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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa, agente patogénico oportunista, é frequentemente encontrado em aguas
minerais e pode causar infec¢des em individuos imunocomprometidos. Neste estudo foi avaliada
a sobrevivéncia e/ou a multiplicagdo de P, aeruginosa em amostras de 4gua mineral em embalagens
plasticas de 1,5 L e 20 L, experimentalmente contaminadas, armazenadas a 35 + 1°C, 4 + 2°C e em
temperatura ambiente (20-25°C), durante o periodo de validade do produto. Nas amostras de dgua
mineral em garrafa plastica de 1,5 L, armazenadas a 35 + 1°C e 4 + 2°C, a populagédo de P. aeruginosa
manteve-se viavel durante 370 e 100 dias, respectivamente. O maior aumento da populagio bacteriana
ocorreu nas amostras de agua mineral em galdo de 20 L, armazenadas entre 20 a 25°C, que passou
de 3,8 para 6,6 log,, UFC/mL em um periodo de sete dias. Portanto, os galdes de 20 L merecem
atencdo especial, pois além de serem retornaveis, normalmente sio armazenados a temperatura
ambiente. Os resultados reforcam a necessidade das empresas de dguas minerais implantarem e
implementarem as Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) e o sistema Analise de Perigo e Pontos Criticos
de Controle (APPCC) para eliminar ou minimizar os riscos do consumo deste produto.

Palavras-chave. Pseudomonas aeruginosa, agua mineral, sobrevivéncia, qualidade da agua.

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa, an opportunistic pathogen, is often found in bottled waters and capable of
infecting the immunocompromised patients. The present study aimed at evaluating the survival and/
or the growth of P, aeruginosa strain in 1,5 L and 20 L bottled mineral water samples experimentally
contaminated, stored at 35 £ 1°C, 4 + 2°C, and at room temperature (from 20 to 25°C) during the
product shelf-life period. In the mineral water samples contained in 1.5 L bottles, stored at 35 £ 1°C
and 4 + 2°C, P, aeruginosa remained viable for 370 and 100 days, respectively. The major increase in
the bacterial population occurred in mineral water samples in 20 L bottles stored at 20 to 25°C, being
from 3.8 to 6.6 log10 CFU/mL, in a period of seven days. Therefore, the 20 L bottles deserve a special
attention because, in addition of being returnable, they are usually stored at room temperature. The
results reinforce the need of the mineral water companies in implementing the Good Manufacturing
Practice (GMP) and the HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point) to eliminate and to
minimize the risks of consuming the contaminated product.
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O aumento consideravel no consumo de agua
engarrafada tem sido observado mundialmente,
devido a percep¢do do consumidor em relagdo
ao produto como uma alternativa saudavel a agua
de abastecimento publico'. Neste cenario, o Brasil
destaca-se como o quarto maior produtor de agua
engarrafada, segundo a Associa¢do Brasileira da
Industria de Agua Mineral (ABINAM)?.

Entretanto, a 4gua mineral ndo ¢ um produto
estéril e pode apresentar micro-organismos
autoctones como Pseudomonas aeruginosa e
os organismos aldctones, nao provenientes da
fonte que podem aparecer nas etapas de pré-
engarrafamento e processamento’. Durante as etapas
de processamento, o numero de bactérias pode
aumentar de 10° para 10° UFC/mL*?, provavelmente
devido ao aumento do nivel de oxigénio® ou pelo
contato com compostos orginicos que podem
estar presentes em tubulagdes, reservatdrios ou nas
embalagens e tampas®.

A presenga de P aeruginosa em aguas
minerais ja foi relatada em vérios paises, incluindo
o Brasil”*, indicando que a fonte esta poluida por
material organico ou que o produto foi contaminado
durante o processo de engarrafamento®.

O consumo de aguas minerais contaminadas
com P aeruginosa pode representar um risco
potencial para individuos imunocomprometidos'®
devido a caracteristica oportunista deste micro-
organismo e sua capacidade em desenvolver
multirresisténcia a agentes antimicrobianos'. Este
micro-organismo ¢ uma das principais causas de
infec¢Oes hospitalares com alta taxa de mortalidade',
podendo causar infec¢do do trato urinario, infecgdo
do sistema respiratorio, dermatites, infeccdo de
tecidos moles, bacteremia e uma variedade de
infec¢des sistémicas, particularmente em pacientes
queimados e imunocomprometidos'. P. aeruginosa
possui a capacidade de formar biofilmes que
representam sérios problemas para as empresas
de dgua mineral e, principalmente, em ambientes
hospitalares®®. Além disso, podem sobreviver e se
multiplicar em condi¢des adversas como ambientes
com poucos nutrientes'> > 2!,

O objetivo do presente estudo foi avaliar a
sobrevivéncia e/ou multiplicagdo de P. aeruginosa

2/8

em amostras de dgua mineral em embalagens de
1,5 L e 20 L, experimentalmente contaminadas e
armazenadas a 4 + 2°C, 35 + 1°C e em temperatura
ambiente (20 a 25°C), durante o periodo de validade
do produto.

Cepa

A cepa de P aeruginosa utilizada no
experimento foi isolada de uma amostra de agua
mineral analisada pelo Nucleo de Microbiologia,
do Instituto Adolfo Lutz Central e mantida em agar
gelose conservagdo a temperatura ambiente até o
momento da realiza¢ao dos experimentos.

Amostras

Os experimentos foram realizados em
nove amostras de agua mineral acondicionadas
em embalagem original, sendo seis amostras em
embalagem de 1,5 L em garrafas de polietileno
tereftalato (PET), com prazo de validade de
12 meses, e trés em galdes de 20 L de cloreto de
polivinila (PVC), com validade de trés meses.
As amostras foram adquiridas no comércio da
cidade de Sao Paulo e eram todas do mesmo lote de
acordo com a embalagem.

Preparagao do indculo

Oindculo foi preparado deacordo com Legnani
et al’, com modificagdes. A cepa de P. aeruginosa
foi reativada em caldo BHI (Brain Heart Infusion
Broth) e incubada a 35 + 1°C por 24 h. Em seguida
uma aliquota de 0,1 mL desta cultura foi transferida
para 3 mL de solugao tampao fosfato estéril (pH 7,2),
homogeneizada e centrifugada a 1166 g (5000 rpm)
por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e
ao precipitado foram adicionados 3 mL de solucio
tampao fosfato, sendo este o inoculo inicial (10°)
utilizado para contamina¢ao das amostras de agua
mineral de 1,5 L.

Para as amostras de agua mineral em galdes
de 20 L, realizou-se o mesmo procedimento descrito
acima, utilizando-se uma aliquota de 0,4 mL da
cultura em 12 mL de solu¢do tampio fosfato e
apos centrifugacdo e descarte do sobrenadante,
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adicionou-se 12 mL de solugdo tampao fosfato,
sendo este o inoculo inicial (10°).

A concentragdo final de micro-organismo
em cada amostra, apds a inoculagdo, foi de
aproximadamente 10° UFC/mL.

Contamina¢do Experimental

Antes das andlises microbioldgicas e
contamina¢do experimental, as embalagens
foram lavadas, externamente, com agua e sabao e
desinfetadas com solugéo de alcool 70%.

Em seis amostras de agua mineral de 1,5 L,
inoculou-se uma aliquota de 1 mL do indéculo
inicial, com auxilio de uma seringa estéril. O mesmo
procedimento foi realizado para as trés amostras de
agua mineral em galdes de 20 L, sendo que o volume
utilizado para contaminagéo foi de 10 mL.

Apods contaminagdo experimental de cada
amostra, procedia-se a homogeneizagdo, no
minimo 25 vezes, por inversdo. Trés amostras de
agua mineral de 1,5 L foram mantidas em estufa
bacterioldgica a 35 + 1°C, as outras trés amostras
em refrigerador a 4 + 2°C e as trés amostras de
agua mineral em galdes de 20 L foram mantidas a
temperatura ambiente (20 a 25°C).

Todos os experimentos foram realizados em
triplicata e os dados foram expressos com a média
da contagem microbiana dos mesmos.

Analises microbiolégicas

Aleatoriamente escolheu-se uma amostra
controle (nao contaminada experimentalmente),
do mesmo lote de cada embalagem, de 1,5 L e
20 L, para realizagdo das andlises microbioldgicas,
de acordo com os parametros estabelecidos
pela Resolucao RDC n° 275, de 22 de setembro
de 2005, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA)?%: coliformes totais, coliformes
termotolerantes®, enterococos*, clostridio sulfito
redutor® e P aeruginosa®®, além da contagem de
bactérias heterotroficas®.

Apdés a contaminagdo experimental, as
amostras de dgua mineral de 1,5 L eram analisadas
em intervalos de tempo pré-estabelecidos: 0 h,
3h, 6 h,24h, 48 h, 3 dias, 5 dias, 7 dias, 9 dias,
11 dias, 22 dias, 70 dias, 100 dias, 130 dias, 160 dias,
190 dias, 220 dias, 250 dias, 280 dias, 310 dias,
340 dias e 370 dias. As amostras em galdes de 20 L

eram analisadas nos seguintes intervalos de tempo:
0 h, 7 dias, 15 dias, 25 dias, 40 dias e 60 dias.
Aliquotas retiradas de cada amostra eram
submetidas a contagem de bactérias heterotrdficas.
Apds a contagem das placas, cinco colonias eram
isoladas em agar IAL (Instituto Adolfo Lutz)*®
e incubadas a 35 = 1°C por 24 h. As colonias
caracteristicas de P. aeruginosa eram isoladas em
tubos contendo agar nutriente e incubadas a 35 + 1°C
por 24 h para serem submetidas as seguintes provas
bioquimicas confirmatdrias: citrato de Simmons,
produgao do pigmento piocianina e oxidase.

Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura
foi realizada no Laboratério de Filmes Finos do
Instituto de Fisica da Universidade de Sao Paulo.
Apés o periodo de experimentagdo foram realizados
recortes, de aproximadamente 3 x4 mm, das garrafas
de 1,5 L e dos galdes de 20 L e esses fixados em
suportes metalicos (stubs) e posteriormente secos
em ambiente com silica-gel. Com o equipamento
de Sputtering, Sputter SCD 004, foi realizado um
revestimento com carbono e posteriormente com
ouro. As amostras foram analisadas e fotografadas
em Microscopio Eletronico de Varredura SEM
JEOL JSM - 6460LV.

As amostras de dgua mineral ndo
contaminadas experimentalmente (controle)
estavam em conformidade com a Resolugio RDC
n° 275/2005* (coliformes totais <1 UFC/mL,
coliformes termotolerantes <1 UFC/mL, enterococos
<1 UFC/mL, clostridio sulfito redutor <1 UFC/mL
e P aeruginosa <1 UFC/mL) e ndo apresentavam
bactérias heterotréficas (<1 UFC/mL).

O armazenamento da dgua mineral no
comércio e nos pontos de consumo ¢é realizado,
geralmente, em temperatura ambiente. No Brasil,
como o clima é tropical e variavel nas diferentes
regides, podendo apresentar temperaturas acima de
30°C, optou-se por submeter as amostras a incubagao
nas temperaturas de 35 + 1°C e de 20 a 25°C. Além
disso, pela possibilidade da d4gua mineral de 1,5 L
ser armazenada e comercializada sob refrigeragao,
realizou-se o experimento a 4 + 2°C.
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Os resultados do presente estudo mostram
que a temperatura de armazenamento do produto
¢ um fator relevante para a sobrevivéncia e
multiplicagao de P. aeruginosa.

A populagao inicial de P. aeruginosa foi de
3,5log , UFC/mL, no tempo 0 h apds contaminagao
experimental, nas amostras de agua mineral em
garrafas de 1,5 L armazenadas a 4 + 2°C. Nestas
amostras, até o 3° dia (72 horas) de armazenamento,
nao houve alteragdo significativa da populagdo que

variou de 3,4 a 3,6 log,  UFC/mL. A partir do 3°
dia de incubagio houve o declinio da populagao de
P aeruginosa, com redugdo acentuada entre o 3° e
22° dia (528 horas) de armazenamento. Entretanto,
observou-se que o micro-organismo, mesmo
estando sob condicoes desfavoraveis para o seu
desenvolvimento, se manteve viavel pelo periodo
de 100 dias (2400 horas) (Figura 1). Khan et al®
demonstraram que P. aeruginosa pode sobreviver
em agua destilada por até seis meses a 4°C.
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Figura 1. Perfil de desenvolvimento de P. aeruginosa em amostras de agua mineral de 1,5 L armazenadas em temperatura de

4 + 2 °C por 190 dias (4560 h)

Em relagdo as amostras de agua mineral
em garrafas de 1,5 L, armazenadas a 35 £ 1°C,
a populagdo inicial de P aeruginosa foi de
3,6 log, UFC/mL. Nas primeiras 24 h de
armazenamento houve um aumento da populagdo
(5,2 log,, UFC/mL) que atingiu a concentragio
microbiana maéaxima em 160 dias (3840 h)

(5,9 log,, UFC/mL). Apoés este periodo, iniciou-
se a redugdo da populagdo bacteriana que atingiu
4,6 log, . UFC/mL em um ano de armazenamento
(Figura 2). Resultados similares foram observados
por Legnani et al”® que detectaram populagao de
P. aeruginosa de 4,46 log A UFC/mL pelo mesmo
periodo de tempo.
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Figura 2. Perfil de desenvolvimento de P. aeruginosa em amostras de agua mineral de 1,5 L armazenadas em temperatura de

35+ 1 °C por 370 dias (8880 h)
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Nas amostras de agua mineral de 20 L,
mantidas a 20-25°C por 60 dias (1440 horas),
verificou-se a multiplicagdo do micro-organismo
nos primeiros dias de armazenamento. A populagdo
inicial de P. aeruginosa era de 3,8 log,, UFC/mL e,
nos sete primeiros dias de incubag¢do, aumentou
para 6,6 log ~UFC/mL. A partir do 40° dia
(960 horas), a populagdo se manteve estavel
(6,1 log,, UFC/mL) até o término do ensaio no
60° dia (Figura 3). Resultado similar foi relatado por
Leclerc e Moreau™ em que a populagdo bacteriana
maxima em amostras de agua mineral foi observada,
geralmente, quando estocadas a temperatura
ambiente (aproximadamente 20°C). Por outro
lado, em estudo realizado por Khaniki et al*’, o
maior aumento da populagdo de P. aeruginosa foi
verificado em amostras incubadas a 37°C.

Lewenza et al*® demonstraram que
P. aeruginosa pode sobreviver por longos periodos

na agua sem nutrientes por se adaptar a este
ambiente, reduzindo seu metabolismo, alterando
a permeabilidade e composicao da membrana,
diminuindo tamanho da célula e condensando
seu DNA.

Deve-se ressaltar que as amostras utilizadas
nos experimentos nao apresentaram micro-
organismos mesdfilos, o que pode ter facilitado o
desenvolvimento e sobrevivéncia de P. aeruginosa
nas aguas minerais. Tamagnini e Gonzales®
isolaram P. aeruginosa de dguas minerais em garrafas
plasticas, estocadas por 30 dias e observaram que
quando a microbiota natural nao era encontrada
havia uma elevada multiplica¢io da bactéria.
Os autores verificaram que o tempo de geragdo
do micro-organismo era de 26,1 h nas amostras
apresentando microbiota competidora e de 3,6 h na
auséncia de outras bactérias.
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Figura 3. Perfil de desenvolvimento de P, aeruginosa em amostras de dgua mineral de 20 L armazenadas em temperatura de 20 a

25 °C por 60 dias (1440 h)

A contaminagdo da agua mineral por
P. aeruginosa pode ocorrer na fonte ou devido
a falhas de higienizacdo e sanitizagao dos
equipamentos na linha de produciao ou das
embalagens retornaveis, e em fun¢do da presenca
de capsula polissacaridica, este micro-organismo
pode formar biofilmes em diferentes superficies.
A presenca de P. aeruginosa aderida a superficie

de embalagens de 20 L e 1,5 L pode ser observada
nas microfotografias realizadas em microscépio
de varredura eletronica (Figuras 4 e 5). Deve-
se ressaltar que os fragmentos obtidos das
garrafas de 1,5 L foram da parte inferior (fundo)
e superior e, dos galdes de 20 L foram retirados
da parte central, em que havia uma reentrancia
na embalagem.
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Figura 4. Microscopia eletrdnica de varredura (aumento 5.000X)
do fragmento de policloreto de vinila (PVC) extraido de um galdo
de 20 L de 4gua mineral, onde se observa a adesdo de P aeruginosa

Figura 5. Microscopia eletronica de varredura (aumento 2.500X)
do fragmento de polietileno tereftalato (PET) de uma garrafa de
1,5 L de agua mineral, onde se observa a adesao de P. aeruginosa

Pelo fato da P. aeruginosa ser um patégeno
oportunista, formar biofilme e sobreviver, por um
longo periodo, em condig¢des adversas, sua presenga
em aguas minerais pode representar um risco a
sadde publica, podendo causar varias infecgdes,
especialmente em imunodeprimidos. Medidas de
higiene e estocagem adequadas das embalagens sao
fundamentais para garantir a qualidade e inocuidade
do produto. Além disso, os fabricantes precisam
estar atentos ao prazo de validade existente para
galdes de 10 e 20 L**, evitando assim a utiliza¢do
de embalagens que possam ter ranhuras na parte
interna, facilitando a formagao de biofilmes®.
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Os resultados demonstraram que o
armazenamento da agua mineral sob refrigeracao
(4°C) contribui para a reducdo da popula¢io de
P aeruginosa, enquanto temperaturas mais elevadas
favorecem a multiplicagdio do micro-organismo e
sua sobrevivéncia por longos periodos. Nas amostras
armazenadasa 35 + 1°C P, aeruginosa se manteve viavel
por mais de um ano, demonstrando a capacidade de
adaptagdo dessa bactéria em ambientes com baixas
concentragdes de nutrientes. Os galoes de 4gua mineral
de 20 L merecem aten¢do especial, pois além de
serem retornaveis, sdo armazenados, geralmente, em
temperatura ambiente que pode favorecer o aumento
da populagao de P aeruginosa, como demonstrado
nesse estudo. Portanto, as Boas Praticas de Fabricacao
(BPF) e a aplica¢ao do sistema APPCC (Analise de
Perigo e Pontos Criticos de Controle) devem ser
implantadas e implementadas pela industria de aguas
minerais para minimizar estes riscos.

Os autores agradecem Daniel C. Flores
(Departamento de Epidemiologia - Faculdade
de Saude Publica, Universidade Sdo Paulo) pela
colaboragdo na Microscopia Eletronica de Varredura.
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