COMPARACAO ENTRE O CALDO TRIPTOSE-LAURIL E
O CALDO LACTOSADO, NA DETERMINACAO DO NU-
MERO DE BACTERIAS COLIFORMES NAS AGUAS DAS
PRAIAS DOS MUNICIPIOS DE SANTOS E SAO VICENTE °

Dacio pE ALMEIDA CHRISTOVAO *

A investigagio bacteriolégica das dguas das praias de Santos e Séo Vi-
cente, realizada por Christovio, Azevedo Netto e Jezler!, em 1954, confirmou
o elevado grau de contaminagio dos primeiros quildémetros da Praia Grande
-— como era de esperar, dado o lancamento, em local préximo & praia, dos
esgotos in natura de ambas as cidades — e veio revelar, pela primeira vez, a
presenca de bactérias coliformes em densidades acima dos padrdes de balnea-
bilidade comumente adotados, em varios trechos das outras praias do mune-
cipio de Sdo Vicente e, também, da praia de Santos.

Posteriormente, entre outras medidas tendentes a corrigir a situaciio ou a
melbor caracterizi-la, foi estabelecido o exame bacteriolégico periddico das
aAguas em questio, pela determinac¢do do indice coliforme.

O decreto estadual n. 24.806, de 1955*, regulamentando a lei estadual
n. 2182 — que estabeleceu normas tendentes a evitar a contaminacio e po-
luicdo das Aguas litordneas ou interiores, correntes ou dormentes — adotou,
para a amostragem e anilise necessiarias ao contrdle das iguas, os métodos da
Associacdo Americana de Satde Publica.

A pesquisa das bactérias do grupo coliforme nas adguas se inicia pela “pro-
va de presuncio”, a qual, de acordo com a 1ltima edigio dos métodos padrdes
norte-americanos, pode ser realizada tanto em caldo lactosado simples, como
em caldo triptose-lauril.

O emprégo do caldo triptose-lauril, de Mallmann e Darby!® — combi-
nacdo do caldo triptose dos mesmos autores ®* e do meio de Cowls 2 — tem sido
apresentado como grandemente vantajoso, por ocasionar a evidenciacido de
maior nimero de provas confirmadas e pela economia de tempo e de material
que proporcionsa aos laboratérios de contrdle de potabilidade e balneabilidade
de 4guas, gracas A reducio do nfimero de provas presuntivas falsas. Rste efeito
deve-se & presenca do agente umectante, sulfato de lauril, o qual, provocando
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o abaixamento da tensfo superficial do meio, dificulta, ou mesmo impede, a
multiplicacio de bactérias esporuladas — as responsiveis mais freqiientes
pela ocorréncia de provas falsas — principalmente aquelas do tipo aerdbio,
como o Bacillus polymiza e outros.

Os pesquisadores norte-americanos Mallmann e Darby, na comunicacéo
original 16, chegaram mesmo a afirmar: “Nossa observacio tem sido que sem-
pre se obtém confirmacdo quando se produz gas no caldo triptose-lauril”

MeCrady 8, Diretor dos Laboratdérios do Ministério de Satde de Quebee,
Canad4, ao relatar o estudo conjunto realizado por 17 laboratérios estaduais,
provineiais, municipais e universitarios dos Estados Unidos e Canad4, sbbre o
valor do caldo triptose-lauril, achou, entre outras conclusbes, que seu em-
prégo, relativamente ao do caldo lactosado, resultara na reducéo de cérea de
13% mno nimero de porgdes positivas na prova de presuncdo e que, apesar
disso, a percentagem de porgdes ‘positivas na prova completa era maior; que,
entretanto, se verificara que a producgfo de gis messe meio requeria também
confirmacdo.

Seria admissivel que a freqiiénecia relativa das bactérias esporuladas ori-
ginarias de esgotos fésse maior nas 4guas maritimas poluidas do que nas 4dguas
doces em igumal condicio, devido & pronunciada acdo bactericida da agua do
mar e & resisténcia maior dos esporos. O uso do caldo triptose-lauril teria,
portanto, probabilidade de revelar maior vantagem na determinacio do nil-

mero de coliformes nas aguas do mar.

Tendo encontrado, entre as fontes de literatura mais usuais, uma finica
referéncia '® — relativa a trabalho realizado com apenas 10 amostras d’igua,
com 40 porgdes inoculadas — sObre a eficiéncia désse meio no exame de 4gua
do mar, o autor julgou de interésse verificar seu comportamento nos casos
particulares das iguas das praias dos municipios de Santos e Sdo Vicente.

TECNICAS

Amostras: locais de amostragem, coleta e transporte — Como ji deserito
minuciosamente em trabalho anterior!, foram estabelecidos seis locais de to-
mada de amostras — S1 a 86 — na praia de Santos, sete — V1 a V7 — nas
praias da cidade de S&o Vicente e dez — G1 a G10 — na Praia Grande. Em
cada local foram coletadas duas amostras por vez, uma — R — no ponto em que
a profundidade das aguas era de aproximadamente 0,75 m, outra — F' — em
parte mais profunda, cérea de 1,50 m. ‘

Detalhes sdbre o equipamento para @a coleta e transporte das amostras
d’agua, assim como sfbre a maneira como foram realizadas essas operagdes ja
foram descritos!. As amostras foram sempre colhidas nas primeiras horas da
manhd, entre 7,00 e 9,00 horas, de um grupo de locais de cada vez — San-
tos, Sdo Vicente ou Praia Grande — e a coleta foi realizada trés vézes por
semana.
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Medida da eficiéncia do caldo triptose-lauril — A eficiéneia do caldo trip-
tose-lauril na prova de presuncéo foi medida pela comparacio entre os resulta-
dos obtidos pela inoculacdo simultinea de amostras de dguas das praiais referi-
das, nesse meio e no caldo lactosado padréo 2° De'cada amostra examinaram-se
duas sub-amostras A e B, empregando-se duas séries iguais de quatro “di-
luices” decimais, e de cada “diluigdo” inocularam-se trés tubos de ambos os
meios de cultura. Ao todo foram inoculados, portanto, com cada uma das
amostras d’dgua, na prova de presuncao, 24 tubos de caldo lactosado e 24 tu-
bog de caldo triptose-lauril. Ags ‘“diluicdes” ou volumes empregados para a
dgua dos trés primeiros locais de amostragem da Praia Grande, onde era de
se esperar a maior freqiiéncia de coliformes, foram de 1,0 — 0,1 — 0,01 e
0,001 ml. Para téodas as outras amostras usou-se a combinacdo de 10 — 1 —
0,1 e 0,01 ml. A partir de tédas as porgdes positivas de tddas as “diluigdes”,
isto ¢, de todos os tubos que revelaram a presenca de gis as 24 e as 48 horas
de incubacdo, foram inoculados tubos de -caldo bile-lactose-verde-brilhan’ré,
para a confirmacfio dos resultados. A prova de confirmacdo foi lida até as
48 horas de incubacéo.

O método utilizado, executado todo éle de acérdo com os padrde da Asso-
ciagio Americana de Salide Publica 2, permitia medir-se a eficiéncia relativa
dos meios, tanto pelo nimero de pore¢des ou tubos presuntivamente positivos ¢
depois confirmados, como através da determinag¢iio dos “nimeros mais pro-
vaveis” — N.M.P. — de coliformes revelados em cada exame; os N.M.P. foram
obtidos pelas tabelas de Hoskins %, O primeiro processo tem sido quase o
tnico utilizado na comparacio e selecio dos meios de cultura para exame
d’agua e, através déle, foram estabelecidos os atuais métodos padrdes. Como
serd diseutido posteriormente, nem sempre seria aceitivel. A medida dos
N.M.P. oferece, muitas vézes, vantagens aprecidveis e chega mesmo a ser a ma-
neira apropriada de medir os resultados.

A realizacio dos exames em duplicata, com ambos os meios, pelo emprégo
das duas sub-amostras A e B, permitiria analise estatistica destinada a medir
o érro de cada método e também, dada a variabilidade dos N.M.P.,-eferece a
vantagem do seu valor médio ter maior probabilidade de se aproximar do ver-
dadeiro valor do que ocorreria fazendo-se um tnico exame.

Nimero de exames — Contando-se as sub-amostras A e B, foram exami-
nadas, ao todo, 208 amostras — 72 da praia de Santos, 56 das praias de S0
Vicente ¢ 80 da Praia Grande. Inoculando-se 3 porgdes de cada uma de 4
“dilui¢ées” (ou volumes) de cada sub-amostra em caldo lactosado e em caldo
triptose- lauril, segue-se que se examinaram 2.496 porg¢des em cada um désses
meios presuntivos. Tendo sido prejudicados os exames das sub-amostras A e
B de uma das amostras V6-F — e de uma das V7-F, assim como da sub-amos-
tra B de G6-F, o ntimero de porcdes a ser considerado neste trabalho passou a
ser de 2.436.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O quadro I apresenta, separadamente para as praias de Santos, Sdo Vi-
cente ou Praia Grande, o niimero de porgdes positivas nas provas de presuncio
e confirmac#o, obtidas a partir da inoculagio em caldo lactosado ou caldo trip-
tose-lauril. A distribuicdo dos resultados é feita de acdrdo com o volume ino-
culado e tempo de incubagdo da prova de presungdo. No quadro II é apre-
sentada distribuicio semelhante, tomando-se, porém, os resultados de tddas as
praias conjuntamente. ‘

Vé-se no segundo quadro que, no total das amostras examinadas, o uso
do caldo triptose-lauril resultou na obtencio de 1.294 e 1.463 porcdes positivas
na prova de presuncdo, lida, respectivamente, as 24 e as 48 h de incubacio, en-
quanto o caldo lactosado, nas mesmas condigdes, forneceu 1.400 e 1.539 porgdes
positivas. Assim, com o emprégo do caldo triptose-lauril houve, respectiva-
mente, reduciio de 7,6 ¢ 4,9% no nlimero de porcdes presuntivamente positivas.

. Entretanto, ainda pelos dados do quadro II, pode-se notar que o uso do
caldo triptose-lauril resultou também em diminuicio do nimero de porgdes
confirmadas. Houve, no total, 1.247 e 1.301 porcgdes confirmadas, quando se
partiu das provas presuntivas positivas obtidas com o caldo lactosado, respec- .
tivamente, as 24 e as 48 h de incubagdo. Partindo-se, nas mesmas condigdes,
do caldo triptc%e-lauril, obteve 1.202 e 1.252 porgdes confirmadas, ou seja,
menos 3,6 e 3,8%), respectivamente. Comparadas com as quedas percentuais
ocorridas nas provas de presungdo, estas menores quedas percentuais obser-
vadas nas provas de confirmacéo mostram ter havido maior proporgio de con-
firmacfo nos exames realizados pela inoculagdo inicial em caldo triptose-lauril
do que naqueles iniciados em caldo lactosado. Evidentemente, tal fato se de-
monstraria diretamente, estabelecendo-se, para cada meio presuntivo, as re-
lagdes percentuais entre os niimeros de porgdes confirmadas e os das porcdes
positivas na prova de presuncdo. Pelos dados do quadro II, pode-se calcular
tais percentagens de confirmagio como sendo de 89,1 ¢ 84,5 para as porgdes
presuntivamente positivas em caldo lactosado, respectivamente as 24 e s 48 h
de incubacdo, e de 92,9 e 85,6 para as do caldo triptose-lauril, nas mesmas

condigbes. Porém, como se vé, estas diferencas, assim como aquelas observadas
acima, foram muito pequenas.

Fatos andlogog ocorrem, em geral, se forem considerados do mesmo modo
os dados respectivo*® das praias de Santos, Sdo Vicente e Praia Grande, sepa-
radamente (Quadro 1). Apenas, para esta @ltima praia, acentuam-se as di-
ferencas entre os dois meios presuntivos.

O quadro III, embora nfo organizado com essa finalidade, permite veri-
ficacdo mais facil désses fatos, tanto para o total das observagdes, como para
os resultados de cada grupo de locais de amostragem. Esse quadro apresenta
o niimero de porgdes positivas e os indices correspondentes, obtidos nas provas

de presuncio e confirmagio, segundo o tempo de incubagdo da prova de pre-
suncio, meio presuntivo utilizado e proveniénecia das amostras. Os niimeros
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indices sdo os que se obtém atribuindo-se o valor 100 ao nimero de porgdes
confirmadas a partir das poredes positivas ocorridas em caldo lactosado com
incubacdo até 48 h. Comparando-se os indices obtidos, pode-se verificar
mais facilmente os fatos acima descritos.

Colocada a questio nesses termos, pareceria justificivel concluir-se pelo
emprégo facultativo de qualquer dos meios presuntivos estudados. E, com
efeito 0 que revelariam os indices apresentados no quadro IIL. Consideran-
dose o numero de porgdes confirmadas a partir de todos os volumes inocula-
dos em caldo triptose-lauril, encontram-se os valores de 99, 96 e 93 nos casos
das 4guas de Santos, Sdo Vicente e Praia Grande, respectivamente. Pelo me-
nos nos dois primeiros casos, parece indiferente o emprégo de qualquer dos
dois meios, embora com uma pequena restricdo — o caldo triptose-lauril, tido
como capaz de fornecer maior niimero de porgdes confirmadas, apresentou, real-
mente, resultados inferiores na série de observagdes relatadas. Dada a re-
duedo, ja4 mencionada, de 7,6 ou 4,9%, conforme o caso considerado, no nd-
mero de porcdes presuntivamente positivas obtidas em caldo triptose-lauril,
haveria mesmo raziio para a preferéncia déste meio. Ainda mais, por esta
maneira de analisar os resultados, parecia aconselhdvel a realizagio do exa-
me das dguas em questio simplesmente pela prova de presungdo em caldo trip-
tose-lauril, com incubacdo de 24 hrs. Pode ser visto facilmente pelos niimeros
indices (quadro III) que esta prova forneceu resultados muito préximos da-
queles obtidos através da confirmaco das porgdes postivas em caldo lactosado
com incubacdo até 48 h, o que exige o total de 96 h, dois meios de cultura
diferentes e duas inoculacdes. Ela é, mesmo, a que mais se aproximou desta
prova de confirmacio no caso das dguas de Sdo Vicente e da Praia Grande.

Entretanto éste modo de analisar os resultados, tomando-se para compa-
ragdo os nameros totais de porgdes positivas nos varios grupos, é sujeito a
causa de &rro, a qual influencia os resultados, trazendo tendéncia bastante in-
tensa a nivelagdo das diferencas, que poderia chegar a mascarar alguma dife-
renga significativa entre grupos. Resulta essa influéneia da presenca do nii-
mero relativamente grande de porcdes dos maiores volumes inoculados, os
quais, pela natureza do exame, sdo prop'ositalmente selecionados para apre-
sentarem, o mais freqiientemente possivel, resultados totalmente positivos, tan-
to na prova de presuncdo, como na de confirmagdo. A presenca de tal quan-
tidade de poredes positivas em ambos os tipos de provas, iniciadas com ambos
os meios presuntivos, necessariamente tende a equalizar og resultados globais,
medidos pelo niimero total de porgdes positivas. Isto pode ser visto nos trés
quadros apresentados, nos quais, com essa finalidade, foram incluidos nos di-
ferentes grupos, os sub-totais de poredes positivas dos menores volumes ino-
culados.

Observa-se no quadro II, por exemplo, que pelo emprégo do caldo lacto-
sado, resultou o total de 1.301 porgdes confirmadas e através do caldo triptose-
lauril, 1.252. O uso do primeiro meio trouxe assim 3,9% mais de resultados
confirmados.. Tomando-se apenas os trés volumes menores, observa-se o sub-
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-total de 312 porcdes confirmadas dentre as inoculadas primariamente em cal-
do lactosado e de 286 entre aquelas inoculadas em caldo triptose-lauril. O pri-
meiro meio, desta vez, mostra superioridade de 9,1% nos resultados confir-
mados.

Ainda pelos dados do mesmo quadro, pode-se ver que a prova de pre-
suncio em caldo lactosado com incubacio de 24 h apresentou 1.400 porcdes
positivas, 8,2% mais que a realizada em caldo triptose-lauril, que forneeeu
1.294. Considerando-se somente os trés volumes menores inoculados, encon-
tram-se 369 porgdes positivas com o uso do caldo lactosado e 308, com o do
caldo triptose-lauril. O primeiro meio, déste modo, revelou 19,8% mais de
resultados positivos.

No quadro I, como exemplos mais flagrantes désse efeito, pedem-se tomar
os nimeros de porgdes confirmadas (oriundas das positivas na prova de pre-
sungdo com incubacdo até 48 hrs.) das amostras da Praia Grande e os nime-
ros de porgdes presuntivamente positivas s 24 h de incubacfio, das amostras
de S&o Vicente. No primeiro caso, poderd ser verificado que, enquanto, ao se
tomar ‘os resultados totais, se encontram 7,3% mais de resultados positivos
através do emprégo do caldo lactosado, levando-se em consideracio apenas os
dois menores volumes inoculados, essa superioridade seria de 24,1%. No caso
de S#o Vicente, do mesmo modo, podera ser visto que, considerando os totais,
o caldo lactosado apresenta 8,3% mais de porgdes positivas, e, tomando-se os
resultados obtidos com os dois volumes menores, a sua superioridade seria de
55,1%. Essas diferencas entre os meios de cultura, varidveis conforme ge con-
sideram todos ou apenas alguns volumes, podem ser vistas, ficilmente pela
comparacio dos indices respectivos, apresentados no quadro ITI.

Ora, os resultados apresentados pelos volumes menores talvez indicassem
a eficiéneia relativa dos meios de cultura muito melhor do que o total dos vo-
lumes examinados, pois neles é que se encontram, com freqiiéneia muito maior,
nimeros minimos de coliforme e mesmo, muitas vézes, a ocorréncia de um
dnico désses mierorganismos. A diferenca na eficiéneia dos dois meios estu-
dados poderi ser, portanto, bem maior que a sugerida pela comparacio dos
niimeros totais de porcdes positivas.

O método da andlise através de comparacdo dos totais de porcées posi-
tivas, embora tenha sido o nico utilizado pela quase totalidade dos autdres, até
h4 poucos anos, em estudos da natureza da presente comunicacio — como o
de Hajna e Perry 12 e o, ji referido, de MceCrady ® — est4 sujeito a érro. Se-
ria processo perfeitamente aceitivel sdomente quando se trabalhasse eom por-
¢oes de igual volume da amostra, o que, em geral, sdmente é possivel quando
se examinam 4guas com densidade de coliformes conhecida, como é o caso das
adguas tratadas. O processo de se adotar apenas os resultados dos volumes
menores, cria o problema da selegdo dos volumes a serem considerados. A
solucdo consiste em realizar a comparacdo pelas estimativas da densidade de
bactérias que corresponde a combinacio de resultados encontrada em cada
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exame, as quais sio fornecidas através do método do “niéimero mais provivel”
— N.M.P. O N.M.P. pode ser definido como “o namero de drganismos por uni-
dade de volume que, na pesquisa da densidade bacteriana pelo método da di-
luigdo, de acdrdo com a teoria estatistica, teria probabilidade maior que qual-
quer outro ntimero possivel, de dar o resultado de exame observado ®.

O conceito do N.M.P. foi introduzido em 1915 por MeCrady !". Segui-
ram-se, entre outros, os estudos de Greenwood e Yule '; de Fisher® em 1921;
de Reed '°, em 1925; de Halverson e Ziegler '* ¢ de Hoskins *, em 1933. Ei-
senhart e Wilson ®, em 1943, apresentaram revisfo critica dos estudos reali-
zados até entdo. Viarios dos autdres mencionados, apresentaram, ji no traba-
tho original ou em posteriores, tabelas para estimativa rapida do N.M.P., ou,
mesmo, tabelas que forneciam os préprios valbres, evitando assim os laboriosos
caléulos matemAiticos necessirios e permitindo a difusio rapida da aplicacas
désse processo estatistico. Além disso, muitos métodos simplifieados de calculo
do N.M.P. foram apresentados, entre &les os de Fisher ¢ Yates?, e de Finney 7.
Ultimamente, foram publicadas tabelas dos limites de confianca do N.M.P., co-
mo as de Swaroop 2* ¢ de Woodward 2. Swaroop, em recente nimero do Be-
letim da Organizacio Mundial de Satde 22, dedicado ao saneamento da &gua,
apresentou discussfo interessante de certos aspectos do N.M.P. e chamou a
atengéo, entre outros pontos, sébre seus limites de confianca e s6bre a vanta-
gem de ser introduzido o uso désses limites na rotina do contrdle da Agua.

A determinacio do N.M.P., que leva na devida consideracfio o niimero de
poredes positivas ocorridas em cada nivel de diluicdo, ou volume, é, como foi
dito, bastante laboriosa e se recorre, por essa razio, a tabelas especiais para a
obtencio direta das estimativas. Foram -usadas nesta investigacio as tabeias
mais empregadas, que sdo as de Hoskins . Trazem os N.M.P., por 100 ml de
agna, correspondentes a qualquer combinacdo de resultados obtida com a inmo-
culacio até de cinco porgdes de cada uma de trés diluigdes decimais (ou vo-
lumes). A seleco das trés “diluicdes” criticas — quando se trabalha com
mais de trés como é o caso desta investigacio — em geral nfio oferece difi-
culdade, devendo-se apenas seguir certas regras, como as apresentadas nos
métodos padrdes americanos?°, Tem sido demonstrado que o use de quatro
ou mais dilui¢des nfio altera significantemente o N.M.P.S.

Séries de N.M.P. podem ser tratadas estatisticamente. Fertig e Heller,
em trabalho sObre a aplicacdo de téenicas estatisticas a processos de tratamento
de esgotos 8, ilustram de maneira simples e sucinta o emprégo de algumas das
téenicas estatisticas fundamentais na anélise de séries de N.M.P.

Os quadros IV, V e VI apresentaram os N.M.P., por 100 ml, obtidos para
as varias amostras d’dgua das praias de Santos, Sdo Vicente e Praia Grande,
respectivamente. Foram tabelados, para cada meio presuntivo, os N. M. P. das
provas de presuncio as 24 e as 48 h de incubacdo e os das provas de con-
firmaclo correspondentes. No quadro VII sdo apresentadas as médias geomé-
tricas de cada série. No caso da Praia Grande essas médias foram também
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caleuladas separadamente em dois grupos de locais de amostragem — 1 a 5 e
6 a 10 — dada a eficiéncia aparentemente diferente do caldo triptose-lauril,
relativamente a do caldo la'étosado, nos pontos de alta e baixa contaminacio
desta praia. Além das médias referidas, o quadro VII apresenta seus respec-
tivos indices, calculados em relacio as médias obtidas na confirmacao das por-
¢Oes presuntivamente positivas em caldo lactosado as 48 h de incubacdo. A
essas médias da prova de confirmacdo foi atribuido o valor 100. No ecéleulo
das médias foram abandonados todos os exames que apresentaram valores in-
determinados de N.M.P. em qualquer das provas realizadas.

Os resultados expressos em N.M.P. revelam que o emprégo do caldo trip-
to-lauril resultou, em média, na obtencido de menores indiees de contaminacio
das dguas examinadas. A diferenca foi muito pequena no caso de Santos, mas
chega a ser bem grande no de Sao Vicente e da Praia Grande. Comparando-se
os dados do quadro VII eom os do quadro 1II, vé-se que as diferencas entre
os dois meios de cultura se acentuam quando avaliados pelos NNM.P. Embora
muitas dessas diferencas parecam nfo ser significantes, chama a atengdo o fato
do ecaldo triptose-lauril, em média, sempre ter fornecido resultados menores.

2

Relativamente aos resultados da Praia Grande é interessante observar-se
que a eficiéneia do caldo triptose-lauril, comparada com a do caldo lactosado,
parece ser diferente conforme se consideram os locais de maior ou menor con-
taminacéo ou seja, no caso, os locais de contaminacfio mais recente e mais re-
mota. Nos pontos G1 a G5, situados nos cinco quilémetros mais préximos ao
local do lancamento dos esgotos de Santos e de Séo Vicente, o indice da média
geométrica dos N.M.P. resultantes do uso do caldo triptose-lauril foi de 72;
nos pontos G6 a G10, localizados nos cineo quilémetros seguintes, o indice
respectivo foi de 83. Essa diferenca poderia ser significante, porém sOmente
analise estatistica, levando em consideragio os fatores interferentes, permitiria
afirmi-lo. Se for real tal diferenca de eficiéncia, condicionada neste caso ao
grau de contaminacdo, ela poderad corresponder realmente a idade e néo a in-
tensidade désse fator, dada a fonte praticamente tinica de contaminacio exis-
tente na Praia Grande. Possivelmente estaria em jogo a relacdo ntmero de
organismos esporulados sbébre ntmero de coliformes. Poder-se-ia, também,
imaginar algum efeito relativo a idade dos coliformes. Os organismos dos lo-
cais mais afastados da fonte de contaminacio, que se mostraram mais resisten-
tes & 4gua do mar, talvez se adaptassem melhor ao crescimento no caldo trip-
tose-lauril.

CONCLUSOES

a) Na determinagdo d4 densidade dos organismos coliformes nas Aguas
das praias de Santos, S8o Vicente e Praia Grande, o emprégo, na prova de
presuncdo, do caldo triptose-lauril — que, no exame de Aguas doces, compa-
rado com o caldo lactosado, tem se revelado grandemente vantajoso, pela di-
minui¢do de provas presuntivas falsas e pelo aumento do niimero de provas
econfirmadas — ndo demonstrou, em média, vantagem alguma.
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b) A realizagiio das provas de presuncdo em caldo triptose-lauril trouxe,
realmente, diminui¢io do numero de porcgdes confirmadas. Examinando os
resultados através do proeesso.do “niéimero. mais provavel”, as diferencas para
menos, .relativamente ao que foi obtido pelo uso do caldo lactosado, mais se
acentuaram. Sdmente pesquisas semelhantes em outras dguas maritimas po-
deriam revelar se éste resultado é normal no exame da dgua de mar ou se & pe-
culiar as Aguas examinadas.

e} A eficiéneia do caldo triptose-lauril parece sofrer a influéneia do
grau, ou, possivelmente, da idade da contaminagfo. Isto é visivel ao se exa-
minarem, separadamente, os resultados referentes & primeira e 4 segunda me-
tade da extens@io investigada da Praia Grande. Na série de resultados obti-
dos, a inferioridade do caldo triptose-lauril foi mais acentudada nas &guas dos

einco quildmetros préximos a4 origem da contaminacido do que naquelas dos
cinco quilometros seguintes.

RESUMO

O emprégo do caldo triptose-lauril na prova de presuncio da pesquisa de
coliformes nas aguas, tem se demonstrado grandemente vantajoso, por oca-
sionar a evidenciacfio de maior nimero de porcdes confirmadas e pela econo-
mia de tempo e de material que proporciona aos laboratérios de contrdle da
potabilidade e balneabilidade de 4guas, gracas & reducdo do ntdmero de provas
presuntivas falsas. Tste efeito se deve & propriedade que tem &sse meio de
restringir o crescimento de bactériag esporuladas. A priori, devido & pronun-
ciada acdo bactericida da Agua do mar e a resisténeia maior dos esporos, seria
admissivel que o uso do caldo triptose-lauril no exame das 4guas maritimas
demonstrasse vantagem ainda maior que a evidenciada no exame das Aguas
doces. Por isso, foi comparada sua eficiéneia com a do caldo lactosado no exa-
me das aguas das praias dos municipios de Santos e Sfo Vicente.

Os exames de tédas as amostras em cada meio foram feitos em duplicata.
Foram examinadas, pela inoculagio simultinea em ambos os meios, 104 amostras,
36 da praia de Santos, 28 das praias de S&o Vicente e 40 da Praia Grande. De
tddas, foram inoculadas em cada ensaio presuntivo, 3 porcdes de cada uma de 4
“diluigées”. Examinaram-se, portanto, 2.496 porcles em cada meio. Os re-
sultados presuntivos positivos (em nifimero de 3.002) foram verificados atra-
vés da prova de confirmacfo, realizada em caldo bile-lactose-verde-brilhante. = A
téenica ﬁtilizada obedeceu aos métodos padrdes da Associacio Americana de
Satude Publica. ' ‘

Os trés.-primeiros quadros apresentam os numeros de.porcdes positivas ob-
tidas nas provas de presuncio e de confirmacdo. Comparado com o caldo lac-
tosado, o caldo triptose-lauril forneceu 7,6 e 4,9% menos de porgdes positivas
na prova de presuncdo, lida as 24 e as 48 h de incubagdo, respectivamente;
porém o némero de ‘porgdes eonfirmadas também foi menor, menos 3,6 e 3,8%,
partindo-se, respectivamente, das provas presuntivamente positivas is 24 e as

R
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48 h. - Resultados semelhantes foram  observados considerando-se separada-
mente as 4guas das praias de Santos, Sdo Vicente e Praia Grande.

Analisados os dados pelo total de porgdes confirmadas — método que tem
sido o usual em estudos desta natureza — pareceria justificivel concluir-se pe-

lo emprégo facultativo de qualquer dos dois meios estudados, pois as diferencas,
principalmente em Santos, sio muito pequenas. Como &sse critério, quando
se examina mais de uma “diluicio” de cada amostra, estd sujeito a &rro ten-
dente a equalizar diferencas, os resultados foram também comparados em ter-
mos dog “nameros mais provaveis”, N.M.P., correspondentes ao exame de cada
sub-amostra.

Os quadros 1V, V e VI, respectivamente, apresentaram os N.M.P., por
100 ml, obtidos no exame das dguas das praias de Santos, Sio Vicente e Praia
Grande. No quadro VII é apresentada a média geométrica de cada uma dessas
séries, achando-se a série da Praia Grande classificada em dois grupos, o da
primeira e o da segunda metade da extensfio investigada. Através dos NM.P.,
as diferencas observadas entre os dois meios de presuncio mostraram-se maio-
res que aquelas verificadas pelos totais de porcdes positivas. '

Pode-se concluir que: a) mnas dguas examinadas, o emprégo do caldo
triptose-lauril ndo demonstrou, em média, vantagem alguma; b) trouxe, mes-
mo, diminuigdo do ntimero de porgdes confirmadas; examinando-se os resul-
tados através do processo do NM.P.,, a inferioridade do caldo triptose-lautil se
acenuou; ¢) a eficiéneia déste meio presuntivo, no exame destas 4guas, parece
sofrer a influéncia de grau ou, possivelmente, da idade da contarhinacéo, por-
quanto sua inferioridade foi mais acentuada nas &guas dos 5 quilémetros da
Praia Grande préximos ao ponto onde os esgotos das cidades de Santos e Sio
Vicente eram lancados ¢n natura do que nas dguas dos 5 quilémetros seguintes.

Somente pesquisas semelhantes em outras 4guas maritimas poderdo re-
velar se a inferioridade do caldo triptose-lauril, aqui indicada, é normal nos
exames de 4gua de mar ou se é peculiar s dguas examinadas.

SUMMARY

The use of lauryl-tryptose broth in the 'presumptive test of the bacterio-
logical examination of water has been found to increase the number of coli-
form isolations. By reducing the number of false positives it affords also
appreciable savings in time and material to the laboratories concerned with
the control of the sanitary quality of water for drinking purposes. Since that
culture medium inhibits the growth of -spore-bearing bacteria, which in sea
water are likely to survive o a greater extent than coliforms, one would expect
that in the examination of sea water the medium should present a more pro-
nounced advantage than for fresh water. In the present work, the efficiency
of lauryl-tryptose broth was compared with that of lactose broth in the exam-
ination of water from Santos, Sio Viecente and Praia Grande beaches.
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Duplicate tests were made with 104 samples (36. from Santos, 28 from
Sdo Vicente and 40 from Praia Grande) in both media. In each test 3 por-
tions were inoculated for each of 4 dilutions, making up a total of 2,496 plant-
ings in each medium. Whenever the presumptive tests were positive, their
confirmation was sought in new tests perfo‘fméd in brilliant-green-lactose-bile
broth. All techniques were followed according to the standard methods of
the A.P.H.A.

In the presumptive tests, laury-tryptose broth gave 7.6 and 4.9 per cent
less positive portions than lactose broth, after 24 and 48 h, respectively. In
the confirmed tests, however, the number of positive portions was also smaller
for lauryl-tryptose broth than for lactose broth, 3.6 and 3.8 per cent less por-
tions being confirmed for 24 and 48 h positive presumptive tests, respectively.
Analogous results are observed when the data corresponding to Santos, Séo
Vicente and Praia Grande are considered separately.

The results obtained with the two culture media were also compared in
terms of the “most probable numbers”, as summarized in table VII, in which
the geometric means of the MPN values are presented separately for the pre-
sumptive and confirmed tests of the Santos, Sdo Vicente and Praia Grand
beaches. In that table, data for Praia Grande are also presented in two groups
of sampling points, G1 to G5 and G6 to G10.

It can be concluded that: (a) in the water of the beaches studied, the
use of lauryl-tryptose broth did not show any advantage over that of lactose
broth; (b) the number of confirmed portions was smaller for lauryl tryp-
tose broth, a disadvantage in relation to lactose broth that appeared to be accen-
tuated when the results are analysed by the “most probable numbers”; (e)
the efficiency of lauryl-tryptose broth as a presumptive medium in the exami-
nation of these waters might be influenced by the degree or possibly the agc of
contamination, since the inferiority of this medium seemed intensified for the
sections (G1 to G5) of Praia Grand nearest to the sewage outfall from the eci-
ties of Santos and S&oVicente.
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