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RESUMO:

No Brasil, a Portaria MS n°. 518/2004 do Ministério da Saude estabelece, entre
outros parimetros, a andlise de coliformes totais, termotolerantes ou Escherichia coli
(E. coli) e de bactérias heterotréficos para andlise de 4gua para consumo humano, em
toda e qualquer situacdo, incluindo fontes individuais como pogos, minas e nascentes.

A Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos (EPA) avalia métodos para
diferentes aplicacOes ambientais, entre outras, para andlise de dgua potdvel, que se
aprovados, sdo publicados como métodos oficiais no Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater. Este manual recomenda muitos principios de
reacoes e métodos para andlise de dgua potidvel e é muito importantes que se
compreendam as limitacdes e beneficios destes métodos antes de utilizd-los, para
garantir a segurancga e qualidade microbiolégica da d4gua de consumo humano.

Os métodos convencionais de andlise microbioldgica de 4dgua para consumo
humano requerem um minimo de 24 horas de incubacéo, seguidos por procedimentos de
confirmacdo dos resultados positivos, que duram entre 24-48 horas, o que gera uma
demanda de métodos mais rdpidos de andlise.

O uso das Placas 3M™ Petrifilm™ ndo estd aprovado pela EPA, e,
consequentemente, ndo estd publicada no Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater.

Este estudo apresenta resultados comparativos do desempenho da tecnologia
3M™ Placas Petrifilm™ para contagem de Coliformes e E. coli (EC) e Contagem de
Aerdbios (AC) contra as metodologias convencionais para as andlises de bactérias do

grupo coliformes (Endo) e para contagem padrio de bactérias heterotréficas (PCA),



através do método de membrana filtrante e técnica de plaqueamento em profundidade,
respectivamente, seguindo os procedimentos descritos no protocolo 821-B-03-004, da
EPA.

As amostras foram obtidas de dois rios que suprem o fornecimento de dgua
potavel (antes e apds o tratamento na estacdo de abastecimento), dois pocos e duas
fontes na regido da cidade de Campinas, estado de Sdo Paulo, Brasil.

A 4agua bruta dos rios foi utilizada para contaminar a dgua potdvel, e em seguida,
foi realizado estresse por cloragdo, (0.1mg/L — 5 minutos); a dgua dos pogos e fontes
estava naturalmente contaminada. Parametros fisico-quimicos foram avaliados.

A mediana das contagens de coliformes e E. coli para d4gua de consumo humano
oriunda das estagdes de tratamento, com as 3M™ Placas Petrifilm EC foi igual a 1,9085
e para o meio Endo igual a 1,8603. O resultado do teste de Mann-Whitney foi W =
2786,5 o que demonstrou que ndo se pode rejeitar a igualdade dos métodos, ja que W é
maior do que 2525,0. O método Petrifilm EC apresentou menor variabilidade com p-
valor = 0,014, com menor desvio padrdao para o método EC (0,16), do que o método
Endo (0,29) e maior precisdo, com Coeficiente de variacio (CV) = 8,43 para EC x CV =
15,91 para ENDO.

Para amostras de dgua de fontes e pogos ndo tratados, 40 resultados de contagens
de coliformes foram avaliados e o método 3M™ Petrifilm EC apresentou recuperagio
estatisticamente inferior do que o método de referéncia, porém com maior precisdo com
CV=12, 26 para o método EC x CV = 16,44 para o método ENDO.

Para contagens de bactérias heterotroficas, as amostras das trés matrizes dgua
foram analisadas conjuntamente. Ndo houve diferenca na recuperacdo com o método

3M™ Petrifilm AC, pois W = 8455,5 é maior do que 8145, 0, com medianas de 2,0294



e 2,0212 para o método PCA, com p-valor de 0,253. O desvio padrao de 0,40 para o
3M™ Petrifilm AC e 0,49 para o método PCA demonstram que os métodos
apresentaram recuperacdo muito similar das colonias e superioridade na precisdo do
método 3M™ Petrifilm AC, com CV =19,78 x CV = 25,76 para o método PCA.

Observou-se que ndo houve diferenca estatistica significativa e que ha uma forte
correlagdo entre os métodos convencionais e as placas 3M ™™ Petrifilm.

A técnica 3M™ Petrifilm é rapida, padronizada, confirmatéria e precisa e com
base nestes resultados sugere-se que pode ser utilizada como um método pratico para
andlise de bactérias heterotréficas, coliformes e E. coli em 4dgua de consumo humano,
alternativamente a metodologia convencional, atendendo a demanda das empresas de

alimentos, bebidas e abastecimento de dgua.



ABSTRACT:

In Brazil the normative MS n°. 518/2004 of Health Agency establishes, among
others parameters, the analysis of total, thermotolerant coliforms or Escherichia coli (E.
coli) and of heterotrophic bacteria for drinking water, including springs, wells and other
sources of human drink water.

Many principles of reactions are recommended for water potability analysis in the
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater that proclaim the
validated method for water analysis, sand are very important to understand the limitations
and benefits of these methods before the use of these, to guarantee the security and
microbiological quality of the human drinking water.

The US Environmental Protection Agency (EPA) evaluates methods for many
environmental uses, between others, to drinking water analysis, that been approved will
be published as official methods in the Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater. This Standard recommend that many reaction principle’s and methods
for drinking water analysis and is very important that be understood the limits and
benefits of those methods before using it, for warranty the safety and microbiological
quality of human drinking water.

The conventional methods of microbiological water analysis of human
consumption requires a minimum of 24 hour of incubation, followed for confirmatory
procedures of the positive results, that last between 24-48 hours, what it generates a
demand of faster methods of analysis.

The use of 3M™ Petrifilm™ Plates is not approved by the EPA and consequently is

not published in the Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.



This study shows comparative results from the performance of the technology
3M™ Petrifilm™ Plates for counting of coliforms and E. coli (EC) and counting of
aerobic organisms (AC) versus the conventional methodologies for the analyses of
coliforms bacteria (Endo) and for standard counting of heterotrophic bacteria (PCA),
through the method of membrane filtration and pour plate technique, respectively,
following the protocol EPA 821-B-03-004 procedures.

Samples were obtained from two rivers that are suppliers of drinking water (prior
and after the supplier station treatment), two wells and two fountains in the Campinas
city region, Sdo Paulo state/ Brazil. The raw river water was used to spike drinking
water, after chlorination stress [0.lmg/L. — 5 minutes]; wells and fountains were
naturally contaminated. Physical-chemical parameters were evaluated.

Median was EC = 1,9085 and Endo = 1,8603. The result from Mann-Whitney
test was W = 2786,5, that shows the equality between methods can not be reject since
W is > 2525,0. Petrifilm method shows lower variability with p-value = 0,014, with
lower Standard Deviation to EC (0,16) than Endo (0,29) and higher precision, with CV
= 8,43 for EC vs. CV = 15,91 for ENDO.

For the untreated water from wells and fountains, 40 coliforms results were
evaluated and EC results were statistically different and lower than the reference
method, bur higher precision with Coefficient of Variation (CV) = 12, 26 for EC
method vs. CV = 16,44 to ENDO method.

For heterotrophic counts, the samples for 3 matrices were analyzed together.
There is no recovery difference for 3M™ Petrifilm AC method since W = 8455,5
greater than 8145,0 with medians of 2,0294 and 2,0212 for PCA method, with a p-

Value of 0,253. The Standard Deviation of 0,40 for 3M™ Petrifilm AC and 0,49 for



PCA method shows that both methods presents a very similar recover of colonies and
the superiority of precision of the 3M™ Petrifilm AC method, with CV = 19,78 vs. CV
= 25,76 for PCA method.

Was observed that there is no statistic significant difference and there is a strong
correlation between the traditional and 3M™ Petrifilm Plates.

The 3M™ Petrifilm technique is rapid, standardized, confirmatory and precise
and based in these results should be suggested that it can be used as a practical method
for heterotrophic bacteria, coliforms and E. coli analysis in human drinking water,
alternatively to the conventional methodology, attending the demand of the companies

of food, beverages and water supply stations.



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA:

Segundo o Ministério da Saude, a doenga diarréica aguda é a quarta principal
responsavel pela mortalidade infantil no Brasil. A auséncia de dgua potavel e de
sistemas de saneamento adequados sdo as principais causas de doencas intestinais
(SAUDE BRASIL, 2008).

Para garantir a qualidade microbiolégica da dgua no Brasil, a Portaria MS n°.
518/2004 do Ministério da Sadde estabelece que dgua potdvel seja a d4gua para consumo
humano cujos pardmetros microbioldgicos, fisicos, quimicos e radioativos atendam ao
padrio de potabilidade e que nio ofereca riscos 2 satiide (SAUDE BRASIL, 2004).

Para avaliacdo dos pardmetros microbioldgicos sdo necessdrias as andlises de
coliformes totais, termotolerantes ou, preferencialmente, Escherichia coli (E. coli) e de
micro-organismos heterotréficos. Sdo aceitos pela Portaria MS n°. 518/2004 como
métodos oficiais de andlise aqueles que atendam as especificacdes das normas nacionais
que disciplinem a matéria, da edicdo mais recente da publicacdo Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005), ou normas publicadas pela
International Standartization Organization - ISO (SA(JDE BRASIL, 2004).

Virios métodos para deteccdo coliformes sdo aprovados e recomendados pelo
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005), como
por exemplo: a técnica de fermentacdo em tubos-miltiplos ou técnica do nimero mais
provavel (NMP), a técnica de membrana filtrante e ensaios de presenga ou auséncia,
incluindo testes baseados na deteccdo de o-nitrophenyl-f-D-galactopiranosideo e 4-

metilumbeliferil -f -D-glucuronideo - ONPG-MUG (WILDEBOER et al. 2010).



O método 3M™ Petrifilm para contagem de coliformes e E. coli, bem como, para
contagem de micro-organismos aerdbios sdo métodos validados para andlise de
alimentos, utilizados mundialmente e possuem diversas aprovacdes de instituigdes
internacionais, como da Association of Analytical Communities (AOAC) e da
Association Frangaise de Normalisation (AFNOR); sendo um método pronto para uso,
rapido e simples de utilizar. Todavia, ndo foram avaliados por estas institui¢des para
andlise de 4gua potdvel e ndo se encontram descritos no Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005).

As recomendacgdes da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da
América — Environmental Protection Agency (EPA) sdo descritas na norma Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005). Estas
metodologias sdo mundialmente aceitas e devem ser avaliadas e aprovadas pelos 6rgios
regulatorios locais de cada pafs.

Diretrizes internacionais e nacionais adotadas, em geral, consideram como um dos
principais indicadores da qualidade microbioldgica da dgua a auséncia de Escherichia
coli (E. coli) em 100 mL de amostra (HEIJNEN e MEDENA, 2009). Assim, um estudo
seguindo as determinacdes da Portaria MS n°. 518/2004 e o protocolo para comparagdo
de métodos 821-B-03-004 (EPA, 2004) para comparar o método 3M ™" Petrifilm para
andlise de coliformes e E. coli e aerdbios pela metodologia convencional pode
contribuir com informagdes sobre a efetividade destes métodos. Caso sejam aceitos pelo
sistema de vigilancia em sadde, do Ministério da Sadde, podem se tornar mais uma

op¢do de metodologia de anélise para potabilidade de 4gua no Brasil.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA:

2.1 Panorama da agua no Brasil e no mundo

A dgua potavel tornou-se um importante fator de preocupagcdo mundial. A
avaliagdo quimica e microbioldgica da dgua de diferentes fontes, como sistemas de
tratamento publicos, pogos, nascentes naturais e outros, € um passo critico em qualquer
programa de abastecimento de dgua, comercial ou humanitario (OMS, 2002).

Rios e lagos sdo os recursos hidricos mais acessiveis e disponiveis para consumo
humano, mas correspondem a apenas 0,27% da dgua doce e perto de 0, 007% da
quantidade total de dgua no mundo. A 4gua potdvel é apenas uma pequena parte do
volume total de dgua armazenada nos principais reservatérios na Terra, que somam
1.386 milhdes de km’, dos quais apenas 2,5% sdo de dgua doce. Calotas e geleiras
polares armazenam as maiores quantidades de dgua doce do planeta, 68,7% (ONU,
2008).

O Brasil possui um territério de 8.512.000 km? e uma populacido de 191.791
milhdes de habitantes (OMS, 2009) distribuidos heterogeneamente em dimensdes
continentais, diversos climas e condi¢des discrepantes de desenvolvimento econdmico e
social. Todos esses fatores resultam em criticas diferencas entre as suas regioes.

A Amazonia, por exemplo, armazena 73% da dgua doce disponivel em uma regido
onde menos de 5% da populagdo vive, enquanto apenas 27% dos recursos hidricos
brasileiros estdo disponiveis para 95% da populacdo do pais. 94,7% da populacio
urbana esta coberta por sistemas de abastecimento de 4gua, mas aproximadamente 11
milhdes de residentes urbanos nio recebem dgua potdvel. No cendrio da populacio

rural, a situacdo € mais critica: os sistemas de abastecimento de dgua atendem apenas



9% da populacdo, sendo pocos e nascentes as principais fontes de dgua de consumo
humano (adaptado de MEIO AMBIENTE BRASIL, 2010).

Nesse cendrio de contrastes e segundo o Ministério da Saudde, a doenca diarréica
aguda € a quarta principal responsavel pela mortalidade infantil no Brasil. A auséncia de
dgua potavel e sistemas de saneamento adequados s@o as principais causas de doencas

intestinais (SAUDE BRASIL, 2008).

2.2 Métodos para analises de Potabilidade

Diretrizes internacionais e nacionais adotadas, em geral, consideram como um dos
principais indicadores da qualidade microbioldgica da dgua a auséncia de Escherichia
coli (E. coli) em 100 mL de amostra (HEIJNEN e MEDENA, 2009). A legislacdo
brasileira estabelece critérios para avaliacdo de pardmetros microbioldgicos, fisico-
quimicos e radioativos, baseados em niveis de ingestdo que ndo oferecam riscos para a
saude, descritos na Portaria MS n° 518 de 25 de marco de 2004. Toda a dgua destinada
ao consumo humano deve obedecer ao padrdo de dgua potdvel. Esta norma define que
haja auséncia, preferencialmente de E. coli, ou coliformes fecais em 100 mL e que a
contagem total de bactérias heterotréficas em placa estejam em niveis inferiores a 500
UFC/ mL (SAUDE BRASIL, 2004).

A principal fonte de 4gua potivel provém de empresas de abastecimento e
publicos ou privados, porém como fontes alternativas de abastecimento de dgua para
consumo humano a Portaria n® 518/2004 inclui: todas as modalidades de abastecimento
coletivo de 4gua distintas do sistema de distribui¢do de dgua tais como fontes, pogos,

condominios ou veiculos de transporte (SAUDE BRASIL, 2004).
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2.2.1 Coliformes e Escherichia coli

O Bacteriological Analytical Manual define coliformes como bactérias Gram-
negativas que produzem 4cido e gds a partir de fermentacdo de lactose (FENG e
WEAGANT, 1998).

A E. coli é o mais comum entre os coliformes da microbiota intestinal de animais
homeotérmicos e sua presenga pode estar associada principalmente com a contaminacio
fecal (HEIJNEN e MEDENA, 2009). Desde 1890, a espécie foi escolhida como o
indicador bioldgico mais seguro para tratamento de dgua, porém, devido a dificuldade
da execugdo dos métodos de andlise, outros indicadores foram escolhidos para garantir a
potabilidade da d4gua, tais como, os coliformes totais e coliformes fecais ou
termotolerantes (EDBERG et al. 2000).

A detecgdo e contagem de coliformes totais e/ou termotolerantes e E. coli t€ém sido
tradicionalmente realizadas por ensaios de fermentacdo em tubos multiplos e Nimero
Mais Provavel (NMP) ou membrana filtrante (MF) (INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2000). O método de referéncia
utilizado pela Unido Européia para a detecgcdo de coliformes e E. coli em amostras de
dgua potavel é o método de MF- ISO 9308-1:2000 - baseado no cultivo da membrana
inoculada em Agar Lactose Tergitol-7 — LTTC (INTERNATIONAL ORGANIZATION
FOR STANDARDIZATION, 2000). O método de MF 3016:2001 da Finnish Standards
Association (SFS, 2001) € baseado no uso de placas com Agar m-Endo LES, utilizado
na Finlandia e em muitos outros paises europeus.

Uma vez que os métodos tradicionais requerem um minimo de 24 horas de
incubacdo, seguido por procedimento de confirmacgdo dos resultados positivos, que dura

entre 24-48 horas, a necessidade de métodos rdapidos aumentou (HIRULKAR e
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TAMBEKAR, 2006; WANG e FIESSEL, 2008) e, durante as ultimas décadas, diversos
testes foram desenvolvidos (TAMBEKAR et al, 2007). Numerosos estudos
comparativos demonstram que métodos rapidos disponiveis comercialmente, baseados
em reagdes enzima-substrato, apresentam resultados comparaveis aos do método de
referéncia de MF (HABASH e JOHNS, 2009; BELOTI et al. 2003).

Devido as diferencas nos principios dos testes, na sensibilidade e especificidade,
ou necessidade de procedimentos de testes de confirmagao, os resultados dos métodos
de ensaio podem interferir na qualidade microbiolégica da dgua. E muito importante
confirmar o desempenho e entender as limitagdes dos métodos antes de adoti-los
(INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2000).

A técnica de membrana filtrante (MF), método bastante utilizado para andlise de
coliformes em dgua de consumo humano, ¢ uma das metodologias descritas pelo
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005). A MF
exige o uso de bomba de filtragdo a vicuo e membrana filtrante de 0.45um, que deve
ser inoculada em meio de cultura para coliformes, como por exemplo, o Agar M-Endo
Less. E desse modo, um teste quantitativo, mas ndo confirmatério. Se houver detecc¢io
de coliformes ou E. coli, a quantificagdo deve ser realizada para posterior

acompanhamento.

2.2.2 Bactérias Heterotroficas

Bactérias heterotrdficas sdo definidas como micro-organismos que necessitam de
carbono orgénico para o crescimento. Diversos métodos conhecidos destinados a
recuperar uma vasta gama de micro-organismos de dgua e sdo coletivamente conhecidos

como contagem total em placa (SCHRAFT e WATTERWORTH, 2005).
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A contagem padrdo de bactérias heterotréficas em placa continua a figurar nas
legislacdes sobre d4gua em muitos paises, como sendo utilizada para indicar a eficacia do
processo de tratamento da 4gua, indicagdo indireta da eliminagdo de patogenos
(REASONER, 2004).

Para andlise de bactérias heterotrdficas, as metodologias descritas no Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005), incluem
técnicas com diferentes parametros: baixas e altas concentragdes de nutrientes,
temperaturas de incubacao de 20° C, 28° C ou 35° C; diferentes formas de inoculacdo da
amostra como plaqueamento em profundidade, espalhamento em superficie ou
membrana filtrante e diferentes periodos de incubacdo, a partir de 24, 48, 72h, e
inclusive de 5-7 dias, que fornecem uma grande flexibilidade na aplicacdo da anélise de
contagem total em placa.

A técnica de plaqueamento em profundidade utilizando o Plate Count Agar (PCA)
¢ bastante utilizada no Brasil, com inoculagdo direta de 1 mL de dgua. Outros meios
podem ser usados, como: m-Heterotrophic Plate Count Agar (m-HPC) para métodos
por plaqueamento em profundidade, plaqueamento em superficie € membrana filtrante
ou Agar Reasoner 2A (R2A Agar), baseado na técnica membrana filtrante (APHA,

2005).

2.2.3 Métodos 3M™ Petrifilm™ para Contagem de Bactérias Aerébias,
Coliformes e E. coli

Para justificar a introdu¢do de um novo método, é sempre necessdrio realizar uma
cuidadosa comparacdo com um ou mais métodos ja estabelecidos em paralelo para a

mesma amostra. Dado que cada método normalmente consiste em vdrias etapas, o
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desempenho do método inclui muitos aspectos diferentes, por exemplo, um método
poderia ser superior em especificidade, mas inferior em recuperagdo. (TAMBEKAR et
al. 2008). Assim, um método poderd recuperar melhor os organismos-alvo, mas
requerer confirmagdo dos resultados positivos. Para uso rotineiro é recomendavel um
método que ndo exija confirmagdo de casos positivos. Isso indica frequentemente a
dificuldade de se especificar numericamente a superioridade de um método sobre o
outro (OMS, 2002).

O método 3M™ Placas Petrifilm™ trata-se de um sistema de andlise
microbioldgica pronto para uso, composto por meios de cultura desidratados, géis
hidrossoldveis a frio, corantes e dois filmes plasticos. As 3M™ Placas Petrifilm™ para
Contagem de Coliformes e E. coli (PFEC) contém o meio Vermelho Violeta Bile —
Violet Red Bile (VRB) como nutriente e gel hidrossolivel a frio.

Os coliformes que crescem na placa PFEC apresentam coloragdo vermelha devido
a presenca do corante Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio (TTC). O gas produzido pela
fermentacdo da lactose € aprisionado ao redor da coldnia pelo filme superior e indica
colbnias confirmadas (GANGAR et al. 1999).

As coldnias de E. coli formam apresentam coloracdo azul, devido a reacdo do
indicador de P-glucuronidase. Cerca de 97% das cepas de E. coli produzem -
glucuronidase, mas hd excegdes, como a E. coli O157: H7. 95% das cepas de E. coli
produzem gés (GANGAR et al. 1999).

A 3M™ Placa Petrifilm™ para Contagem de Aerdbios (PFAC) contém meio
Plate Count Agar (PCA), gel hidrossolivel a frio e corante TTC, que facilita a
contagem, sendo recomendada para contagem de bactérias aerdbias em alimentos e

bebidas (CURIALE et al. 1990).
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O uso das 3M™ Placas Petrifilm™ como meios de cultura para o crescimento
bacteriano ndo estd mencionado como metodologia preconizada para avaliacdo de dgua
de consumo humano (APHA, 2005). Encontram-se na literatura indica¢gdes de que esta
técnica apresenta resultados similares as metodologias atualmente utilizadas para a
avaliacdo da qualidade microbioldgica da agua, que poderia ser adotada por se tratar de
um método simples, padronizado e rastredvel (BELOTI et al. 2003; SCHRAFT e
WATTERWORTH, 2005; HORMAN e HANNIENA, 2006).

No entanto, nenhum dos estudos anteriores seguiu os requisitos da EPA para
recomendar uma nova metodologia, além de ndo terem apresentado amostragens
significativas. Aprovagdes internacionais, tais como as da American Public Health
Association (APHA), Association of Olfficial Analytical Chemists (AOAC) e
Association Francaise de Normalisation (AFNOR) sdo geralmente aceitas em diferentes
paises (HORMAN e HANNIENA, 2006), mas o método 3M Petrifilm somente possui

aprovacoes por estas instituicdes para matrizes alimenticias e ndo para dgua.
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3. OBJETIVO GERAL:

Comparacdo de métodos para andlise de coliformes, E. coli e heterotréficos em

dgua de consumo humano.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Este estudo pretende comparar e avaliar o desempenho das 3M™ Placas
Petrifilm™ para a Contagem de coliformes e E. coli com o método de referéncia de
contagem de coliformes por membrana filtrante e, respectivamente, as 3M™™ Placas
Petrifilm™ AC com a técnica tradicional de contagem de heterotréficos em placa por
profundidade, avaliando a sensibilidade e especificidade destes testes, seguindo o

protocolo da EPA 821-B-03-2004 para andlises microbioldgicas de dgua potavel.
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5. MATERIAIS & METODOS:

5.1 Planejamento experimental

O planejamento experimental foi realizado seguindo os critérios do protocolo 821-
B-03-004 (EPA, 2004), somado a necessidade de anélise de fontes alternativas de dgua
de consumo humano, descrita na MS n°. 518/2004 (SAIjDE BRASIL, 2004), assim,
priorizaram-se as andlises de d4gua bruta em conjunto com 4gua tratada e anélise de dgua
de pocos e fontes como matrizes de fontes alternativas.

Na tabela 1 podem-se verificar os tipos de matrizes de 4gua, os pontos de coleta,

ndmero de aliquotas e unidades amostrais analisadas.

Tabela 1: planejamento das coletas

Pontos de Coleta Aliquotas Repeticoes Total de unlflades
amostrais
Agua de abastecimento 2 20 2 80
Agua de pocos 2 20 1 40
Agua de fontes 2 20 1 40
Total de replicatas 160

5.2 Localizacao e data das coletas de amostras:
As amostras de 4gua de consumo humano tratadas foram coletadas em recipientes
estéreis, contendo 0,1mL de solucdo de tiossulfato de sédio 1,8%: 100 mL (SILVA et

al. 2000) para a inativacdo do cloro residual.
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As amostras naturalmente contaminadas foram coletadas em recipientes estéreis e
eram provenientes de trés diferentes fontes: dgua bruta, dos rios Atibaia e Jaguari, que
abastecem estagdes de tratamento da regido de Campinas; d4gua de dois pogos privados e
dgua de duas fontes, uma privada e outra publica, de dois pontos diferentes na regido de
Campinas/SP.

O volume coletado foi de 1 Litro (L) de d4gua bruta e 3 L de dgua tratada, em cada
ponto, suficiente para a realizag@o de todas as andlises. As amostras foram transportadas
sob refrigeracdo e analisadas em até 24 horas.

No momento da coleta, as amostras foram identificadas, informacdo que foi til
para caracterizar a matriz e identificar potenciais interferéncias, seguindo as
recomendacdes do protocolo 821-B-03-004 (EPA, 2004):

1 - Localizagdo do ponto de coleta por Sistema de Posicionamento Global -

Global Positioning System — GPS (GarminTM),

2 - Fonte de dgua (4gua de abastecimento de pogos ou fontes).

As andlises microbioldgicas das amostras foram realizadas no Laboratério de
Toxinas Microbianas do Departamento de Ciéncias de Alimentos da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

A identificag@o, locais de coleta, data e localizagdo por GPS estdo compilados na

tabela 2 a seguir:
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Tabela 2: identificacio das amostras.

Local de Coleta das Amostras Data Localizacao por GPS

1 CasaR. Luverci P. de Souza, 818 13/08/2009  S22°48.927 W47°04.672°

2 Rio Atibaia 13/08/2009  S22°57.485° W46°59.688"

3 CasaR. Luverci P. de Souza, 818 01/09/2009  S22°48.927° W47°04.672"

4 Rio Atibaia 01/09/2009  S22°57.485" W46°59.688

5 CasaR. Luverci P. de Souza, 818 15/09/2009  S22°48.927° W47°04.672°

6 Rio Atibaia 15/09/2009  S22°57.485" W46°59.688
7 Agua da Bica 30/09/2009  S33°86.293" W47°05622°
8 Agua da Fonte 07/10/2009 S22°48.889" W 047°04.665"

9  Agua do poco Chicara do Dedé  04/11/2009 S22°47.905° W 047°04.541"

10 Agua do poco Chicara da Luciane 04/11/2009  S22°40.482° W47°04,541

11 Agua tratada Paulinia 11/11/2009  S22°47.538" W47°.08.111°
12 Rio Jaguari 11/11/2009  S21°20.845"° W 049°28.751°
13 Agua tratada Paulinia 18/11/2009  S22°47.538" W47°.08.111°
14 Jaguari 18/11/2009 S21°20.845"° W 049°28.751°

5.2.1 Agua bruta e agua de abastecimento:

Para as anélises de bactérias heterotroficas e coliformes, E. coli, foram coletadas
amostras de dois pontos de 4dgua bruta de dois rios que abastecem as estacdes de

tratamento da regido de Campinas/SP, antes dos pontos de captagio.
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As amostras foram separadas em 10 aliquotas que foram utilizadas como

repeti¢des, perfazendo 80 unidaes amostrais no total, conforme elucidado abaixo:

Rio Atibaia: 2 pontos de coleta x 10 aliquotas x 2 métodos de andlise = 40

unidades amostrais (EPA, 2004).

= Rio Jaguari: 2 pontos de coleta x 10 aliquotas x 2 métodos de andlise = 40
unidades amostrais (EPA, 2004).
Na figura 1 € possivel visualizar o local de coleta no do rio Atibaia antes do ponto

de captacido da estagdo de abastecimento.

Figura 1: Local de coleta de agua bruta, préximo ao ponto de captacao da estacao

de abastecimento - Rio Atibaia

Na figura 2 estd o local de coleta no do rio Jaguari antes do ponto de captacao da

estacdo de abastecimento.
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Figura 2: Local de coleta de agua bruta préximo ao ponto de captacio da estacao

de abastecimento - Rio Jaguari

5.2.2 Agua de Pocos:

Foram coletadas amostras de 2 pocos particulares e cada amostra coletada foi
dividida em 10 aliquotas, totalizando 40 andlises.

= Poco Chécara do Dedé: 1 poco x 10 aliquotas x 2 métodos de andlise = 20

unidades amostrais (EPA, 2004).

» Poco Chédcara Luciana 1 pogo x 10 aliquotas x 2 métodos de andlise 20
unidades amostrais (EPA, 2004).

Na figura 3 € possivel visualizar o local de coleta da dgua de pogco Chacara do

Dedé.
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Figura 3: Local de coleta de agua de poco privado - Poco chacara do Dedé

5.2.3 Agua de Fontes:

Foram coletadas amostras de 2 fontes, 1 piblica e 1 particular e cada amostra foi
dividida em 10 aliquotas.

= Fonte Agua da Fonte: 1 fonte privada x 10 aliquotas x 2 métodos de anlise =
20 unidades amostrais (EPA, 2004).

= Fonte Bica do Taquaral: 1 fonte ptblica x 10 aliquotas x 2 métodos de andlise =
20 unidades amostrais (EPA, 2004).

Na figura 4, abaixo, é possivel verificar as mds condi¢des de conservacdo do ponto

de captagcdo na Agua da Fonte. Em seguida, na figura 5 observa-se a fonte Bica do
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Taquaral, local onde diversos moradores buscam dgua todos os dias, em galdes

plésticos, sem controle sanitdrio adequado.

Figura 5: A - area onde se localiza fonte publica Taquaral; B — local de captacao

de agua, sem protecio ou controle.
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5.3 Analises Fisico-quimicas:

As seguintes andlises foram realizadas no laboratério de Saneamento e Ambiente
da Faculdade de Engenharia Civil, UNICAMP, conforme os paradmetros descritos no
protocolo EPA 821-B-03-2004, em menos de 24h apds a coleta das amostras de dgua

bruta e tratada, transportadas e mantidas sob refrigeragao:
» pH (ThermoOrionTM 410)
*» Turbidez (HACHTM 2100N)
= Carbono organico total (ShimadzuTM 5000 A )

= Cloro Livre e total residual - método DPD colorimétrico (HACHTM DR 4000U)

= Temperatura - medida no momento da coleta (EPA, 2004).

5.4 Contaminacio das amostras:

Para comparac@o de metodologias é necessario obterem-se resultados positivos, no
entanto, espera-se que amostras de dgua potdvel ndo contenham os micro-organismos de
interesse (E. coli e heterotréficos acima de 500 UFC/mL). Portanto, foi necessario
contaminar as amostras de d4gua de consumo humano utilizando como matriz dgua dos
pontos de captagdo dos sistemas de abastecimento, antes da cloracdo (EPA, 2004).

Para definicdo da diluicdo correta para obtencdo de contagens dos micro-
organismos alvos na faixa ideal de leitura, foram realizados experimentos preliminares,
onde se determinou a propor¢do de 1:10 de dgua bruta: dgua tratada (EPA, 2004).
Assim, os resultados considerados neste estudo foram obtidos através de solucdes
contendo 200 mL de dgua bruta para 1800 mL de dgua tratada, cujo cloro ja havia sido
inativado com tiossulfato de sddio 1,8% no momento da coleta. As amostras de dgua de

pogos e fontes utilizadas estavam naturalmente contaminadas.
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5.5 Determinac¢ao do Tempo e Concentraciao de Cloro adequada:

As amostras contaminadas foram submetidas a estresses por cloracio a
temperatura ambiente, em condi¢cdes semelhantes as realizadas em estagdes de
tratamento de consumo humano.

Durante o estudo inicial, foram realizadas coletas de 4 amostras de dgua bruta, dos
Rios Atibaia e Capivari, antes do ponto de captacdo das estagcdes de abastecimento e
coletas de amostras de dgua de consumo humano, contaminadas (1: 10) foram expostas
a diferentes concentragcdes de cloro livre, variando de 0,1 a 0,5 mg/L. de Cloro livre,
como recomendado pelo método 821-B-03-004 (EPA, 2004) como valores suficientes
para causar estresse, em intervalos de exposicao de 5, 10, 20 e 30 minutos.

Todas as aliquotas foram inoculadas em 3M™ Placa Petrifilm ™ para contagem
de aerébios (PFAC) e na 3M™ Placa Petrifilm ™ para contagem de coliformes e E. coli
(PFEC), em diluicdes decimais seriadas. Estas amostras foram utilizadas para a
definicdo da concentragdo ideal x tempo de exposicdo a fim de verificar a presenga e a
concentragdo dos micro-organismos alvo e definir o protocolo a ser utilizado em todas
as amostras, até a reducdo da contagem inicial de 10°*-10°UFC/ 100 mL para 20-10
UFC/ 100 mL (EPA, 2004). Estes resultados foram descartados, pois muitas aliquotas
ndo apresentavam contagens, por excesso de hipoclorito de Cloro e outras ndo
diminuiam a populagio até a faixa ideal de contagem preconizada (EPA, 2004).

Padronizou-se assim que a cada amostra coletada fosse realizada a quantificacéo
em espectrofotometro da quantidade necessaria de solug@o de hipoclorito de Cloro 12%
necessdria para obtencdo de 0,1 a 0,2 mg/L de Cloro livre na solugdo, considerado

suficiente para gerar estresse, sem causar morte da populacdo adicionada

(EHRENFELD 1997), utilizando o método DPD colorimétrico (HACHTM DR 4000U).
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5.6 Analises Microbioldgicas de Bactérias Heterotroficas em Placa:

O desempenho das 3M™ Placas Petrifilm™ para Contagem de Aerdbios - 3M™
PFAC foi comparado com o método convencional de contagem de bactérias
heterotroficas em placas de Petri descartdveis, por plaqueamento em profundidade,
contendo o meio Plate Count Agar (PCA) da marca BD™ - DIFCO™. Em ambas as
metodologias, foi inoculado 1 mL de amostra, com 10 replicatas por amostra, por
método.

As placas foram incubadas por 48 horas a 35° C e ao final do periodo foram
realizadas as leituras e os registros dos resultados (CURIALE et al. 1990 e APHA,

2005), conforme demonstrado na figura 6.

imL

2L aguacontaminada+
Estresse com~ 0.1 mg/L de Cl livre! 5 min

Heterotréficos

10 placas por método
35°Cl48h

Figura 6: Diagrama das etapas de analise de bactérias heterotroficas para
agua bruta. Para amostras de pocos e fontes nao foi realizada a contaminacao, pois

as amostras apresentavam a microbiota - alvo naturalmente.
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5.7 Analises Microbiolégicas de Coliformes Totais e E. coli:

100 mL de dgua de cada amostra foram filtrados pelo método de membrana
filtrante vinte vezes consecutivas, através de sistemas de filtracio (Nalgene™)
conectados a uma bomba de vacuo (TecnalTM), utilizando membranas filtrantes de 47
mm de didmetro de acetato de celulose com porosidades de 0,45 pm (Millipore™). O
objetivo foi analisar as amostras em ambas as metodologias, com 10 replicatas por
método. Deste modo, 10 membranas por amostra foram transferidas para 10 placas de
3M™ PFEC - pré-hidratadas com 1 mL de solugdo salina 0,9%, com antecedéncia
minima de 1 hora antes da inoculacdo da membrana — e outras foram transferidas para
placas de Petri descartiveis contendo M-Endo Agar (Difco™™) e preparadas com 24h de
antecedéncia. Ambas as placas foram incubadas a 35°C. As placas contendo M-Endo

Agar foram contadas em 24h e as placas de PFEC em 48h. Todos os resultados foram

registrados.

5.7.1 Analise confirmatoria de coliformes:

Para confirmar as coldnias obtidas, das vinte aliquotas filtradas para cada tipo de
amostra de dgua, selecionaram-se quatro delas que apresentaram crescimento de E. coli
aleatoriamente, e de cada uma foram confirmadas até dez coldnias para cada método,
utilizando o sistema de identificacdo BBL Cristal Enteric/ Nonfermenter ID Kit (BD™)

(EPA, 2004), como representado na figura 7.
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2L dguacontaminada+t
Estresze com~ 0.1 ma/L de Cl livre! 5 min

!

Coliformes
100mL - MembranaFiltrante

10 placas/ método 24 - 48h 2 35°C

\

v

Coliformes — 10 coldnias de 2 placas de cada método
Anéfise confirmat oria com kit Crystal kit™ + Indol+
Oxidase (BD™)

Figura 7: Diagrama das etapas de analise de coliformes e E. coli para agua
bruta. Para amostras de pocos e fontes nao foi realizada a contaminacio, pois as

amostras apresentavam a microbiota - alvo naturalmente.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Analises Fisico-Quimicas:

O desinfetante quimico mais comumente utilizado na desinfec¢io para produgio
de dgua potavel € o Cloro (Cly), liquido ou gasoso. O Cloro presente na dgua, na forma
de HCIO ou ClO', é denominado Cloro livre disponivel, que é a medida do poder de
oxidacdo de um composto de cloro.

Para melhor compreender as interagdes quimicas nas amostras analisadas foram
avaliados o pH, temperatura, turbidez, Carbono Orgéanico Total (COT), concentragdo de
Cloro (Cl) livre e total, logo apés a coleta das amostras (EPA, 2004). Os resultados
foram compilados na tabela 3:

Tabela 3: Resultadas das analises fisico-quimicas

Temperatura Turbidez Cl Livre Cl Total
Amostra pH CoT
() (UT) (mg/L) (mg/L)
1 7,3 28 0,3 3,902 0,49 2,88
2 7,3 25 53 6,87 0 0
3 7,1 21,5 0,27 4,56 0,23 2,32
4 7 27 12,6 6,56 0 0
5 7,3 22 0,18 6,46 0,3 2,69
6 6,61 24 67 9,16 0 0
7 5,85 23 0,29 4,18 0,02 0,02
8 5,32 27 0,28 1,25 0 0
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Continuacao da Tabela 3: Resultadas das analises fisico-quimicas

9 5,47 27 0,46 2,82 0 0

10 7,97 25 0,659 2,07 0 0

11 6,86 27 2,43 4,41 0,36 0,48

12 6,96 26 209 20,8 0 0

13 6,65 27 4,1 5,08 0,67 0,74

14 7,22 26 408 16,01 0 0
Legenda:

(°C) — Graus Celsius

UT — Unidades de Turbidez
COT - Carbono Orgénico Total
CI = Cloro

mg/L = miligramas por Litro

Quando a 4gua contém amodnia ou compostos amoniacais, 0 HCIO combina-se
com tais compostos e forma cloraminas (NH,Cl) e compostos amoniacais, sendo o teor
de Cloro livre denominado cloro livre combinado.

Quando hd amdnia de origem orgénica na dgua natural, a adicdo de Cloro concorre
para a formacéo de cloraminas orgénicas, que apresentam baixo poder de desinfeccao.

As amostras de dgua bruta apresentaram elevados valores de carbono orgénico
total (COT), técnica freqiientemente utilizada para monitorar matéria (FONSECA et al.,

2006). A presenca de matéria orginica pode ser correlacionada com a presenca de
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compostos nitrogenados, que interferiram na padronizacdo da concentracdo de cloro
livre disponivel, utilizado para simular o estresse nos micro-organismos alvo.

Com o efeito da sazonalidade ambiental, do intenso regime de chuvas registradas
no ano de 2009 e varidvel volume de descarga de dejetos nas fontes de dgua bruta,
houve diferentes interferéncias na composicdo quimica da dgua bruta, o que ndo tornou
possivel a padronizacdo do volume de solucdo de Hipoclorito de cloro 12% utilizada
como oxidante para todas as amostras, para simular o estresse do tratamento das
estagOes de abastecimento.

A temperatura da dgua, o pH da amostra e o tempo decorrido apds adi¢do de cloro
na dgua contendo amodnia interferem nesta relacio Clp/NH3; — N, sendo importantes
fatores a serem considerado na formacdo de cloraminas, que interferem na desinfeccao.
Assim, foi muito importante observar estas intera¢des para poder viabilizar este projeto.

Portanto, para cada amostra, foi necessario dosar a presenca de cloro livre até
atingir o breakpoint, ponto onde ocorre oxidagdo de toda a amodnia e apds aumento da
adi¢do de Cloro houve aumento do Cloro livre disponivel (DANIEL, 2001), que pode
entdo agir como agente desinfetante adicionando-se pequenos volumes da solucdo de
hipoclorito cloro 12% e medindo a rea¢do em espectrofotdmetro até obtengdo 0,1-0,2
ppm Cl livre/L. Concentra¢des acima de 0,2 mg/L de Cloro livre levavam a eliminacio
das colonias de E. coli e diminuiram muito as contagens de coliformes totais, mas nio
eliminavam totalmente as colOnias de bactérias heterotroéficas.

A figura 8 demonstra a relagdo entre a concentragdo de Cl, e a formacdo de cloro

livre e cloraminas.
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Cloraminas e cloro residual

Cloro residual
(mg Cl,/mg NH,—N)

L I L LI = R R <

Dose de cloro (mg Cl,/mg NH,—N)
Figura 8 - Distribuicao das espécies cloraminas em funcio da razao Cl,: N (Daniel,

2001).

A Portaria MS n.° 518 (SAUDE BRASIL, 2004) cita que as amostras de dgua de
consumo humano devem estar ter pH entre 6 e 9,5. Todas as amostras coletadas
atenderam a este pardmetro, no entanto, pode-se observar que as amostras de fontes e
um dos pogos apresentaram pH <5.9, o que pode ter interferido no desempenho do
método Petrifilm™.

Com relagdo ao parametro presenca de Cloro livre, todas as amostras oriundas de
estacdes de abastecimento atenderam aos pardmetros de 0,2 a 2,0 mg/L. E interessante
observar que as amostras de dgua de consumo humano oriundas de estacOes de
tratamento devem apresentar turbidez abaixo de 1 e 2 UT, em 95% das amostras, com
valor méximo permitido de 5 UT e nas amostras coletadas em Paulinia observaram-se

valores muito préximos ou acima deste limite (SAUDE BRASIL, 2004).
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6.2 Analises Microbioldgicas:

6.2.1 Contagem total de bactérias heterotroficas:
Os resultados das contagens de bactérias heterotroficas obtidas apds o estresse
com cloro para amostras de dgua de abastecimento e amostras de pocos e fontes foram

transformados em logaritmos de base 10 (SCHRAFT e WATTERWORTH, 2004) e

compilados na tabela 4, em anexo.

6.2.2 Descritivo Estatistico para analise de bactérias heterotroéficas:

Os dados sofreram transformacao logaritmica, exponencial, evitando distor¢ao dos
dados por causas especiais.

Para andlises de bactérias heterotréficas a recuperagdo foi calculada
conjuntamente para as 3 matrizes, pois os resultados individuais ndo apresentaram
diferencas, o que aumentou o nimero de amostras consideradas, gerando uma maior
representatividade (EPA, 2004).

O coeficiente de variacdo (CV) foi calculado através da relagdo entre o desvio
padrio e a média, e expresso como percentual, para cada matriz e método
individualmente, utilizando o software MINITAB® (EPA, 2004).

A avaliagdo da normalidade foi realizada com testes estatisticos como teste de
Kolmogorov-Smirnov. A avaliacdo da precisdo foi realizada com o teste F e como a
normalidade ndo foi atingida, o teste ndo paramétrico Levene foi utilizado, com base no

desvio absoluto da média (EPA, 2004).
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Os dados analisados comparando os resultados de contagens de bactérias
heterotréficas com amostras das 3 diferentes matrizes de d4gua podem ser visualizados

na tabela 5, a seguir:

Tabela 5: Analise conjunta das 3 matrizes de agua para contagem de total de

bactérias heterotréficas —- 3M™ PFAC x PCA.

Desvio  Coeficiente
Variaveis N Média Mediana
Padrao de Variacao

LOG PFAC (UFC/mL) 90 2,0702 0,4094 19,78 2,0294

LOG PCA (UFC/mL) 90 19193  0,4945 25,76 2,0212

Pode-se verificar que houve diferencas entre as contagens nos dois métodos,
considerando os resultados de Média, em logaritmos, onde em algumas matrizes existe
uma tendéncia ao método 3M™ PFAC apresentar contagens mais elevadas do que o
método PCA e em outras, o oposto.

A precisao do método 3M™ PFAC foi considerada superior, ja que apresentou um
coeficiente de variacdo inferior ao do método PCA (EPA, 2004).

Assim, observa-se no grafico 1, abaixo, que ambos os métodos variaram bastante.
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Time Series Plot of LOG PFAC_1; LOG PCA_1

Variable
—@— LOG PFAC_1
—— LOGPCA_1

Data

0,5

T
1 9 18 27 36 45 54 63 72 81 90
Index

Grifico 1: Analise conjunta das contagens em logaritmos, comparando os

métodos 3M™ PFAC x PCA para as diferentes matrizes.

Foi analisada a normalidade dos resultados de contagens de bactérias
heterotréficas em placas de PFAC e pode-se observar que os dados ndo sdo normais, por
ndo apresentarem um sentido linear, como pode ser observado no grifico 2. Assim,
concluiu-se que andlises estatisticas ndo-paramétricas deveriam ser utilizadas na

avaliacdo dos dados.
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Probability Plot of LOG PFAC_1
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Grafico 2: Andlise da normalidade dados em logaritmos dos resultados das

contagens de bactérias heterotréficas com o método 3M™ PFAC.

Foi analisada a normalidade dos resultados de contagens de bactérias
heterotréficas em placas de PCA e novamente pode-se observar que os dados ndo eram
normais, por ndo apresentarem um sentido linear, como pode ser observado no grafico
3. Assim, concluiu-se que andlises estatisticas ndo-paramétricas deveriam ser utilizadas

na avaliacdo dos dados.
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Probability Plot of LOG PCA_1
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Grafico 3: Analise da normalidade - dados dos resultados com o método

contagem total de bactérias em placa - PCA.

Foram realizados testes para verificagdo da variincia dos resultados, comparando
os resultados do método 3M™ PFAC e PCA, onde pdde-se visualizar na parte superior
do grifico 4 que os resultados do método 3M™ PFAC apresentam um menor intervalo
de confianca, o que significa que os resultados variaram menos para este método do que
para o método de plaqueamento em PCA.

Compararam-se também as medianas dos resultados, onde é possivel verificar na
parte inferior do grafico 4, que as contagens em ambos os métodos foram bastante

préximas, com medianas muito semelhantes.
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Test for Equal Variances for LOG PFAC_1; LOGPCA_1

F-Test
Test Statistic 0,69
LOG PFAC_14{ t ® | P-Value 0,077
Levene's Test
Test Statistic 1,32
P-Value 0,253
LOG PCA_11 I 4 |
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orcat] same— NN

Data

Grafico 4: Teste de variancias iguais comparando os resultados das contagens

em logaritmos para os métodos 3M™ PFAC x PCA.

Com o teste de Bonferroni, utilizando um intervalo de confianca 95% foi possivel
verificar que o método 3M™ PFAC apresentou menor desvio padrio do que o método
PCA, confirmando a menor variacdo entre as contagens de bactérias heterotréficas no

método 3M™ PFAC. Os resultados do teste podem ser visualizados na tabela 6.

Tabela 6: Teste de Bonferroni - Intervalo de confianca 95% para desvio

padrao.
Método N Minimo Desvio Padrao Maéximo
LOG PFAC (UFC/mL) 90 0,350351 0,409427 0,491296
LOG PCA(UFC/mL) 90 0,423124 0,494471 0,593345
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Para avaliar a correlacdo entre os métodos, foi realizado o Teste Levene, onde se
obteve um resultado igual a 1,32 e p-valor igual a 0,253. Neste teste consideram-se
correlacdes positivas quando o p-valor é maior do que 0,05, sendo assim, pode-se
concluir que hé correlagio entre o método 3M™ PFAC e PCA.

Para avaliacdo da recuperacio média dos métodos utilizou-se o teste ndo
paramétrico Mann-Whitney, ja que os dados ndo eram normais. Este teste compara as
medianas dos resultados de ambos os métodos analisados, compiladas na tabela 7.
Utilizou-se um intervalo de confianca de 95,0% e obteve-se um resultado do teste W
igual a 8455,5. Assim, o resultado ndo pdde ser rejeitado, pois 0 W € maior do que
8145,0.

A média, desvio padrdo e mediana foram muito préximos para ambos os métodos,
demonstrando que ndo houve diferenga estatistica para contagens de bactérias
heterotréficas com o método 3M™ PFAC, quando comparado ao método PCA,

demonstrando-se que os métodos t€m o mesmo poder de recuperagao.

6.3 Resultados para Contagem de Coliformes e E. coli:

As andlises dos dados das amostras de d4gua de abastecimento tratada
contaminadas com amostras oriundas dos rios Atibaia e Jaguari foram realizadas
separadamente das amostras de pocos e fontes, naturalmente contaminadas, pois

apresentaram algumas contagens muito diferentes para os métodos.
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6.3.1 Resultados para Contagem de Coliformes e E. coli para agua de
abastecimento:

Compararam-se as contagens nas 3M'" Placas Petrifilm para Contagem de
Coliformes e E. coli (3MTM PFEC), separando-se a contagem de E. coli e de coliformes,
que apresentam diferentes coloracdes de coldnias na segunda coluna da tabela 08, a
soma das contagens totais de coliformes totais e contagens de E. coli na terceira coluna
e as contagens de colonias verde brilhantes, caracteristicas de contagens de coliformes
totais, encontradas nas placas de M-Endo Agar Less (Endo) na quarta coluna.

Os resultados das contagens em UFC/mL foram transformados em logaritmos de
base 10 (SCHRAFT e WATTERWORTH, 2004) e estdo descritos na tabela 07, em
anexo.

Pode-se observar que em algumas amostras ndo houve crescimento de E. coli no
método 3M™ PFEC.

O método M-Endo Agar (Endo) ndo é seletivo para E. coli e sim para coliformes
totais, que sdo caracterizados por colonias verde-metélicas. Assim, para as confirmagdes
bioquimicas, foram isoladas somente as coldnias azuis com bolhas de gis das placas
3M™ PFEC e col6nias verde-metilicas das placas de Endo.

De acordo com WANG e FIESSEL (2008), hd muitas vantagens na utilizacdo do
método de MF, no entanto, utilizando o meio m-Endo dgar (Endo) para andlises
microbioldgicas para dgua de consumo humano enumeram-se somente coliformes
totais, que ainda podem estar superestimados, pela presengca de microbiota
contaminante, causando resultados falsos-positivos como se observou neste estudo.

Em casos de positividade com o método Endo, é recomendada a utilizagdo de

métodos confirmatdrios, usualmente baseados na reacio de MUG, que acabam
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consumindo muito tempo. Esta demora pode expor as estagdes de tratamento, que
precisam aguardar vdrios para obter o resultado da confirmag¢@o da contaminacdo apds a
coleta da amostra. Portanto, € muito interessante a utilizacdo de métodos rapidos,
alternativos, que enumerem simultaneamente E. coli e coliformes totais, que ndo

necessitem de procedimentos confirmatérios (WANG e FIESSEL, 2008).

6.3.2 Resultados dos testes de confirmacao bioquimica de E. coli e coliformes:

Foram considerados positivos os resultados para as colonias confirmadas com o
sistema de identificacdo BBL Cristal Enteric/ Nonfermenter ID BD™) como E. coli
para o método 3M™ PFEC e pertencentes ao grupo coliforme total para o método
Endo, segundo a classificacdo do grupo coliformes do Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005).

Os resultados das confirmacdes estdo compilados na tabela 08, em anexo, sendo
realizados em colonias oriundas de 2 placas escolhidas aleatoriamente para cada método
(placa 1 e 2).

Nao foi possivel calcular a especificidade e sensibilidade dos métodos, pois ndo
foram realizados experimentos em paralelo com um terceiro método (EPA, 2004).

Pode-se observar que algumas coldnias tipicas de E. coli no método 3M™
Petrifilm™ niio foram confirmadas como E. coli, sendo identificadas como pertencentes
aos géneros Klebsiella, Enterobacter, Serratia e Aeromonas, apesar do cuidado para néo
haver contamina¢do no momento do isolamento da coldnia, podem ter ocorrido falhas,
sendo que a maioria das colOnias apresentaram resultados negativos para oxidase e
positivos para Indol, como o esperado para esta espécie.

Houve também falsos-positivos no método M-Endo Agar, mas este nio é um

método especifico para E. coli, e sim para coliformes totais (APHA, 2005). Assim,
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consideraram-se falso-positivos somente as amostras dos géneros Serratia e Aeromonas,
0 que gerou uma tendéncia a considerar o método M-Endo Agar mais sensivel.

Muitas bactérias além da E. coli, como linhagens de Aerococcus, Bacillus,
Klebsiella e Shigella podem expressar atividade de b-glucuronidase, e caso degradem
lactose, podem gerar resultados falsos-positivos (CHAQ, 2005).

Encontram-se na literatura relatos de excelente sensibilidade e especificidade do
método PFEC em comparagdo com outros métodos convencionais (SCHRAFT e

WATTERWORTH, 2004).

6.3.3 Descritivo Estatistico para analise de Coliformes e E. coli para agua de

consumo humano:

Os dados sofreram transformacao logaritmica, exponencial, evitando distor¢dao dos
dados por causas especiais.

Para as andlises de coliformes, a recuperacdo foi calculada separadamente para
cada matriz, determinando o desempenho de cada método (EPA, 2004).

O coeficiente de variacdo foi calculado através da relacdo entre o desvio padrdo e
a média, e expresso como percentual, para cada matriz e método individualmente,
utilizando o software MINITAB®.

A avaliacdo da normalidade foi realizada com testes estatisticos como teste de
Kolmogorov-Smirnov. A avaliacdo da precisdo foi realizada com o teste F e como a
normalidade néo foi atingida, o teste ndo paramétrico Levene foi utilizado, com base no

desvio absoluto da média (EPA, 2004).
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Os dados analisados comparando os resultados de contagens de coliformes e E.

coli com amostras de dgua de consumo humano, contaminadas com &dgua bruta e
estressadas com cloro podem ser visualizados na tabela 09.

Pode-se verificar que houve poucas diferencas entre as contagens nos dois

métodos, considerando os resultados de Média e mediana, em logaritmos, assim, para

dgua de abastecimento, existe uma tendéncia do método 3M™ PFEC apresentar

contagens mais elevadas do que o método ENDO.

Tabela 09: Estatistica descritiva para agua de consumo humano comparando

os métodos 3M™ PFEC x M-Endo Agar.

Desvio Coeficiente de

Variavel N  Média Mediana
Padrao Variacao
LOG PFEC (UFC/mL) 50 1,8805 0,1585 8,43 1,9085
LOG ENDO (UFC/mL) 50 1,8272 0,2908 15,91 1,8603

E interessante observar que o método 3M™ PFEC apresentou menor desvio
padréo e valores 50% menores de coeficiente de variacdo, demonstrando ser um método
com maior precisdo do que o método ENDO.

Observa-se no grifico 5, abaixo, que o método 3M™ PFEC teve menor variagio

em comparacdo com o método ENDQO, com menos picos e maior linearidade.
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Time Series Plot of rio PFEC; rio Endo

Variable
—@— rio PFEC
—@— rio Endo

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Index

Grifico 5: Analise conjunta dos dados em logaritmos, comparando os métodos

3IM™ PFEC x M- Endo Agar para amostras de agua de consumo humano.

Foi analisada a normalidade dos resultados de contagens de coliformes e E. coli
analisadas com o método 3M™ PFEC e pode-se observar que os dados ndo sdo
normais, por ndo apresentarem um sentido linear, como pode ser observado no grafico
6. Com base nesta observacdo concluiu-se que andlises estatisticas nao-paramétricas

deveriam ser utilizadas na avalia¢do dos dados.
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Probability Plot of rio PFEC

Normal
99
Mean 1,881
StDev 0,1585
95 1 N 50
904 KS 0,195
P-Value <0,010

80
70
601
501
40
30
20

Percent

Grifico 6: Analise da normalidade dos dados para amostras de agua de consumo

humano, analisadas com o método 3M™ PFEC.

Foi analisada a normalidade dos resultados de contagens de coliformes totais em
placas de ENDO e novamente pode-se observar que os dados ndo eram normais, como
pode ser observado no grafico 7, a seguir. Assim, andlises estatisticas ndo-paramétricas

foram utilizadas na avaliagdo dos dados.
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Probability Plot of rio Endo
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Grafico 7: Analise da normalidade dos dados para amostras de agua de

consumo humano analisadas com o método M-Endo Agar.

Foram realizados testes para verificagdo da variancia dos resultados, comparando
os resultados do método 3M™ PFEC e ENDO. Pode-se observar na parte superior do
grafico 8 que os resultados do método 3M™ PFEC apresentam um intervalo de
confianca menor do que os resultados do método ENDO, o que significa que os
resultados variaram menos para este método do que para o método de plaqueamento em
ENDO.

Compararam-se também as medianas dos resultados, onde € possivel verificar na
parte inferior do grafico 8, que as contagens no método 3M™ PFEC tiveram valores

similares nas diferentes amostras, variando mais no método M-Endo Agar.
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Test for Equal Variances for rio PFEC; rio Endo
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Grafico 8: Teste de variancias iguais para agua de consumo humano

utilizando 3M™ PFEC x M-Endo Agar.

Com o teste de Bonferroni, utilizando um intervalo de confianca 95% foi possivel
verificar que o método 3M™ PFEC apresentou menor desvio padrio do que o método
ENDO, confirmando a menor variacdo entre as contagens de coliformes no método

3M™ PFEC. Os resultados do teste podem ser visualizados na tabela 10.

Tabela 10: Teste Bonferroni com 95% de intervalo de confianca para desvio

padrao.

Método N Minino Desvio Padrao Maximo

LOG PFEC (UFC/mL) 50 0,129101 0,158452 0,204100

LOG ENDO (UFC/mL) 50 0,236898 0,290757 0,374521
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Para avaliar a correlacdo entre os métodos, foi realizado o Teste Levene, onde se
obteve um resultado igual a 6,20 e p-valor igual a 0,014. Neste teste consideram-se
correlacdes positivas quando o p-valor € maior do que 0,05.

Para avaliacdo da recuperacio média dos métodos utilizou-se o teste ndo
paramétrico Mann-Whitney, ja que os dados ndo eram normais. Este teste compara as
medianas dos resultados de ambos os métodos analisados, compilados na tabela 11.
Utilizou-se um intervalo de confianca de 95,0% e obteve-se um resultado do teste W
igual a 2786,5. Assim, o resultado ndo pdde ser rejeitado, pois 0 W € maior do que
2525,0, demonstrando a correlacio entre os métodos.

A média, desvio padrdo e mediana foram muito préximos para ambos os métodos,
demonstrando que ndo houve diferenga estatistica para contagens de bactérias
heterotréficas com o método 3M™ PFEC, quando comparado ao método ENDO,

demonstrando-se que os métodos apresentam um poder de recuperagdo similar.

Tabela 11: dados para teste Mann-Whitney LOG 3M™ PFEC X M-ENDO AGAR

para agua de consumo humano.

Método N Mediana

LOG PFEC (UFC/mL) 50 1,9085

LOG ENDO (UFC/mL) 50 11,8603
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6.3.4  Anilise dos dados para dgua de pocos e fontes 3M™ PFEC x M -
Endo Agar.

Os mesmos testes estatisticos descritos no item 6.3 foram utilizados para avaliar os

dados analisados comparando os resultados de contagens de coliformes e E. coli com

amostras de pogos e fontes naturalmente contaminados podem ser visualizados na tabela

12, a seguir:

Tabela 12: Estatistica descritiva para agua de pocos e fontes 3M™ PFEC x

M-Endo Agar.

Variavel N Média Desvio Padrao Coeficiente de Variacio Mediana
LOG PFEC (UFC/mL) 40 1,7079 0,2094 12,26 1,7033
LOG ENDO (UFC/mL) 40 1,9103 0,3141 16,44 2,0334

Pode-se verificar que houve diferencas entre as contagens nos dois métodos,
considerando os resultados de Média e mediana, em logaritmos, onde existe uma
tendéncia ao método 3M™ PFEC apresentar contagens mais baixas do que o método
ENDO para amostras de pocos e fontes. E interessante observar que o método 3M™
Petrifilm apresentou menor desvio padrdo e menores de valores coeficiente de variacdo,
demonstrando ser um método com melhor reprodutibilidade e precisdo, mas com piorar
recuperacdo para estas matrizes.

Observa-se no grifico 9, que o método 3M™ PFEC ambos os métodos
apresentaram grande variacdo nas contagens das diferentes coletas, possivelmente por
serem duas diferentes matrizes, microbiota natural ou pela interferéncia do pH, que

estava abaixo de 6,0 em algumas amostras.
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Time Series Plot of No treated PF; No treated Endo
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Grafico 9: Analise conjunta da variabilidade dos dados de amostras de agua

de pocos e fontes utilizando os métodos 3M™ PFEC x M-Endo.

Foi analisada a normalidade dos dados para amostras avaliadas com o método

3M™ PFEC e os resultados ndo apresentarem um sentido linear. Portanto, andlises

estatisticas ndo-paramétricas foram utilizadas na avaliacdo dos dados, como se verifica

no grifico 10, abaixo:
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Probability Plot of No treated PF

Normal
99
Mean 1,708
StDev  0,2094
95 N 40
KS 0,146
5 P-Value 0,039

80
70
60
50
40
30
20

Percent

T T
1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 2,2
No treated PF

Grafico 10: Analise conjunta da normalidade dos dados de amostras de agua

de pocos e fontes utilizando o método 3M™ PFEC.

Testou-se também a normalidade dos dados testados com o método ENDO e estes
demonstram que os resultados ndo sdo normais, por ndo apresentarem um sentido linear.
Assim, andlises estatisticas ndo-paramétricas foram utilizadas na avaliacdo dos dados,

conforme elucidado pelo grafico 11.
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Probability Plot of No treated Endo
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Grafico 11: Analise de normalidade dos dados de amostras de agua de pocos

e fontes utilizando o0 método M-Endo Agar.

Foram realizados testes para verificagdo da variincia dos resultados, comparando
os resultados do método 3M™ PFEC e ENDO. Pode-se observar na parte superior do
grafico 12 que os resultados do método 3M™ PFEC apresentam um intervalo de
confianca menor do que os resultados do método ENDO, o que significa que os
resultados variaram menos para este método do que para o método de plaqueamento em
ENDO.

Compararam-se também as medianas dos resultados, onde é possivel verificar na
parte inferior do grafico 12, que as contagens no método 3M™ PFEC tiveram valores

inferiores nas diferentes amostras.
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Este grafico demonstra que os resultados do método 3M™ PFEC apresentam um
menor intervalo de confianca, o que significa que os resultados variaram menos para

este método.

Test for Equal Variances for No treated PF; No treated Endo

F-Test
Test Statistic 0,44
No treated PFq | \ 4 | P-Value 0,013
Levene's Test
Test Statistic 0,99
P-Value 0,323
No treated Endo-| I ® i

T T T T T
0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45
959% Bonferroni Confidence Intervals for StDevs

No treated PF —| | |—

No treated Endo-| I | |—

1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 2,2 24
Data

Griéfico 12: Teste de variancias iguais para agua de pocos e fontes comparando as

contagens em logaritmos 3M™ PFEC x M-Endo Agar.

Com o teste de Bonferroni, utilizando um intervalo de confianca 95% foi possivel
verificar que o método 3M™ PFEC apresentou menor desvio padrio do que o método
ENDO, confirmando a menor variacdo entre as contagens de coliformes no método

3M™ PEEC. Os resultados do teste podem ser visualizados na tabela 13.
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Tabela 13: Teste Bonferroni, considerando 95% de intervalo de confianca para o

desvio padrao.

Variaveis N Minimo DesvioPadrao Maximo

LOG PFEC (UFC/mL) 40 0,166838 0,209357 0,279196

LOG ENDO
40 0,250285 0,314071 0,418842
(UFC/mL)

Para avaliar a correlacio entre os métodos, foi realizado o Teste Levene, onde se
obteve um resultado igual a 0,99 e p-valor igual a 0,323. Neste teste consideram-se
correlacdes positivas quando o p-valor € maior do que 0,05.

Para avaliacdo da recuperacdo média dos métodos utilizou-se o teste ndo
paramétrico Mann-Whitney. Este teste compara as medianas dos resultados de ambos os
métodos analisados, compilados na tabela 14. Utilizou-se um intervalo de confianca de
95,0% e obteve-se um resultado do teste W igual a 1232,5. O teste ndo apresentou
resultados, demonstrando que ndo houve correlagdo entre os métodos.

A mediana das contagens de coliformes e E. coli foram menores para o método
3M™ PFEC demonstrando que houve diferenca estatistica para amostras de dguas e
pogos quando comparado ao método ENDO, demonstrando-se que os métodos
apresentam um poder de recuperacdo diferente para estas matrizes, nestas condigdes

avaliadas.
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Tabela 14: dados para teste Mann-Whitney comparando as contagens em
logaritmos dos métodos 3M™ PFEC x M-ENDO AGAR para agua de pocos e

fontes.

Método N Mediana

LOG PFEC (UFC/mL) 40 1,7033

LOG ENDO (UFC/mL) 40 2,0334
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7. CONCLUSOES GERALIS:

1. Comparando os resultados das 90 andlises de bactérias heterotroficas,
analisando os resultados de 4gua de abastecimento, pogos e fontes, foi possivel verificar
que a média, desvio padrdo e mediana foram muito préximos para ambos os métodos,
demonstrando que ndo houve diferenca estatistica para contagens de bactérias
heterotréficas com o método 3M™ Placas Petrifilm para contagem de aerébios (AC),
quando comparado ao método Plate Count Agar, e que os métodos t€m o mesmo poder
de recuperacio. O método 3M™ Placas Petrifilm AC apresentou maior precisio.

2. Para as andlises de coliformes e E. coli as matrizes de dgua foram separadas e
foram avaliados 50 resultados de amostras de dgua de abastecimento contaminadas e
estressadas, onde se observaram recuperacdo dos métodos muito similar, com medianas
préximas, tendéncia de maior recupera¢io e maior precisio para o 3M'™ Placas
Petrifilm para contagem de coliformes e E. coli (EC) em comparagdo com o método M-
Endo Agar (ENDO).

Para as andlises de pocos e fontes, naturalmente contaminadas, houve diferencas
estatisticas significativas, com menor recuperagio do método 3M™ Placas Petrifilm EC
para contagem de coliformes e Escheria coli comparado ao método ENDO, porém com
maior precisdo para o método 3M™ Placas Petrifilm EC.

3. Nao foi possivel calcular a especificidade e sensibilidade dos métodos.

4. Conclui-se que os dados deste estudo demonstram uma forte correlacio
estatistica entre o método 3M™ Placas Petrifilm™ e as metodologias convencionais
para amostras de consumo humano e sugere-se que estudos adicionais, em outras

regides do pafs, com microbiota e caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas sejam
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realizados, para confirmar a possibilidade do uso desta técnica como metodologia no
Brasil.
A aplicacdo deste estudo levaria a economia de tempo de preparo de materiais, de

energia elétrica, a maior padronizagao e precisio das andlises microbioldgicas.
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9. ANEXOS:

9.1 Resultados microbiolégicos:

Tabela 4: Dados das contagens de bactérias heterotroficas, transformados em

logaritmos.
LOG
LOG (UFC/mL)
Local de Coleta (UFC/mL)
PFAC*
PCA**
2,88 2,63
3,07 2,43
3,00 2,47
3,01 2,54
2,92 2,67
Rio Atibaia (14/08/09)

3,02 2,54
2,90 2,41
2,90 2,61
2,95 2,45
3,00 2,58
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Continuac¢ao: Tabela 4: Dados de bactérias heterotréficas, em logaritmos.

LOG PFAC* LOG PCA**

Local de Coleta
(UFC/mL) (UFC/mL)

2,25 1,75

2,27 1,65

2,23 1,52

2,16 1,83

2,12 1,71

Rio Atibaia (03/09/09)

2,09 2,06

2,20 1,95

2,12 2,10

2,13 1,99

2,17 1,95

LOG PFAC* LOG PCA**
(UFC/mL) (UFC/mL)

2,25 1,95

Rio Atibaia (17/09/09) 2,28 2,09
2,15 2,21

2,29 2,15

2,35 1,79

2,30 2,11

2,27 2,20



Continuacao: Tabela 4: Dados de bactérias heterotroficas, em logaritmos.

2,20 2,28

2,26 2,12

2,25 2,23

LOG PFAC* LOG PCA**
Local de Coleta
(UFC/mL) (UFC/mL)
1,62 1,46
1,57 1,28
1,64 1,49
1,65 1,71
Fonte Taquaral 1,70 1,72
(30/09/09) 1,63 1,82
1,53 1,77
1,62 1,69
1,64 1,69
1,68 1,63
LOG PFAC* LOG PCA**
(UFC/mL) (UFC/mL)

Poco Luciana (04/10/09) 1,73 0,78
1,72 0,95
1,76 1,04
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Continuacao: Tabela 4: Dados de bactérias heterotroficas, em logaritmos.

1,59 0,95

1,83 0,60

1,76 1,00

1,69 0,90

1,77 0,85

1,83 0,70

1,76 0,60

1,69 2,12

1,89 2,09

1,91 2,18

2,18 2,18

Agua da Fonte 1,89 2,12
(07/10/09) 2,06 2,12
1,98 2,13

2,03 2,00

1,83 1,95

1,94 2,03
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Continuac¢ao: Tabela 4: Dados de bactérias heterotréficas, em logaritmos.

LOG PFAC* LOG PCA**
Local de coleta
(UFC/mL) (UFC/mL)

2,03 1,77
2,01 2,18
2,00 2,15
2,05 2,01
Rio Jaguari (15/11/09) 2,13 2,02
2,02 2,10
1,93 2,07
2,03 2,06
1,96 2,03
2,01 2,03
1,69 1,81
1,64 1,75
1,70 1,63
1,60 1,69
1,51 1,70
Rio Jaguari (20/11/09)
1,54 1,84
1,48 1,72
1,58 1,73
1,63 1,70

1,57 1,66




Continuacao: Tabela 4: Dados de bactérias heterotroficas, em logaritmos.

2,34 2,54

2,28 2,45

2,25 2,49

2,32 2,39

Poc¢o Chécara Dedé 2,26 2,44
(04/12/09) 2,27 2,36

2,33 2,55

2,34 2,40

2,34 2,52

2,31 2,39

Legenda: *PFAC — Placa Petrifilm para contagem de bactérias aerébias

**PCA — Plate Count Agar



Tabela 07: dados das contagens de coliforme e E. coli para 3M™ PFEC e M-Endo

Agar em logaritmos.

LOG PFEC* Log PFEC*
LOG Endo**
Local de Coleta somente E. coli E. coli + coliformes
(UFC/mL)

(UFC/mL) (UFC/mL)
_ 2,09 1,62
- 1,97 1,73
- 1,48 1,81
- 1,98 1,62
Rio Atibaia - 2,03 1,99
(14/08/09) - 1,99 1,46
- 1,95 2,02
] 2.09 1,28
] 2,04 1,43
] 2.06 1,77

LOG PFEC* Log PFEC*

LOG Endo**
Local de Coleta somente E. coli E. coli + coliformes
(UFC/mL)

(UFC/mL) (UFC/mL)
0,90 1,97 1,94
Rio Atibaia 1,11 1,86 1,91
(03/09/09) 0,70 1,76 1,28
1,04 1,82 2,20
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Continuacéo da Tabela 07: dados das contagens de coliforme e E. coli para 3AM™
PFEC e M-Endo Agar em logaritmos.

1,15 1,96 1,96

1,08 1,93 2,08

Rio Atibaia 1,15 1,91 1,66

(03/09/09) 1,04 1,95 1,96

1,18 1,93 1,95

1,04 1,52 2,25

LOG PFEC* Log PFEC*
LOG Endo*#*
somente E. coli E. coli + coliformes
(UFC/mL)
(UFC/mL) (UFC/mL)
1,40 1,93 1,92
1,28 1,94 1,86
1,41 1,90 2,06
Rio Atibaia
1,26 1,91 1,67
(17/09/09)

1,34 1,97 1,92
1,52 1,97 2,20
1,41 1,90 0,90
1,45 1,79 1,88
1,38 1,91 1,90
1,36 1,99 1,99
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Continuacao da Tabela 07: dados das contagens de coliforme e E. coli para aM™

PFEC e M-Endo Agar em logaritmos.

LOG PFEC* Log PFEC*
LOG Endo**
Local de Coleta somente E. coli E. coli + coliformes
(UFC/mL)
(UFC/mL) (UFC/mL)

1,58 1,58 2,13
1,53 2,01 2,07
1,59 1,95 2,20
1,63 1,96 1,96
Fonte Taquaral 1,32 1,93 1,95
(30/09/09) 1,38 1,88 1,94
1,41 2,02 1,93
1,52 1,76 2,10
1,51 1,98 2,09
1,68 1,82 2,09

LOG PFEC* Log PFEC*

LOG Endo**
Local de Coleta  somente E. coli E. coli + coliformes
(UFC/mL)

(UFC/mL) (UFC/mL)
1,18 1,70 1,34
Poco Luciana 1,23 1,58 1,52
(04/10/09) 1,23 1,48 1,28
1,41 1,61 1,26
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Continuacéo da Tabela 07: dados das contagens de coliforme e E. coli para 3AM™
PFEC e M-Endo Agar em logaritmos.

1,32 1,61 1,52

1,04 1,38 1,43

1,23 1,51 1,40

1,18 1,41 1,43

1,28 1,56 1,43

1,23 1,45 1,41

LOG PFEC* Log PFEC*
LOG Endo**
Local de Coleta  somente E. coli  E. coli + coliformes
(UFC/mL)
(UFC/mL) (UFC/mL)

0,85 1,92 2,08

1,53 1,84 2,03

1,60 1,92 1,95

1,53 1,80 2,07

Agua da Fonte 1,54 1,99 2,04
(07/10/09) 1,45 1,89 1,95
1,74 1,85 1,97

1,38 1,90 1,94

1,58 1,91 1,94

1,48 1,91 2,04
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Continuacao da Tabela 07: dados das contagens de coliforme e E. coli para aM™

PFEC e M-Endo Agar em logaritmos.

LOG PFEC* Log PFEC*
LOG Endo**
Local de Coleta  somente E. coli E. coli + coliformes
(UFC/mL)

(UFC/mL) (UFC/mL)
1,48 1,94 1,82
1,18 1,95 1,69
1,32 1,94 1,85
1,30 1,93 1,69
Rio Jaguari 1,23 1,87 1,79
(15/11/09) 1,23 1,85 1,79
1,26 1,87 1,67
1,38 1,86 1,38
1,28 1,82 1,87
1,36 1,94 1,76
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LOG PFEC* Log PFEC*
LOG Endo**
Local de coleta somente E. coli E. coli + coliformes
(UFC/mL)

(UFC/mL) (UFC/mL)
0,00 1,11 1,89
0,85 1,85 1,87
1,00 1,85 2,00
0,70 1,86 1,89
Rio Jaguari 0,85 1,83 1,86
(20/11/09) 1,04 1,81 1,91
0,95 1,86 1,82
1,04 1,80 1,85
0,95 1,82 1,83
1,08 1,77 1,88
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Continuacéo da Tabela 07: dados das contagens de coliforme e E. coli para 3AM™
PFEC e M-Endo Agar em logaritmos.

LOG PFEC* Log PFEC*
LOG Endo**
Local de coleta somente E. coli E. coli + coliformes
(UFC/mL)

(UFC/mL) (UFC/mL)
0,00 1,71 2,26
0,70 1,63 2,09
0,00 1,52 2,23
0,00 1,56 2,13

Poco Chacara
0,00 1,49 2,17
Dedé
0,00 1,45 2,12
(04/12/09)

0,00 1,43 2,26
0,00 1,41 2,18
0,00 1,45 2,19
0,30 1,56 2,26

Legenda: (-) Nas primeiras amostras ndo foi realizada a contagem de E. coli
separadamente.
*PFEC — 3M™ Placa Petrifilm para contagem de coliformes e E. coli

**ENDO — Meio M-Endo Agar Less para contagem de coliformes totais.
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9.2 Resultados dos testes de identificacao bioquimica:

Tabela 08: Identificacio das colonias de E. coli e coliformes pelo método

Crystal BD™,
Espécie Espécie
Colonias Identificada Resultados identificada Resultados
Placa 1 Placa 2
Rio Atibaia
PFEC*
—1° coleta
1 E. coli + Aeromonas hydrofila -
2 E. coli + E. coli +
Aeromonas
3 - E. coli +
hydrofila
4 E. coli + Aeromonas hydrofila -
5 E. coli + E. coli +
6 ni - Aeromonas hydrofila -
7 E. coli + E. coli +
8 E. coli + Serratia marcescens -
Aeromonas
9 K. oxytoca - -
hydrofila/caviae
Aeromonas
10 ni - -
hydrofila/caviae
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Continuacao da Tabela 09: Identificacdo das colonias de E. coli e coliformes pelo

método Crystal BD™,
Espécie Espécie
Colonias Identificada Resultados identificada Resultados
Placa 1 Placa 2
Rio Atibaia
ENDOQO**
- 1° coleta
Aeromonas
1 ni -
caviae
Aeromonas
2 E. coli +
hydrofila
Aeromonas K. oxytoca/s.
3 +
hydrofila odorifera
Enterobacter Aeromonas
4 -
sakazakii hydrofila/caviae
Yersinia
5 E. coli +
enterocolitica
6 ni E. coli +
Aeromonas
7 ni -
hydrofila/caviae
Aeromonas
8 E. coli -
hydrofila/caviae
9 E. coli E. coli +
10 K. pneumoniae Klebsiela oxytoca +
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Continuacao da Tabela 09: Identificacdo das colonias de E. coli e coliformes pelo
método Crystal BD™,

Espécie
Espécie
Colonias identificada Resultados Resultados
identificada
Placal
Rio Atibaia
PFEC*
- 2° coleta
1 E. coli + E. coli +
2 E. coli + E. coli +
K. pneumoniae/
3 - E. coli +
E. cloacae

E. coli/

4 + E. coli +
Citrobacter freundii

5 E. coli + E. coli +
6 E. coli + E. coli +
7 ni - E. coli +
8 ni - E. coli +
9 ni - E. coli +

10 E. coli + ni -




Continuacao da Tabela 09: Identificacdo das colonias de E. coli e coliformes pelo
método Crystal BD™,

Espécie Espécie
Colénias identificada Resultados identificada Resultados
Placa 1 Placa 2
Rio
Atibaia ENDO**
- 2° coleta
1 K. oxytoca + E. coli +
2 ni - E. coli +
3 E. coli + E. coli +
4 ni - E. coli +
5 ni - E. coli +
6 ni - E. coli +
7 ni - ni -
8 ni - E. coli +
9 E. coli + E. coli +

10 ni - C. freundii +




Continuacao da Tabela 09: Identificacdo das colonias de E. coli e coliformes pelo
método Crystal BD™,

Espécie
Espécie identificada
Colonias Resultados identificada Resultados
Placa 1
Placa 2
Bica
PFEC*
Taquaral
Enterobacter
1 Enterobacter cloacae - -
asburiae
Enterobacter Enterobacter
2 - -
sakazakii cloacae
Enterobacter
3 Enterobacter asburiae - -
cloacae
Enterobacter
4 Enterobacter cloacae - -
asburiae
5 Klebsiela oxytoca - K. oxytoca -
6 E. coli + E. coli +
7 Enterobacter asburiae - E. coli +
8 Enterobacter asburiae - ni -
E. asburiae/
E. sakazakii/
9 - S. plymutica/ -

E. asburiae
E. sakazakii

10 Serratia liquefaciens - ni -




Continuacao da Tabela 09: Identificacdo das colonias de E. coli e coliformes pelo
método Crystal BD™,

Espécie
Espécie identificada
Colonias Resultados  identificada Resultados
Placa 1
Placa 2
Bica
ENDO#**
Taquaral
1 E. coli + ni -
2 ni - E. coli +
3 Citrobacter freundii + E. coli +
4 ni - ni -
5 Pantoea agglomerans + ni -
6 ni - ni -
Serratia
7 ni - -
phymuthica
8 ni - E.coli +
9 ni - E. coli +

10 ni - ni -




Continuacao da Tabela 09: Identificacdo das colonias de E. coli e coliformes pelo
método Crystal BD™,

Espécie Espécie
Colénias identificada Resultados identificada Resultados
Placa 1 Placa 2
Agua da PFEC*
Fonte
1 E. coli + E. coli +
2 E. coli + E. coli +
3 E. coli + E. coli +
4 E. coli + E. coli +
5 E. coli + E. coli +
6 E. coli + E. coli +
7 E. coli + E. coli +
8 E. coli + E. coli +

10 E. coli + E. coli +




Continuacao da Tabela 09: Identificacdo das colonias de E. coli e coliformes pelo

método Crystal BD™,
Espécie Espécie
Colonias identificada Resultados identificada Resultados
Placa 1l Placa 2
Agua da
ENDO
Fonte
1 E. coli + E. coli +
2 E. coli + E. coli +
3 E. coli + E. coli +
4 E. coli + E. coli +
5 C. freundii + K. pneumoniae +
6 C. freundii + E. cloacae +
Citrobacter
7 E .coli + +
freundii
8 C. freundii + Hafnia alvei +
Enterobacter Serratia
10 + -
gergoviae marcescens
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Continuacao da Tabela 09: Identificacdo das colonias de E. coli e coliformes pelo
método Crystal BD™,

Espécie Espécie
Colénias identificada Resultados identificada Resultados
Placa 1 Placa 2
Poco
Chécara do PFEC*
Dedé
Pantoea
1 - E. coli +
agglomerans
2 E. coli + E. coli +
3 E. coli + E. coli +
4 E. coli + E. coli +
5 E. cloacae + E. coli +
6 E. coli + E. coli +
7 E. coli + E. coli +
8 E. cloacae - E. coli +
9 E. coli + E. coli +

10 E. coli + E. coli +




Continuacao da Tabela 09: Identificacdo das colonias de E. coli e coliformes pelo

método Crystal BD™,
Espécie Espécie
Colonias identificada Resultados identificada Resultados
Placa 1 Placa 2
Poc¢o Chacara
ENDO#**
do Dedé
1 K. oxytoca E. coli +
2 E. coli K. oxytoca +
3 A. hydrofila E. coli +
4 E. sakazakii E. coli +
5 E. coli E. coli +
6 E. coli K. oxytoca +
7 E. cloacae E. coli +
8 Cedea lapagei K. oxytoca +
9 E. cloacae E. gergoviae +
10 K. pneumoniae E. cloacae +

86



Continuacao da Tabela 09: Identificacdo das colonias de E. coli e coliformes pelo
método Crystal BD™,

Espécie Espécie
Colénias identificada Resultados identificada Resultados
Placa 1 Placa 2
Poco Chacara PFEC*
da Luciane
1 E. coli + E. coli +
2 E. coli + E. coli +
3 E. coli + ni -
4 E. cloacae - ni -
5 E. coli + ni -
6 ni - ni -
7 ni - ni -
8 ni - ni -
9 ni - ni -

10 ni - ni -




Continuacao da Tabela 09: Identificacdo das colonias de E. coli e coliformes pelo

método Crystal BD™,
Espécie Espécie
Colonias identificada Resultados identificada Resultados
Placa 1 Placa 2
Poco
Chéacara da ENDO#**
Luciane
K. pneumoniae/
1 E. cloacae/ S. marcescens -
E. aerogenes
2 ni K. ascorbata +
3 K. oxytoca K. oxytoca +
E. cloacae/
4 K. oxytoca +
E. sakazakii
5 K. oxytoca E. sakazakii +
6 ni E. cloacae +
E. gergoviae/
7 S. marcescens -
S. marcescens
8 S. marcescens K. oxytoca +
9 S. marcescens K. pneumoniae +
K. pneumoniae/
10 E. cloacae/ E. gergoviae +

E. aerogenes
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Continuacao da Tabela 09: Identificacdo das colonias de E. coli e coliformes pelo

método Crystal BD™,
Espécie Espécie
Colonias identificada Resultados identificada Resultados
Placa 1 Placa 2
Rio Jaguari
PFEC*
- 1° coleta

1 K. oxytoca - E. coli +

2 E. coli + K. oxytoca -

3 E. coli + K. pneumoniae -

4 K. pneumoniae - K. oxytoca -

5 E. coli + E. coli +
E. cloacae +

6 K. cryocrescens - -
K. ascorbata

K. kluvyvera +

7 K. oxytoca - -

K. ascorbata
K. cryocrescens

8 E. coli + -

+ K. oxytoca
K. cryocrescens
9 - K. oxytoca -
+ K. oxytoca
10 E. coli + E. coli +
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Continuacao da Tabela 09: Identificacdo das colonias de E. coli e coliformes pelo
método Crystal BD™,

Espécie Espécie
Colonias identificada Resultados  identificada Resultados
Placa 1 Placa 2
Rio
Jaguari - ENDO**
1° coleta
Aeromonas K. oxytoca +
1 - +
hydrophila E. cloacae
2 E. cloacae + K. pneumoniae +
3 E. cloacae + K. pneumoniae +
Aeromonas
4 - E. coli +
hydrophila
5 Citrobacter freundii + K. oxytoca +

E. aerogenes +
6 K. pneumoniae + +
K. pneumoniae

7 Citrobacter freundii + E. coli +
E. cloacae+
8 + E. cloacae +
E. sakazakii
9 ni - E. coli +
K. oxytoca +

10 ni - +
K. pneumoniae




Continuacao da Tabela 09: Identificacdo das colonias de E. coli e coliformes pelo
método Crystal BD™,

Espécie Espécie
Colénias identificada Resultados identificada Resultados
Placa 1 Placa 2
Rio Jaguari
PFEC*
- 2° coleta
1 E. cloacae - E. coli +
K. pneumoniae/
2 E. coli + -
E. cloacae
3 E. coli + E. coli +
E. coli +
4 E. coli + Citrobacter +
freundii
5 E. coli + E. coli +
6 E. coli + E. coli +
7 E. coli + E. coli +
8 E. coli + E. coli +
9 ni - E. coli +
10 E. coli + ni -
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Continuacao da Tabela 09: Identificacdo das colonias de E. coli e coliformes pelo

método Crystal BD™,
Espécie Espécie
Colonias identificada Resultados identificada Resultados
Placa 1 Placa 2
Rio Jaguari -
ENDO#**
2° coleta
1 ni E. coli +
C. freundii +
2 E. coli +
E. coli
Aeromonas
3 E. coli veronii + -
A. hydrophila
4 E. coli ni -
A. caviae +
5 E. coli -
A. hydrophila
6 ni E. coli +
7 K. pneumoniae E. coli +
8 K. pneumoniae K. pneumoniae +
9 E. coli ni -
Enterobacter
10 ni -
asburiae

Legenda: ni — ndo identificado pelo kit, ndo foi possivel confirmar estas colonias.



*PFEC — 3M™ Placa Petrifilm para contagem de coliformes e E. coli

**ENDO — Meio M-Endo Agar Less para contagem de coliformes totais.

- = negativo, ndo pertence ao grupo coliformes (para amostras avaliadas com ENDO)
ou ndo € E. coli (para amostras avaliadas com PFEC)

+ = positivo, pertence ao grupo coliformes (para amostras avaliadas com ENDO) ou é

E. coli (para amostras avaliadas com PFEC)
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