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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a formacao de biofilme e o perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos de Pseudomonas aeruginosa isoladas na avaliacdo da qualidade
microbioldgica de 80 amostras de dguas minerais naturais comercializadas em garrafdes de
20 L. Foi realizada a quantificacdo de P. aeruginosa e enterococos; a pesquisa de coliformes
totais, coliformes termotolerantes e de clostridios sulfito redutores (CSR). A producdo de
biofilme de P. aeruginosa foi avaliada em caldo infusdo cérebro-coracdo (BHI) e em agua
mineral natural estéril nas temperaturas de 25 e 35°C por 24 e 48 h. A avaliacdo da
susceptibilidade a antimicrobianos foi realizada pelo teste de difusdo em agar (Kirby-Bauer).
De 80 amostras analisadas, 40 (50%) apresentaram qualidade microbioldgica insatisfatoria
segundo a RDC n°275/05. Trinta e oito (47,5%) amostras apresentaram P. aeruginosa, nove
(11,2%) coliformes totais, quatro (5,0%) CSR e uma (1,2%) coliformes termotolerantes.
Nenhuma amostra apresentou contaminagdo por enterococos. Dezesseis cepas (51,6%) de
P. aeruginosa foram classificadas como nédo aderentes ou fracamente aderentes, tanto no BHI
guanto na agua mineral. Contudo, cinco cepas (16,1%) apresentaram-se fortemente aderentes
nas duas matrizes, principalmente no caldo BHI e na temperatura de 25°C. Cepas resistentes
ou com resisténcia intermedidria a antibidticos da classe dos aminoglicosideos e/ou
B-lactdmicos foram isoladas neste estudo. Concluiu-se que os isolados de P. aeruginosa foram
capazes de produzir biofilme nas matrizes estudadas e apresentaram resisténcia a
antimicrobianos. Metade das amostras apresentou qualidade microbioldgica insatisfatria,
principalmente devido a contaminagéo por P. aeruginosa (47,5%).

Palavras-chave: clostridios sulfito redutores, coliformes, &guas engarrafadas, biofilme,
antimicrobianos.
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Assessment of virulence factors of Pseudomonas aeruginosa isolated
from natural mineral water

ABSTRACT

This study evaluated biofilm formation and antimicrobial susceptibility of Pseudomonas
aeruginosa isolated to evaluate the microbiological quality of 80 natural mineral water
samples sold in 20 L bottles. The quantity of P. aeruginosa and enterococci was assessed,
including total coliforms, thermotolerant coliforms and sulfite-reducing clostridia (SRC).
Biofilm production from P. aeruginosa was evaluated in brain heart infusion broth (BHI) and
sterile natural mineral water at temperatures of 25 and 35°C for 24 and 48 h. Antimicrobial
susceptibility tests were performed using the agar diffusion method (Kirby-Bauer). Of the 80
samples analyzed, 40 (50%) presented unsatisfactory microbiological quality according to
RDC no. 275/05. Thirty-eight (47.5%) samples presented P. aeruginosa, nine (11.2%) total
coliforms, four (5.0%) SRC and one (1.2%) thermotolerant coliform. Sixteen P. aeruginosa
strains (51.6%) were classified as non-adherent or weakly adherent, both in BHI as in mineral
water. However, five strains (16.1%) were strongly adherent in the two matrices, mainly in
BHI at the temperature of 25°C. The study also isolated resistant or intermediate resistant
strains to antibiotics of aminoglycosides and/or B-lactams classes. It was concluded that
P. aeruginosa isolates were able to produce biofilm in the studied matrices and presented
resistance to antimicrobials. Half of the samples presented unsatisfactory microbiological
quality, mostly due to P. aeruginosa contamination.

Keywords: sulfite-reducing clostridia, coliforms, bottled water, biofilm, antimicrobials.

1. INTRODUCAO

A preocupacdo com a qualidade da agua, decorrente da progressiva poluicdo hidrica, é
um dos motivos que levam grande parte da populagdo mundial ao consumo de &gua
proveniente de fontes naturais (Leclerc e Moreau, 2002). A agua mineral natural é obtida
diretamente de fontes naturais ou por extracdo de dguas subterraneas, sendo caracterizada por
um contetdo definido e constante de determinados sais minerais, oligoelementos e outros
constituintes considerando as flutuagdes naturais (Brasil, 2006). No Brasil, 0 consumo de
aguas minerais subiu de 16,6 bilhGes de L em 2010 para 17,4 bilhdes de L em 2012, sendo o
quarto maior mercado consumidor de &gua engarrafada do mundo (Brasil, 2013a).

A agua mineral natural deve apresentar qualidade que garanta auséncia de risco a saude
do consumidor, devendo ser captada, processada e envasada obedecendo condicGes higiénico-
sanitarias e as boas praticas de fabricacdo (BPF). No Brasil isto é regulamentado pela RDC n.°
173/2006, que dispde sobre o Regulamento Técnico de Boas Préaticas de fabricacdo para
Industrializacio e Comercializacio de Agua mineral Natural e Agua Natural (Brasil, 2006).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, mais de 1,8 milhdes de pessoas
morrem anualmente devido a doencas transmitidas pela agua (DTA), tornando as DTA a
causa mais importante de morte no mundo (WHO, 2007). No Brasil, entre 2000 e abril de
2013 foram notificados 492 surtos ocasionados por agua contaminada. Contudo, os dados
disponibilizados nao discriminam o tipo de agua envolvido em cada surto (Brasil, 2013b).

Os potenciais contaminantes da agua mineral incluem uma variedade de espécies
saprofitas, tais como aerobios mesofilos, coliformes, enterococos, Pseudomonas spp. e
clostridios sulfito redutores (CSR) (Kim e Feng, 2001). Dentre estes, P. aeruginosa € a
bactéria mais comumente isolada em amostras de aguas minerais naturais comercializadas em
galdes de 20 L no Brasil (Sant’Ana et al., 2003; Brandao et al., 2012).
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P. aeruginosa é um patdgeno oportunista que pode causar infecgdes urinarias, dermatites
e uma grande variedade de infeccOes sistémicas, principalmente em pacientes
imunocomprometidos (Koneman et al., 2001). Esta espécie é um dos patdgenos mais
relevantes ligados a DTA (Wingender e Flemming, 2011) e é o pseumonideo mais isolado em
casos de infeccdes hospitalares, sendo uma bactéria de dificil controle devido a sua féacil
disseminacéo pelo ambiente (Koneman et al., 2001).

A contaminacdo de P. aeruginosa em &aguas minerais naturais pode ocorrer devido a
presenca natural desta bactéria na flora da &gua retirada da fonte (Kim e Feng, 2001) ou
devido a contaminacdo durante o processo de envase e engarrafamento, devido a caracteristica
de formac&o de biofilmes nas embalagens reutilizaveis e equipamentos da fabrica (Wingender
e Flemming, 2011). Os biofilmes sdo formados por micro-organismos que crescem de forma
agregada, geralmente em superficies, embebidos em uma matriz de substancias poliméricas
extracelulares (EPS) de sua propria origem que sua constituem a matriz (Yasuhiko et al.,
2012).

P. aeruginosa consegue se reproduzir em agua e outros ambientes com poucos nutrientes
(Sant’ana et al., 2003) e possui a capacidade de adquirir resisténcia a multiplos
antimicrobianos (Koneman et al., 2001). O uso intensivo de antibidticos contribuiu para o
aumento da selecdo de bacterias resistentes, inclusive em ambientes aquaticos. Desta forma,
estas bactérias podem representar um reservatorio de resisténcia, bem como um meio para a
propagacao e evolugédo de genes de resisténcia (Baquero et al., 2008).

O objetivo deste estudo foi avaliar a formacao de biofilme e o perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos em cepas P. aeruginosa oriundas da avaliacdo da qualidade microbiolégica
de 4guas minerais naturais comercializadas em garrafdes de 20 L no Estado do Rio de Janeiro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras de agua

Foram analisadas 80 amostras indicativas de agua mineral natural, ndo gaseificada,
comercializada em garraffes retornaveis de 20 L, de 33 marcas distintas, codificadas de A até
Z e de A’ a G’, entre os meses de agosto de 2012 a agosto de 2013, segundo os critérios
preconizados pela RDC n° 275/2005 (Brasil, 2005). Foram analisadas 17 amostras da marca
“U”, seis amostras da marca “E”, quatro das marcas “A, M, O e Z”, trés das marcas “G, J, C’
e G””, duas das marcas “F, K, Q, Y, B’ ¢ D’” ¢ uma das marcas “B, C, D, H, I, L, N, P, R, S,
T,V, W, X, A’, E’ e F’”. As amostras foram adquiridas e levadas ao laboratorio e estocadas
em temperatura ambiente até 0 momento da analise.

2.2. Metodologias de ensaio

A quantificacdo de P. aeruginosa e enterococos foi realizada pela técnica de tubos
multiplos para determinacdo do ndmero mais provavel (NMP) em 100 mL (APHA, 2012).
Para pesquisa de coliformes totais e termotolerantes foi utilizado o meétodo de
presenca-auséncia (APHA, 2012). A pesquisa de CSR foi realizada pela técnica de
enriquecimento em meio liquido (1SO, 1986).

2.3. Isolamento de Pseudomonas aeruginosa

Os tubos de caldo acetamida que apresentaram turvacdo foram semeados, pela técnica de
esgotamento, em agar cetrimide (Merck, Alemanha) e incubados a 35 + 2°C por 24-h. As
placas foram observadas sob luz ultravioleta a 365 nm e foram selecionadas, de cada amostra,
uma col6nia isolada, verde e com producdo de pigmento. As coldnias foram semeadas em
agar nutriente (BD, EUA) de forma a coleciona-las para a avaliagdo da suscetibilidade aos
antimicrobianos e formacéo de biofilme.
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2.4. Pesquisa de formacao de biofilme

A pesquisa de formacdo de biofilme dos isolados de P. aeruginosa foi realizada segundo
a metodologia descrita por Patel e Sharma (2010) com modificacGes. Foram realizados trés
experimentos independentes para cada cepa.

As cepas foram semeadas em agar tripticaseina de soja (TSA) (Merck, Alemanha) e
incubadas a 35 + 2°C por 24-h. Uma col6nia isolada foi semeada em dois tubos contendo 5,0
mL de caldo infusdo cérebro-coracdo (BHI) (Merck, Alemanha) incubados sob agitacdo de
150 rpm (Orbit-Shaker, Lab-Line, EUA) a 37 + 2°C por 20-24-h. Apo6s a incubacdo, um tubo
de caldo BHI foi utilizado para inoculagdo de 200 puL do crescimento celular, em triplicata,
em quatro microplacas de poliestireno contendo 96 orificios com fundo chato
(Microtes™ Falcon, EUA). O outro tubo contendo a mesma cepa, foi centrifugado a
7500 rpm/10 min (Eppendorf 5804-R, A-4-44, Alemanha), o sobrenadante foi descartado, e 0
sedimento ressuspenso em 5,0 mL de agua mineral natural estéril. Duzentos microlitros dessa
suspensdo foram inoculados, em triplicata, nas microplacas. A cepa de P. aeruginosa
ATCC 27853 foi utilizada como controle positivo (CP). Trés orificios foram inoculados com
200 pL de caldo BHI sem crescimento e com a agua mineral natural estéril, sendo utilizados
como controles negativos (CN). Duas microplacas foram incubadas a 25 + 2°C e duas a
35+ 2°C. Apds 24 e 48-h foi realizada a leitura de uma microplaca incubada em cada
temperatura. Cada orificio foi lavado por cinco vezes com agua destilada e placa foi mantida
a temperatura ambiente durante 45 min. A seguir foi adicionada 200 pL de uma solucdo de
cristal violeta 0,41% (Merck, Alemanha) preparado em solucéo de etanol a 20% (v/v) a e a
placa foi mantida a temperatura ambiente por 45 min. O conteudo foi novamente lavado com
agua destilada por cinco vezes e mantida a temperatura ambiente por 45 min. Em seguida
foram adicionados 200 pL de etanol a 96% (Merck, Alemanha) e as microplacas foram
mantidas sob agitacdo de 500 rpm/ 10 min (IKA, MS3D, EUA). Apds, 150 uL de cada
orificio foram transferidos para uma nova microplaca e foi determinada a densidade oética
(DO) em espectrofotbmetro (Biomérieux, Reader 270, Franca) em comprimento de onda de
600 nm. A interpretacdo dos resultados foi realizada pela média das nove leituras de cada
cultura. As cepas foram classificadas como: ndo aderentes (NA), fracamente aderentes (FA),
moderadamente aderentes (MA) e fortemente aderentes (FMA), segundo o critério descrito
por Stepanovic et al. (2007):

NA — DO < DO do CN (DOc); FA — DOc < DO <2 x DO¢; MA — 2 x DO¢c < DO <
4 x DO¢; FMA — 4 x DO¢ < DO.

2.5. Avaliacdo da susceptibilidade a antimicrobianos

A avaliacdo da suscetibilidade dos isolados de P. aeruginosa frente aos antimicrobianos
foi realizada pelo teste de difusdo em &gar (Kirbi-Bauer) baseada nos critérios do CLSI
(2012). Foram utilizados discos (produzidos por Diagnosticos Microbioldgicos
Especializados, Brasil) de doze antibioticos: Imipenem (IPM; 10 ug), Ceftazidima (CAZ;
30 pg), Meropenem (MER; 10 ug), Piperacilina/Tazobactam (PIT; 100/10 pg), Cefepima
(CPM; 30 pg), Levofloxacina (LVX; 5 pug), Tobramicina (TOB; 10 pg), Amicacina (AMI,
30 pg), Aztreonam (ATM; 30 pg), Gentamicina (GEN; 10 pg), Ticarcilina/Acido clavulanico
(TAC; 75/10 ug) e Ciprofloxacina (CIP; 5 pQ).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras que apresentaram contaminacdo por algum grupo de micro-organismos
descrito na RDC n.° 275/05 estdo descritas na Tabela 1. Das 80 amostras analisadas, 40
(50,0%) apresentaram qualidade microbiologica insatisfatoria segundo os critérios da
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resolucdo supracitada. Quatro amostras (5,0%) apresentaram CSR, nove (11,2%)
apresentaram coliformes totais e uma (1,2%) apresentou coliformes termotolerantes. O maior
indice de amostras insatisfatorias foi devido a presenca de P. aeruginosa, que foi detectada
em 38 amostras (47,5%). Nenhuma amostra apresentou contaminagao por enterococos.

Tabela 1. Caracterizagdo microbioldgica das amostras de agua mineral natural que apresentaram
qualidade insatisfatéria segundo os pardmetros estabelecidos pela RDC n° 275/05 (Brasil, 2005).

Coliformes Coliformes Clostrideos sulfito

Amostra termotolerantes totais redutores P. aeruginosa
Al Auséncia Auséncia Auséncia >23
Bl Auséncia Auséncia Auséncia 2,2
E5 Auséncia Auséncia Auséncia >23
F2 Auséncia Auséncia Auséncia 16
G2 Auséncia Auséncia Auséncia >23
H1 Auséncia Auséncia Auséncia 1,1
J1 Auséncia Auséncia Auséncia 1,1
J2 Auséncia Auséncia Auséncia 51
K2 Auséncia Auséncia Auséncia >23
L1 Auséncia Auséncia Auséncia 9,2
M1 Auséncia Auséncia Auséncia 1,1
M2 Auséncia Auséncia Auséncia 1,1
M3 Auséncia Presenca Presenca 11
M4 Presenca Presenca Presenca 6,9
Q2 Auséncia Auséncia Auséncia >23
S1 Auséncia Presenca Auséncia 2,2
Ul Auséncia Auséncia Auséncia 2,2
U3 Auséncia Presenca Auséncia 2,2
us Auséncia Auséncia Auséncia 3,6
U6 Auséncia Auséncia Auséncia 11
u7 Auséncia Auséncia Presenca <11
us Auséncia Auséncia Auséncia 51
U9 Auséncia Auséncia Auséncia 9,2
u10 Auséncia Presenca Auséncia 12
Uil Auséncia Presenca Auséncia 6,9
u12 Auséncia Presenca Auséncia 6,9
u13 Auséncia Auséncia Auséncia 2,2
Ui15 Auséncia Auséncia Auséncia 11
u16 Auséncia Auséncia Presenca >23
ul17 Auséncia Auséncia Auséncia >23
Y1 Auséncia Auséncia Auséncia 11
Z1 Auséncia Auséncia Auséncia 16
Z4 Auséncia Auséncia Auséncia 11
A’l Auséncia Auséncia Auséncia 51
C2 Auséncia Auséncia Auséncia 11
D’l Auséncia Presenca Auséncia <11
D2 Auséncia Presenca Auséncia 23
G’l Auséncia Auséncia Auséncia 9,2
G2 Auséncia Auséncia Auséncia >23
G’3 Auséncia Auséncia Auséncia 2,2

Nota: Coliformes termotolerantes, coliformes totais e clostrideos sulfito redutores — Auséncia ou presenca
em 100 mL; P. aeruginosa — NUmero mais provavel/100 mL.
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O indice de amostras insatisfatorios obtidos neste estudo foi semelhante ao relatado por
outros autores, que ao analisarem aguas minerais naturais comercializados em garraffes de
20 L encontraram um percentual de amostras insatisfatdrias variando de 23,8-71,0% (Sant’ana
et al., 2003; Farache Filho e Dias, 2008; Brandao et al.; 2012). Das 33 marcas analisadas neste
estudo, apenas 14 marcas (42,4%) apresentaram qualidade microbiologica satisfatoria para
todas as amostras analisadas. Este resultado foi distinto do relatado por Brandao et al. (2012)
que ao analisarem a qualidade 15 marcas, observaram que nenhuma marca apresentou
qualidade satisfatéria em todas as amostras analisadas.

P. aeruginosa foi o micro-organismo que representou maior prevaléncia, com uma
concentracdo variando de 1,1 a >23 NMP/100 mL (Tabela 1). Trinta amostras (78,9%)
apresentaram concentracdo entre 1,1 a 23 NMP/100 mL, enguanto que as demais
apresentaram o resultado >23 NMP/100 mL. Esse resultado foi similar ao obtido por Brandao
et al. (2012), que observaram que 78,6% das amostras contaminadas por P. aeruginosa
apresentavam-se na mesma faixa de concentragdo. Outros autores relataram um maior
percentual de amostras de dguas minerais naturais em garrafées de 20 L contaminadas por
P . aeruginosa, com prevaléncia de 50,0% (Nascimento et al., 2000) e 67,7% (Brandao et al,
2012). A menor prevaléncia de P. aeruginosa observada neste estudo, cujo resultado foi de 38
amostras insatisfatorias para este micro-organismo (47,5%), pode estar associada ao fato de
que as amostras foram coletadas apds a publicacdo da RDC n.° 173/2006 (Brasil, 2006), que
regulamentou as BPF para os produtores de dgua mineral natural. Além disso, em 2009 foi
publicado a Portaria n°® 358/2009 (Brasil, 2009) que estipulou um prazo de validade de trés
anos para as embalagens plastico-garrafdo de 20 L. Contudo, o indice de 50% de amostras
insatisfatdrias obtido neste estudo indica que ainda estdo ocorrendo falhas por parte dos
produtores, que devem cumprir a norma de BPF assim como o setor regulador quanto a sua
fiscalizacdo desse cumprimento. Além disso, 0 prazo de trés anos talvez ainda ndo seja
suficiente para garantir a integridade das embalagens reutilizaveis de 20 L.

Os resultados da producdo de biofilme pelas cepas de P. aeruginosa e do perfil de
susceptibilidade a antimicrobianos estdo apresentados na Tabela 2. Nao foi possivel isolar
cepas de P. aeruginosa das amostras J2, M1, U8, U12, Ul5, Y1 e Z1 pois ndo houve
crescimento de coldnias no agar cetrimide. Isto pode ter ocorrido devido ao tempo maior que
o0 caldo acetamida ficou estocado antes da realizacdo da semeadura no agar cetrimide, que
quando ndo pode ser realizado em tempo habil, acabou levando a perda da viabilidade da
cultura no caldo.

Outros autores que pesquisaram P. aeruginosa em amostras de dguas minerais naturais
em outros tipos de embalagem ndo retornaveis, como copos plasticos ou garrafas de
politereftalato de etileno, ndo detectaram amostras contaminadas (Coelho et al., 2007,
Bernardo, 2009; Neta et al., 2013). Isto indica que as dguas minerais comercializadas em
garrafBes reutilizaveis de 20 L estdo mais sujeitas & contaminacdo. Esse fato esta relacionado
principalmente a ineficiéncia das etapas de limpeza e desinfec¢cdo dos garrafdes, uma vez que
o biofilme formado nestas embalagens ndo é facilmente removivel durante estas etapas
(Farache Filho e Dias, 2008).

Neste estudo, a pesquisa de formacdo de biofilme foi testada nas temperaturas de
25 + 2 °C, que simula a temperatura ambiente, onde as embalagens de 20 L sd@o normalmente
estocadas no comércio, e 35 + 2 °C, que é proxima da temperatura 6tima de crescimento de P.
aeruginosa (Koneman et al., 2001) e comum em dias de calor no Estado do Rio de Janeiro.

Avaliou-se a produgdo em dois tipos de matrizes, uma em caldo BHI, que é um meio de
cultivo rico em nutrientes, e outra em agua mineral natural estéril, que apresenta pequena
quantidade de nutrientes, de forma a comparar a producéo do biofilme na prépria matriz em
gue 0s micro-organismos se encontram.
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Tabela 2. Producéo de biofilme e perfil de susceptibilidade a antimicrobianos das cepas de P. aeruginosa.

Producéo de biofilme

Caldo infusdo cérebro Agua mineral natural estéril Antibiograma
Amostra coracéo
25°C 35°C 25°C 35°C Intermediério Resistente
24-h 48-h  24-h  48-h  24-h  48-h  24-h  48-h

Al FA- FA NA FA FA FA FA FA * *

B1 FTA FTA MA MA FA FA FA FA * *

E5 MA FTA FA MA FA FA FA FA * *

F2 FA. FA NA FA MA FA FA FA TAC CAZ, CPM, ATM
G2 MA MA MA FA FA FA FA FA * *

H1 MA MA MA MA FTA FTA MA FA ATM, TAC, CIP *

J1 NA FA FA FA FA FA NA FA * *

K2 FTA FTA MA MA FA FA FA FA * *

L1 FA- FA FA FA FA FA FA FA ATM TAC
M2 FA- FA NA FA FA FA FA FA ATM, CIP TOB, AMI, GEN,

TAC

M3 FA.- FA NA FA FA FA FA FA TAC *

M4 FA FA NA FA FA FA FA FA TAC *

Q2 MA MA MA MA FA FA FA FA * *

S1 FTA FTA FTA FTA FA FA MA MA * *

Ul FA FA NA FA FA FA FA FA ATM, TAC *

U3 FA FA FA MA FA FA FA FA * *

U5 FA FA FA FA FA FA FA FA TAC *

U6 FA.- FA FA FA FA FA FA FA * *

U9 FA.- FA FA FA FA FA FA FA * *
u10 FA- FA FA MA FA MA FA FA ATM, TAC *
u11 FTA MA MA FA MA MA FA MA ATM, TAC *
u13 FA.- FA FA FA FA FA FA FA ATM TAC
u16 FA.- FA NA FA FA FA MA FA ATM, TAC *
u1l7 FA FA FA FA FA FA FA FA TAC *

Z4 FA FA FA FA FA FA FA FA ATM TAC
A’l FA FA MA FA  FTA FTA FA FA ATM, TAC *

C2 FA FA FA FA MA FTA MA MA TAC *

D2 MA FTA MA FTA FA FA FA FA * *

G’1 FA. FA FA FA FA FA FA FA * ATM, TAC
G2 FA. FA FA FA FA FA FA FA * *

G’3 FA. FA FA FA FA FA FA FA * TAC

P. FTA FTA FTA FTA FTA FTA MA MA NR NR

aeruginosa
ATCC27853

Nota: FA- Fracamente aderente; NA- N&o aderente; *- Sensivel a todos os antimicrobianos testados; FTA- Fortemente
aderente; MA - Moderadamente aderente; TAC- Ticarcilina/Acido clavulanico; CAZ - Ceftazidima, COM - Cefepima;
ATM- Aztreaonam; CIP - Ciprofloxacina; TOB - Tobramicina; AMI - Amicacina; GEN- Gentamicina; NR - N&o

realizado.

A maioria das cepas de P. aeruginosa (A1, J1, L1, M2, M3, M4, U1, U5, U6, U9, U13,
Ul7, 74, G’1, G’2 e G’3) foram classificados como NA ou FA, tanto no caldo BHI quanto na
agua mineral estéril (Tabela 2). Considerando como resultado positivo para producdo de
biofilme a classificacdo de MA ou FTA em pelo menos uma das temperaturas estudadas (25
°C ou 35 °C) e durante um dos periodos de incubacéo (24 ou 48-h); as cepas B1, E5, G2, K2,
Q2, U3 e D’2 foram capazes de produzir biofilme no BHI, mas ndo foram capazes de produzir
biofilme na agua mineral. Provavelmente, estas cepas necessitam de uma quantidade de
nutrientes para producdo do EPS e/ou dos demais componentes do biofilme que s6 estavam
disponiveis no BHI. Por outro lado, as cepas H1, S1, U10, Ull e A’1 produziram biofilme
tanto no BHI quanto na agua mineral, indicando que a concentracdo de nutrientes no meio néo
foi o fator limitante para produc¢dao do biofilme. J4 as cepas F2, Ul6 ¢ C’2 produziram
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biofilme apenas na agua mineral. Neste caso, a escassez de nutrientes pode ter sido a
responsavel pela ativacdo de genes para a producdo de biofilme. A cepa de P. aeruginosa
ATCC 27853 utilizada como CP apresentou producao de biofilme em todos os experimentos.

Muitos estudos apontam que o aumento de bis-(3',5)-di-guanosina monofosfato ciclico
(c-diGMP) intracelular atua como um segundo mensageiro que leva a expressao de fimbrias
em P. aeruginosa que auxiliam no formagdo do biofilme (HauPler, 2008). Determinados
fatores ambientais, como luz, oxigénio e nutrientes, podem modular a expressdo de c-diGMP
(Kulasakara et al., 2006). De acordo com Yasuhiko et al. (2012), o biofilme formado devido
ao aumento de c-diGMP intracelular tende a ser mais aderente e robusto do que em cepas que
produzem biofilme sem ativar esta via. Logo, as cepas que foram classificadas como FTA
(B1, E5, H1, K2, S1, Ull, A’l, C’2 ¢ D’2) provavelmente utilizaram a via c-diGMP para
producdo de biofilme. A identificacdo de cepas de P. aeruginosa fortemente produtoras de
biofilme ja foi descrito por Bernardo (2009) em ensaios que avaliaram a producdo de biofilme
em BHI a 37 °C durante 24-h.

O grau de formacdo do biofilme produzido foi considerado com maior adesdo quando
incubado a temperatura de 25°C (Tabela 2). Contudo, as cepas S1, U3 e U16 ndo
apresentaram este perfil, produzindo biofilme apenas na temperatura de 35°C. Segundo
Mohamed e Huang (2007), a temperatura tem um efeito na producdo de EPS, afetando de
forma direta a capacidade de adesdo e formacdo de biofilme, bem como a forma com que as
bactérias neste estado lidam com os estresses ambientais. A maior formacdo do biofilme na
temperatura de 25°C demostra que guando as aguas estdo contaminadas por P. aeruginosa o
biofilme pode ser formado mesmo na temperatura de prateleira (Bernardo, 2009).

Os isolados de P. aeruginosa apresentaram sensibilidade a maioria dos antibioticos,
sendo 13 isolados (34,2%) sensiveis a todos 0s antibioticos. Esse resultado foi similar ao
relatado por Bernardo (2009), que avaliou o perfil de susceptibilidade de isolados de P.
aeruginosa de amostras de d&gua mineral e observaram que as cepas foram sensiveis a todos 0s
antibidticos. Contudo, 12 cepas (38,7%) apresentaram resisténcia intermediaria a TAC, 10
(32,2%) a ATM e dois (6,4%) a CIP (Tabela 2). Seis cepas (19,4%) apresentaram resisténcia a
TAC e duas (6,4%) a ATM (Tabela 2). A cepa F2 apresentou resisténcia a CAZ e CPM; e a
cepa M2 apresentou resisténcia a TOB, AMI e GEN (Tabela 2), sendo os isolados que
apresentaram maior resisténcia aos antimicrobianos. Resultado semelhante foi relatado por
Vaz-Moreira et al. (2012) que ao analisarem diferentes tipos de &gua, incluindo 4gua mineral
natural, observaram que as cepas de P. aeruginosa possuiam maior resisténcia a TAC (80%),
seguidas de CAZ e CPM (18 e 2%, respectivamente) e ndo foi observada nenhuma resisténcia
a IPM e MER. Os antibioticos ATM, CAZ, CPM e TAC pertencem ao grupo dos B-
lactdmicos (CLSI, 2012). Resisténcia a esta classe de antimicrobianos ja foi descrita em cepas
de P. aeruginosa, sendo os mecanismos de resisténcia mais comuns a difuséo deficiente ou
porinas alteradas e a produgado de B-lactamase de amplo espectro. Outros mecanismos também
descritos s@o a alteracdo de proteinas fixadoras de penicilinas e a baixa forca motriz de
protons (Konemann et al., 2001). Segundo Dunn e Wunderink (1995) os B-lactamicos variam
na aptiddo em induzir a producdo de B-lactamase em P. aeruginosa. Logo, isso também pode
explicar o porqué determinadas cepas apresentaram resisténcia a alguns - lactdmicos e outras
ndo. Os antibidticos TOB, AMI e GEN pertencem ao grupo dos aminoglicosideos que
necessitam cruzar a membrana citoplasmatica bacteriana antes de iniciar seus efeitos letais
(Beltrame et al., 1999). A resisténcia a esta classe de antimicrobianos em P. aeruginosa
provém da modificagdo do antibiotico mediada por enzimas e/ou difusdo deficiente ou porinas
alteradas (Koneman et al., 2001).

Comparando a producdo de biofilme com o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos,
nota-se que a maior parte das cepas que apresentou resisténcia intermediaria ou resisténcia a
antimicrobianos foram classificadas como FA (Tabela 2). As cepas F2, H1, U10, U1l, U16,
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A’l e C’2 que produziram biofilme na 4gua mineral apresentaram resisténcia e/ou resisténcia
intermediéria a determinados antimicrobianos. De acordo com Haupler (2008), 0 aumento dos
niveis de c-diGMP também pode aumentar a resisténcia a antibioticos. Logo, estas cepas
podem ter utilizado o mecanismo de aumento c-diGMP intracelular e consequentemente
apresentaram maior resisténcia a antimicrobianos.

4. CONCLUSAO

Concluiu-se que isolados de P. aeruginosa foram capazes de produzir biofilme em caldo
BHI (22,6%), em agua mineral natural (9,7%) e em ambos (16,1%). Esta producéo foi maior
no caldo BHI e na temperatura de 25°C (32,3%). Algumas cepas apresentaram resisténcia
(51,6%) ou resisténcia intermediaria (22,6%) a antimicrobianos, o que pode prejudicar o
tratamento de pacientes no caso de infeccOes que tenham como agente estes micro-
organismos. Metade das amostras analisadas (40 amostras) apresentou qualidade
microbioldgica insatisfatoria segundo a legislacdo brasileira vigente, principalmente devido a
contaminacdo por P. aeruginosa. Desta forma sugerimos que os fabricantes estejam atentos
ao cumprimento das BPF, principalmente na etapa de higienizacdo das embalagens
retornaveis de 20 L, de forma a garantir a eliminacdo do biofilme possivelmente presente.
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