Ocorréncia de Pseudomonas aeruginosa em agua potavel
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RESUMO. Foram analisadas 413 amostras de dgua potivel do sistema principal e do
sistema secunddrio em Bandeirantes, Estado do Parand, através de membrana filtrante para
P. aeruginosa e bactérias heterotréficas em dgar Plate Count. Coliformes totais e fecais foram
determinados pelo método dos tubos mudltiplos. A qualidade fisico-quimica da dgua foi
determinada em termos de turbidez, pH, cloro, fldor, alcalinidade, cor, oxigénio dissolvido,
dureza e matéria orginica. Das amostras examinadas, 10,41% estavam contaminadas por P.
aeruginosa, incluindo 23,53% das amostras do sistema de dgua secundirio, ¢ 8,56% das
amostras do sistema de dgua principal. Somente uma amostra apresentou contagem de
bactérias heterotréficas acima do nivel miximo recomendado. P. aeruginosa isoladas foram
testadas para sensibilidade ao cloro livre e sobreviveram a uma concentragio de cloro trés
vezes acima da concentracio minima usada. E recomendada a determinacio periddica de
Pseudomonas em adigio aos dados rotineiramente coletados na maioria dos sistemas de
abastecimento.

Palavras-chaves: Pseudomonas aeruginosa, anilise de dgua, controle de qualidade microbioldgica.

ABSTRACT. Occurrence of Pseudomonas aeruginosa in drinking water. A total of 413
samples of drinking water, taken from principal and secondary water systems in the
municipality of Bandeirantes, state of Parand, southern Brazil, were analyzed through
membrane filtration for P. aeruginosa and on Plate Count agar for heterotrophic bacteria.
Total and fecal coliforms were determined by multiple dilution tube methods. Turbidity,
pH, chlorine, fluoride, alkalinity, color, dissolved oxygen, hardness and organic matter were
also measured. Of the 413 samples examined, 10.41% were contaminated by P. aeruginosa,
including 23,53% of the water from secondary water system, 8,56% of the water from
principal water system. No coliform was found in any of the samples. One sample counted
above the maximum heterotrophic bacteria level permitted. P. aeruginosa isolated from the
water samples were tested for chlorine sensitivity and survived up to three times the
minimum chlorine concentration used. It is desirable that Pseudomonas enumeration be
performed periodically, in addition to data routinely collected by most water supply
systems.
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Introducao

A veiculagio hidrica de agentes ectioldgicos de
cardter infeccioso ou parasitirio é responsivel pela
alta incidéncia de doencas que afetam as populacoes
de modo geral (Brasil-Ministério da Satde, 1999).
Segundo dados da Organiza¢gio Mundial de Satde
(WHO, 1993), 80% das doengas que ocorrem nos
paises em desenvolvimento sio ocasionadas pela
contaminagio da dgua.

A presenca de bactérias do grupo coliforme em
dgua potivel tem sido vista como um indicador de
contaminagio fecal relacionado ao tratamento
inadequado ou inabilidade de manter o desinfetante

residual na dgua distribuida (LeChevallier ef al.,
1996). O Ministério da Satde (Brasil. Portarias,
2000) regulamenta a qualidade do sistema municipal
de abastecimento com base na presenca de
coliformes e contagem de bactérias heterotréficas,
enquanto que regulamenta¢io mais restritiva existe
em relacio 3 4gua mineral natural e proibe a
presenga de bactérias potencialmente patogénicas,
incluindo  Pseudomonas aeruginosa, Enterococos e
Clostridios ~ sulfito  redutores ou  Clostridium
perfringens (Brasil, Resolugio, 2005). A Organizagio
Mundial de Satde (WHO, 1993) estabelece que a
dgua engarrafada para consumo humano deve ser
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totalmente livre de coliformes e P. aeruginosa. Este
ultimo foi incluido devido a vulnerabilidade de
criangas e 1dosos a este microrganismo.

Bactérias pertencentes ao género Pseudononas sio
amplamente encontradas no ambiente (Ringer e

Drake, 1952; Wheater et al,, 1980) ¢ sio
freqiientemente  responsdveis, como  bactérias
oportunistas, por virios episédios de graves

infecgdes.  P.  aeruginosa é a espécie  mais
freqiientemente envolvida nas infecgdes com ampla
localizagio e severidade, como aquelas do trato
respiratdrio, trato urinirio ¢ da corrente sanguinea
(Pitten et al., 2001). A capacidade de P. aeruginosa de
crescer em 4gua com baixos niveis de sélidos
dissolvidos e compostos orginicos confirma sua
habilidade de adaptar-se perfeitamente a ambientes
nutricionalmente muito pobres. Favero et al. (1971)
observou que P. aeruginosa foi capaz de crescer em
dgua destilada usada para diluir drogas administradas
por injegio intravenosa.

De acordo com Bolick (2000), os agentes
etiolégicos das infec¢des hospitalares tém  sido
modificados com o passar dos anos. Ainda segundo
este autor, entre 1940 e 1960, Staphylococcus aureus era
o principal agente etiolégico. O tratamento com
antibidticos e os programas educativos acarretaram
uma redugio nesse tipo de infec¢do. Hoje em dia,
observa-se incidéncia cada vez maior de Pseudomonas
e de outras bactérias Gram negativas. Recentemente,
Kallel et al., (2005) relataram a prevaléncia de
infec¢do hospitalar na Tunisia. De acordo com estes
autores, a documentagio microbiolégica sé foi
possivel em 18% das infecgdes e os organismos mais
freqiientemente isolados foram Dbacilos Gram-
negativos (80%).

O objetivo do presente trabalho foi determinar a
ocorréncia de Pseudomonas aeruginosa em agua potivel
da rede de abastecimento puiblico da cidade de
Bandeirantes, Parani. Avaliar a influéncia de fatores
fisico-quimicos, ambientais, e operacionais na
presenca de P. aeruginosa, e comparar a sua presenga
com outros indicadores  microbianos. A
sobrevivéncia de Pseudomonas aeruginosa em relagio a
quantidade do residual de cloro livre foi também
determinada.

Material e métodos

Sistemas de abastecimento. O fornecimento de
dgua potivel na cidade de Bandeirantes, localizada
no norte pioneiro do Estado do Parani é constituido
de dois sistemas de abastecimento. O sistema que
fornece dgua para 90% da populagio, denominado
no trabalho de sistema principal, fornece dgua de
superficie, proveniente do rio das Cinzas, misturada
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com a dgua do Aqiiifero Guarani. O outro sistema,
denominado sistema secundirio, fornece dgua de
pogo semi-artesiano para 10% da populagio. O
sistema principal capta dgua de superficie que, apds
floculagio, sedimentagio e filtracio, é misturada
com a dgua do Aqiiffero Guarani em uma cimara de
mistura e, ap6s cloragio e fluoretagio, é distribuida.
A 4gua do sistema secunddrio é captada, clorada e
distribuida.
Coleta das Amostras. Foram coletadas 40 amostras
aleatérias mensais do sistema principal e secundirio
de distribuigdo de 4gua, durante os meses de
fevereiro a novembro de 2003, tomando cuidado
para que os locais de coleta nio se repetissem e
tivessem abrangéncia significativa da dgua distribuida
na cidade. As amostras foram coletadas diretamente
do cavalete de entrada e foi verificado se o ponto de
coleta recebe dgua diretamente do sistema de
distribuigio. As amostras foram coletadas de acordo
com American Public Health Association (APHA,
1998) e processadas imediatamente ao chegarem no
Laboratério de  Anilises  Fisico-quimicas e
Microbiolégicas do Servigo Auténomo de Agua e
Esgoto (SAAE) da cidade de Bandeirantes, Estado do
Parana.
Identificacéao A detecgio de
Pseudomonas aeruginosa foi realizada através da técnica
de membrana filtrante (APHA, 1998) utilizando-se o
m-PA-C Agar (Becton Dickinson/BBL,
Cockeysville, MD, USA). A confirmagio foi feita
em Agar Milk (Difco Laboratories, Detroit, MI).
Pseudomonas aeruginosa hidrolisa a caseina e produz
um pigmento difusivel esverdeado. Os coliformes
fecais e totais foram analisados pela técnica de tubos
multiplos e as bactérias heterotréficas em Plate
Count Agar (Difco Laboratories) de acordo com o
Ministério da Satide (1999). Para verificar a
legitimidade da técnica, amostras positivas aleatdrias
foram identificadas através do teste de citocromo
oxidase, coloragio de Gram e sistema de
identifica¢io BBL Crystal (Becton Dickinson).
Avaliacao das caracteristicas fisico-quimicas.
As anilises de cloro, fldor ¢ cor foram feitas por
espectrofotometria, utilizando-se o aparelho HACH
- modelo DR/2010; o pH foi aferido pelo medidor
de pH ALpHALAB - modelo PA 200; a turbidez foi
medida através do Turbidimetro HACH - modelo
2100P; alcalinidade, dureza e matéria orginica foram
analisadas por titulagio e o oxigénio dissolvido foi
dosado pelo Oximetro DM4 da Digimed de acordo
com o Ministério da Satde (1999). O indice
pluviométrico e a temperatura ambiente foram
fornecidos pela Iapar/FALM (2003).

Crescimento das amostras de P. aeruginosa

bacteriana.
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em Cloro livre. Para a avaliagio da sobrevivéncia de
P. aeruginosa, 10 mL de um inéculo (10° UFC/mL)
foram adicionados em 10 mL de 4gua contendo
diferentes concentragdes de cloro (0 a 1,0 mg/L).
Apés trés minutos de contato a mistura foi
neutralizada pela adigio de tiosulfato de sédio 1,8%.
Diluicées decimais foram entio semeadas pela
técnica de espalhamento em superficie sobre Agar
Nutriente (Merck SA, Sio Paulo). O ntimero de
microrganismos sobreviventes foi comparado com o
controle (Seyfried e Fraser, 1980).

Resultados

Os valores médios dos parimetros fisicos e
quimicos das amostras de dgua podem ser
observados na Tabela 1. Na maioria dos casos, as
amostras de dgua do sistema secundério (pogo semi-
artesiano)  apresentaram  maiores  valores de
alcalinidade e dureza quando comparadas com as
amostras do sistema principal (dgua de superficie e
Aqiiifero Guarani). E interessante observar que os
valores médios de cloro foram significativamente
maiores na dgua do sistema principal.

Tabela 1. Caracteristicas fisica e quimicas da dgua do sistema
principal e sistema secundirio de abastecimento.
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ponto de vista microbiolégico, ou seja, estavam
contaminadas por pelo menos um indicador ou
bactéria  patogénica. Nenhuma das amostras
analisadas apresentou contaminagio por bactérias do
grupo coliforme.

Tabela 2. Numero e porcentagem de Pseudomonas aeruginosa,
coliformes totais, coliformes fecais e bactérias heterotréficas em
dgua do sistema principal e secundirio.

Indicadores e bactéria

patogenica Nuamero (%) de amostras positivas

Agua do sistema Agua do sistema

principal secunddrio
(n= 362) (n=51)
Pseudomonas aeruginosa* 31 (8,56 %) 12 (23,53 %)
Coliformes totais* 0 0
Coliformes fecais* 0 0
Bactérias Heterotroficas**
<1 164 (45,3%) 9 (17,6%)
1-500 197 (54,4%) 42 (82,4%)
501-1.000 0 0
> 1.001 01 (0,3%) 0
Faixa 0-2543 0-435
Média 15 25

Amostras inaceitiveis*** 32 (8,84 %) 12 (23,53 %)

Nuamero de bactérias por 100 ml; ** Ntmero de bactérias por ml;
***Amostras positivas para um indicador ou bactéria patogénica.

A relagio entre a ocorréncia P. aeruginosa e a

Parimetros Valores médios (faixa) _ . ,
Agua do sistema_ Agua do sistema concentracio de cloro livre é mostrada na Tabela 3.
principal secundirio Nio foi observada associagio entre a porcentagem de
(n=362) (@=51) amostras contaminadas por P. aeruginosa e a
Cloro (mg/l) 0,79 (0-1,4) 0,3 (0-0,8) concentragio de desinfetante (cloro livre) nas
pH 7.8 (6,2-8.7) 7.1(6,8-7.6) amostras analisadas.
Alcalinidade (mg CaCOyl) 85 (12-443) 186 (128-245)
Turbidez (uT) 1,15 (0,16-19,1) 0,4 (0,1-1,9)
Cor (uH) 08 (0-102) 04 (0-17) Tabela 3. Relacio entre amostras positivas para Pseudomonas
Matéria orginica (mg/l O, cons) 1,2 (0,1-21) 1,3 (0,2-5,8) aeruginosa e a concentragio de cloro livre.
Oxigénio dissolvido (mg Oy) 6,31 (24-10,74) 6,7 (542-8,21) ] )
Dureza (mg CaCO,/1) 29 (2-74) 243 (192-303) Cloro Livre Agua do sistema principal Agua do sistema
Fldor (mg/l F) 0,84 (0-1,91) 0,22 (0-1,07) (mg/1) secunddrio
Temperatura da dgua (°C) 24 (15-32) 19 (15-26) Nuamero (%) amostras Niimero (%) amostras
Temperatura ambiente (°C) 21,9 (12,6-30,2) 21,9 (12,6-30,2) n positivas n positivas
<02 4 0 (0,00) 16 5 (31,25)
. 0,2-0,4 28 2(7,41) 25 7 (28,00)
A Tabela 2 apresenta o niimero e a porcentagem >04-08 148 11 (7,43) 10 0 (0,00)
de amostras positivas de P. aeruginosa, coliformes >0,8-12 180 18 (10,00) 0 0(0,00)
>12 2 0 (0,00) 0 0 (0,00)

totais e fecais e bactérias heterotréficas. Das 362
amostras de dgua coletadas do sistema principal 31
(8,56%) apresentaram contaminagio por P.
aeruginosa, enquanto que 12 (23,53%) das 51
amostras  coletadas do  sistema  secundirio
apresentaram tal contaminagio. Apenas uma amostra
do sistema principal apresentou contagem de
bactérias heterotréficas acima do limite permitido
(500 UFC/mL), nio coincidindo com a
contaminagio por P. aeruginosa, elevando para 32

(8,84%) o nimero de amostras inaceitiveis. Doze
(23,53%) das amostras de dgua do sistema

secundirio foram consideradas inaceitiveis sob o

A presenga de P. aeruginosa em amostras de dgua
in natura (nio tratada) de superficie e amostras de
dgua provenientes do Aquifero Guarani foram
também avaliadas (dados nio mostrados). Foram
encontrados altos niveis de contaminagio por P.
aeruginosa, coliformes e bactérias heterotréficas em
dgua in natura de superficie. Em contraste, nenhuma
das amostras de dgua provenientes do Agiiifero
Guarani apresentou contaminagio pelas bactérias
utilizadas no estudo.
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Nio foi observada correlagio entre a ocorréncia
de P. aeruginosa e falhas operacionais nos sistemas de
distribuigio, como quebras e reparos na canaliza¢io
de distribuig¢io de dgua (dados nio mostrados).

Com base nestes resultados, um estudo
complementar para avaliar a sobrevivéncia de P.
aeruginosa em concentragoes residuais crescentes de
cloro foi realizado (Figura 1). Cerca de 85% das
amostras de P. aeruginosa isoladas de dgua de ambos
os sistemas sobreviveram a concentracdes de cloro
livre de até 0,4 mg/L. A eliminagio total das células
s6 foi alcangada em concentragdes de cloro acima de
0,6 mg/L.
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Figura 1. Sobrevivéncia de Pseudomonas aeruginosa em diferentes
concentragdes de cloro livre. Um volume de 10 ml de um inéculo
(10° UFC/ml) foi adicionado em 10 ml de 4gua contendo
diferentes concentragdes de cloro (0 a 1,0 mg/l). Apéds trés
minutos de contato a mistura foi neutralizada pela adi¢io de
tiosulfato de sédio (1,8%) e a viabilidade determinada por
contagem em placa e expressa como porcentagem de
sobreviventes em relacio ao controle.

Discussao

De acordo com a Portaria n° 1469 do Ministério
da Sadde (2000), o sistema de abastecimento de dgua
para o consumo humano compreende a instalagio
composta pelo conjunto de obras civis, materiais e
equipamentos, destinado 2 produgio ¢ a distribui¢io
canalizada de dgua potivel para populagdes, sob a
responsabilidade do poder ptblico, mesmo que
administrada em regime de concessio ou permissio.

Bactérias heterotréficas sio amplamente usadas
como indicadoras da qualidade de 4dgua potivel. A
contagem destes microrganismos ¢ geralmente
referida como heterotréficas, padrio ou contagem
total em placa. Os organismos sio detectados por
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propagacio em meios nio-seletivos ricos em
nutrientes que permitem a multiplicagio de uma
mais ampla faixa possivel de bactérias, que pode
incluir outros organismos como levedura (WHO,
1993; Grabow, 1996).

A dgua potivel de sistemas de distribui¢io ¢é
colonizada ~ por  microrganismos  sapréfitos
heterotréficos  (bactérias, fungos filamentosos,
leveduras, etc.) que crescem a partir da matéria
orginica biodegradivel (Servais et al., 1992;
LeChevallier et al., 1993). Microrganismos
potencialmente patogénicos (Legionella spp, por
exemplo) e microrganismos de origem fecal
(Escherichia coli, por exemplo) podem também,
encontrando condicoes favordveis, proliferar nestes
sistemas (LeChevallier, 1990; Fass ef al., 1996). Esta
biomassa bacteriana (estimada em 10° bactérias por
litro em 4dgua corrente e 10° bactérias por cm”® no
biofilme) é o inicio de uma complexa cadeia
alimentar envolvendo principalmente protozodrios e
microrganismos.

Pseudomonas aeruginosa faz parte desta complexa
colonizagio sobrevivendo em condicoes precirias de
nutrientes. De acordo com Trautmann et al. (2001),
pacientes foram infectados com P. aeruginosa do
gendtipo também detectado em dgua de torneira.

A manuten¢io de desinfetante residual no
sistema de distribuicio tem como objetivo produzir
condi¢gdes  desfavoriveis para a sobrevivéncia
bacteriana na dgua para consumo. Entretanto, em
alguns casos, a aplicagio imprépria de um
desinfetante pode na realidade acentuar as condi¢oes
de crescimento bacteriano. Ozdnio, por exemplo,
pode aumentar os niveis de carbono orginico
assimildvel e pode, nio estando acoplado com
filtragdo biolégica, resultar em incremento do
crescimento bacteriano no sistema de distribuigio
(Janssens et al., 1984). Segundo Snyder et al. (1995),
os filtros de carvio ativado podem retirar a matéria
orginica da dgua, evitando a formacio de biofilmes.
Estudos anteriores mostraram que coliformes como
Escherichia coli e Klebsiella spp. sao capazes de crescer
em condi¢des oligotréficas prevalentes em biofilmes
de sistemas de distribui¢io de dgua (Camper et al.,
1991). A maneira como os coliformes e bactérias
patogénicas podem estar colonizando
heterotroficamente biofilmes nao é clara, e existem
numerosos exemplos onde a manuten¢io de
desinfetante residual nio preveniu a ocorréncia de
bactérias coliformes em amostras do sistema de
distribuicio  (LeChevallier,  1990).  Recentes
pesquisas tém indicado que virios desinfetantes
diferem em suas capacidades de interagirem com
bactérias de biofilme (LeChevallier, 1990, 1993; De
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Beer et al., 1994). Monocloramina, embora com ag¢io
desinfetante mais lenta que cloro livre, pode ser mais
efetiva na penetragio e inativagio de certos biofilmes
(LeChevallier et al., 1993).

De acordo com LeChevallier et al. (1996),
quando 0,2 mg/L de cloro residual livre ou valores
acima do normal sio mantidos, a ocorréncia de
coliformes é reduzida em cerca de 50%. A presenca
de biofilmes nas redes de distribuigio formados pela
presenca de matéria orginica na dgua é responsivel
pela demanda de desinfetante e formagio de
produtos como cloraminas e diclorados (Reckhow et
al., 1990), que tém menor poder desinfetante que o
cloro residual livre na forma de idcido hipocloroso
(Manfrini, 1974). Camper et al. (1986) reportam que
organismos ligados a particulas orginicas sio menos
susceptiveis a desinfec¢io, e podem, portanto, passar
as barreiras de desinfecgio e ter um impacto
significativo sobre os biofilmes dos sistemas de
distribuigio.

Diferentes autores tém destacado a ligagio entre
concentragio de cloro na dgua e a presenga de P.
aeruginosa. Seyfried e Fraser (1980) nio detectaram o
microrganismo em amostras com cloro residual
abaixo de 0,4 mg/L ¢ em pH menor que 7,8.
Schiemann et al. (1985), entretanto relatou o
isolamento em dgua de piscina com cloro residual
acima de 0,9 mg/L.

No presente trabalho, a avaliacgio da
sobrevivéncia de P. aeruginosa em concentragdes
residuais crescentes de cloro mostrou que cerca de
85% das amostras de P. aeruginosa isoladas de dgua de
ambos os sistemas sobrevive em concentragoes de
cloro livre de até 0,4 mg/L, e que a eliminagio total
das células sé foi alcangada em concentragdes de
cloro acima de 0,6 mg/L. Entretanto, os dados sobre
a relagdo entre amostras positivas para P. aeruginosa ¢
concentragio de cloro da dgua proveniente do
sistema principal mostraram que uma concentragio
de cloro maior que 0,6 mg/L seria necessdria para
obter uma porcentagem de 90% de amostras
aceitdveis. Esta concentracio de desinfetante é trés
vezes maior que a normalmente recomendada (0,2
mg/L).

Recentemente, anilises bacteriolégicas de 3.942
amostras de dgua da cidade de Maringd e regido,
Estado do Parani, provenientes de uma variedade de
fontes, como caixa de dgua, torneira, piscina, mina,
poco e outros, obtidas para testes de rotina entre
1996 e 1999, foram comparativamente estudadas
(Nogueira et al., 2001). Coliformes totais e fecais
analisados pela técnica de fermentagio em tubos
multiplos foram detectados em 595 e 235 das
amostras de 4gua, respectivamente, ¢ foram
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associados com os seguintes fatores: dgua “in
natura”, 4gua clorada, origem da 4gua, estacio
umida, estagio seca, pH e desinfetante residual.
Como esperado, o maior ndmero de amostras de
dgua contaminadas por coliformes totais (362) e
fecais (159) foi encontrado em 4gua in natura
coletada de fontes e pontos de consumo de
comunidades urbana e rural.

No presente trabalho, nio foi possivel estabelecer
correlagio entre P. aeruginosa e coliformes totais e
fecais, amostras
analisadas apresentou contaminagio por bactérias do
grupo coliforme. Mas, como a incidéncia de P.
aeruginosa fol muito alta, uma legislacio mais
restritiva em relagio a dgua de sistema municipal de
abastecimento, que regulamente a presenga de P.
aeruginosa é recomendada. Para isso, estudos
adicionais serdo necessirios para a decisio com
respeito 2 inclusido de Pseudomonas aeruginosa como
parimetro microbiolégico para acessar a qualidade
microbiolégica de dgua para consumo humano.
Estes estudos devem tentar correlacionar a presenga
de P. aeruginosa e as doencas infecciosas ligadas ao
consumo de dgua, ¢ que devem incluir a resisténcia a
antibidticos, toxicidade, carga infectiva da bactéria,
entre outros.

uma vez que nenhuma das

Conclusao

Este estudo reforca a importincia da
determinagio da concentragio de cloro em dgua para
assegurar que scja suficientemente alta para remover
bactérias de 4dgua potivel. Em adi¢io aos dados
coletados rotineiramente na maioria dos sistemas
publicos ou privados de abastecimento (coliformes,
bactérias totais, cloro, pH, etc), é recomendado que a
determina¢io  de  Pseudomonas  seja  feita
periodicamente (uma vez por semana, ou uma vez
por més dependendo do tamanho e da capacidade
analitica do sistema).
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