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RESUMO

Estudou-se a eficacia dos meios agar M-PA-C e &gar Cetrimide no isolamento de Pseudomonas
aeruginosa, em diferentes temperaturas de incubag@o. Foram comparadas as taxas de recuperacéo de P.
aeruginosa e a seletividade dos dois meios. Utilizou-se 0 modelo Bayesiano de efeitos aleatérios para
dados binarios na andlise estatistica e 0 modelo Bayesiano de Poisson na comparagdo da seletividade
dos meios e quanto arecuperacdo de P. aeruginosa. Osresultados obtidosrevelaram diferencasignificativa
naseletividade dos meios, em que o meio agar M-PA-C apresentou maiores val ores médios de contagem.
Para a recuperacéo de células de P.aeruginosa, os resultados foram equivalentes. As médias nas trés
contagens realizadas em agar M-PA-C a42°C foi de 208 UFC e em Cetrimide a 35°C de 231 UFC na
diluicdo de 10°%. Com relagdo as amostras de agua mineral, ndo houve evidéncia de diferentes taxas de
freqiiéncia de P. aeruginosa entre os cultivos nos dois meios seletivos em diferentes temperaturas.

Palavr as-chave. Pseudomonas aeruginosa, agua mineral, agar M-PA-C e &gar Cetrimide.

ABSTRACT

Thisstudy evaluated the efficacy of two selective media, M-PA-C agar and Cetrimide agar, for isolating
P. aeruginosa cells at different incubation temperatures. P. aeruginosa recovery rates, as well as the
selectivity of both mediawere compared. A random effects Bayesian model for binary datawas used for
performing statistical analysis, and a Poisson Bayesian model was applied to compare the potential of
both media selectivity and P. aeruginosa recovery. A discernible difference on the media selectivity
was evidenced, and M-PA-C medium presented a higher mean counting rate. P. aeruginosa recovery
was similar in both media, and no significant difference was noted in three countson M-PA-C at 42°C
(208 CFU) , and on Cetrimide Agar at 35°C (231 CFU), at 10° dilution. With regards to analyzed
mineral water samples, no evidence of distinct occurrence rates of P. aeruginosa on either media, at
different temperatures, was noted.

K ey wor ds. Pseudomonas aeruginosa, mineral water, M-PA-C agar and Cetrimide agar.
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INTRODUCAO

Os microrganismos do género Pseudomonas est&o
amplamente distribuido na natureza (solo, agua, esgotos,
intestino de mamiferose plantas)®. Estudosrevelaram apresenca
de P. aeruginosa em agua mineral, no Brasil, Canada, Franca,
Alemanha, Espanhae Estados Unidos, entre outros paises®. Esta
bactéria pode estar presente também em aguas tratadas
destinadas a diferentes utilizagcbes como didlise, preparacéo
de medicamentos e reagentes®*°.

Além de serem patégenos oportunistas, espécies de
Pseudomonas adquirem resisténcia a antibioticos, alteram
aromas e aparéncia de aguas’.

A eficiéncia dos meios de cultura, seletivos ou ndo,
depende de fatores intrinsecos (composicéo dos nutrientes,
potencial de oOxi - reducdo, pH, atividade de agua, tipo e
atividade dos impedientes), fatores extrinsecos (condigdes
de incubacdo) e fatores implicitos (exigéncia nutricional
do microrganismo, antagbnismo e sinérgismo da microbiota
da agua)’.

A Resolugdo RDC n° 275 de 2005, da ANVISA/MS,
dispde sobre o regulamento técnico paraafixacdo deidentidade
e qualidade de dgua mineral natural e &gua natural. Dentre os
microrganismos a serem pesqguisados, de acordo com esta
resolucéo, estd a P. aeruginosa®.

A American Public Health Association® (APHA)
recomenda, na pesquisa de Pseudomonas aer uginosa em agua
pelatécnicadefiltragdo por membranao uso do Agar M-PA-C
com incubagdo a 42°C, enquanto que os laboratérios da rede
Estadual de Satide Publicade S&o Paulo, entre outros, utilizam
0 Agar Cetrimide, também seletivo para a pesquisa de
Pseudomonas aer uginosa em agua, incubado a 35°C. Entre os
impedientes que compde estes meios de cultura, inclui-se
canamicina e &cido nalidixico no Agar M-PA-C e brometo
cetiltrimetilaméniano Agar Cetrimide'® 1,

Legnani et al.* avaliaram a presenca de P. aeruginosa
em agua mineral envasada por inoculagdo direta da amostra
em Agar Cetrimide e por inoculagdo em Agar Cetrimide ap0s
pré-incubacdo por 1 hora em Agar tripticaseina de soja; 0s
autores ndo observaram diferencas significativas naenumeracdo
microbiana entre os procedimentos, demonstrando que o Agar
Cetrimide pode ser empregado para andlise de agua.

Prandi et al.*? utilizaram Agar Cetrimide naandlise de
894 amostras de agua mineral e verificaram a presenca de
P. aeruginosa em 77 amostras (8,61%) enquanto que em Agar
M-PA-C detectaram a presenca deste microrganismo em 40
(5,56%) das 719 amostras avaliadas. A diferencade 3% entre
os resultados foi significativa (p<0,05), motivando a
realizag8o deste estudo.

Estetrabalho teve o objetivo de comparar asel etividade
e 0 desempenho dos meios M-PA-C (indicado pela APHA)
e Cetrimide na recuperagdo de P. aeruginosa, incubados a
42°C/72 horas e 35°C e 42 °C/48 horas, respectivamente.
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MATERIAL E METODOS

Microrganismos

Al-Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, A2-
Proteusmirabilis CDC 305, A3- Escherichiacoli ATCC 25922,
A4- Aeromonas hydrophila IAL 570 e A5- Enterobacter
cloacae ATCC 13047.

Cultivo dos microrganismos

Os microrganismos foram cedidos pela Secdo de
Colegdo de Culturas Bacterianas do Instituto Adolfo Lutz.

A cepa de P. aeruginosa foi reativada em 5mL de
caldo infusao de cérebro e coragdo, BHI (Brain Heart
Infusion Broth), e incubada a 35°C/18 horas. Aliquota de
1,0mL foi transferida para 9mL de solugo salinaa0,85% e
submetida a diluicdo decimal até 108, Posteriormente,
transferiu-se 1 mL de cada dilui¢cdo para a contagem de
unidades formadoras de col6nias (UFC) pelo método de
plagueamento em profundidade, utilizando-se o meio “ Plate
Count agar” — Difco (PCA) incubado a 35°C por 24h.
Utilizou-se o0 mesmo procedimento para a reativacdo dos
demais microrganismos.

A) Preparacdo da suspensdo da mistura dos
microrganismos

Das5 culturas, em caldo BHI nafase estacionaria, foram
retiradas aliquotas de 0,2mL de cada uma, e transferidas
para 9 mL de solucdo salinaa0,85%. A partir desta suspenséo
10 foram realizadas as diluigdes decimais até 108, sendo que
cadadiluicéo foi submetidaa contagem de UFC, pelo método
de plagueamento em profundidade, em meio PCA (35°C/24h),
M-PA-C (42°C/72h) e Cetrimide (35°C e 42%48h).

B) Preparacdo da suspensao de uma espécie bacteriana

A cultura de cada espécie foi diluida a 10! e
determinaram-se as respectivas UFC em cada meio de cultura
conforme descrito anteriormente. Esta avaliag8o foi realizada
trés vezes.

Analise microbiolégica das amostras de agua miner al

Foram analisadas 15 amostras de agua mineral
envasadas utilizando-se o método de filtragdo por
membrana, recomendado pelaAPHA, para a pesquisa de P.
aeruginosa’®. As condicdes de cultivo empregadas foram M-
PA-C, com incubagdo a 42°C/72h, e Cetrimide, com
incubacdo a 35°C e 42°C/48h. Estas andlises foram realizadas
em duplicata.

Analise estatistica

A analise estatistica utilizou model os Bayesianos de
regressao’®. Dado que as contagens de UFC para a mistura
de microrganismos nos meios de cultura constituem uma
varidvel de natureza discreta, estes dados foram modelados
segundo umadistribui¢do de Poisson com média dependente
do meio, datemperatura e dadilui¢cdo. Este modelo permitiu
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comparagdes da seletividade dos meios e da recuperacéo de
P. aeruginosa.  Um modelo Bayesiano de efeitos aleatérios para
dados binérios correl acionados(rel aivos asduplicatas) foi utilizado
naandlise estatistica das 15 amostras de &gua mineral envasada.
Dentro de umaabordagem Bayesiana, medidasdeinteresse
foram estimadas por métodosMCM C (Monte Carlo em cadeiade
Markov), utilizando o agoritmo de estimadores de Gibbs*. Foi
utilizado com este propésito o programacomputaciona W nBugs'™.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos ha enumeracdo
microbiana(UFC/mL) naavaliacdo da seletividade dosmeios M-
PA-C, incubado a42°C, e Cetrimide incubado a 35°C e 42°C.

A Tabela2 mostraosresultados obtidos com arecuperacdo
de Pseudomonas aeruginosa obtida com 0s mesmos meios e
condigdes de incubacdo. As médias das contagens de UFC/mL,
apresentadas nas Tabelas 1 e 2, com seus respectivosinterval os
deconfianca, foram estimadas pel o model o Bayesiano de Poisson
utilizando distribuigdes apriori ndoinformativas. O intervalo de
confianca, utilizado nos model os Bayesianos, € analogo ao usual

interval o de confiancautilizado pel os métodos frequentistas, com
umainterpretacdo diferente. Por exemplo, daTabelal, inferimos
gue, ao generalizarmos 0s nossos resultados a uma popul agéo
demicrorganismos maisampla, aprobabilidade de encontrarmos
uma contagem médiade UFC/mL entre 43,82 e 60,13UFC/mL
com amistura de microrganismos no meio Cetrimide incubado
a42°C é de 95%.

A Tabela 3 apresenta comparagdes entre as contagens
médias de UFC/mL apresentadas nas Tabela 1 e 2. Quando
comparadas, por exemplo, as contagens médias de
UFC/mL entre os meio de cultura Cetrimide incubado a42°C
e a35°C com a mistura de microrganismos e na dilui¢&o
10° a diferenca entre as médias é estimada em 22,33
UFC/mL. O respectivo intervalo de credibilidade informa
que, quando projetados estes resultados a uma populacéo
de microrganismos mais ampla, existe a chance de 95% de
gue esta diferenca das médias encontre-se entre 12,23 e
32,60 UFC/mL. Dado que este interval o ndo contém o valor
zero, que evidenciariaapossibilidade de ndo haver diferenca
entre os dois grupos, conclui-se que ha uma significativa
diferencaentre as médias de contagens quando contemplada
esta comparagao.

Tabela 1. Contagens de UFC de P. aeruginosa nas dilui¢es 10® e 107, nos meios Cetrimide e M-PA-C, para a mistura de

microrganismos, nas temperaturas de 35°C e 42°C.

M édia estimadas Intervalo de
Meio de Cultura Diluigo Contagens UFC/ml contagens® UFC/mL  credibilidade 95%
Misturade Cetrimide 42°C 10° 120 4 31 51,66 (43,82 60,13)
Microrganismos 107 0 0 3 0,9998 (0,208 24)
Cetrimide 35°C 10° 23 24 41 29,32 (23,52 35,78)
107 0 1 3 1,333 (0,364 2,912)
MPAC 42°C 10° 152 121 91 121,30 (109,20 134,1)
107 28 18 17 21,0 (16,14 26,49)

(a) estimativas obtidas pelo Modelo Bayesiano de Poisson.

Tabela 2. Contagens de UFC da cepa P. aeruginosa, ATCC 10145, obtidas das dilui¢des 10° e 107, a35°C e 42°C.

' o M édia estimadas Intervalo de

Meio deCultura Diluicéo Contagens UFC/m contagens® UFC/mL credibilidade 95%

P aiig'gosa Cetrimide 42°C 10° 300 120 118 179.3 (1644 194,7)

o 107 52 9 4 21,65 (16,71  27,2)

Cetrimide 35°C 10° 300 206 188 231,3 (214,4 248.8)

107 64 24 4 30,66 (24,71 37,21)

MPAC 42°C 10 300 115 208 207,7 (191,7 224,3)

107 27 58 47 43,97 (36,83 51,78)

(a) estimativas obtidas pelo Modelo Bayesiano de Poisson.
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Tabela 3. Médias das contagens de UFC obtidas nos meios Cetrimide e M-PA-C na mistura de microrganismos e na culturade

P. aeruginosa, ATCC 10145, a 35°C e 42°C.

Diluicdo Meio de Cultura Diferenca estimadaentre Intervalo de

asmédias® UFC credibilidade 95% ()

Mistura 10° Cetrimide 42°C versus 35°C 22,33 (12,23 32,60) *

de MPAC 42°C versus Cetrimide 42°C 69,66 (54,90 84,66) *

Microrganismos MPAC 42°C versus Cetrimide 35°C 91,99 (78,31 106,0) *
107 Cetrimide 42°C versus 35°C -0,33 (-2,15 1,40) ns

MPAC 42°C versus Cetrimide 42°C 19,99 (19,89 25,58) *

MPAC 42°C versus Cetrimide 35°C 19,66 (14,60 25,28) *

P. aeruginosa 108 Cetrimide 42°C versus 35°C -51,96 (-75,03 -29,13) *
MPAC 42°C versus Cetrimide 35°C -23,61 (-47,3 0,09) ns

MPAC 42°C versus Cetrimide 42°C 28,35 (5,98 50,64) *

107 Cetrimide 42°C versus 35°C -9,01 (-17,25 -0,85) *

MPAC 42°C versus Cetrimide 35°C 13,32 (363 2317) *

MPAC 42°C versus Cetrimide 42°C 22,23 (13,26 31,57) *

(a) estimativas obtidas pelo Modelo Bayesiano de Poisson; (b) interferéncia estatistica a 95% de confianca.

*= diferencas significativas entre as médias das contagens.
ns= diferencas ndo significativas entre as médias das contagens.

De acordo com a Tabela 3 os resultados comparativos
das médias obtidas evidenciam que, parao teste de seletividade
com a mistura de microrganismos, ha diferenca significativa
entre 0os meios M-PA-C e Cetrimide nas duas diluic¢des
utilizadas, sendo o meio M-PA-C aquel e que apresentou maiores
valores paraamédia.

Os resultados para a recuperacdo de células de
P. aeruginosa, foram semelhantes, ndo havendo diferenca
significativaentre M-PAC e Cetrimide a35°C nadilui¢éo 10°.

A Tabela 4 mostra a pesquisa de P. aeruginosa nas 15
amostras de agua mineral, realizada em duplicata (1° e 2°
testes), utilizando-se os meios Cetrimide e M-PA-C. Estes
resultados foram delineados por um modelo Bayesiano de
efeitos aleatérios para dados binarios correlacionados,
utilizando-se distribui¢Ges apriori ndo informativas. Com base
neste modelo, verificou-se que ndo ha evidéncias de que a
freqiéncia de P. aeruginosa seja diferente entre os dois meios
nas diferentes temperaturas.

Tabela 4. | solamento de P. aeruginosa realizadaem duplicata de 15 amostras de aguamineral, utilizando-se os meios Cetrimide

eM-PA-Ca35°Ce42°C.

Meio de cultura

Amostrade AguaMineral Cetrimide 35°C Cetrimide 42°C M-PA-C 42°C
1°Teste 2°Teste 1°Teste  2°Teste 1°Teste  2°Teste

1 + + + + + +
2 + + + + + +
3 + — + + + -
4 + + + + + +
5 + + + + + +
6 + + + + + +
7 + + + + + +
8 — — — — — —
9 - - + + + +
10 - - - - —
11 + + + + - -
12 - - - - - -
13 - - - - - -
14 - — — — — —
15
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Observou-se que a recuperagdo de microrganismos
testados namistura, no meio PCA a35°C por 24 horas, ocorreu
até a diluicdo 107 (o que significou que a quantidade de
microrganismos utilizada como interferentes foi semelhante).
Quanto a analise da sel etividade dos dois meios, utilizando-se
adiluicdo 10 de cada microrganismo interferente, verificou-
se que somente o Proteus mirabilis cresceu no meio Cetrimide
(>300 UFC nos trés testes).

Durante a contagem de P. aeruginosa observou-se que
algumas espécies infiltraram-se nas malhas das membranas
de 0,45um de porosidade, prejudicando o crescimento de
coldnias isoladas e adeterminagdo de UFC. Hasegawa et al. ',
recomendam para a pesquisa de P. aeruginosa a utilizacéo de
membranas com porosidade de 0,22um devido a capacidade
do microrganismo transpor as mal has damembranade 0,45um.

CONCLUSOES

OsmeiosAgar M-PA-C eAgar Cetrimide apresentaram
desempenho semel hante narecuperacéo daP. aeruginosa, tanto
nostestes paraa cepaATCC quanto paraamistura com outros
microrganismos.

O meioAgar M-PA-C demonstrou ser mais seletivo do
que o Agar Cetrimide.

O presente estudo confirmaque osmeiosAgar Cetrimide
eAgar M-PA-C sdo adequados e equival entes para a pesguisa
de P. aeruginosa em amostras de dgua mineral.
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