000; FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Os géneros Enterobacter e Klebsiella apresentam cepas de bactérias que
podem originar-se de aguas enriquecidas organicamente como, por exemplo, de
efluentes industriais ou de materiais vegetais e solo em decomposicao justificando
assim o uso, mais apropriado, do termo termotolerantes em vez de fecais na
distingao dos grupos de coliformes (SILVA et al., 2005; WHO, 1996).

Dentre essas bactérias, a Escherichia coli € a maior representante do
grupo de coliformes termotolerantes, constituindo aproximadamente 95% dos
coliformes existentes nas fezes humanas e de outros animais, sendo a mais
conhecida e mais facilmente diferenciada dos membros ndo fecais (SILVA et al.,
2005).

2.6 Escherichia coli

A primeira descricdo da bactéria Escherichia coli data de 1885, foi
Theodor von Escherich quem inicialmente a identificou como parte da microbiota
intestinal dos animais. Antes considerada ndo patogénica, teve sua caracterizagao
modificada apds a associacao de alguns de seus sorotipos a doengas em animais e
seres humanos (FERREIRA; KOBIL, 200 apud FORTES, 2008).

A espécie Escherichia coli pertence ao género Escherichia, classificado
dentro da familia Enterobacteriaceae fazendo parte do grupo dos coliformes.
Apresenta-se na forma de bastonetes Gram-negativos, ndo esporulados, com
tamanho entre 1,1 a 1,5 ym por 2 - 6 um, com capacidade de fermentar glicose,
lactose e manitol, com producdo de acido e gas, a 44,5°C £ 0,2°C, em 24 a 48
horas. Produz indol a partir do triptofano, € oxidase negativa, catalase positiva,
apresenta atividade das enzimas [(-galactosidase e B-glucuronidase, podendo ou
nao apresentar motilidade através de flagelo (SILVA et al., 2005; FORTES, 2008;
MARQUEZI, 2010; MORELLI, 2003).

Em 1892 foi proposto o uso da E. coli como indicador de contaminagao
fecal em agua, uma vez que esta bactéria € encontrada no intestino humano e de
animais de sangue quente (MARQUEZI, 2010).
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Nas fezes humanas, de gatos e cachorros, sua concentragdo pode variar
de 10° a 10° unidades formadoras de colénias (UFC) / g, nas fezes de gado e
galinha a concentracdo varia entre 10* a 107 UFC/g enquanto que nas fezes de
coelhos, roedores e macacos, a variagao gira em torno de 10" a 10°UFC/ g
(MORELLI, 2003).

Tanto o isolamento como a identificagdo dessa espécie em agua é facil, e
podem ser feitos através de técnicas simples e rapidas. A E.coli apresenta um
periodo de sobrevida semelhante ao dos patégenos mais comuns nao sendo tao

resistentes quanto os virus intestinais (JAY, 2005).

2.7 Métodos utilizados na determinagao de coliformes totais, termotolerantes e

E.coliem agua

Para se determinar a sanidade da agua, as metodologias escolhidas
devem ser simples e rapidas na detecg¢ao de bactérias indicadoras de contaminagao
fecal (ASHBOLT; GRABOW; SNOZZI, 2001).

A escolha da metodologia analitica pode levar a uma analise investigativa
da presenga ou auséncia de microrganismos, a uma quantificacdo dos
microrganismos presentes na amostra, além de possibilitar a identificagdo e
caracterizagdo das diferentes espécies microbianas (GREGHI, 2005).

Os métodos utilizados sao hoje divididos em convencionais, que foram
desenvolvidos ha muito tempo e geralmente sdo adotados como oficiais em diversos
paises, e em métodos rapidos, que comegaram a ser desenvolvidos na década de
70 tendo seu uso cada vez mais disseminado por simplificarem o trabalho e
reduzirem os custos das analises (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

2.7.1 Métodos convencionais

Quando utilizados para caracterizaggo de um determinado
microrganismo, esses métodos sao baseados na observagdo da capacidade do
microrganismo de realizar determinadas reagdes bioquimicas que, geralmente,
ocorrem em tubos de ensaio e demandam bastante tempo além de representarem
um custo elevado (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Dentre esses métodos, estdo a técnica de fermentagcdo em tubos
multiplos e a técnica da membrana filtrante que, apesar de serem seletivos para

determinacdo do grupo coliforme, ndo indicam uma separagdo especifica das
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diferentes espécies de origem fecal do grupo coliforme, necessitando ainda de
testes confirmatérios (GREGHI, 2005; MARQUEZI, 2010).

Em relagdo ao monitoramento da qualidade da agua, estes métodos séo
considerados demorados e, portanto, podem nao impedir que a populacéo faca uso
da agua antes da obtengao de resultados o que aumenta o risco de contrair doengas
causadas pela agua de ma qualidade durante o monitoramento (HSIEH, 2008 apud
MARQUEZI, 2010).

2.7.1.1 Técnica de Fermentagdo em Tubos Multiplos (TFTM)

A técnica dos tubos multiplos € um método de analise quantitativo que
permite a determinagédo do Numero Mais Provavel (NMP) de microrganismos alvo na
amostra, sendo por isso conhecida também por Método do Numero mais Provavel
(SILVA et al., 2005; FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Nesta técnica, aliquotas e/ou diluicbes da amostra a ser analisada sao
distribuidas em uma série de tubos de ensaio contendo um meio de cultura
diferencial para crescimento dos microrganismos alvo. Através de calculos de
probabilidade, a combinagdo de tubos positivos e negativos permite estimar a
densidade real de microrganismos presentes na amostra. A quantidade de tubos de
ensaio utilizada por série (3 ou 5) pode ser relacionada a precisdo do método, e os
resultados em NMP podem ser obtidos pela consulta a tabelas apropriadas (SILVA
et al., 2005; HUNT; RICE, 2005).

Além da anadlise de bactérias do grupo coliforme, a técnica de
fermentacdao em tubos multiplos também ¢é indicada para determinacdo de outros
microrganismos tais como Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus e Clostridium
perfringens. Como o meio de cultura é especifico para cada tipo de microrganismo, é
a selegao deste que determina o microrganismo a ser contado (SILVA et al., 2005;
FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Quando se deseja realizar uma contagem presuntiva de coliformes
através desta metodologia, normalmente utiliza-se o meio de cultura Caldo Lauril
Sulfato Triptose (LST), que é um meio de enriquecimento seletivo para coliformes e
apresenta a caracteristica de recuperar células injuriadas. A positividade € indicada
pelo crescimento (turvagcédo) no meio, bem como pelo surgimento de gas (bolha) no
interior do tubo de Durhan apdés o periodo de incubagdo (HAJDENWURCEL, 1998).
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A confirmagdo da presenca de coliformes totais segue a mesma
metodologia, sendo que o meio indicado € o Caldo Verde Brilhante Bile (VB), que
inibe o crescimento de microrganismos Gram-positivos por apresentar em sua
composicao sais biliares além da lactose, que serve de substrato para a produgcao
de gas pelos coliformes (HAJIDENWURCEL, 1998).

Ja a confirmacdo da presenga de coliformes termotolerantes é feita
através da utilizagdo do meio de cultura Caldo EC (Escherichia coli), neste caso a
incubacao deve ser feita em banho-maria a uma temperatura de 44,5°C com
variagdo nao superior a 0,2°C por 24+ 2h. A ndo ocorréncia de gas indica auséncia
de coliformes termotolerantes na amostra, uma vez que estes apresentam a
caracteristica de continuarem a fermentar a lactose em temperaturas mais elevadas
(SILVA et al., 2005).

Se houver ainda o interesse de confirmar a presenca/auséncia de E. coli
na amostra, pode-se realizar as provas bioquimicas tradicionais a partir da tomada
de uma algada do meio EC com producgéo de gas e posterior estriamento em placas
de Agar Eosina Azul de Metileno (EMB). O crescimento de colénias tipicas de E. col,
ou seja, colonias nucleadas com centro preto, com ou sem brilho metalico apos
incubac&o a 35°C por 24h, deve ser isolado em tubos contendo Agar Nutriente (AN)
ou outro meio adequado para inoculo de provas bioquimicas e incubado sob as
mesmas condi¢gdes da placa. Esse isolamento proporciona a obtencao de colbnias
puras que serao utilizadas para a realizagdo da coloracdo de Gram, prova de
oxidase e provas bioquimicas, de indol, VM, VP e citrato (IMVC) (SILVA et al., 2005).

2.7.1.2 Técnica da Membrana Filtrante

Nesta técnica, volumes adequados de amostra sao filtrados através de
membranas que permitem a passagem de liquidos, mas retém microrganismos com
dimensdes superiores a seus poros. Apos essa filtracdo, a membrana ¢é transferida
para placas de Petri contendo meio de cultura seletivo e diferencial para o
crescimento do microrganismo alvo e, apds o periodo de incubagéo, as colénias s&o
enumeradas (GREGHI, 2005).

A técnica nao é restrita a analise de coliformes, podendo também ser
aplicada na analise de Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus. Por ser uma
metodologia de concentracdo de microrganismo, ela € recomendada para amostras

onde se espera auséncia ou contagens bem baixas do microrganismo alvo, sendo
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sua principal aplicagao, a andlise de agua destinada ao consumo humano (SILVA et
al., 2005).

2.7.2 Métodos Rapidos

A necessidade de obtencdo de dados analiticos mais rapidamente, a
simplificacdo do trabalho, bem como o aumento da produtividade laboratorial
despertou o interesse pelo desenvolvimento dos métodos rapidos (FRANCO;
LANDGRAF; 2008).

Os métodos rapidos sdo baseados na utilizagdo de substratos definidos
apropriados, cromogénicos ou fluorogénicos, para a deteccdo da atividade de
determinadas enzimas especificas do microrganismo alvo, que sao capazes de
modificar esses substratos, levando a uma alteragdo na cor do meio, no caso dos
cromogénicos, ou uma alteracdo na fluorescéncia do mesmo, no caso dos
fluorogénicos (MANAFI; KNEIFEL; BASCOMB, 1991; ASHBOLT; GRABOW;
SNOZzI, 2001).

A incorporagédo desses substratos em um meio seletivo pode eliminar a
necessidade de subcultivos e posteriores testes bioquimicos para identificacdo de
certos microrganismos (LEITE; FRANCO, 2006).

Para garantir um melhor e mais seguro controle da qualidade da agua
foram desenvolvidos diversos meios de detecgao simultanea de coliformes totais e
E. coli, jA que este grupo de bactérias € o mais importante indicador de
contaminagdo da agua. Dentre esses meios destacam-se os métodos Colilert e
Colitag (MANAFI, 2000).

O uso das Técnicas dos Substratos Definidos além de permitir a deteccéo
simultdnea de coliformes totais e E.coli com apenas um meio de cultura, diminui
consideravelmente o tempo necessario para obtencdo de resultados, que nao
necessitam de confirmagao. Dependendo do produto comercial utilizado, esse tempo
varia entre 18 a 28 horas, o que representa grande vantagem pela rapidez do
resultado e a possibilidade de corre¢ao de problemas existentes, principalmente em
sistemas de abastecimento publico (GREGHI, 2005).

2.7.2.1 Colilert® (IDEXX)

A Técnica do Substrato Cromogénico Enzimatico Colilert® (Idexx) é

baseada na identificacdo e contagem de microrganismos pela analise de suas
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enzimas constituiveis. Fundamentada em dois substratos definidos, o orto-nitrofenil-
B-D-galactopiranosideo (ONPG) e o 4-metilumbeliferil-B-D-glucoronideo (MUG),
possibilita a detecgdo simultdnea de bactérias do grupo coliforme e E. coli em
amostras de agua (MARQUEZI, 2010; SILVA et al., 2005).

Os coliformes totais apresentam uma enzima, a (-galactosidase, que é
capaz de decompor o ONPG, um substrato incolor. Ao sofrer decomposicao, este
forma o orto-nitrofenol e o meio sofre uma alteracdo de cor tornando-se amarelo
bem forte, o que evidencia presenca de coliformes totais na amostra. Ja a E. coli
apresenta a enzima B-glucuronidase que decompdée o MUG resultando em um
produto, o 4-metilumbeliferona, que apresenta fluorescéncia azul sob luz ultravioleta
(360nm) evidenciando assim a presenga de E. coli na amostra (OLSTADT et al.,
2007; COVERT et al., 1989 ; SILVA et al., 2000).

Vale ressaltar que as bactérias que nao pertencem ao grupo coliforme
como, algumas espécies do género Aeromonas e Pseudomonas, que também
produzem a enzima [-galactosidase sao suprimidas, ndo produzindo assim resposta
positiva no teste a ndo ser que se encontre em densidades superiores a 10*
unidades formadoras de colénia por mL (UFC/mL) (JULIAO, 2003).

Diante do referido, pode-se dizer que os possiveis resultados para analise
sdo0: a permanéncia do meio incolor que significa auséncia de coliformes totais e E.
coli na amostra; alteragdo da cor do meio para amarelo sem fluorescéncia sob luz
UV que significa presenca de coliformes totais e auséncia de E. coli na amostra;
alteracdo da cor do meio para amarelo com fluorescéncia quando exposto a luz UV
que significa presenga de coliformes totais e E. coli na amostra analisada.

O Colilert® representa a Tecnologia Substrato Definido® mais popular e de
menor custo, sendo indicada tanto para andlise de agua de consumo humano como
para aguas provenientes diretamente da fonte. Ele oferece resultados em 24/28
horas possibilitando a corregado de possiveis problemas antes que o produto chegue
ao consumidor (IDEXX, 2012).

Seguindo-se 0 mesmo principio, a contagem de coliformes totais e de
E.coli nas amostras de agua através da Tecnologia de Substrato Definido pode ser
realizada empregando-se a Técnica de Tubos Mdltiplos ou os sistemas Quanti-tray®
(Idexx) (A) e Quanti-tray®/2000 (Idexx) (B) que fornecem contagens simples, rapidas
e precisas com base no modelo de nimero mais provavel (NMP). O Quanti-tray®

(Idexx) permite determinar NMP de 1 a 200 coliformes por 100 mL enquanto o
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Quanti-tray®/2000 (ldexx) determina NMP de 1 a 2.419 coliformes por 100 mL. Os
resultados sao obtidos simultaneamente pela consulta de tabelas apropriadas,
disponibilizadas pelo fabricante, que oferecem o NMP de coliformes totais e E. coli
por 100 mL da amostra (INDEX, 2012) (Figura 1).

Quando comparados a Técnica de Fermentacdo em Tubos Multiplos,
esses sistemas ampliam o niumero de combinacgdes positivas possiveis, fornecendo
assim resultados mais precisos (COELHO; PIMENTEL; BREUX, 1998).

Figura 1 - Quanti-Tray® (Idexx) (A) e Quanti-Tray®/2000 (Idexx) (B) ilustrando a coloracdo amarela
resultante da degradagdo do ONPG e fluorescéncia resultante da degradagao do MUG.
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Fonte: Idexx (2012) (A); autoria prépria (B)

2.7.2.2 Colitag™ (HEXIS)

O Colitag™ segue o mesmo principio do Colilert® para determinagdo de
coliformes totais e E. coli, ou seja, também utiliza os substratos orto-nitrofenil-3-D-
galactopiranosideo (ONPG) e o 4-metilumbeliferil-B-D-glucoronideo (MUG) para
detectar simultaneamente esses microrganismos através da mudancga de coloragéo
dos meios causada pela degradacéo destes por enzimas caracteristicas produzidas
por essas bactérias (OLSTADT et al., 2007).

Além da presenca de sais de nitrogénio e fontes de carbono, o Colitag™
apresenta em sua composi¢do o tampao oxido de N-trimetilamina (TMAO), que ao
ser transformado em trimetilamina, neutraliza o pH baixo da amostra ajudando na
recuperacdo de células injuriadas pelo cloro, por exemplo (PALINTEST, 2012;
MARQUEZI, 2010).
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O uso do Colitag™ foi aprovado pela United States Environmental
Protection Agency (USEPA) para reativacdo e posterior deteccdo de E. coli
danificadas pelo cloro presente na agua. Essa caracteristica de recuperagdo da
célula danificada destaca o Colitag dos demais métodos que nao conseguem
detectar essas células danificadas. O resultado da analise pode ser expresso de
forma qualitativa (presencga/ auséncia) ou de forma quantitativa através do numero
mais provavel (NMP) em apenas 24 horas (MARQUEZI, 2010).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a equivaléncia entre a Técnica de Fermentagdo em Tubos
Multiplos e o Sistema Enzimatico Cromogénico Colilert® na resposta de deteccédo de

coliformes em diferentes diluigdes.
3.2 Objetivos especificos

- Determinar a presenca/auséncia de coliformes totais e coliformes
termotolerantes em diferentes concentragdes de agua proveniente da Lagoa do
Porangabucgu.

- Determinar a quantidade de bactérias do grupo coliforme empregando

as técnicas de tubos multiplos e sistema cromogénico Colilert®.

- Avaliar a qualidade bacteriolégica de amostras de agua da lagoa do

Porangabucgu, considerada como agua néo tratada, na detecg¢ao de coliformes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostragem

Foram feitas cinco amostragens de 500 mL de agua da Lagoa do

Porangabugu em dias e horarios diferentes.

4.2 Coleta

As amostras foram coletadas em frascos de vidro apropriados com
tampas rosqueaveis, capacidade de 500 mL, a prova de vazamento, previamente
esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos para completa eliminacdo de
possiveis contaminantes, sendo abertos apenas no momento da coleta e fechados
imediatamente apés a mesma.

Os frascos nunca foram preenchidos até a capacidade maxima, deixava-
se um espacgo de 14 para facilitar a homogeneizagdo das amostras bem como a
retirada das unidades analiticas (SILVA et al., 2005).

Como nao foi possivel a imersao direta do frasco na agua, o mesmo foi
amarrado a um barbante e langado ao leito da lagoa sendo posicionado contra a
corrente e ficando a aproximadamente 30 cm da superficie para evitar a captagao de
contaminantes superficiais.

Posteriormente a coleta, as amostras foram guardadas em recipiente de
isopor com gelo para manter a temperatura em torno de 10°C durante o transporte
até o Laboratorio de Controle de Qualidade Microbiolégico do Departamento de
Farmacia da Universidade Federal do Ceara (UFC), onde as analises foram
realizadas logo apés a chegada (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION,
1998).

4.3 Preparacao das amostras

Os procedimentos necessarios para a realizacdo das analises foram
baseados nos estudos de Silva et al. (2005).

Todas as vidrarias utilizadas durante a realizagdo dos ensaios analiticos,
como pipetas, erlenmeyers, placas de Petri e tubos de ensaio contendo meios de
cultura foram esterilizados, sendo as pipetas e as placas de Petri embaladas em
papel aluminio e levadas a estufa a 160 °C durante 2 horas e, os meios de cultura e
diluentes foram autoclavados a 121°C por 15 min. Foi efetuada a limpeza do fluxo
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laminar, com alcool etilico 70%, em seguida o equipamento foi ligado por trinta
minutos, para completa filtragcdo do ar da cabine. Apds esse periodo, o equipamento
permaneceu em funcionamento até finalizagcdo dos ensaios.

As amostras foram homogeneizadas pela inversao dos frascos 25 vezes
em um angulo de 45°. Em seguida a analise foi preparada empregando diluente
apropriado. Para a analise tradicional pela técnica dos Tubos Multiplos foi
empregada agua peptonada 0,1% e para o substrato cromogénico (Colilert®) agua
destilada.

Foram transferidos, com o auxilio de uma pipeta, 10 mL da amostra para
um erlenmeyer contendo 90 mL de agua peptonada 0,1%, obtendo assim uma
diluicdo 10™". A partir desta, foram preparadas as diluigdes 1072; 10; 10™*; 10° e10°®.
O mesmo procedimento foi realizado para a preparagcéo da amostra utilizando agua

destilada para o método do substrato cromogénico (Figura 2).

Figura 2 — Sequéncia de preparagao das diluicdes da amostra utilizadas nos dois métodos
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Fonte: autoria prépria
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4.4 Analises Microbiolégicas

4.4.1 Preparacao e padronizagao do microrganismo teste

Para a preparagao da suspensédo inoculo foi utilizado o microrganismo-
teste Escherichia coli (ATCC 25922) da colecao estoque que foi ativada em meio de
cultura agar nutriente (AN) inclinado e incubada por 24 horas, a 35°+ 2°C. Apds o
periodo de incubacgao, o crescimento foi lavado com auxilio de 3,0mL de solucéo
fisiologica estéril 0,9%, obtendo-se uma suspensao bacteriana concentrada.

Para a padronizagdo da suspensao obtida foi feita uma série de diluicbes
com solucéo fisiologica estéril 0,9% até a obtencdo de 86% de transmitédncia em

espectrofotdbmetro a 580 nm de comprimento de onda (Figura 3).

Figura 3 - Preparagéo e padronizagdo do microrganismo teste
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Fonte: autoria prépria
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4.4.2 Preparagao dos controles positivos e negativos

Para garantir a eficiéncia do método na deteccédo de coliformes foram
empregados, em cada analise, dois controles: o controle negativo (CN) e o controle
positivo (CP).

Na técnica de fermentagdo em tubos multiplos (FTM), o controle negativo
(CN) foi obtido pela incubagdo de 10 mL dos meios de cultura (caldo lauril sulfato,
caldo verde brilhante e caldo EC) contendo tubo de Durhan invertido previamente
esterilizados. Este funcionou como um “padrdo de auséncia de crescimento”, ou
seja, garantindo que os meios foram adequadamente esterilizados e, portanto
estavam indcuos, ndo apresentando assim crescimento de microrganismos apds o
periodo de incubacéo.

O controle positivo (CP) foi obtido através da inoculagdo de 10 uL da
suspensao bacteriana padronizada a 86% de transmitancia, em 10 mL dos meios de
cultura contendo tubo de Durhan invertido, previamente esterilizados. Este funcionou
como um “padrao de presencga de crescimento”, ou seja, garantindo que os meios de
cultura estavam em condicdes satisfatérias de crescimento microbiano.

Na técnica do substrato cromogénico, os controles positivos e negativos
utilizados, foram obtidos da mesma forma como na técnica de fermentacéo,
diferenciando-se apenas pela adicdo do substrato Colilert® aos tubos contendo agua

destilada esterilizada ao invés de meios de cultura.

4.4.3 Identificagdo de coliformes totais e coliformes termotolerantes

4.4.3.1 Técnica de Fermentagcdo em Tubos Multiplos (TFTM)

Na identificacdo de coliformes totais e coliformes termotolerantes foram
transferidas, com auxilio de pipetas estéreis, por¢cdes de 10 mL de cada diluigao,
previamente preparada, para tubos de ensaio contendo 10 mL do meio de cultura
Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) em concentragdo dupla e um tubo de Durhan
invertido em seu interior. Para cada diluicdo utilizou-se um série de cinco tubos de

ensaio. Os tubos foram em seguida incubados a 35 + 2°C por 24 as 48h (Figura 4).
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Figura 4 - Sequéncia de analise para identificacdo de coliformes totais e coliformes termotolerantes
pela Técnica em Tubos Multiplos
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A partir dos tubos com LST que apresentaram turvacdo e producdo de

Fonte: autoria prépria

gas no interior do tubo de Durhan (prova presuntiva positiva) foram transferidas, com
o auxilio de uma alca de niquel-cromo, por¢des de cultura para tubos contendo 10
mL de Caldo Bile Verde Brilhante (CBVB) e um tubo de Durhan invertido incubando-
os a 35 + 2°C por 24 as 48h.

A presenga de turvagao no meio, bem como a produgao de gas no interior
do tubo de Durhan foi considerada prova confirmatéria positiva para coliformes totais
(Figura 5).
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Figura 5 — Tubos contendo caldo Bile Verde Brilhante e o tubo de Durhan apresentando turvagao e
producéo de gas

Fonte: autoria prépria

A partir dos tubos com LST que apresentaram turvagao e produgao de
gas no interior do tubo de Durhan (prova presuntiva positiva) foram transferidas, com
o auxilio de uma alga de niquel-cromo, por¢des de cultura para tubos contendo 10
mL de Caldo EC com tubos de Durhan invertidos incubando-os em banho- maria a
44,5°C por 24 as 48h.

A presencga de turvagado no meio de cultura, bem como a produgao de gas
no interior dos tubos de Duhan foi considerada prova confirmatéria positiva para

coliformes termotolerantes (Figura 6).

Figura 6 - Tubos contendo caldo EC e o tubo de Durhan apresentando turvacgao e producao de gas

Fonte: autoria prépria
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A partir de cada tubo de caldo EC positivo foi realizada outra prova
confirmatdria através do estriamento, de algadas do meio liquido, em placa de Petri
contendo Agar Eosina Azul de Metileno (EMB).

O surgimento de colbnias tipicas, nucleadas, com centro preto e brilho
verde metalico foi considerado prova confirmatdria positiva especificamente para E.
coli (Figura 7).

Figura 7 — Placas contendo meio EMB com colénias nucleadas com brilho verde metalico
caracteristicas de E.coli
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Fonte: autoria prépria

4.4.3.2 Técnica do Substrato Cromogénico Definido Colilert® (Idexx)

Na identificacdo de coliformes através desta técnica foram transferidas,
com auxilio de pipetas estéreis, 3 por¢cdes de 10 mL de cada diluicdo, anteriormente
preparada, para tubos de ensaio previamente esterilizados. Para cada diluicao

utilizou-se um série de 3 tubos de ensaio (Figura 8).



41

Figura 8 - Sequéncia de analise para identificagdo de coliformes totais e coliformes
termotolerantes/E.coli pela do Substrato Definido Colilert®.
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Em seguida, o contetido do flaconete contendo o substrato Colilert® em

Fonte: autoria prépria

quantidade necessaria para analise em 100 mL de amostra, foi fracionado de
maneira asséptica em capela de fluxo laminar, em balanga analitica de forma que
cada tubo de ensaio com 10 mL da diluicdo recebeu a quantidade necessaria, em
grama, de Colilert para realizagdo da analise em 10 mL de amostra.

Cada tubo foi agitado vigorosamente até que todos os granulos fossem
dissolvidos, sendo entédo incubados a 35 + 2°C por 24 as 48h.

A positividade para coliformes totais foi considerada pela coloragao
amarela desenvolvida nas diluicbes teste, enquanto que a positividade para
coliformes termotolerantes, especificamente E. coli, foi considerada nos mesmos
tubos pelo surgimento de fluorescéncia azul nas diluigbes através da Incidéncia da
luz UV 365 nm (Figura 9).
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Figura 9 — Tubos contendo Colilert® apresentando positividade para coliformes totais (coloracéo
amarela) e positividade para coliformes termotolerantes/ E.coli (fluorescéncia).

Fonte: autoria propria

Em complementacdo ao estudo, foi realizada a analise quantitativa de
coliformes totais e termotolerantes empregando as mesmas técnicas de
identificacdo. Os resultados da enumeragdo foram expressos em Numero Mais
Provavel (NMP) / 100 mL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificagcao de Coliformes Totais e Termotolerantes

Este trabalho proporcionou um levantamento das condi¢bes da agua da
Lagoa do Porangabugu, que muitas vezes é utilizada pela comunidade residente nas
suas proximidades sem antes passar por nenhum tipo de tratamento, além da
comparagao de duas metodologias bastante utilizadas na identificacao de bactérias
do grupo coliformes em agua.

A Tabela 1 apresenta os resultados das analises realizadas para
identificacdo de coliformes totais e termotolerantes, através da Técnica de
Fermentagdo em Tubos Multiplos, em amostras de agua provenientes da Lagoa do
Porangabugu. Todas as amostras de agua provenientes da lagoa também foram
analisadas sem diluigdo pelas duas metodologias e apresentaram resultados
positivos.

Tabela 1 — Resultados das amostras de agua da Lagoa do Porangabugu para
coliformes totais e termotolerantes pela Técnica de Fermentacdo em Tubos Multiplos
(TFTM)

COLIFORMES TOTAIS COLIFORMES TERMOTOLERANTES
(diluigoes) (diluigoes)
AMOSTRA
10" 102 10° 10* 10° 10° 10" 102 10 10* 10° 10°
1 P P P P P A P P P P A A
2 P P P P A A P P P A A A
3 = P P P = A P P P A A A
4 P P P P A A P P P A A A
5 = P P A A A P = P A A A

P = Presenca / A = Auséncia

Com base na Tabela 1 € possivel observar a presenca de contaminagao
por coliformes totais e termotolerantes em todas as amostras, o que indica agua de
ma qualidade, isto &, impropria para as diversas formas de consumo humano.

Todas as amostras analisadas pela Técnica de Fermentagcdo em Tubos
Multiplos apresentaram contaminagao, por coliformes totais, detectada até a diluicao
1072,
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Dessas cinco amostras analisadas, apenas uma néao teve a presenca de
contaminagdo, por coliformes totais, detectada na diluicdo 10*, o que nao
necessariamente representa auséncia de contaminacao.

Nao foi detectada contaminacédo por coliformes totais em nenhuma das
amostras na diluicdo 10°, o que indica a sensibilidade de detecgdo de coliformes
totais por esta metodologia.

Em relagao aos coliformes termotolerantes, pode-se observar que apenas
uma das cinco amostras apresentou contaminacao, por coliformes termotolerantes,
detectada até a diluicdo 10™, o que n3o necessariamente significa resultado positivo.

A presencga de coliformes termotolerantes foi detectada em todas as cinco
amostras até a diluigdo 107,

Nao foi detectada contaminacdo por coliformes termotolerantes em
nenhuma das amostras na diluicdo 10, o que indica a sensibilidade de deteccéo de
coliformes termotolerantes por esta metodologia.

Os resultados das analises realizadas para identificacdo de coliformes
totais e termotolerantes, através do Sistema Cromogénico Colilert®, em amostras de

agua provenientes da Lagoa do Porangabugu, estédo representados na Tabela 2.

Tabela 2 — Resultados das amostras coletadas na Lagoa do Porangabugu para
coliformes totais e termotolerantes através do Sistema Cromogénico Colilert®

COLIFORMES TOTAIS COLIFORMES TERMOTOLERANTES
(diluigoes) (diluigoes)
AMOSTRA
10" 102 10®* 10* 10° 10°® 10" 102 10° 10* 10° 10°
1 P P P P A A P P P P A A
2 P P P P P A P P P P P A
3 P P P A A A P P P A A A
4 P P P P A A P P P P A A
5 P P P P P A P P P P P A

P = Presenca / A = Auséncia

Com base na Tabela 2 também é possivel observar a presenca de
contaminacgao por coliformes totais e termotolerantes em todas as amostras.

Todas as amostras analisadas pelo Sistema Cromogénico Colilert®
apresentaram contaminacao, por coliformes totais, detectada até a diluicao 107,
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Das cinco amostras analisadas pelo Sistema Cromogénico Colilert®,
quatro apresentaram contaminacdo por coliformes totais, detectada até a diluicdo
10*, o que nao necessariamente representa auséncia de contaminag¢ao, como foi
observado com a técnica de tubos multiplos.

Nao foi detectada contaminagao por coliformes totais em nenhuma das
amostras na diluicdo 10°, o que indica a sensibilidade de detecgdo de coliformes
totais por esta metodologia.

Em relagao aos coliformes termotolerantes, pode-se observar que apenas
uma das cinco amostras ndo apresentou contaminagdo, por coliformes
termotolerantes, detectada até a diluicdo 10, o que ndo necessariamente pode ser
considerado como resultado negativo.

A presenca de coliformes termotolerantes foi detectada em todas as
cinco amostras até a diluicdo 10, assim como na técnica de tubos mdltiplos.

Nenhuma das amostras apresentou coliformes termotolerantes
detectados na diluicéo 10°, o que indica a sensibilidade de deteccédo de coliformes

termotolerantes por esta metodologia.

5.2 Comparacao entre a Técnica de Fermentagao em Tubos Multiplos (TFTM) e
o Sistema Colilert® na identificagao de Coliformes Totais e Termotolerantes

Diversos estudos realizaram comparagdo entre a Técnica de
Fermentacdo em Tubos Mudltiplos (TFTM) e o Sistema Colilert® ndo encontrando
diferengas estatisticamente significantes entre as duas metodologias, considerando-
os, portanto, equivalentes (EDBERG; ALLEN; SMITH, 1988,1989; EDBERG et al.,
1990; ECKNER, 1998).

Gale e Broberg (1993) realizaram um estudo comparativo entre essas
duas técnicas onde se observou que a TFTM e o Colilert® apresentam resultados
semelhantes para coliformes totais, mas o0 mesmo nao ocorre para E. coli. Este
resultado é analogo ao obtido no presente estudo onde, para detecg¢ao de coliformes
totais, as duas técnicas apresentaram sensibilidade até a diluicdo 10, enquanto
que, na identificagdo de coliformes termotolerantes (E. coli), apenas o Colilert®

conseguiu detectar a presenga nessa mesma diluigao.
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A Tabela 3 demonstra a comparagdo dos resultados das analises
realizadas em amostras de agua da Lagoa em estudo para identificacdo de

coliformes totais através das duas metodologias utilizadas no trabalho.

Tabela 3 — Comparagao dos resultados obtidos pela Técnica de Fermentagcdo em
Tubos Multiplos (TFTM) e o Sistema Colilert® na identificacio de coliformes totais

COLIFORMES TOTAIS COLIFORMES TOTAIS
TFTM COLILERT®
AMOSTRA (diluigdes) (diluigoes)

10" 102 10® 10* 10° 10°® 10" 107 10® 10* 10° 10°

1 P P P P P A P P P P A A
2 P P P P A A P P P P P A
3 P P P P P A P P P A A A
4 P P P P A A P P P P A A
5 P P P A A A P P P P P A

P = Presenga / A = Auséncia

Em todas as amostras foi evidenciada a presenca de coliformes totais na
diluicdo 107 pelas duas metodologias, indicando que esta diluicdo representou a
sensibilidade maxima na identificacdo de coliformes totais, sendo entdo a indicada
para analise de agua com alta densidade bacteriana.

Como anteriormente mencionado, as duas metodologias foram capazes
de detectar coliformes totais na diluicdo 10®, uma vez que quatro das cinco
amostras apresentaram resultados positivos.

Pode-se observar que nenhuma das metodologias foi capaz de detectar
coliformes totais na diluicdo 10° e, portanto, esta ndo deve ser considerada em
analise de agua desta natureza.

A Tabela 4 demonstra a comparagdo dos resultados das analises
realizadas em amostras de agua da Lagoa em estudo para identificacdo de

coliformes termotolerantes através das duas metodologias utilizadas no trabalho.



47

Tabela 4 — Comparagao dos resultados obtidos @g)ela Técnica de Fermentagdo em
Tubos Multiplos (TFTM) e o Sistema Colilert™ na identificagcdo de coliformes
termotolerantes

COLIFORMES TERMOTOLERANTES COLIFORMES TERMOTOLERANTES
TFTM COLILERT®
AMOSTRA (diluigoes) (diluigoes)

10" 102 10°® 10* 10° 10°® 10" 10% 10 10* 10° 10°

1 P P P P A A P P P P A A
2 P P P A A A P P P P P A
3 P P P A A A P P P A A A
4 P P P A A A P P P P A A
5 P P P A A A P P P P P A

P = Presenga / A = Auséncia

Em todas as amostras foi evidenciada a presenca de coliformes
termotolerantes na diluicdo 107 pelas duas metodologias, indicando que esta
diluicdo também representou a sensibilidade maxima na identificagcdo de coliformes
termotolerantes.

Também n&o foi possivel a identificacdo da presenca de coliformes
termotolerantes na diluicdo 10° por nenhuma das metodologias utilizadas, o que
exclui a possibilidade de uso da mesma em analises de agua desta natureza.

Foi observado que na diluigcao 10 em apenas uma das cinco amostras de
agua foi possivel detectar a presenga de coliformes termotolerantes pela técnica de
fermentacdo da lactose, enquanto que a analise pelo sistema cromogénico colilert®
possibilitou a identificacdo em quatro das cinco amostras, exatamente o contrario
dos resultados obtidos pela TFTM, o que indica que o método do Colilert® apresenta
maior sensibilidade na identificacdo de coliformes termotolerantes, o que representa,
portanto, uma vantagem da técnica na amostra mais diluida.

Essas diferencas de sensibilidade muitas vezes estdo relacionadas ao
tipo de agua analisada, uma vez que algumas amostras, tais como agua de
superficie, normalmente apresentam um maior e mais diversificado numero de
microrganismos que as outras. Isso pode facilitar ou dificultar a analise por
determinado método (MACY et al., 2005).
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Greghi (2005) comparou a técnica de fermentacdo em tubos multiplos
(TFTM) e os métodos rapidos Colilert® e Readycult® na detecgéo de coliformes totais
e E. coli em diferentes tipos de agua: subterranea, superficie e tratada. A autora
observou que os métodos rapidos apresentaram alta sensibilidade e especificidade
para coliformes totais indicando boa concorddncia com a TFTM. Em relagdao a
determinacdo de coliformes termotolerantes (E. coli)y, os métodos rapidos
apresentaram especificidade maxima (100%) enquanto a sensibilidade foi menor
para o Colilert® (> 76%) que para o Readycult® (87%). O Readycult® apresentou
6tima concordancia com a TFTM enquanto que o Colilert® apresentou uma
concordéncia boa.

Os métodos rapidos apresentam, além de uma maior capacidade de
recuperar e promover o crescimento das células de coliformes, uma maior
especificidade desses meios para E. coli que a Técnica de Fermentacdo em Tubos
Multiplos, porém, ainda assim estes métodos apresentam boa concordancia
estatistica (MARQUEZI, 2010).

5.3 Quantificagao de Coliformes Totais e Termotolerantes

A quantificagdo bacteriana através da técnica de fermentagéo foi obtida
pela combinacdo de tubos positivos de cada diluicdo, em série de cinco tubos
empregando-se a tabela apropriada (Anexo A).

A enumeracao pelo sistema enzimatico cromogénico Colilert® foi realizada
pelo emprego de cartelas de contagem (Quanti-Tray®/2000) cujos resultados foram
obtidos pelo emprego da tabela, fornecida pelo fabricante, apropriada para este tipo
de contagem (Anexo B).

A Tabela 5 demonstra os resultados da enumeracao de coliformes totais e
termotolerantes pela Técnica de Fermentacdo em Tubos Multiplos (TFTM) e pelo
Sistema Colilert® em amostras de agua da Lagoa expressos em NMP/100 mL.
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Tabela 5 - Resultados da enumeracao de coliformes totais e termotolerantes pela
Técnica de Fermentacdo em Tubos Mdltiplos (TFTM) e pelo Sistema Colilert® em
amostras de agua da Lagoa (NMP/100 mL)

COLIFORMES COLIFORMES
TOTAIS TERMOTOLERANTES
AMOSTRAS NMP/100 mL NMP/100 mL
QUANTI- TRAY®/ QUANTI- TRAY®
TFTM 2000 INDEXX TFTM 2000 INDEXX
1 2,80x 10? >2.42 x10° 3,3x10° 1,37 x10?
2 2,20 x102 >2,42 x 10° 1,4 x10" 7,3x10'
3 1,60x10° >2,42 x10° 2,8 x10° 9,21 x10?
4 9,00 x 102 >2,42 x 10° 9,0 x10' 3,31 x102
5 1,60x 10° >2.42 x10° 1,70 x10? 9,21 x10?
MEDIAS 9,20 x102 >2,42 x 10° 1,17 x10? 4,76 x 10°

Fonte: autoria prépria

Através da tabela é possivel observar que houve grandes variagdes nas
contagens obtidas pelas duas metodologias empregadas. Essas diferengas entre as
contagens podem ser explicadas pelo fato da agua apresentar uma pobreza nutritiva
que nem sempre proporciona multiplicacdo bacteriana, mas sim sobrevivéncia, o
que acaba tornando a distribuicdo de bactérias na amostra muito heterogénea
podendo levar a grandes diferengas nas contagens obtidas (MARQUEZI, 2010).

Marquezi (2010) observou em sua pesquisa, realizada em amostras de
agua de rio, que a TFTM apresentou uma menor contagem de coliformes totais e
termotolerantes (E. coli) que os métodos rapidos Colilert® e Colitag”™ enquanto que
na contagem de E. coli em amostras de agua da bica, a TFTM apresentou contagem
maior que os métodos rapidos.

O NMP de coliformes totais/100 mL variou de 2,20 x10% a 1,60 x 10° na
enumeracao pela TFTM enquanto pelo Colilert® néo houve variacao representativa
uma vez que todas as contagens foram acima de 2,42 x 103, que representa a
quantidade maxima de coliformes estipulada pela tabela.

A média obtida pela TFTM foi 9,20 X 10, enquanto que a obtida pelo
Sistema Colilert® foi 2,42 X 10%, o que pode indicar uma maior capacidade dos meios
de cultivos utilizados no Colilert® de recuperar células, possivelmente injuriadas, de
coliformes totais como ja foi mencionado nesse estudo.

Diversos trabalhos destacaram a maior capacidade de deteccdo de
bactérias tanto do grupo coliforme quanto de E.coli pelos métodos rapidos o que, de
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certa forma, justifica a disseminagao tdo rapida do uso dessas técnicas (GREGHI,
2005; CHAO, K; CHAO, C; CHAO, W, 2003).

A enumeracdo de coliformes termotolerantes pela TFTM variou de
1,4 x10" a 1,70 x10% enquanto que pelo Colilert® a variacdo foi de 7,3 x10" a
9,21 x10% Apesar da maior variagdo, os NMP/ 100 mL obtidos pelo sistema
cromogénico foram sempre maiores que os obtidos pela técnica de fermentagéo.
Além disso, a média obtida pela TFTM foi 1,17 x10%, enquanto que a obtida pelo
Sistema Colilert® foi 4,76 x 102, o que reforca a ideia de maior deteccéo de bactérias
pelo método rapido.

No entanto, em um estudo para a avaliagdo das condi¢des higiénico -
sanitarias da agua produzida por estagdes de tratamento, Catanusio Neto (2001),
através da analise de 549 amostras, constatou equivaléncia entre a TFTM e o
Colilert® tanto na identificacdo como na quantificacdo de coliformes totais e
termotolerantes/ E. coli destacando a rapidez e praticidade do uso do Colilert® em
relacdo a TFTM.

Ja Schets et al. (2002), visando a quantificacdo de coliformes totais e E.
coli em agua de abastecimento publico, compararam as técnicas Colilert® 18 (Idexx),
plaqueamento em Agar Chromocult Coliforme e plaqueamento em um meio
especifico para E. coli e verificaram que apesar de ser um método alternativo e
apresentar contagens de coliformes totais superiores as outras técnicas, o Colilert®
18 (Idexx) apresentou contagens de E. coli menores que as demais.

Um estudo envolvendo 20 laboratorios de paises da Europa comparou a
eficiéncia do método Colilert® (Quanti-Tray® 2000/Idexx) com a do método
convencional da Membrana Filtrante (técnica recomendada nos paises europeus),
constatando que a tecnologia de substrato definido detecta contagens
significativamente mais elevadas de coliformes e E. coli que o método padrao, o que
revelou menor eficiéncia deste em detectar este tipo de bactérias em agua potavel
(NIEMELA; LEE; FRICKER, 2003).

Ja Alves, Odorizzi e Goulart (2002) avaliaram a qualidade microbioldgica
de aguas minerais e de abastecimento publico da cidade de Marilia utilizando a
técnica do Colilert® em cartela (Quanti-Tray®/Idexx) e observaram que a técnica
também apresenta sensibilidade na deteccao de coliformes totais e termotolerantes

nesses dois tipos de agua.
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Yakub et al. (2002) observaram uma sensibilidade igual ou superior das
tecnologias de substratos definidos Colilert® (Idexx) e Enterolert (Idexx) em relacdo a
técnica convencional de Filtracdo em Membrana na enumeracao de bactérias
indicadoras em aguas de superficie e efluente de esgoto tratado.

Em contrapartida, Eccles et al. (2004) ndo observaram uma variagao
consideravel no indice de recuperagdo da E. coli ao comparar a Técnica da
Membrana Filtrante e a Técnica Colilert® (Quanti-Tray® 2000/Idexx) para o
isolamento e enumeracao desta.

Macy et al. (2005) constataram que o Colilert® foi capaz de detectar a
presencga e quantificar bactérias do grupo coliforme e E.coli em amostras de agua
de paises em desenvolvimento, podendo ser uma alternativa a Técnica da
membrana Filtrante, apresentando ainda maior praticidade e oferecendo resultados
em menor tempo.

Nesse estudo observou-se que tanto na quantificagéo de coliformes totais
como na de termotolerantes existem diferencas consideraveis quando realizadas
pelas Técnicas de Fermentagdo em Tubos Mdltiplos e pelo Sistema Colilert®.

A enumeragdo de coliformes totais foi maior em todas as amostras
quando aplicada a tecnologia do substrato definido. As contagens foram constantes,
2,42 x 10> NMP/100 mL, para todas as amostras, enquanto que pela técnica de
fermentagdo, a maior contagem obtida foi 1,60 x 10°, sendo a média muitas vezes
menor que a média obtida pelo Quanti- Tray®/2000 (idexx) o que corrobora com
diversos outros estudos anteriormente mencionados.

Na quantificagdo de coliformes termotolerantes a menor contagem obtida
pela TFTM foi 1,4 x10" NMP/100 mL, enquanto a maior foi 1,70 x10> NMP/100 mL.
Ja o Colilert® apresentou como menor contagem 7,3 x10' NMP/100 mL, e 9,21 x10?
NMP/100 mL como maior.

Segundo Olstadt et al. (2007) essa diferenca na contagem pode ser
devido a presenga de Aeromonas, que sdo microrganismos nao coliformes que
podem produzir em pequena escala a enzima [(-galactosidase produzindo falsos-
positivos nas analises pelos métodos rapidos, apesar deles apresentarem

mecanismos inibidores para esses microrganismos.
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6 CONCLUSOES

O método convencional (Técnica de Fermentagdo em Tubos Multiplos) e
o Sistema Cromogénico Colilert® se mostraram equivalentes na identificagdo de
coliformes totais e termotolerantes em amostras de agua da Lagoa do Porangabucgu.

Ambas as metodologias mostraram-se capazes de detectar coliformes
totais e termotolerantes em amostras de agua com alta densidade bacteriana
através da aplicagao de dilui¢des seriadas.

Na quantificagcdo de coliformes totais e termotolerantes ambas as
metodologias apresentaram variagdes. O método rapido apresentou maiores
contagens o que indicou maior capacidade de enumeragao de coliformes, ou seja,
uma contagem nao foi equivalente a outra, podendo ser explicada pela possibilidade
de presenga de outras bactérias que podem interferir, gerando resultados falsos
positivos.

A agua da Lagoa do Porangabugu apresentou altos niveis de
contaminagdo de bactérias do grupo coliformes o que a torna imprépria para
qualquer forma de uso humano. Para o consumo humano a agua da lagoa

analisada deve passar por tratamento antes de sua utilizagao.
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ANEXOS

ANEXO A — Numero Mais Provavel (NMP/ 100 mL) e intervalo de confianca 95%
para diversas combinagdes de tubos positivos e negativos na inoculagédo de 5
por¢coes de 10mL da amostra por tubo (APHA,1998).

N° DE TUBOS INTERVALOS DE CONFIANCA 95%
POSITIVOS NMP/ 100 mL (valores aproximados)
minimo maximo

0-0-0 <2 1.0 -

0-0-1 2 1.0 10

0-1-0 2 1.0 10
0-2-0 4 1.0 13
1-0-0 2 1.0 11

1-1-0 4 1.0 15
1-1-1 4 1.0 15
1-2-0 6 2.0 18
2-0-0 6 2.0 18
2-0-1 4 1.0 17
2-1-0 7 2.0 20
211 7 2.0 21

2-2-0 9 3.0 24
2-3-0 9 3.0 25
3-0-0 12 5.0 29
3-01 8 3.0 24
3-1-0 11 4.0 29
3-1-1 11 4.0 29
3-2-0 14 6.0 35
3-2-1 14 6.0 35
4-0-0 17 7.0 40
4-0-1 13 5.0 38
4-1-0 17 7.0 45
4-1-1 17 7.0 46
4-1-2 21 9.0 55
4-2-0 26 12.0 63
4-2-1 22 9.0 56
4-3-0 26 12.0 65
4-3-1 27 12.0 67
4-4-0 33 15.0 77
5-0-0 34 16.0 80
5-0-1 23 9.0 86
5-0-2 30 10.0 110
5-1-0 40 20.0 110
5-1-0 30 10.0 120
5-1-1 50 20.0 150
5-1-2 60 30.0 180
5-2-0 50 20.0 170
5-2-1 70 30.0 210
5-2-2 90 40.0 250
5-3-0 80 30.0 250

5-3-1 110 40.0 300
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ANEXO A - Numero Mais Provavel (NMP/ 100m) e intervalo de confianga 95% para

diversas combinagdes de tubos positivos e negativos na inoculagao de 5 porgdes de

10 mL da amostra por tubo (APHA, 1998) — continua.

5-3-2
5-3-3
5-4-0
5-4-1
5-4-2
5-4-3
5-4-4
5-5-0
5-5-1
5-5-2
5-5-3
5-5-4
5-5-5

140
170
130
170
220
280
350
240
300
500
900
1600
>1600

60.0
80.0
50.0
70.0
100.0
120.0
160.0
100.0
100.0
200.0
300.0
600.0

360
410
390
480
580
690
820
940
1300
2000
2900
5300
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ANEXO B - Numero Mais Provavel (NMP)/100mL de agua e intervalo de confiancga
95% para o numero de cavidades com reagédo positiva para o Quanti-Tray® 2000
(Idexx) (IDEXX, 2012).

#Large IDEXX Quanti-Tray®/2000 MPN Table (per 1o0m)

Wells # Small Wells Positive
Posiive| 0 ¢ 2 3 4 35 6§ 7 & % @0 4t 2 #f % 45 6 7 B ® W A 2B [H U
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030 4 B8 71 a1 82 102 12 122 133 M3 164 184 74 185 105 N8 U6 BT AT MA B WD
341 Bl 81 T2 82 82 103 M3 124 134 M5 185 i85 174 86 107 N8 B D B8 X0 MBI 41 M2
41 82 62 72 83 03 104 N4 125 135 B 166 167 178 183 100 M0 1D T M2 B B3 T4 A5 1§
51 B3 T3 B4 04 5 N5 126 137 M7 158 168 70 100 N1 N2 M) B3 M4 KBS WE N7 NI A0 D
63 74 B4 85 08 Hf 27 138 WO 180 170 B 02 N3 A4 BE B M7 BE MBI W0 A1 N2 M3 34
T8 B 08 107 1A 128 130 180 81 2 133 104 N5 M 27 B8 MD B0 i B3 M4 M5 My BB 10
B8 67 108 nf 130 My 182 163 174 185 196 A7 A8 1O M1 W2 W H4 WE AT N8 R0 W M3 B4
9 08 108 120 w1 W2 183 B4 7 187 108 200 20 B2 M3 B4 W6 T BL N0 N2 BRI NI MR ME FO
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13 148 180 171 183 195 HNE MA 30 M2 M4 \E TE WD 2 M4 Re NE B0 B2 WE BT WI 4D 424 48
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ANEXO B - Numero Mais Provavel (NMP)/100mL de agua e intervalo de confianga

95% para o numero de cavidades com reagédo positiva para o Quanti-Tray® 2000

(Idexx) (IDEXX, 2012) — continua.

#Large IDEXX Quanti-Tray®/2000 MPN Table (per 1oom)

Wells # Small Wells Positive

Positive | 5 % ¥ ® ® % 3 2 ¥ M B ¥ ¥ B N 4 H £ 8 M4 & &£ 4 4
] I L L R A A N Y L N L L
1 ®E N7 BT WS W3 MY W MO B0 M1 W2 W2 W3 A4 414 425 46 44T 457 468 418 400 B0 A2
2 TEOW0 MO ORI ®2 OMI M3 B4 M5 W5 ME T 408 M0 40 M0 41 42 473 484 405 08 K17 EIE
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