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Ocorréncia de Pseudomonas aeruginosa em agua mineral e métodos microbiologicos
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RESUMO — O objetivo do presente estudo foi avaliar a ocorréncia de Pseudomonas aeruginosa em
amostras de agua mineral de diferentes marcas comercializadas no Estado de Sdo Paulo, utilizando
0 método dos tubos multiplos, conforme preconizado no Standard Methods for the Examination of
Water & Wastewater e a técnica de filtragdo em membrana usando o meio cromogénico RAPIDP.
aeruginosa Agar®. Em 102 amostras avaliadas, seis (5,9%) e quatro (3,9%) estavam imprdprias para
o consumo humano, de acordo com os resultados obtidos, respectivamente, através da técnica de
filtracdo e do método dos tubos mdltiplos, considerando os padrées microbioldgicos estabelecidos
pela Resolugdo RDC n° 275 de 22 de setembro de 2005, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
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ABSTRACT - The objective of the present study was to evaluate the occurrence of Pseudomonas
aeruginosa in mineral water samples of different brands marketed in the State of Sdo Paulo using the
multiple tube method, as recommended in the Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater and the technique of membrane filtration using the chromogenic medium RAPID'P.
aeruginosa Agar®. In 102 samples evaluated, two (3.4%) and four (3,9%) were unfit for human
consumption, according to the results obtained, respectively through the filtration technique and the
multiple tube method, considering the microbiological standards established by Resolution RDC 275
of September 22, 2005, of the Agency National Health Surveillance.

Keywords: mineral water, Pseudomonas aeruginosa, microbiology, bacteria.

1 Autor, Bolsista CNPq (PIBIC): graduagcdo em Ciéncias Biolégicas, IB/Unicamp, Campinas-SP;
daniele.prado59@gmail.com

2 Colaborador, técnica do laboratério de microbiologia do Instituto de Tecnologia de Alimentos, Campinas-SP.

3 Orientador: pesquisador do Instituto de Tecnologia de Alimentos, Campinas-SP; okazaki@ital.sp.gov.br



14° Congresso Interinstitucional de Iniciacao Cientifica - CIIC 2020

01/10 a 02/10 de 2020 - Campinas, Sao Paulo
ISBN: 978-65-88414-00-2

INTRODUCAO

Considerada como recurso essencial para a manutencao da vida, a agua tem sido um dos
grandes problemas do século XXI a nivel de abastecimento e oferta, pois somente 0,1% do total de
agua nao salgada (4,9%) do planeta esta disponivel para consumo humano (PORTO et al., 2011). A
nivel mundial, a caréncia de agua apropriada para uso doméstico atinge cerca de 1,2 bilhées de
pessoas (VIEIRA et al., 2011) e, aproximadamente 80% de todas as doengas que atingem os paises
em desenvolvimento provém de agua de ma qualidade (PORTO et al., 2011).

A agua mineral ou potavel de mesa é obtida diretamente de fontes naturais ou por extragao
de aguas subterraneas. De acordo com a Resolugdo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 274, de
setembro de 2005, do Ministério da Saude, agua mineral natural € caracterizada pelo contetdo
definido e constante de determinados sais minerais, oligoelementos e outros constituintes,

considerando as flutua¢des naturais (BRASIL, 2005a).

A industria de agua mineral teve sua expansao consideravelmente em todas as regioes
geograficas do mundo e o seu volume de produgao em 2018 atingiu uma quantidade expressiva de
aproximadamente 11,5 bilhdes de litros (ABIR, 2020).

De acordo com ASSIRATI (2014), o consumo mundial de agua engarrafada em 2013 foi
estimado em 266 bilhdes de litros, 7% maior que em 2012. No Brasil, o consumo per capita de agua
mineral foi de 90,0 a 90,3 litros/ano no periodo de 2012 - 2013. No entanto, dados da Associagcao
Brasileira das Industrias de Refrigerantes e de Bebidas Nao Alcdolicas (ABIR) apontam um consumo
nacional de 43,4 a 56,6 litros ao ano per capita nesse mesmo periodo, e com elevacao para 55,0
litros no ano de 2018 (ABIR, 2020).

O Brasil possui uma das maiores reservas de agua doce do planeta (especialmente agua
subterrénea), com mais de 1300 nascentes naturais de agua distribuidas em todo territério nacional,
permitindo ocupar um posicionamento geoestratégico mundial no mercado de agua mineral (ROSA
et al., 2008).

No entanto, a oferta desproporcional de servigos de abastecimento de 4gua e de saneamento
basico entre as regides brasileiras tem propiciado a ocorréncia de um numero significativo de
enfermidades causadas por consumo de agua contaminada, principalmente nas regides Norte e
Nordeste do pais (MENDES et al., 2000). As principais doencas de veiculagao hidrica que acometem
a populacdo humana tém sido as disenterias, salmonelose, shigelose, poliomelite, hepatite A,

rotaviroses, verminoses, amebiase, giardiase, além das infeccdes epidémicas classicas como a
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colera e a febre tifoide (GOMES et al., 2008). Dentre as bactérias patogénicas possiveis de serem
encontradas na agua, destacam-se as dos géneros: Salmonella, Streptococcus, Shigella, Vibrio,
Yersinia, Campylobacter, Escherichia e Pseudomonas (VIEIRA et al., 2011).

A preocupagdo com a qualidade da agua de rede publica, aliada a busca pelo bem-estar
proporcionado pelos sais minerais naturais, provocou nos ultimos anos, uma continua demanda por

agua mineral em todos os paises (CASTRO et al., 2010).

O presente estudo teve como objetivo, avaliar a ocorréncia de Pseudomonas aeruginosa em
amostras de agua mineral de diferentes marcas comercializadas no Estado de Sao Paulo, utilizando
o método dos tubos multiplos, conforme preconizado no Standard Methods for the Examination of
Water & Wastewater (BRAUN-HOWLAND & HUNT, 2017) e a técnica de filtragdo em membrana

usando o meio cromogénico RAPID’P. aeruginosa Agar® (BIO-RAD, 2014).

MATERIAL E METODOS

Foi avaliado um total de 9 marcas de agua mineral natural, comercializadas em diferentes
volumes (20 L, 10L, 5L, 1,5L, 500 mL e 200 mL-310 mL) no Estado de S. Paulo, totalizando 102
amostras coletadas no periodo de novembro/2018 a maio/2020.

Cada amostra foi submetida a pesquisa (em 100 mL) de P. aeruginosa, conforme
estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, através da Resolugdo RDC n° 275 de
22 de setembro de 2005 (BRASIL, 2005b).

As analises microbiologicas foram realizadas através do método dos tubos multiplos,
conforme preconizado no Standard Methods for the Examination of Water & Wastewater (BRAUN-
HOWLAND & HUNT, 2017) e também, pela técnica de filtracdo em membrana usando o meio
cromogénico RAPID"P. aeruginosa Agar® (BIO-RAD, 2014).

A determinagao de P. aeruginosa pelo método de tubos multiplos foi realizada através da
adicao de 10 porcdes de 10 mL da amostra de agua em 10 tubos contendo 10 mL de caldo
asparagina, em concentragao dupla. Os tubos que apresentassem crescimento e produgao de um
pigmento verde fluorescente sob luz ultravioleta (365 nm, luz negra) apds incubagao a 35-37°C/24-
48 h, seriam submetidos ao teste confirmativo, através da transferéncia de 0,1 mL do caldo
asparagina contendo a amostra para a superficie de agar acetamida em tubo, seguida de incubagao
a 35-37°C/ 24-36 h. A alteragao da cor deste meio de vermelho pélido para purpura/magenta (“pink”)
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€ caracteristica confirmativa de P. aeruginosa. Os resultados foram reportados como presenga ou
auséncia de P. aeruginosa em 100 mL de amostra.

Na pesquisa de P. aeruginosa atravées da técnica de filtracdo em membrana, foi utilizado o
conjunto de filtragdo composto de porta filtros, kitassato e copos de filtragcao. A parte inferior do porta
filtro foi acoplada ao kitassato por uma mangueira apropriada que € conectada a uma bomba de
vacuo, permitindo a filtragcado da amostra. O conjunto foi preparado ajustando-se a membrana estéril
(47 mm de diametro, porosidade de 0,45 um, branca e quadriculada) no porta filtro (com a face
quadriculada da membrana para cima) e o copo de filtracdo sobre a membrana. Apés a filtracao, a
membrana foi transferida para a placa de Petri contendo o meio cromogénico RAPID’P. aeruginosa
Agar® (marca BIO-RAD), e incubada na posigéo invertida por 36:1°C/24 h. Colénias azuis ou verde
azuladas desenvolvidas foram consideradas como tipicas confirmativas de P. aeruginosa no meio
RAPID’P. aeruginosa Agar®. Os resultados obtidos foram reportados como presencga ou auséncia

de P. aeruginosa em 100 mL de amostra.

Os ensaios microbioldgicos foram realizados no laboratério de microbiologia do Instituto de
Tecnologia de Alimentos (Campinas, SP).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de agua mineral envasadas em diferentes tipos de embalagem (Figura 1) foram
avaliadas dentro do prazo de validade (dois meses para agua envasada nos galdes de polipropileno
retornaveis de 10 L e de 20 L, e 1 ano para aquelas envasadas em copos e garrafas descartaveis).

Onze amostras (10,8%) de um total de 102 avaliadas eram gaseificadas (Figura 2) e
acondicionadas em garrafas PET, sendo: cinco (4,9%) em volume de 200-300 mL, trés (2,9%) em
500 mL e os trés restantes (2,9%) em 1,5 L.

A legislagao brasileira vigente que estabelece os padrdes microbioldgicos para agua mineral
€ a Resolugédo RDC n° 275 de 22 de setembro de 2005, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2005b) que determina auséncia de P. aeruginosa, enterococos, clostridios sulfito redutores,
coliformes totais e Escherichia coliem 100 mL de 4gua mineral e agua natural.
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Figura 1. Amostras de agua mineral avaliadas e os diferentes tipos de embalagem por marca.

A determinagao de P. aeruginosa em amostras de agua mineral é fundamental no ambito da
saude publica, visto que dguas minerais sao produtos de grande consumo pela populagao e cujas
caracteristicas higiénico-sanitarias adequadas estdo relacionadas a saude dos consumidores
(CASTRO et al., 2010). Essa bactéria tem como uma das caracteristicas importantes, a extrema
versatilidade metabdlica e nutricional, permitindo o uso de uma enorme variedade de compostos
organicos como fonte de carbono e energia. Em funcao dessa versatilidade, as P. aeruginosa sao
amplamente distribuidas na natureza, como na agua (doce, salobra ou do mar), no solo, na poeira e
nos alimentos (SILVA et al., 2017). Além disso, sdo capazes de crescer em aguas com quantidade
baixa de nutrientes e apresentam varios fatores de viruléncia, assim como resisténcia a antibiéticos
(GOMES, 2017).

Existem varios métodos para a determinacdo de P. aeruginosa em agua mineral, e a
legislacao vigente permite o uso das técnicas de filtracdo em membrana e do numero mais provavel

(NMP), para a quantificagao dessas bactérias.
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Figura 2. Amostras de agua mineral gaseificadas avaliadas de diferentes volumes por marca.

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, verificou-se que a técnica de
filtragio em membrana utilizando o meio RAPID'P. aeruginosa Agar® detectou amostras
contaminadas em trés (33,3%) marcas (B, C e D) de um total de 9 avaliadas (Figura 3), ao passo
que os resultados obtidos pela técnica dos tubos multiplos evidenciaram a presencga de P. aeruginosa
em duas (22,2%) marcas (D e G). As duas metodologias apresentaram quantidades de amostras
relativamente proximas entre si com relagao a presenca (em 100 mL) do mesmo microrganismo alvo.
Além disso, as amostras dessas marcas (B, C, D e G) provavelmente estavam com niveis muito
baixos de P. aeruginosa, pois apenas a marca D evidenciou a presenca dessa bactéria através das
duas técnicas de andlise.

Todas as amostras contaminadas eram isentas de COz, ou seja, ndo gaseificadas. O COz
dificulta o desenvolvimento de microrganismos aerobios da microbiota natural de agua mineral, como
os dos géneros Pseudomonas, Flavobacterium, Moraxella, pois favorece a diminuicao da tensao
de Oz. Dentre as espécies do género Pseudomonas, as mais comuns isoladas de agua mineral sao:
P.mandelii, P. migulae, P. rhodesiae e P.veronii, porém a P. aeruginosa representa a principal
preocupagao no ambito da saude publica por ser um patégeno oportunista para humanos (SILVA et
al., 2017).



14° Congresso Interinstitucional de Iniciacao Cientifica - CIIC 2020

01/10 a 02/10 de 2020 - Campinas, Sao Paulo
ISBN: 978-65-88414-00-2

Dentre as 102 amostras de agua mineral avaliadas, 4 estavam acondicionadas em copos de
polipropileno, 12 em garrafas PET 200-300 mL, 13 em garrafas PET 500 mL, 19 em garrafas PET
1,5 L, 4 em garrafa PET 5 L, 43 em galdes de polipropileno retornaveis 10 L e 7 em galbes de
polipropileno retornaveis 20 L. Duas amostras de 4gua envasadas em garrafas PET 1,5 L (marca B),
duas outras em galdes retornaveis de 10 L (marca C), uma em garrafa PET 200-300 mL (marca G)
e uma outra em copo de polipropileno, totalizando seis (5,9%), evidenciaram a presenca (em 100
mL) de P. aeruginosa pela técnica de filtracao (Figura 4). O procedimento da técnica de filtracao em
membrana € ideal para analise de amostras liquidas limpidas e sem sélidos em suspensao como
aguas minerais. Além disso, a técnica permite inoculacao de maiores volumes da amostra (100 mL,
por exemplo), com limite de detec¢do de 1 UFC por volume inoculado. A técnica dos tubos multiplos,
diluicdo unica com inoculacao de 10 aliquotas de 10 mL da amostra por tubo, também ¢é ideal para
avaliagdo de agua mineral, mesmo com niveis de contaminagdo baixos. Neste caso, o limite de
deteccao é <1,1 NMP/100 mL. Algumas amostras foram reprovadas por uma das técnicas (filtracao
em membrana ou tubos multiplos) porém aprovadas pela outra, 0 que nao necessariamente implica
em uma técnica ser melhor que a outra, pois essa diferenga no resultado pode estar associada aos
niveis muito baixos de contaminagdo das amostras. As amostras em galdes retornaveis de 20 L
analisadas n&o apresentaram nenhuma contaminagao por P. aeruginosa, esse fato pode ser devido
as boas praticas aplicadas durante o processo de envasamento do produto.
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Figura 3. Percentual de amostras aprovadas por marca, para pesquisa de P. aeruginosa.

RITTER & TONDO (2009) avaliaram 15 amostras de agua mineral comercializadas em
garrafées de 20 L e fabricadas por uma industria da regiao de Porto Alegre, RS. Embora os autores
tenham comprovado a presenga de bactérias heterotréficas em todas as amostras, através da técnica
de filtragdo, em niveis que variaram de 1,0 x 10 UFC/mL a 7,0 x 108 UFC/mL, n&o foi detectada a
presencga de P. aeruginosa.

Resultados semelhantes ao do presente trabalho foram obtidos por SANTOS et al. (2012), ao
avaliarem 15 amostras de agua mineral comercializadas no municipio de Alfenas, MG. Nesse estudo
os autores determinaram 3 amostras (20%) contaminadas por P. aeruginosa e portanto,
consideradas improprias para o consumo humano. SABIONI & SILVA (2006) também evidenciaram
a presenga dessa bactéria em 14% de um total de 50 amostras de agua mineral analisadas e
comercializadas no municipio de Ouro Preto, MG, corroborando portanto, na premissa de que nem
sempre 0 consumo de agua mineral natural representa uma seguranca a saude publica, visto que a
bactéria P. aeruginosa se multiplica em aguas com poucos nutrientes, e é considerado um

microrganismo oportunista sendo capaz de causar infecgées em individuos imunocomprometidos.
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Figura 4. Percentual de amostras aprovadas por tipo de embalagem, para pesquisa de P. aeruginosa.

Noventa e cinco (93,1%) amostras e duas outras (2%) apresentaram, respectivamente,
auséncia e presenca (em 100 mL) de P. aeruginosa através das duas metodologias utilizadas,
evidenciando portanto, um grau de concordancia (95,1%) relativamente grande entre as técnicas
analiticas. Apenas quatro (3,9%) amostras apresentaram presenca (em 100 mL) da bactéria através
da técnica de filtragdo em membrana usando o meio cromogénico RAPID’P. aeruginosa Agar®, mas
que o método do NMP nao detectou. E em somente uma amostra a P. aeruginosa foi evidenciada
(em 100 mL) através do método do NMP, porém nao pela técnica de filtragao.

CONCLUSAO

Considerando a legislagao vigente, concluiu-se que, do ponto de vista microbiol6gico, seis
(5,9%) amostras de agua mineral (de um total de 102) avaliadas mostraram-se improprias para o
consumo humano, através da técnica de filtragdo em membrana utilizando o meio RAPID P.
aeruginosa Agar®: Marca B - garrafa PET (1,5L) sem gés (2 unidades); Marca C -galao poliprolileno
retornavel (10L) sem géas (2 unidades), Marca D - copo polipropileno (200mL-300mL) sem gas (1
unidade) e Marca D - garrafa PET (200mL-300mL) sem gas (1 uinidade). Quatro (3,9%) amostras
foram reprovadas para o consumo humano, através da técnica dos tubos multiplos: marca D - copo

9
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polipropileno (200mL-300mL) sem gas (1 unidade), marca D - garrafa PET (200mL-300mL) sem
gas (2 unidades) e marca G - galao poliprolileno retornavel (10L) sem gas (1 unidade).

A presencga de P. aeruginosa nas amostras indicou falha de boas praticas em algum ponto
dentro da cadeia de envasamento de agua mineral.

Em relagdo aos métodos analiticos utilizados, os resultados demonstraram que a técnica de
filtracdo em membrana usando o meio cromogénico RAPID P. aeruginosa Agar® mostrou-se uma
alternativa adequada ao método de tubos multiplos, conseguindo inclusive detectar quatro amostras
positivas que o método do NMP n&o detectou.
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