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RESUMO 

 

A produção e consumo de água mineral natural no Brasil aumentaram nos últimos anos, 

principalmente devido à insatisfação da população com a água proveniente dos sistemas 

públicos de abastecimento, e pelas propriedades nutricionais que são oferecidas por estes 

produtos. Entretanto, estudos já relataram a ocorrência de contaminação bacteriana, 

principalmente em águas envasadas em embalagens plástico-garrafão reutilizáveis de 20 L. 

Esta contaminação representa um risco para a população, principalmente para os indivíduos 

pertencentes ao grupo de risco, como idosos, imunocomprometidos, gestantes e portadores de 

doenças crônicas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade microbiológica de águas 

minerais naturais e sua relação com o prazo de validade das embalagens plástico-garrafão 

reutilizáveis de 20 L, com ênfase no isolamento de Cronobacter spp. e P. aeruginosa, 

avaliando a produção de biofilme, a resistência do biofilme a ação de sanitizantes, o perfil de 

susceptibilidade aos antimicrobianos e a diversidade genética pela técnica do Multi-locus 

Sequence Typing (MLST) e ERIC-PCR. Foram analisadas 33 amostras representativas  (três 

amostras de cada lote, totalizando 99 amostras), levando em consideração a validade do galão 

de 0-1 ano, de 1-2 anos e de 2-3 anos de água minerais naturais acondicionadas em 

embalagens plástico-garrafão reutilizáveis de 20 L comercializadas nos municípios do Rio de 

Janeiro-RJ e Niterói-RJ, sendo avaliados os seguintes parâmetros: coliformes totais, 

Escherichia coli, enterococos, clostrídios sulfito redutores, Pseudomonas aeruginosa e 

Cronobacter spp. Das 99 amostras, 22 (22,2%) apresentaram qualidade microbiológica 

insatisfatória de acordo com os critérios estabelecidos na RDC nº 275/2005, com 

contaminação por coliformes totais (16,2%), P. aeruginosa (10,1%), clostrídios sulfito 

redutores (5,0%) e E. coli (2,0%). Considerando as 33 amostras representativas analisadas, 16 

(39,4%) lotes apresentaram qualidade microbiológica insatisfatória. Cronobacter foi isolado 

de uma (1.1%) amostra, sendo a cepa identificada como C. malonaticus ST440, sensível a 

todos os antimicrobianos e não formadora de biofilme em poliestireno. Das 10 (10,1%) 

amostras contaminadas por P aeruginosa, seis cepas foram isoladas e caracterizadas, e não 

apresentaram resistência aos antimicrobianos testados, mas apresentaram produção de 

biofilme em matriz poliestireno. O biofilme produzido não foi eliminado após a exposição 

hipoclorito de sódio a 0,02%. Os isolados de P aeruginosa foram identificados como ST 252, 

1417, 2502, 2620 e 3078, e um novo ST 3312 foi descrito. Diferenças significativas foram 

observadas em relação ao prazo de validade das embalagens plástico-garrafão reutilizáveis, 

sinalizando que embalagens com tempo de fabricação superiores a dois anos apresentam 



 

 

  

maior risco de contaminação microbiológica. Estes resultados poderão ser utilizados pelos 

órgãos de Vigilância Sanitária para proposicao de medidas de controle mais eficazes para 

reduzir a contaminação nestes produtos.  

 

Palavras-chave: Água Mineral Natural. P. Aeruginosa. Cronobacter spp. MLST. ERIC-PCR. 

Biofilme. Antibiograma. 



 

 

  

ABSTRACT 

 

The production and consumption of natural mineral water in Brazil has increased in recent 

years, mainly due to the dissatisfaction of the population with the water from public supply 

systems, and the nutritional properties that are offered by these products. However, studies 

have reported the occurrence of bacterial contamination, especially in 20 L mineral water 

returnerd plastic bottled. This contamination represents a risk, especially for individuals 

belonging to the risk group, such as the elderly, immunosuppressed, pregnant women and 

patients with chronic diseases. The aims of this study was to assess the microbiological 

quality of mineral natural waters and the time of manufacture of the returnable bottle, with 

emphasis on the isolation of Cronobacter spp. and P. aeruginosa, evaluating biofilm 

production, biofilm resistance to sanitizing action, antibiotic susceptibility profile and genetic 

diversity by the Multi-locus Sequence Typing (MLST) and ERIC-PCR. A total of 33 

representative samples (three from each lot, totalizing 99 individual samples) were analyzed 

and the time of manufacture of 0-1, 1-2 and 2-3 years of the returnable bottle commercialized 

from retailers located in Rio de Janeiro-RJ and Niterói-RJ evaluating for bacterial 

contamination in total coliforms, Escherichia coli, enterococci, clostridium sulphite-reducing, 

Pseudomonas aeruginosa and Cronobacter spp. In the 99 samples, 22 (22.2%) were 

considered unsatisfactory for human consumption according to brazilian legislation, with a 

total coliform contamination (16,2%), P. aeruginosa (10,1%), clostridium sulphie-reducing 

(5,0%) and E. coli (2,0%).  Furthermore, considering each representative sample, from the 33 

lots analyzed, 16 (39.4%) lots were considerate unsatisfactory. One (3.0%) sample showed 

contamination by C. malonaticus ST440. The strain was susceptible to all antibiotics tested 

and not formed biofilm in polystyrene microplates. A total of 10 (10,1%) samples 

contaminated by P. aruginosa, six strains was isolated and was susceptible to all antibiotics 

tested, but showed biofilm in polystyrene. The formaded biofilm not was elimitades after 

0,02% sanitizing action. The strains of P. aeruginosa was identified by ST 252, 1417, 2502, 

2620 and 3078, and a new ST 3312 was described. Significant differences were observed 

regarding the shelf life of reusable plastic-bottle packaging, indicating that packaging with a 

manufacturing time longer than two years presents a higher risk of microbiological 

contamination. These results may be used by Health Surveillance agencies to propose more 

effective control measures to reduce contamination in these products. 

 



 

 

  

Keywords: Natural Mineral Water. P. Aeruginosa. Cronobacter spp. MLST. ERIC-PCR. 

Biofilm. Antibiogram.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Águas minerais naturais 

 

Água mineral natural é obtida diretamente de fontes naturais ou por extração de águas 

subterrâneas, caracterizada pelo conteúdo definido e constante de determinados sais minerais 

e oligoelementos (BRASIL, 2006). As águas minerais normalmente possuem maior conteúdo 

mineral que a água da rede de abastecimento, fornecendo assim alguns micronutrientes 

essenciais, tais como cálcio e magnésio (WHO, 2011).  

Alguns consumidores acreditam que certas águas minerais naturais têm propriedades 

medicinais ou oferecerem outros benefícios de saúde. O aumento do consumo deste produto 

no Brasil se deu principalmente por diversos fatores, como: desconfiança do consumidor com 

a água dos sistemas públicos de abastecimento, praticidade, escolha familiar, questões 

organolépticas, falta de suprimentos de água potável segura durante viagens, devido à queda 

de preços provocada pelo aumento da oferta, recomendação médica, e por acreditar que a 

água envasada é mais pura (BRASIL, 2007; GOMES et al., 2015). Este cenário fez com que o 

Brasil se tornasse o 4º maior mercado consumidor de água engarrafada no mundo em 2012. A 

produção anual brasileira neste mesmo ano foi de 6,98 bilhões de litros, sendo que 75% deste 

volume foi envasado e comercializado em garrafões retornáveis (BRASIL, 2013).  

De acordo com a RDC n° 173/2006 (BRASIL, 2006), a água mineral e a água natural 

envasada devem ser comercializadas em estabelecimentos de alimentos ou bebidas e devem 

ser protegida da incidência de luz solar direta, acondicionadas em locais apropriados 

exclusivamente para este fim e em local limpo e seco. O estoque destes produtos não pode 

estar próximo a produtos saneantes, gás liquefeito de petróleo ou outros produtos tóxicos, 

evitando a contaminação ou odores indesejáveis. De acordo com a RDC n°54/2000 (BRASIL, 

2000), as embalagens dos garrafões devem ser comercializadas em sua forma íntegra (livre de 

amasso, rachaduras ou deformações), pois qualquer violação da embalagem pode afetar a 

qualidade do produto final. 

Durante a penetração no solo, a água perde parte do conteúdo de bactérias e matéria 

orgânica em suspensão. Ao emergirem ou após captação, apresentam composição físico-

química distinta, além de uma microbiota autóctone, em níveis baixos. Os micro-organismos 

predominantes são bacilos Gram-negativos, como as bactérias dos gêneros: Pseudomonas, 

Flavobacterium, e Moraxella/Acinetobacter (KIM; FENG, 2001). Porém, ao ser engarrafado, 
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essa população microbiana pode crescer rapidamente, e assim, ocasionar alguns distúrbios 

gastrintestinais (ROSENBERG, 2003).  

 

1.1.1 Parâmetros microbiológicos 

 

No Brasil, a RDC nº 275/2005 determina as características microbiológicas para água 

mineral natural e água natural. Este regulamento prevê os seguintes critérios descritos no 

Quadro 1 (BRASIL, 2005). Quando um lote do produto apresenta os limites de micro-

organismos superiores aos permitidos, os produtores estarão sujeitos a ações da Vigilância 

Sanitária. Essa resolução se encontra em revisão, tendo sido submetida à consulta pública n.º 

541 de 17 de julho de 2018 (ANVISA, 2018). Nesta nova revisão, uma proposta de critérios 

mais rígidos e alinhados as diretrizes do Mercolsul e do Codex Alimentarius foram propostas, 

estando estes descritos no Quadro 2. 

 

Quadro 1 - Critérios da RDC n.º 275/2005 para avaliação da qualidade microbiológica de 

águas minerais naturais e águas naturais. 

Micro-organismo(s) Limites 

E. coli ou coliformes (fecais) 

termotolerantes, em 100 mL 

Ausência 

Coliformes totais, em 100 mL <1,0 UFC; <1,1 NMP ou ausência 

Enterococos, em 100 mL <1,0 UFC; <1,1 NMP ou ausência 

P. aeruginosa, em 100 mL <1,0 UFC; <1,1 NMP ou ausência 

Clostrídios sulfito redutores ou C. 

perfringes, em 100 mL 

<1,0 UFC; <1,1 NMP ou ausência 

Fonte: BRASIL, 2005. 

 

Quadro 2 - Critérios da consulta pública n.º 541/2018 para revisão da RDC n.º 275/2005. 

Micro-organismo(s) Limites 

Coliformes totais em 250 mL Ausência 

Escherichia coli em 250 mL Ausência 

Enterococos em 250 mL Ausência 

P. aeruginosa, em 250 mL Ausência 

Esporos Clostrídios sulfito redutores ou Esporos de 

C. perfringes, em 50 mL 

Ausência 

Fonte: ANVISA, 2018. 
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1.1.2 Contaminação microbiológica em águas minerais 

 

Dados da literatura demonstram que as águas minerais comercializadas em 

embalagens de 20 L apresentamíndice de contaminação variado, com percentual de amostras 

impróprias em uma faxa de 10,0-70,9% (CUNHA et al., 2012; BRANDÃO et al., 2012; 

PEDROSA et al., 2014; REIS et al., 2014; GOMES et al., 2015). 

A contaminação de águas minerais pode ocorrer durante o engarrafamento e 

armazenamento, visto que as embalagens são reutilizáveis, podendo assim, contribuir para o 

aumento da microbiana do produto final, principalmente quando ocorrem falhas nas etapas de 

lavagem e desinfecção das embalagens (FARACHE FILHO; DIAS, 2008; COELHO et al., 

2010). Neste contexto, o Departamento Nacional de Produção Mineral publicou a Portaria nº 

128/2011 (BRASIL, 2011), que disciplina o prazo de validade de embalagens reutilizáveis de 

20 L, que passou a ser de três anos. Contudo, mesmo após a publicação da Portaria, estudos 

realizados mostraram que a contnaminação nestes produtos persiste, com índices que 

variaram de 35% a 72% (REIS et al., 2014; PEDROSA et al., 2014; GOMES et al., 2015). 

Estes resultados podem indicar que o prazo de três anos talvez não seja suficiente para 

garantir a integridade das embalagens. Com isso, o prazo de validade de três anos estipulado 

necessita ser mais bem avaliado, uma vez que a sua qualidade e integridade estão relacionadas 

à contaminação destes produtos (PEDROSA et al., 2014). Nunes Filho e colaboradores (2008) 

observaram que amostras, de mesma marca e lote, comercializadas por vendedores de rua 

apresentaram índices de contaminação muito superiores quando comparadas às obtidas 

diretamente dos estabelecimentos comerciais. Estes resultados podem tanto estar relacionados 

com o mau acondicionamento das amostras por vendedores de rua quanto à questão da não 

homogeneidade na contaminação do lote, devido ao uso de diferentes embalagens, 

acondicionamento em ambientes com pouca ventilação e/ou em altas temperaturas.  

Uma preocupação à cerca da contaminação bacteriana é a da capacidade que alguns 

patógenos têm de formar biofilme, podendo ocorrer nos casos em que a sanitização nestes 

tipos de embalagens não é eficaz. Os biofilmes são formados por micro-organismos que 

crescem de forma agregada, geralmente em superfícies, embebidos em uma matriz de 

substâncias poliméricas extracelulares produzidas por estes (YASUHIKO et al., 2012). No 

biofilme, os micro-organismos adquirem maior resistência à ação de agentes físicos e 

químicos, como por exemplo ao hipoclorito de sódio, que é um sanitizante amplamente 
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utilizado na indústria de alimentos devido ao seu baixo custo e amplo espectro de ação 

(WAGHMARE; ANNAPURE, 2015). 

Os coliformes totais, E. coli, enterococos e CSR são utilizados como indicadores de 

contaminação de origem fecal (CODEX ALIMENTARIUS, 2011). A presença destes 

indicadores já foi relatada em águas minerais no Brasil conforme Quadro 3.
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Quadro 3 - Ocorrência de micro-organismos indicadores de contaminação de origem fecal em águas minerais no Brasil.  

 

Amostras 

analisadas (n) 

 

Local do estudo (Estado) 

Micro-organismos (%)  

 

Referências 
Coliformes 

totais 
Enterococos 

Clostríde

os sulfito 

redutores 

E. coli 

96 Paraná 22,7 4,5 NR* NR Silva et al., 2008. 

84 São Paulo 15,5 NR NR 2,4 Farache filho e Dias, 

2008. 

46 Pernambuco 38,33 NR NR 50 Coelho et al., 2010. 

155 Rio de Janeiro 16,3 12,90 6,46 NR Brandão et al., 2012. 

80 Rio de Janeiro 11,2 NR 5,0 NR Pedrosa et al., 2014. 

32 Minas Gerais 6,25 18,75 NR NR Reis et al. 2014. 

18 Bahia 44,5 NR NR 5,6 Gomes et al. 2015. 

21 Goiania 4,76 NR NR NR Carvalho, 2015. 

            NR: Não relatado. 

Fonte: Da autora, 2018. 
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A ocorrência destes indicadores de contaminação fecal indica que outros 

enteropatógenos, como por exemplo bactérias do gênero Cronobacter, também poderiam 

estar presentes nestes produtos. Vale destacar que as metodologias utilizadas nos estudos 

supracitados não são específicas para o gênero Cronobacter, logo, o patógeno também 

poderia estar presente em amostras negativas para estes indicadores, o que constitui 

preocupação para a saúde da população. 

 

1.2 Cronobacter spp. 

 

Cronobacter é um gênero pertencente à família Enterobacteriaceae composto por sete 

espécies: Cronobacter sakazakii, Cronobacter malonaticus, Cronobacter dublinensis, 

Cronobacter turicensis, Cronobacter muytjensii, Cronobacter universalis e Cronobacter 

condimenti (IVERSEN et al., 2008; JOSEPH et al., 2012). Apresentam-se como bacilos, 

gram-negativo, possuindo flagelo peritríquio. Estes micro-organismos crescem em uma 

temperatura que varia de 37 a 44 ºC, tolerando uma faixa de pH de 4,5 a 10. Geralmente são 

móveis, reduzem o nitrato, utilizam citrato, hidrolisam a esculina e arginina e produzem a 

enzima ornitina descarboxilase. Produzem ácidos através da sacarose e possuem atividade α-

glicosidase, que é uma característica importante utilizada nos meios seletivos-indicadores 

(IVERSEN et al, 2008). Forsythe (2018) agrupou as espécies de Cronobacter de acordo com 

sua relevância clínica. O grupo 1, compreende as espécies que representam a maioria dos 

isolados clínicos, em todas as faixas etárias: C. sakazakii e C. malonaticus. Grupo 2, são as 

espécies que raramente estão relacionadas a casos de infecções: C. turicensis e C. universalis. 

O Grupo 3, representam as espécies que são principalmente comensais ambientais e possuem 

pouco ou nenhuma importância clínica: C. dublinensis, C. muytjensii e C. condimenti. A 

identificação correta das cepas de Cronobacter spp. é importante para um tratamento eficaz 

em casos de infecções e, além disso, a realização de estudos epidemiológicos permite um 

melhor monitoramento acerca da disseminação deste patógeno. 

As infecções causadas por Cronobacter spp. foram, inicialmente, associadas a 

neonatos devido ao consumo de fórmulas infantis desidratadas (FID) contaminadas 

(FAO/WHO, 2004, 2006, 2008). Em neonatos, estes micro-organismos podem causar 

síndromes como enterocolite necrosante, bacteremia/septicemia e meningite, com uma taxa de 

mortalidade que varia de 10% a 41,9% e os sobreviventes podem apresentar sequelas graves 

(FRIEDMANN, 2009). Um estudo a cerca do uso das FID realizado em 2008 aprovado por 

Food and Drug Administration (FDA) (WOLF et al., 2008) relatou que 790 (83%) das mães 
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reconstituíam a FID com água engarrafada, e destas, apenas 17% ferviam a água antes do 

preparo, o que aumenta o risco de infecções causados por Cronobacter spp. e outros 

patógenos presentes nas águas engarrafadas. Um estudo realizado em hospital no Paquistão 

(AYAZ et al., 2017) relataram que a água mineral era utilizada para a preparação de leite 

infantil (mamadeira) em 5,6% dos lactentes, e que das 198 crianças que deram entrada no 

hospital, 76,8% apresentara alguma infecção após a iniciação do uso da formular infantil, com 

cerca de 8-10 meses de vida. Na maioria dos casos de infecção, o conteúdo da mamadeira foi 

analisado e 58% estavam contaminados com algum patógeno (Klebsiella, Acinetobacter 

baumanii e Escherichia coli). Atualmente, a maior incidência das infecções causadas por 

Cronobacter ocorre em adultos, sendo os indivíduos idosos, imunocomprometidos, e 

pacientes com doenças crônicas os mais acometidos (PATRICK et al., 2014; ALSONOSI et 

al., 2015; FORSYTHE, 2018). As principais síndromes neste grupo são as infecções urinárias 

e pulmonares (FRIEDMANN, 2009; TSAI et al., 2013; PATRICK et al., 2014; ALSONOSI et 

al., 2015). No Brasil, Cronobacter já foi isolado a partir de diversos produtos alimentícios, 

como saladas prontas para o consumo e alimentos provenientes da culinária japonesa 

(VASCONCELLOS et al., 2018), queijo (BRANDAO et al., 2016), alimentos destinados à 

alimentação infantil (MEIER et al., 2016; BRANDAO et al., 2017), temperos/condimentos e 

produtos farináceos (BRANDAO et al., 2017), aveia e linhaça (SILVA et al., 2018). 

A literatura apresenta relatos de surtos e casos isolados de infecções por Cronobacter 

em diversos países, inclusive no Brasil (BRANDAO et al., 2018; CHAVES et al., 2018). Em 

muitos surtos e casos esporádicos causados por Cronobacter, o veículo de contaminação não 

pôde ser identificado (BARREIRA et al., 2003; BRANDAO et al., 2015; CHAVES et al., 

2018). 

Estudos anteriores já relataram a detecção de Cronobacter spp. em amostras de água. 

Uma investigação realizada na China relatou o isolamento de Cronobacter spp. de 32 (12,9%) 

de 248 amostras de águas para consumo humano oriunda de sistemas de abastecimento 

municipais (LIU et al., 2013; CUI et al., 2015). Outro estudo relatou o isolamento de nove 

(9%) isolados de Cronobacter spp. em 100 amostras de águas para consumo humano 

provenientes de diferentes províncias na China (FEI et al., 2018). Contudo, até a presente 

data, não existem dados disponíveis na literatura em relação à ocorrência deste patógeno em 

águas minerais naturais. Logo, é importante a avaliação da ocorrência de Cronobacter em 

águas minerais, de forma a avaliar o risco que estes produtos podem representar a indivíduos 

pertencentes ao grupo de risco. 
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1.3 Pseudomonas aeruginosa 

 

P. aeruginosa é um patógeno oportunista que está frequentemente associado a casos 

de doenças transmitidas por águas (WINGENDER; FLEMMING, 2011). É considerado um 

micro-organismo saprófito que se encontra difundido na natureza, particularmente em 

ambientes úmidos, como a água e o solo. Apresenta-se como micro-organismo Gram negativo 

na forma de bastonete, aeróbios estritos, reduzem o nitrato, catalase e oxidase positivos e 

possui um crescimento ótimo em temperatura de 37 a 42 ºC (MURRAY, 2016). Possui 

capacidade de sobreviver em materiais e superfícies inertes, e por conta da sua resistência 

antimicrobiana frequente, tem se tornado um importante patógeno nosocomial. (DUBOIS et 

al., 2001). A resistência aos antimicrobianos nesta espécie bacteriana tem sido um desafio 

para saúde pública no tratamento das infecções (WHO, 2017). 

Estudos no Brasil relataram a ocorrência de infecções nosocomiais por P. aeruginosa 

com taxa de mortalidade de 49% (FURTADO et al., 2009; TUON et al., 2012). Concomitante 

a isso, dados da literatura demonstram que as águas minerais comercializadas em embalagens 

plástico-garrafão de 20 L apresentam alto índice de contaminação, com percentual de 

amostras impróprias para o consumo, sendo a P. aeruginosa o principal contaminante 

(SANT’ANA et al., 2003; BERNARDO, 2009; BRANDÃO et al., 2012; PEDROSA et al., 

2014). Além disso, cepas resistentes a diferentes classes de antimicrobianos foram isoladas 

destas amostras (PEDROSA et al., 2014). Sua maior ocorrência em relação a outros 

patógenos bacterianos está associada à sua presença natural na microbiota da água que é 

retirada diretamente da fonte (KIM; FENG, 2001) e à característica desta bactéria de formar 

biofilmes em equipamentos e embalagens plásticas (BERNARDO, 2009; LINCOPAN; 

TRABULSI, 2011; PEDROSA et al., 2014). 

A necessidade de uma maior ingestão de água aumenta em todas as condições 

patológicas onde ocorre uma maior perda hídrica, como nos quadros de diarreia, vômito, 

hiperpirexia e suor abundante (PETRACCIA et al., 2006). A água mineral é frequentemente 

recomendada para pacientes com deficiências no sistema imunológico. Logo, o consumo de 

águas minerais contaminadas com cepas resistentes de P. aeruginosa pode representar risco 

para este grupo mais susceptível (MARKLT, 2009). Ainda, vale ressaltar, a importância da 

avaliação da disseminação de clones bacterianos em especial os resistentes a drogas 

antimicrobianas, no sentido de determinar possíveis fontes de contaminação e evitar a 

propagação destes patógenos. 
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1.4 Resistência aos antimicrobianos 

 

A resistência bacteriana, antes do século XXI, ocorria predominantemente em 

ambientes hospitalares. Atualmente, está associada a diversos ambientes e pode atingir os 

indivíduos saudáveis. O uso de terapias associadas é uma alternativa que pode ser adotada na 

tentativa de contornar esse problema. Porém, o uso extensivo e muitas vezes inapropriado dos 

antibióticos, más condições de higiene, fluxo contínuo de viajantes, o aumento de pacientes 

imunocomprometidos e a demora no diagnóstico das infecções bacterianas têm favorecido o 

aumento da resistência (GUIMARÃES et al., 2010). 

Devido ao uso massivo dos antibióticos, tem sido constatado, em nível mundial, um 

aumento muito importante da prevalência da resistência (ALÓS, 2014). O uso (e o mau uso) 

de antibióticos pode selecionar cepas resistentes. Os principais mecanismos de resistência 

microbiana aos antibióticos conhecidos até o momento são: inativação enzimática ou 

modificação do antibiótico, substituição ou modificação do alvo e acumulação reduzida 

devido à diminuição da permeabilidade e/ou aumento do efluxo (POOLE, 2002; WALSH, 

2003).  A resistência pode ser intrínseca ou adquirida através de mutação ou transferência de 

ácido desoribonucleico (DNA) (ROSSI; ANDREAZZI, 2005). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) reconhece que a resistência antimicrobiana é 

uma ameaça crescente à saúde global e vem insistindo com os países para tomarem medidas 

para conter a propagação da resistência (WHO, 2012, 2017). Em 2017, a OMS publicou uma 

lista de prioridades em relação aos “agentes patogênicos resistentes aos antibióticos”, 

contemplando 12 grupos bacterianos que representam ameaça para a saúde humana. P. 

aeruginosa resistentes aos antibióticos carbapenêmicos foram indicadas como patógenos de 

“Prioridade crítica”, dentro de uma escala de três categorias (WHO, 2017). P. aeruginosa é o 

agente etiológico da maioria das infecções adquiridas em Unidades de Terapia Intensiva, e 

atualmente considerados locais onde podem ser encontradas cepas resistentes a todos os 

antimicrobianos disponíveis (MIRANDA et al., 2015; ANVISA, 2017). 

 

1.5 Tipificação molecular 

 

Os métodos de tipificação se dividem em duas categorias: métodos genotípicos e 

métodos fenotípicos. A tipificação molecular é baseada nas características genéticas dos 

micro-organismos, podendo fornecer informações mais precisas, incluindo inserções ou 

deleções no cromossomo, ou até mesmo mutações randômicas que podem criar ou eliminar 
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sítios de restrição de endonucleases. Estes métodos nos permitem a comparação direta dos 

isolados nos casos de surtos, auxiliando no rastreamento das cepas até a origem da 

contaminação e tornaram-se ferramentas importantes tanto na epidemiologia quanto na 

tipificação de espécies bacterianas. Entre eles incluem-se o Enterobacterial Repetitive 

Intergenic Consensus PCR (ERIC-PCR), e Multilocus Sequencing Typing (MLST) 

(NOWAKONSKI et al., 2015). 

 

1.5.1 ERIC-PCR  

 

A ERIC-PCR amplifica sequências pequenas e repetitivas de DNA conservadas, 

dispersas ao longo do genoma bacteriano (VERSALOVIC et al., 1991). A utilização desta 

técnica para tipificação de P. aeruginosa já é estabelecida e estudos têm demonstrado que 

essa metodologia é rápida e eficiente, além da alta reprodutibilidade na discriminação das 

linhagens desta espécie, sendo considerada de simples reprodução, além do baixo custo 

(INACIO et al., 2014).  Porém, só permite a comparação de clones em análise intra-

laboratotial, não permitindo a comparação com outros dados epidemiológicos mundiais, tal 

como o MLST.  

 

1.5.2 Multi Locus Sequence Typing (MLST) 

 

A técnica do MLST foi desenvolvida por Maiden e colaboradores (1998) e é um 

método de tipificação baseado no sequenciamento do DNA genômico, permitindo a detecção 

de variações em sete genes constitutivos chamados de “housekeeping genes”. O uso desta 

técnica para sequenciar os isolados de Cronobacter spp. foi desenvolvido por Baldwin e 

colaboradores (2009) e permite uma identificação e tipificação fidedigna das espécies. O 

banco de dados, onde os perfis de MLST são depositados, foi desenvolvido por Keith Jolley 

da Universidade de Oxford (JOLLEY et al., 2004) e pode ser acessado pelo link 

http://pubmlst.org/cronobacter/. Ele já conta com 2.828 estirpes depositadas e 697 “Tipos 

Sequenciais” (ST). Quarenta e seis cepas depositadas foram isoladas a partir de amostras de 

águas no período de 1956 a 2013, em seis países distintos (Reino Unido, EUA, China, Suiça, 

República Checa, e Malásia). Uma única cepa proveniente de água mineral natural foi 

depositada a partir deste estudo em questão. O Brasil conta com 204 cepas depositadas, sendo 

isoladas de amostras de alimentos ou de espécimes clínicas, como ilustrado na Figura 1 

(último acesso em: 06/10/2019).  



28 

 

  

Figura 1 - Minimum Spanning Tree (Árvore de Abrangência mínima) dos isolados de Cronobacter spp. do Brasil. 

 

Legenda: A relação entre os STs foi determinada pela análise utilizando a ferramenta “GrapeTree” do banco de dados do https://pubmlst.org/cronobacter/ de acordo com as 

diferentes fontes de isolamento de Cronobacter spp. 

Fonte: Da autora (2019), baseada na análise do perfil alélico dos genes fusA, atpD, glnB, gltB, gyrB, infB e pps. 
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Em relação à tipificação das cepas de P. aeruginosa, o MLST também tem sido muito 

utilizado no rastreamento de casos de infecção, e outras avaliações epidemiológicas. O banco 

de dados onde os perfis de MLST são depositados, foi desenvolvido por Curran e 

colaboradores da Universidade de Oxford (CURRAN et al., 2004) e pode ser acessado pelo 

link http://pubmlst.org/paeruginosa/. Ele já conta com 6.879 estirpes depositadas e 3.341 

“Tipos Sequenciais” (ST). 322 cepas depositadas foram isoladas a partir de amostras de águas 

no período de 1938 a 2018, em dezessete países distintos (Austrália, Brasil, China, Eslovênia, 

Espanha, Estônia, França, Hungria, México, Alemanha, Porto Rico, Singapura, Suíça, 

Tanzânia, Tunísia, Reino Unido e Estados Unidos da América) como ilustrado na Figura 2. O 

Brasil conta com 209 cepas depositadas, sendo isoladas de espécimes clínicas, efluentes 

hospitalares e outras fontes não divulgadas, porém, nenhum depósito de água mineral havia 

sido realizada até o presente estudo (último acesso em: 06/10/2019).  
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Figura 2 - Minimum Spanning Tree (Árvore de Abrangência mínima) dos isolados de P. aeruginosa oriundos de amostras de água de diversos 

países. 

 

 

Legenda: A relação entre os STs foi determinada pela análise utilizando a ferramenta “GrapeTree” do banco de dados do https://pubmlst.org/paeruginosa/. 

Fonte: Da autora (2019), baseada na análise do perfil alélico dos genes acsA, aroE, guaA, mutL, ppsA e trpE. 
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1.6 Justificativa 

 

A água mineral é um produto cada vez mais consumido pela população, tanto nos 

domicílios, quanto em instituições e locais públicos. Pesquisas para elucidar a atuação de 

produtos como veículos para colonização ou infecção em indivíduos susceptíveis são 

fundamentais para a saúde pública e constituem um dos papéis dos órgãos que atuam em 

vigilância sanitária. Neste contexto, o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde 

(INCQS) se destaca como instituição que compõe o Sistema Nacional de Vigilância Sanitária, 

sendo referência para as questões científicas e tecnológicas relativas ao controle da qualidade 

de produtos, ambientes e serviços. Considerando que até o presente estudo não existiam dados 

disponíveis na literatura em relação à ocorrência de Cronobacter spp. em águas minerais 

naturais comercializadas em embalagens reutilizáveis de 20 L e a escassez de dados 

epidemiológicos do perfil clonal das cepas de P. aeruginosa isoladas nestes produtos, a 

realização de estudo visou contribuir no estado da arte acerca da disseminação destes 

patógenos. Além disso, a avaliação da qualidade microbiológica de águas minerais naturais 

comercializadas em embalagens retornáveis em diferentes tempos de fabricação poderá 

contribuir de forma significativa para o aprimoramento de legislações e das ações sanitárias 

dos órgãos competentes. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a qualidade microbiológica de águas minerais naturais comercializadas em 

embalagens plástico-garrafão de 20 L, e realizar a caracterização fenotípica e molecular dos 

isolados de Cronobacter spp. e P. aeruginosa. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar a qualidade microbiológica de amostras de águas minerais de acordo os critérios 

descritos na RDC nº275/2005; 

• Pesquisar Cronobacter spp. em amostras de águas minerais pela técnica de 

enriquecimento-seletivo; 

• Caracterizar fenotipicamente os isolados de Cronobacter spp. e de P. aeruginosa com uso 

do sistema semi-automatizado Vitek 2.0; 

• Caracterizar genotipicamente os isolados como gênero Cronobacter por reação da cadeia 

pela polimerase em tempo real (qPCR) com alvo no gene dnaG; 

• Caracterizar genotipicamente os isolados de P. aeruginosa pela PCR com alvo no gene 

16S rRNA espécie-específico; 

• Tipificar as cepas de Cronobacter spp. e P. aeruginosa por técnicas moleculares e avaliar 

as relações genéticas entre os isolados; 

• Determinar o perfil de suscetibilidade dos isolados de Cronobacter spp. e P. aeruginosa 

frente aos antimicrobianos; 

• Pesquisar a formação de biofilme nos isolados de Cronobacter spp e P. aeruginosa. 

• Avaliar a atividade antibiofilme do hipoclorito de sódio frente a biofilmes de P. 

aeruginosa 

• Associar a relação entre o tempo de validade das embalagens plástico-garrafão de 20L e 

qualidade microbiológica das amostras de águas minerais. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Amostras 

 

No período de março a agosto de 2018 foram analisadas 99 amostras indicativas de 

águas minerais naturais (identificadas de A1 a A99), comercializadas em embalagens 

plástico-garrafão retornáveis de 20 L obtidas em postos de gasolinas e estabelecimentos 

comerciais dos municípios do Rio de Janeiro-RJ e Niterói-RJ. Quinze marcas distintas foram 

coletadas. Foi observada a data de fabricação da embalagem, de forma a se coletar 33 

amostras com tempo de fabricação (Tf) nas seguintes faixas: Tf ≤1 ano, 1 ano <Tf ≤ 2 anos, e 2 

anos <Tf≤ 3 anos. Após a coleta, as amostras foram transportadas ao INCQS/Fiocruz. 

 

3.1.1 Armazenamento e prévia higienização das embalagens 

 

As amostras foram mantidas à temperatura ambiente ao abrigo de luz até o momento 

das análises. Antes de dar início às análises bacteriológicas, todos os galões foram 

higienizados utilizando gaze estéril embebida em álcool etílico a 70% em toda região do 

gargalo conforme ilustrado na Figura 3. A abertura do lacre foi realizada utilizando tesoura ou 

bisturi estéril, de forma a evitar uma possível contaminação durante o manuseio das amostras.   

 

Figura 3 - Região de higienização das embalagens retornáveis de 20 L antes das análises 

microbiológicas (indicadas com setas).  

 

 

Fonte: https://www.setegotas.com.br/produto/galao-vazio-de-agua-mineral-20-litros/. Acesso em: 11 jan. 2019. 
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3.2 Isolamento de cepas de P. aeruginosa e Cronobacter spp.  

 

Criotubos de cada cepa foram preparados e mantidos a -70 ºC em caldo infusão 

cérebro-coração (BHI; Merck, Alemanha) contendo 20% de glicerol (Merck, Alemanha). Para 

realização dos experimentos, uma alçada desta cultura foi semeada em caldo BHI e em ágar 

nutriente (Merck, Alemanha) e incubados a 35 ± 2 ºC/24 h. 

Foram utilizadas cepas de referência como controles positivos e negativos em todas as 

análises bacteriológicas. As cepas foram obtidas da Coleção de Bactérias de Referência em 

Vigilância Sanitária (CBRVS) do INCQS/Fiocruz e estão descritas no Quadro 4. 

 

Quadro 4 - Cepas de referência utilizadas nas análises  

Micro-organismo Identificação na 

CBRVS 

Identificação original 

Clostrídio perfringens INCQS 00130 ATCC1 13124 

Escherichia coli INCQS 00033 ATCC 25922 

Staphylococcus aureus INCQS 00015 ATCC 25923 

Pseudomonas aeruginosa INCQS 00099 ATCC 27853 

Enterococcus faecalis INCQS 00154 ATCC 19433 

Enterococcus faecalis INCQS 00017 ATCC 4083 

Streptococcus pyogenes INCQS 00155 ATCC 19615 

Cronobacter sakazakii INCQS 00578 ATCC 29544 

Legenda: 1 - American Type Culture Collection.  

Fonte: Da autora, 2018.  

 

3.3 Análises bacteriológicas 

 

A quantificação de coliformes totais, enterococos e P. aeruginosa foi realizada pela 

técnica dos tubos múltiplos para a determinação do Número Mais Provável (NMP), onde 100 

mL de cada amostra foram retirados e distribuídos em 10 tubos de ensaio contendo 10 mL dos 

meios de cultura específicos para cada micro-organismo, de acordo com a metodologia do 

Standard methods for the examination of water and wastewater, sendo a interpretação dos 

resultados realizada de acordo com o Quadro 5 (APHA, 2012). 
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Quadro 5 - Quantificação de acordo com a técnica do Número Mais Provável 

Número de tubos positivos NMP1/100 mL Limites de confiabilidade 

Inferior Superior 

0 <1,1 --- 3,4 

1 1,1 0,051 5,9 

2 2,2 0,37 8,2 

3 3,6 0,91 9,7 

4 5,1 1,6 13 

5 6,9 2,5 15 

6 9,2 3,3 19 

7 12 4,8 24 

8 16 5,8 34 

9 23 8,1 53 

10 >23 13 --- 

Legenda: 1-Número Mais Provável. 

Fonte: AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2012. 

 

A enumeração dos isolados de CSR foi realizada de acordo com os parâmetros da 

norma ISO 6461/1:1986 – Water quality – Detection and enumeration of the spores of sulfite-

reducing anaerobes (clostridia) – Method by enrichment in a liquid medium (ISO, 1986). 

A pesquisa de Cronobacter spp. foi realizada por uma metodologia adaptada neste 

estudo, tendo como base as técnicas descritas na ISO 22964:2017-Microbiology of the food 

chain – Horizontal method for detection of Cronobacter spp. (ISO, 2017) e por Chen e 

colaboradores (2012). 

 

3.3.1 Enumeração de coliformes totais 

 

Uma alíquota de 100 mL foi retirada de cada amostra e homogeneizada com o 

substrato enzimático em pó Colitag (Neogen, EUA). Imediatamente, a amostra foi distribuída 

em 10 tubos de ensaio esterilizados de tamanho 13x160 mm e os tubos foram incubados a 36 

± 1 ºC por 24 h. Os tubos que apresentaram mudança de coloração para amarelo foram 

considerados positivos e o resultado foi expresso em NMP/100 mL de acordo com o Quadro 

5. 
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3.3.2 Pesquisa de Escherichia coli 

 

A pesquisa de E. coli foi realizada pelo método de presença-ausência por adição de 

substrato enzimático Colitag (Neogen, EUA) adicionado a 100 mL da amostra em frasco 

estéril e incubado a 36 ± 1 °C por 24 ±1 h. A amostra foi considerada positiva quando ocorre 

a viragem da coloração para amarela e produção de fluorescência quando visualizado em 

lâmpada ultravioleta (UV) de 365nm, em razão da detecção da enzima β-glucoronidase que é 

produzida por E.coli, conforme ilustrado na Figura 4. O resultado foi expresso como presença 

ou ausência de E. coli/ 100 mL conforme parâmetros dispostos no Quadro 1. 

 

Figura 4 - Método de presença-ausência utilizando substrato enzimático 

 

Fonte: http://foodsafety.neogen.com/pt/colitag. Acesso em: 22 nov. 2018. 

 

3.3.3 Enumeração de CSR 

 

Dez tubos contendo o caldo Differential reinforced clostridial medium (DRCM, 

Merck, Alemanha) em dupla concentração foram aquecidos até a fervura a 100 ºC por 15 min. 

Após o período de fervura, os tubos foram submetidos a um choque térmico por resfriamento 

em banho de gelo. Em paralelo, uma alíquota de 100 mL foi retirada da amostra e submersa 

em banho-maria a 75 ± 5 ºC por 15 min. Posteriormente, foram distribuídas alíquotas de 10 

mL da amostra em cada tubo contendo caldo DRCM em dupla concentração. Após a 

distribuição, os tubos foram incubados em condições de anaerobiose em jarra adequada 

utilizando kit comercial de gerador e indicador de anaerobiose (GasPak TM, BD, EUA). A 

jarra foi incubada a 37 ± 1 ºC por 44 ± 4 h. Foram considerados positivos os tubos que 

apresentaram precipitação negra, por conta da redução de sulfeto de ferro, e o resultado foi 

expresso em NMP/100 mL de acordo com o Quadro 5. 
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3.3.4 Enumeração de enterococcus 

 

A enumeração de enterococos foi realizada a partir de 10 mL da amostra distribuídos 

em 10 tubos contendo o caldo azida-dextrose (NEOGEN, USA) em dupla concentração. Os 

tubos foram homogeneizados e incubados a 35 ± 2 ºC por 48 ± 4 h. Após o período de 

incubação, foi observada a presença de turvação do caldo. Para a confirmação, uma alçada do 

tubofoi semeada, pela técnica de esgotamento, em ágar Pfizer Selective Enterococos (PSE, 

Himedia, França) e incubado a 35 ± 0,5 ºC por 24 ± 2 h. As placas que apresentaram 

crescimento de colônias características (colônias negras com halo amarronzado) foram 

submetidas à confirmação em tubos contendo caldo infusão cérebro coração (BHI, BD, EUA) 

com 6,5% de cloreto de sódio (NaCl) e BHI sem NaCl. Foram considerados pertencentes ao 

gênero Enterococos os isolados que apresentaram turvação nos dois tubos de BHI (com NaCl 

a 6,5% e sem NaCl). O resultado foi expresso em NMP/100 mL de acordo com o Quadro 5. 

 

3.3.5 Enumeração de Pseudomonas aeruginosa 

 

O ensaio presuntivo de P. aeruginosa foi realizado a partir de 100 mL da amostra 

distribuídos em 10 tubos (10 mL/tubo) contendo caldo asparagina (Biolog, Brasil) em dupla 

concentração. Os tubos foram homogeneizados e incubados a 35 ± 2 ºC por 48 ±2 h. Foram 

considerados positivos os tubos que apresentaram pigmento verde fluorescente quando 

visualizados em lâmpada UV. Para confirmação, uma alíquota de 100µL foi transferida para 

um tubo contendo caldo acetamida (INLAB, Brasil) e incubado por até 36h a 35 ± 2 ºC. Os 

tubos que apresentaram viragem para a coloração púrpura foram considerados positivos e o 

resultado foi expresso em NMP/100 mL de acordo com o Quadro 5. 

Para o isolamento de P. aeruginosa e realização dos ensaios fenotípicos e moleculares, a 

partir dos tubos positivos de caldo acetamida, foi realizado a semeadura, pela técnica de 

esgotamento, em ágar cetrimide (NEOGEN, USA) e incubado a 35 ± 2 ºC por 48 ± 2 h. As 

amostras que apresentaram colônias características (colônias com produção de pigmento 

esverdeado), foram submetidos à identificação pelo sistema semi-automatizado Vitek 2.0 

(bioMérieux, França), utilizando cartões GN TEST KIT VITK 2, de acordo com as instruções 

do fabricante. 
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3.3.6 Pesquisa de Cronobacter spp. 

 

Cem mL da amostra foram enriquecidos em 900 mL de água peptonada tamponada 

(APT; Merck, Alemanha) e incubada a 35 ± 2 ºC por 18h ± 2. Após o período de incubação, 

uma alíquota de 40 mL foi retirada e transferida para um tubo cônico de polipropileno do tipo 

Falcon (EUA) com capacidade para 50 mL e submetido à centrifugação (Eppendorf 5418, 

FA-45-18-11, Alemanha) a 3.860 rotações por minuto (rpm) a 4 ºC por 10 min. O 

sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspendido em 200 µL de salina tamponada 

fosfatada seguido de homogeneização  em aparelho homogeneizador de tubos por 15 s. Em 

seguida, uma alíquota de 100 µL foi transferida para um tubo contendo 10 mL de caldo 

Cronobacter Screening Broth acrescido de vancomicina (CSB/v; Oxoid, Inglaterra) e este 

incubado a 41,5 ± 1 °C por 24 ± 2 h. Posteriormente, os tubos de CSB foram semeados, por 

esgotamento, em meio Chromogenic Cronobacter Isolation Agar (CCI, Oxoid, Inglaterra) e 

incubado a 41,5 ± 1°C por 24 ± 2 h. Três colônias características, esverdeadas com ou sem 

borda branca, obtidas no CCI  foram re-isoladas em ágar triptona de soja (TSA,BD, EUA) e 

submetidas à confirmação bioquímica no sistema semi-automatizado Vitek 2.0 (bioMérieux, 

França), utilizando cartões GN TEST KIT VITK 2, de acordo com as instruções do fabricante. 

As cepas de C. sakazakii INCQS 00578 (ATCC 29544) e E. coli INCQS0033 (ATCC 

25922) foram utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente. 

 

3.4 Caracterização molecular dos isolados 

 

3.4.1 Cronobacter spp. 

 

Os isolados característicos foram submetidos à confirmação molecular do gênero com 

uso da técnica de qPCR com alvo no gene dnaG presente no operon de síntese 

macromolecular, que codifica uma DNA primase envolvida na replicação inicial do 

cromossomo, de acordo com Chen e colaboradores (2012). A extração de DNA foi realizada a 

partir de cultivos das cepas em caldo BHI incubado a 35 ± 2 ºC por 24 h utilizando-se o kit 

comercial Dneasy Blood & Tissue (Qiagen, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. 

O DNA extraído foi estocado a -20 ± 5 ºC até o momento do uso. A PCR foi realizada de 

acordo com as especificações descritas no Quadro 6. 
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Quadro 6 - Protocolo de reação de qPCR com alvo no gene dnaG. 

Reagentes[concentração] Volume (L) 
 

Iniciadores e sonda 

Condições de 

amplificação 

Universal Master Mix [2X]a 12,5 Crono F: 

GGGATATTCTCCCCTGAAA

CAG 

Crono R: 

CGAGAATAAGCCGCGCATT 

Crono P: FAM-

GAGTAGTAGTTGTAGAGGC

CGTGCTTCCGAAAG-TAMRA 

 

 

50 ºC – 2 min;  

95 ºC – 3min;  

40x (95 ºC – 15s, 

52 ºC – 40s, 72 ºC 

– 15s) 

CronoF [10 pmol/µL]b 1,0 

CronoR [10 pmol/µL]b 1,0 

CronoP [100 µM]a 0,075 

DNA molde 2,0 

Água DNAse/RNAse livrec 8,425 

Volume total 25,0 

Legenda: ª- Applied Biosystems, EUA; b- Integrated DNA Technologies, EUA; c- BioBasic, Canadá. 

Fonte: Da autora, 2018. 

 

Para a identificação das espécies, foi realizada a amplificação do gene fusA (gene 

espécie-específico) e os demais seis genes do MLST (atpD, glnB, gltB, gyrB, infB e pps) 

também foram amplificados e sequenciados para determinação dos ST (BALDWIN et al. 

2009). Os iniciadores utilizados para amplificação e sequenciamento estão descritos no 

Quadro 7. 

 

Quadro 7 - Sequência dos iniciadores utilizados para amplificação e sequenciamento dos 

genes do MLST de Cronobacter 

Gene 

Iniciadores Tamanho 

do 

produto(pb) 
Amplificação (5’-3’) Sequenciamento (5’-3’) 

atpD F- CGA CAT GAA AGG CGA CAT F- CGA AAT GAC CGA CTC CAA 390 

R- TTA AAG CCA CGG ATG GTG R- GGA TGG CGA TGA TGT CTT 

fusA F- GAA ACC GTA TGG CGT CAG F- GCT GGA TGC GGT AAT TGA 438 

R- AGA ACC GAA GTG CAG ACG R- CCC ATA CCA GCG ATG ATG 

glnS F- GCA TCT ACC CGA TGT ACG F- GGG TGC TGG ATA ACA TCA 363 

R- TTG GCA CGC TGA ACA GAC R- CTT GTT GGC TTC TTC ACG 

gltB F- CAT CTC GAC CAT CGC TTC F- GCG AAT ACC ACG CCT ACA 507 

R- CAG CAC TTC CAC CAG CTC R- GCG TAT TTC ACG GAG GAG 

gyrB F- TGC ACC ACA TGG TAT TCG F- CTC GCG GGT CAC TGT AAA 402 

R- CAC CGG TCA CAA ACT CGT R- ACG CCG ATA CCG TCT TTT 

infB F- GAA GAA GCG GTA ATG AGC F- TGA CCA CGG TAA AAC CTC 441 

R- CGA TAC CAC ATT CCA TGC R- GGA CCA CGA CCT TTA TCC 

ppsA F- GTC CAA CAA TGG CTC GTC F- ACC CTG ACG AAT TCT ACG 495 

R- CAG ACT CAG CCA GGT TTG R- CAG ATC CGG CAT GGT ATC 

Fonte: http://pubmlst.org/cronobacter/. Acesso em: 02/04/2018. 
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A extração de DNA foi realizada a partir de cultivos das cepas em caldo BHI incubado 

a 35 ± 2 ºC por 24 h utilizando-se o kit comercial Dneasy Blood & Tissue (Qiagen, EUA) de 

acordo com as instruções do fabricante. O DNA extraído foi estocado a -20 ± 5 ºC até o 

momento do uso. As PCRs foram realizadas em aparelho SimpliAmp ThermalCycler (Applied 

Biosystems, Singapore). Os produtos amplificados foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose a 1,5% a 60 V/80 min com a aplicação de corante fluorescente de ácidos nucléicos 

ultrassensível (GelRed®, Thermo Fischer, EUA). Para visualização da amplificação utilizou-

se sistema de fotodocumentação L-PIX Touch (LOCCUS, Brasil). Os produtos amplificados 

foram purificados utilizando-se kit comercial (Quick PCR Purification Kit, Invitrogen, USA). 

A concentração e a qualidade do DNA foram avaliadas em espectrofotômetro NanoDrop-

2000c (ThermoScientific, EUA). 

O sequenciamento foi realizado na plataforma PDTIS de Sequenciamento do Instituto 

Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz) utilizando Sequenciador Automático ABI Prism 3730XL 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EUA). Os produtos foram enviados em microtubos 

com capacidade de 1,5 mL (Eppendorf, Alemanha) contendo: 2,0 µL do iniciador (primer - 

Foward) a 1,6 pmol e 5,5 µL do produto de DNA purificado, ajustados para concentrações 

entre 10-40 ng de acordo com as recomendações da Plataforma (Procedimento Operacional 

Padrão RPT01A-001, 2012). As análises dos cromatogramas foram realizadas utilizando 

software BioEdit 709 (Informer Technologies Inc., Shingle Springs, CA, EUA) e as 

sequências dos genes do MLST foram analisadas através das ferramentas disponíveis no 

banco de dados (www.pubMLST.org/cronobacter). 

 

3.4.2 Pseudomonas aeruginosa 

 

Os isolados de P. aeruginosa confirmados pelo sistema semi-automatizado Vitek 2.0 

foram submetidos à caracterização molecular. A extração do DNA foi realizada com kit 

comercial Dneasy Blood & Tissue (Qiagen, EUA) conforme descrito previamente (item 

3.4.1). Foi realizada a PCR do gene 16S rRNA com iniciadores específicos para a espécie 

descritos por Spilker e colaboradores (2004) (Quadro 8). A eletroforese em gel foi realizada 

conforme descrito anteriormente (item 3.4.1).  

 

 

http://www.pubmlst.org/cronobacter
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Quadro 8 - Iniciadores para PCR com alvo no gene 16S rRNA para identificação de P. 

aeruginosa. 

Iniciadores 
Posição da sequência 

16S rRNA 

Tamanho do 

produto (pb) 

PA-SS-F 5’-GGGATCTTCGACCTCA-3’ 189-206 
956 

PA-SS-R 5’-TCCTTAGAGTGCCACCCG-3’ 1124-1144 

Fonte: Spilker e colaboradores, 2004. 

 

As cepas de P. aerugionosa foram submetidas à técnica do ERIC-PCR descrito por 

Versalovic e colaboradores (1991), utilizado-se o iniciador ERIC-2 (5’-

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’). Os produtos da amplificação foram analisados por 

eletroforese em gel de 1,5% de agarose, utilizando o corante GelRed, em tampão TBE 0,5X 

por 90 min a 60 V. Como marcador de peso molecular foi utilizado o peso 1 kb plus DNA 

ladder (Invitrogen, EUA) O gel foi fotografado e analisado utilizando-se sistema de 

fotodocumentação L-PIX Touch. Os padrões de bandas foram analisados com uso do 

Programa BioNumerics versão 6.6 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). O dendograma foi 

construído com índice de Dice e o método “unweighted Pair Group Method with Arithmetic 

average” (UPGMA) (VAN BELKUM et al., 2007).  

Para a determinação dos STs, os seis genes housekeeping para P. aeruginosa (acsA, 

aroE, guaA, mutL, ppsA e trpE) foram amplificados conforme os protocolos descritos no 

banco de dados (https://pubmlst.org/paeruginosa). Para o gene nuoD, foi desenhado a partir 

deste trabalho, uma sequência de alelos utilizando o programa primer 3. O alinhamento para 

este gene foi realizado no NCBI. Os genes e as sequências dos seus respectivos iniciadores 

estão descritos no Quadro 9. 
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Quadro 9 - Sequência dos iniciadores utilizados para amplificação e sequenciamento dos 

genes do MLST de P.aeruginosa 

Gene Amplificação (5’-3’) Sequenciamento (5’-3’) Tamanho 

do produto 

(pb) 

acsA ACCTGGTGTACGCCTCGCTGAC GCCACACCTACATCGTCTAT 390 

GACATAGATGCCCTGCCCCTTGAT AGGTTGCCGAGGTTGTCCAC 

aroE TGGGGCTATGACTGGAAACC ATGTCACCGTGCCGTTCAAG 495 

TAACCCGGTTTTGTGATTCCTACA TGAAGGCAGTCGGTTCCTTG 

guaA CGGCCTCGACGTGTGGATGA AGGTCGGTTCCTCCAAGGTC 372 

GAACGCCTGGCTGGTCTTGTGGTA GACGTTGTGGTGCGACTTGA 

mutL CCAGATCGCCGCCGGTGAGGTG AGAAGACCGAGTTCGACCAT 441 

CAGGGTGCCATAGAGGAAGTC GGTGCCATAGAGGAAGTCAT 

nuoD ACCGCCACCCGTACTG ACCCGCACCTGACCCGCAT 366 

TCTCGCCCATCTTGACCA TCTCGCCCATCTTGACCA 

ppsA GGTCGCTCGGTCAAGGTAGTGG GGTGACGACGGCAAGCTGTA 369 

GGGTTCTCTTCTTCCGGCTCGTAG GTATCGCCTTCGGCACAGGA 

trpE GCGGCCCAGGGTCGTGAG TTCAACTTCGGCGACTTCCA 441 

CCCGGCGCTTGTTGATGGTT GGTGTCCATGTTGCCGTTCC 

Fonte: CURRAN et al., 2004. 

 

3.5 Determinação do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de interesse clínico 

 

As cepas de Cronobacter spp. e P.aeruginosa, provenientes deste estudo, foram 

avaliadas quanto à susceptibilidade aos antimicrobianos através do método de difusão em ágar 

Muller Hinton (Oxoid, Inglaterra), seguindo os critérios do Clinical and Laboratory 

StandardsInstitute (CLSI, 2018). Para cada cepa, foram preparadas suspensões bacterianas 

ajustando a turvação para 0,5 na escala de McFarland. E. coli (INCQS 00033) ATCC 25922 

foi utilizada como controle dos discos de antibióticos. Foram testados os antimicrobianos 

(BIO-RAD Laboratories Inc, França) recomendados para avaliação de cepas da família 

Enterobacteriaceae para os isolados de Cronobacter spp. nas seguintes concentrações: 

ampicilina-sulbactan (SAM; 10/10 µg), amoxacilina-clavulanato (AMC; 20/10 µg), 

ceftriaxona (CRO; 30 µg), tetraciclina (TE; 30 µg), ciprofloxacina (CIP; 5 µg), trimetoprim-

sulfametoxazola (SXT; 1,25/23,75 µg), piperaciclina-tazobactam (PPT; 100/10µg) ampicilina 

(AMP; 10 µg), meropenema (MER; 10 µg), gentamicina (GEN; 10 µg), ácido nalidíxico 
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(NAL; 30 µg), aztreonam (ATM; 30 µg) e nitrofurantoína (NIT; 300 µg). Para as cepas de P. 

aeruginosa foram utilizados os antimicrobianos recomendados para espécie P. aeruginosa nas 

seguintes concentrações: piperaciclina-tazobactam (PPT; 100/10 µg), ceftazidima (CAZ; 30 

µg), cefepima (CPM; 30 µg), aztreonama (ATM; 30 µg), meropenem (MER; 10 µg), 

gentamicina (GEN; 10 µg), amicacina (AMI; 30 µg), ciprofloxacina (CIP; 5 µg) e 

levofloxacina (LVX; 5 µg). As placas foram incubadas a (35 ± 2 ºC) por 24 h. Após, o 

diâmetro da zona de inibição foi mensurado e as cepas foram classificadas como: sensível, 

resistência intermediária ou resistente de acordo com os critérios estabelecidos pelo CLSI 

(2018). 

 

3.6 Pesquisa de formação de biofilme 

 

A pesquisa de formação de biofilme dos isolados de P. aeruginosa e Cronobacter spp. 

foi realizada de acordo com protocolo descrito por Pedrosa e colaboradores (2014) e Umeda e 

colaboradores (2017), respectivamente. Foram realizados três experimentos independentes em 

triplicata para cada cepa. Avaliou-se a formação de biofilme na matriz de poliestireno e matriz 

aço inox, tendo como substratos o caldo BHI e água mineral estéril. O caldo BHI é um caldo 

rico em nutrientes, favorecendo o crescimento dos micro-organismos. A água mineral foi 

utilizada como parâmetro de crescimento justamente onde as cepas foram previamente 

isoladas neste estudo. A interpretação dos resultados foi realizada pela média das nove 

leituras dos três experimentos independentes e foram classificados da seguinte forma: não 

aderente (NA), fracamente aderente (FA), moderadamente aderente (MA) e fortemente 

aderente (FMA), segundo critérios descritos por Stepanovic e colaboradores (2007) (Quadro 

10). 

 

Quadro 10 - Critérios de aderência de Biofilme  

Classificação Aderência 

Não aderente (NA) D.O1.≤ D.O. (CN2) 

Fracamente aderente (FA) + D.O. (CN) < D.O. < 2 x D.O. (CN) 

Moderadamente aderente (MA) ++ 2 x D.O. (CN) < D.O. < 4 x D.O. (CN) 

Fortemente aderente (FMA) +++ 4 x D.O. (CN) < D.O. 

Legenda: 1-Densidade óptica; 2- Controle negativo. 

Fonte: STEPANOVIC et al., 2007. 
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3.6.1 Avaliação da formação de biofilme em matriz poliestireno 

 

A Figura 5 ilustra o esquema realizado para os ensaios de avaliação da formação de 

biofilme em matriz poliestireno, conforme protocolo descrito por Pedrosa e colaboradores 

(2014) e Umeda e colaboradores (2017). As cepas previamente criopreservadas foram 

semeadas em TSA e incubadas a 35±2 ºC por 24±2 h para confirmação da pureza. Uma 

colônia isolada de cada cepa foi semeada em dois tubos 13x100 mm contendo 3,0 mL de 

caldo BHI e incubados sob agitação de 150 rpm a 36 ± 2° C por 24 h. Após o período de 

incubação, um tubo de BHI foi utilizado para a inoculação de 200 µL do crescimento 

bacteriano, em triplicata, em duas microplacas de poliestireno contendo 96 orifícios com 

fundo chato (MicrotesTM Falcon, EUA). O outro tubo de BHI contendo a mesma cepa foi 

centrifugado (Eppendorf 5804-R, A-4-44, Alemanha) a 7.500 rpm por10 min. O sobrenadante 

foi descartado e o precipitado ressuspendido com 1,5 mL de água mineral estéril (previamente 

autoclavada a temperatura de 121 °C por 15 min). Duzentos microlitros dessa suspensão 

foram inoculados, em triplicata, nas duas microplacas. A cepa de P. aeruginosa ATCC 27853 

foi utilizada como controle positivo (CP) e o caldo BHI e a água mineral estéril foram 

utilizados como controles negativos (-). Todos os controles também foram inoculados em 

triplicata, nas duas microplacas. Uma placa foi incubada na temperatura de 25 ± 2 ºC e a outra 

a 36 ± 2 ºC. A temperatura de 25 ± 2 ºC simulou a temperatura ambiente onde, geralmente, 

estão dispostos os galões de 20 L comercializados nos estabelecimentos comerciais. A 

temperatura de 36 ± 2 ºC simulou a temperatura ótima de crescimento das bactérias avaliadas 

e uma condição comum no Estado do Rio de Janeiro. Após o período de 48 h de incubação, o 

conteúdo de cada poço foi aspirado. As placas foram lavadas cinco vezes em água destilada e 

foram mantidas à temperatura ambiente até a completa secagem (aproximadamente 45 min). 

A seguir foram adicionados 200 µL de solução cristal violeta (Merck, Alemanha) 0,41% em 

cada poço nas microplacas e estas foram mantidas a temperatura ambiente por 45 min. Os 

poços foram aspirados e as placas foram lavadas por cinco vezes em água destilada e deixadas 

em temperatura ambiente até a completa secagem. Em seguida, foram adicionados 200 µL de 

etanol absoluto (Merck, Alemanha) em cada poço e as placas foram mantidas sob agitação a 

500 rpm em aparelho agitador de placas. Após 10 min, 150 µL do conteúdo de cada poço 

foram transferidos para novas placas e foi realizada a leitura da densidade óptica (D.O.) em 

aparelho espectrofotômetro (Biomérieux, Reader 270, França) em comprimento de onda de 

600 nm. 
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Figura 5 - Esquema representativo da avaliação da formação de biofilme em matriz 

poliestireno. 

 

Fonte: Da autora, 2019. 

 

3.6.2 Avaliação da formação de biofilme em matriz aço inox 

 

As cepas foram semeadas em ágar tripticaseína de soja (TSA) (Merck, Alemanha) e 

incubadas a 35 ± 2 ºC por 24 h. Uma colônia isolada foi semeada em dois tubos contendo 5,0 

mL de caldo infusão cérebro-coração (BHI) (Merck, Alemanha) incubados sob agitação de 

150 rpm (Orbit-Shaker, Lab-Line, EUA) a 36 ± 2 ºC por 24 h. Após a incubação, um tubo de 

caldo BHI foi utilizado para inoculação de 2,0 mL do crescimento celular em dois tubos 

38x250 mm contendo um cilindro de aço inox (Figura 6).  O segundo tubo da mesma cepa foi 

centrifugado a 7.500 rpm/10 min (Eppendorf 5804-R, A-4-44, Alemanha), o sobrenadante foi 

descartado, e o sedimento ressuspenso em 5,0 mL de água mineral natural estéril. Dois 

microlitros dessa suspensão foram inoculados em dois tubos contendo um cilindro de aço inox 

de dimensões. A cepa de P. aeruginosa (INCQS 00099) ATCC 27853 foi utilizada como CP. 

Caldo BHI sem crescimento e uma água mineral natural estéril foram utilizados como 

controles negativos (CN). Um tubo foi incubado a 25 ± 2 ºC e o outro a 36 ± 2 ºC por 48 h. 
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Para leitura, cada cilindro de aço inox foi lavado por cinco vezes com água destilada e 

mantida a temperatura ambiente durante 45 min. A seguir, foram adicionados 2,0 mL de 

solução de cristal violeta 0,41% (Merck, Alemanha) e os tubos foram mantidos em 

temperatura ambiente por 45 min. A lavagem foi realizada novamente por cinco vezes em 

água destilada, e o cilindro transferido para um tubo novo da mesma dimensão e mantido a 

temperatura ambiente por 45 min. Em seguida, foram adicionados 2,0 mL de etanol a 96% 

(Merck, Alemanha). Após 10 min, 150 µL do conteúdo de cada tubo foram transferidos para 

microplacas de 96 poços e foi realizada a leitura da densidade óptica (D.O.) em aparelho 

espectrofotômetro (Biomérieux, Reader 270, França) em comprimento de onda de 600 nm. 

 

Figura 6 - Tubos de ensaio contendo superfície de aço inox em formato de círculo utilizados 

para avaliação de biofilme em matriz inox. 

 

 

Fonte: Da autora, 2019. 

 

3.6.3 Avaliação da atividade antibiofilme do hipoclorito de sódio frente à formação de 

biofilme dos isolados 

 

A atividade antibiofilme do hipoclorito de sódio foi analisada frente às cepas que 

apresentaram a formação de biofilme na matriz de poliestireno (item 3.6.1). O produto à base 

de hipoclorito de sódio foi obtido do comércio e testado quanto ao teor de cloro ativo, de 
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acordo com o declarado no rótulo pelo fabricante, no Setor de Cosméticos e Saneantes do 

INCQS/Fiocruz por análise de volumetria de oxirredução, tendo como referência a RDC nº 

110/2016 (BRASIL, 2016), sendo considerado satisfatório. Previamente às análises, o produto 

foi diluído utilizando-se água mineral estéril para adequação às seguintes concentrações:  

- Simulação de desinfecção geral (superfícies fixas, pisos, paredes, etc...) (2%)  

- Simulação de desinfecção de alimentos (1%)  

- Simulação de desinfecção de bebedouros (0,02%)  

Os biofilmes formados pelas cepas foram expostos a soluções de hipoclorito de sódio 

nas seguintes concentrações e tempos de exposição: 0,02% por 10, 30 e 60 min; 1% por 10 

min; e 2% por 10 min, e após o tempo de contato, as leituras foram realizadas de acordo com 

o procedimento descrito em 3.6.1. 

 

3.7 Avaliação da relação entre a qualidade microbiológica e do tempo de fabricação das 

embalagens 

 

Para a avaliação entre o Tf das embalagens plástico-garrafão nas faixas estudadas (Tf ≤ 

1 ano, 1 ano < Tf ≤ 2 anos, e 2 anos < Tf ≤ 3 anos) e as condições sanitárias, foi aplicado o 

teste t de Student para amostras independentes, considerando como significativa uma 

probabilidade inferior a 0,05 (P< 0,05).  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Avaliação da qualidade microbiológica das amostras de águas minerais naturais 

 

A caracterização microbiológica das amostras analisadas neste estudo está apresentada 

na Tabela 1. Das 99 amostras analisadas, 22 amostras (22,2%) apresentaram qualidade 

microbiológica insatisfatória considerando os critérios preconizados pela RDC n° 275/2005, 

sendo a maioria devido à contaminação por coliformes totais (16,2%) e P. aeruginosa 

(10,1%). Estudos anteriores realizados no Brasil já haviam relatado que 50-72% das amostras 

de águas minerais naturais vendidas em garrafas de 20 L apresentaram-se insatisfatórias para 

o consumo humano devido à contaminação microbiológica (NUNES FILHO et al., 2008; 

BRANDAO et al., 2012; PEDROSA et al., 2014; GOMES et al., 2015). Além disso, 

considerando as amostras representativas, dos 33 lotes analisados, 13 (39,4%) foram 

consideradas insatisfatórias, o que aumenta a reprovação destes produtos de acordo com os 

critérios legislativos. 
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Tabela 1 - Caracterização microbiológica das amostras de águas minerais naturais comercializadas em galões de 20 L analisadas neste estudo.  

Amostras 

Micro-organismos (Total / %) 

Coliformes 

totais1 

Clostrídios sulfito 

redutores1 
E. coli1 Enterococos1 Cronobacter2 P. aeruginosa1 

A1-5, 7-24, 28, 29, 31-33, 35-

40, 43, 46-60, 64-67, 69-71, 73, 

74, 76, 77, 79, 81-86, 89, 91-95 

<1,1 <1,1 Ausência <1,1 Ausência <1,1 

A6, 30, 90  >23 <1,1 Ausência <1,1 Ausência <1,1 

A25 >23 >23 Presença <1,1 Ausência 2,2 

A26 <1,1 >23 Ausência <1,1 Ausência <1,1 

A27 16 6,9 Presença <1,1 Ausência 3,6 

A34, 61, 68, 72, 96 1,1 <1,1 Ausência <1,1 Ausência <1,1 

A41 2,2 <1,1 Ausência <1,1 Ausência <1,1 

A42, 75, 87 <1,1 <1,1 Ausência <1,1 Ausência >23 

A44 1,1 3,6 Ausência <1,1 Ausência <1,1 

A45 1,1 1,1 Ausência <1,1 Ausência 16 

A62 >23 <1,1 Ausência <1,1 Ausência 1,1 

A63 >23 <1,1 Ausência <1,1 Ausência 2,2 

A78 <1,1 <1,1 Ausência <1,1 Ausência 5,1 

A80 >23 <1,1 Ausência <1,1 Presença <1,1 

A88 <1,1 <1,1 Ausência <1,1 Ausência 1,1 

Total (n=99) 16 (16,2%) 5 (5,0%) 2 (2,0%) 0 (0,0%) 1 (1,0%) 10 (10,1%) 

Legenda: 1- Resultados expressos em Número Mais Provável/100 mL; 2- Resultados expressos em Presença ou ausência/100 mL. 

Fonte: Da autora, 2019. 
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Esses resultados enfatizam a importância de coletar várias amostras do mesmo lote 

para análise, uma vez que a contaminação não é homogênea. Essa contaminação pode ser 

atribuída ao uso de diferentes garrafas retornáveis de 20 L no mesmo lote de água mineral 

natural, inclusive de diferentes fabricantes, ou contaminação intermitente, como durante o 

envase, vedação ou ocasionado por outra etapa na linha de produção. Os coliformes que 

podem ocorrer naturalmente no solo, na água e na vegetação indicam possível contaminação 

por fontes aéreas ou por superfícies de contato do produto que não foram efetivamente 

desinfetados. Como os coliformes normalmente não estão presentes nas fontes naturais de 

água mineral, sua presença é considerada um indicador de contaminação da água na fonte ou 

durante o processo de embalagem (COMISSÃO DO CODEX ALIMENTARIUS, 2011). Os 

coliformes podem se originar de práticas não higiênicas ou do meio ambiente, sendo a E. coli 

considerada um dos indicadores mais adequados de contaminação fecal. No presente estudo, 

das 99 amostras analisadas, duas (2,0%) apresentaram contaminação por E. coli.  

Das 15 marcas analisadas, nove (60,0%) apresentaram resultado insatisfatório para 

pelo menos um dos lotes analisados. Esses resultados foram semelhantes aos relatados por 

Pedrosa e colaboradores (2014) que analisaram 33 marcas e observaram que 57,6% 

apresentaram resultados insatisfatórios. Esses resultados indicam que esses produtos 

continuam a representar risco para o consumo humano e concordam com dados anteriores do 

Ministério da Saúde, que relataram que de 2000 a 2017 a água foi implicada como veículo de 

contaminação em 770 (6,16%) surtos de um total de 12.503, e E. coli foi o agente etiológico 

mais frequente (BRASIL, 2018). 

No presente estudo, P. aeruginosa foi isolada em 10 amostras (10,1%). Considerando 

que a P. aeruginosa não é um micro-organismo normal da microbiota das águas minerais 

naturais, porém pode sobreviver e crescer nessas águas, sua presença é considerada um 

indicador de contaminação da água na fonte ou durante o processo de embalagem 

(COMISSÃO DO CODEX ALIMENTARIUS, 2011). P. aeruginosa foi detectada em 8/33 

lotes (24,2%) neste estudo, sendo essa ocorrência menor do que a relatada por outros estudos 

que observaram a ocorrência de P. aeruginosa em amostras de água mineral natural 

engarrafada de 20 L comercializadas no Brasil, que variaram de 47,5 a 67,7% (BRANDÃO et 

al., 2012; PEDROSA et al., 2014; GOMES et al., 2015). Na Irlanda, Caskey e colaboradores 

(2018) analisaram 67 amostras de águas minerais engarrafadas e detectaram P. aeruginosa 

apenas em duas (3%) amostras. Essa menor ocorrência pode ser atribuída provavelmente ao 

fato dessas amostras não serem comercializadas em frascos retornáveis, que provavemente 

são a maior fonte de contaminação.  
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Apenas a amostra A80 apresentou contaminação por Cronobacter spp. (Tabela 1). 

Essa amostra apresentou alta concentração de coliformes totais, mas os demais indicadores de 

contaminação fecal pesquisados (E. coli, CSR e enterecocos) não foram detectados. Devido à 

baixa ocorrência de Cronobacter spp. nas amostras analisadas (1,0%), nenhuma análise 

estatística de correlação entre a presença de indicadores de contaminação fecal e a presença 

de Cronobacter spp. pôde ser realizada. Liu e colaboradores (2013) reportaram que 

coliformes totais podem ser utilizados como indicadores da contaminação por Cronobacter 

spp. em águas para o consumo humano, obtendo uma taxa de verdadeiro positivo de 96%. 

Esses resultados foram similares ao presente estudo, uma vez que a amostra A80, 

contaminada com C. malonaticus, apresentou alta carga de coliformes totais (Tabela 1). Outro 

ponto interessante foi que nem Cronobacter spp. ou algum indicador de contaminação fecal 

foi detectado nas amostras A78 e A79, que são do mesmo lote que a amostra A80. Conforme 

discutido anteriomente, estes resultados indicam que a contaminação em amostras do mesmo 

lote não é homogênea. A discrepância dos resultados obtidos na presente investigação 

relativos à ocorrência de Cronobacter spp. com os demais previamente reportados na 

literatura pode estar atribuída ao tipo de água analisada, e as diferenças nas metodologias 

utilizadas, uma vez que ainda não existe um método de referência para pesquisa de 

Cronobacter spp. em amostras de águas para o consumo humano. 

A contaminação de água mineral por Cronobacter spp pode ocasionar alguns agravos 

à saúde quando essa água é utilizada, por exemplo, para o preparo de alimentação infantil. O 

uso de água fervida e posteriormente resfriada a temperatura de 70 ºC para reconstituição de 

fórmula infantil desidratada (FID) é recomendada para prevenir a contaminação e crescimento 

de Cronobacter spp. (SILANO et al., 2016). Contudo, alguns pais e cuidadores por 

acreditarem que as águas minerais naturais são produtos seguros acabam não seguindo esta 

recomendação. (WOLF et al., 2008; AYAZ et al., 2017). Logo, mesmo que a ocorrência de 

Cronobacter spp. encontrada neste estudo tenha sido baixa (1,0%), o uso destas águas 

minerais naturais sem o correto tratamento térmico para reconstituição de FID pode acarretar 

riscos à saúde dos lactentes. Além disso, a recente publicação de um surto de gastroenterite 

aguda causada por C. sakazakii em adultos saudáveis na China, onde o consumo de alimentos 

contaminados com o patógeno foram identificados como o possível veículo de contaminação 

(YONG et al., 2018), pode indicar que o consumo de águas minerais contaminadas com 

Cronobacter spp. pode representar um risco para estes indivíduos.  

 

 



52 

 

  

4.2 Avaliação da qualidade microbiológica e o tempo de fabricação das embalagens  

 

As garrafas retornáveis geralmente são feitas de material de polietileno tereftalato 

(PET), o que tem a desvantagem de liberar resíduos que podem alterar as características 

organolépticas da água mineral natural. Assim, os recipientes de vidro são mais 

recomendados microbiologicamente do que os plásticos, uma vez que foi demonstrado que as 

garrafas plásticas podem favorecer a reprodução microbiana quando as condições de 

armazenamento não são ótimas (DE GIGLIO et al., 2015). 

Em relação ao Tf das embalagens plástico-garrafão de 20 L, o maior percentual de 

amostras insatisfatórias foi identificado nas amostras com embalagens na faixa de 2 anos < Tf 

≤ 3 anos (Figura 7). Após análise estatística, não houve diferença entre as amostras com Tf ≤ 

1 ano e 1 ano < Tf ≤ 2 anos (P = 0,160). Contudo, diferenças significativas foram detectadas 

quando comparado o tempo de Tf ≤ 1 ano e 2 anos < Tf ≤ 3 anos (P = 0,012) e 1 ano < Tf ≤ 2 

anos e 2 anos < Tf ≤ 3 anos (P = 0,003). Estes resultados indicam que talvez o prazo de até 

três anos não seja suficiente para garantir a integridade das embalagens para sua reutilização, 

mostrando que estes podem apresentar maior risco para contaminação destes produtos. Em 

um estudo realizado após a publicação da Portaria nº 358/2009 (BRASIL, 2009), que 

estipulou um prazo de validade de três anos para as embalagens plástico-garrafão de 20 L, 

Pedrosa e colaboradores (2014) relataram um percentual de 50% de amostras insatisfatórias 

na análise de 80 amostras. Contudo os autores não avaliaram o Tf das embalagens das 

amostras, podendo este ter sido um fator para este alto percentual identificado. 

 

Figura 7 - Avaliação da qualidade microbiológica e o tempo de fabricação das embalagens 

plástico-garrafão de 20L. 

 
Fonte: Da autora, 2018. 
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4.3 Caracterização fenotípica e molecular dos isolados 

 

4.3.1 Cronobacter spp. 

 

O isolado presuntivo de Cronobacter spp. da amostra A80 foi confirmado pelo qPCR 

e identificado como “C.sak group” Bionúmero 0625734153622210 com uso do sistema semi-

automatizado Vitek 2.0 (Tabela 2). 
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Tabela 2 - Caracterização fenotípica, perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos e produção de biofilme dos isolados. 

 

Cepas (n.º da 

amostra) 

Perfil do Vitek 2.0 

- Bionúmero 

Antibiogra

ma 

Produção de Biofilme em matriz poliestireno Produção de Biofilme em matrix inox 

Caldo infusão cérebro-

coração 

Água mineral natural 

estéril 

Caldo infusão cérebro-

coração 

Água mineral natural estéril 

(25 ± 2) ºC (36 ± 1) ºC (25 ± 2) ºC (36 ± 1) ºC (25 ± 2) ºC        (36 ± 1) ºC (25 ± 2) ºC (36 ± 1) ºC 

P163 (A27) P. aeruginosa 

0003053043500040 

S MA MA FA FA FA FA FA NA 

P164 (A42) P. aeruginosa 

0043053003500200 

S FMA MA MA NA FA FA FA NA 

P165 (A45) P. aeruginosa 

0003051043500252 

S FMA MA FA NA FA FA FA NA 

P166 (A87) P. aeruginosa 

0043053043500040 

S FMA MA FA FA FA FA NA NA 

P167 (A75) P. aeruginosa 

0003453043500200 

S FMA MA FA FA FA NA NA NA 

P168 (A78) P. aeruginosa 

0043453103500210 

S FMA MA FA FA FA FA NA NA 

C294 (A80) Cronobacter sak. 

group 

0625734153622210  

S FA NA FA FA FA FA FA NA 

P.aeruginosa 

(INCQS 

00099) 

ATCC 27853  

 

NR NR FMA MA FMA MA NA MA FA NA 

Legenda: S= sensível a todos os antimicrobianos testados; NA= não aderente, FA= fracamente aderente, MA= moderadamente aderente (MA), FMA= fortemente aderente, NR= não realizado. 

Fonte: Da autora, 2019. 
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A tipificação da cepa C294 pelo MLST identificou o isolado como pertencente a 

espécie C. malonaticus ST 440 e foi depositado no banco sob “id” de número 2646. Este ST 

já foi identificado em cepas isoladas no Brasil em um surto ocorrido na cidade de Teresina no 

Piauí, ocasionando a morte de três neonatos (BRANDAO et al., 2015; UMEDA et al., 2017). 

De acordo com o banco de dados do MLST (https://pubmlst.org/cronobacter/), este ST 

também já foi isolado a partir de amostra de leite na China (Figura 8). Uma investigação 

realizada na China isolou Cronobacter spp. em 32 (12,9%) de 248 amostras de águas para 

consumo humano e de sistemas de abastecimento municipais (LIU et al., 2013; CUI et al., 

2015). Outro estudo detectou nove (9%) cepas de Cronobacter spp. em 100 amostras de águas 

para consumo humano provenientes de diferentes províncias na China (FEI et al., 2018). Cui e 

colaboradores (2019), no período de abril a novembro de 2016, trabalharam com 23 amostras 

provenientes de água de fazendas, parques e reservatórios, e destas, três (13,0%) apresentaram 

contaminação por Cronobacter spp. Vale ressaltar, que até o presente estudo, não  havia 

depósitos de STs provenientes de amostras de água mineral natural no banco de dados online, 

e que o mesmo, foi depositado como proveniente de fonte ambiental. 

 

Figura 8 - Cepas de C. malonaticus ST 440 depositadas no banco de dados do MLST. 

 

Fonte: https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_cronobacter_isolates&page=profiles. Acesso em: 24 out. 2019. 

 

A cepa de C. malonaticus foi sensível a todos os antimicrobianos testados e não 

apresentou formação de biofilme nas matrizes estudadas (Tabela 2). Estes resultados foram 

similares a outros estudos que isolaram Cronobacter de amostras de alimentos sensíveis a 

maioria dos antimicrobianos testados (MOLLOY et al., 2009; CHEN et al., 2012; HUANG et 

al., 2015; BRANDAO et al., 2016; BRANDAO et al., 2017; VASCONCELLOS et al., 2018). 

Em relação ao biofilme, Umeda e colaboradores (2017) avaliaram 10 cepas de C. malonaticus 

de seis ST distintos, incluindo os dois isolados clínicos ST 440 do surto ocorrido no Brasil 
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(BRANDÃO et al., 2015), e também observaram que as cepas não produziram biofilme 

moderado ou forte em matriz poliestireno. 

 

4.3.2 P. aeruginosa 

 

Os isolados de P. aeruginosa (n= 6) foram confirmados pelo sistema Vitek 2.0 com 

nível de confiança Excelente (97-99%). O perfil fenotípico entre os isolados foi distinto para 

cada isolado, conforme apresentado na Tabela 2. Não foi possível isolar cepas de P. 

aeruginosa das amostras A25, A62, A63 e A88, pois não houve crescimento de colônias no 

ágar cetrimide ou crescimento de outras espécies do gênero Pseudomonas. Isto pode ter 

ocorrido devido ao tempo de incubação do caldo acetamida antes da semeadura no ágar 

cetrimide, o que poderia levar à perda de viabilidade da P. aeruginosa no caldo acetamida 

(PEDROSA et al., 2014). 

Os resultados da produção de biofilme pelas cepas de P. aeruginosa estão 

apresentados na Tabela 2. No caldo BHI, todas as cepas de P. aeruginosa (n=6) foram 

capazes de produzir biofilme e foram consideradas moderadamente ou fortemente aderentes 

em ambas às temperaturas estudadas (25 e 36 ºC). Já na água mineral natural, somente a cepa 

P164 foi capaz de produzir biofilme moderado na temperatura de (25 ± 2) ºC. Esses resultados 

também foram observados por Pedrosa e colaboradores (2014) que relataram que as cepas de 

P. aeruginosa produzem mais biofilme em matriz BHI do que em água mineral natural. No 

entanto, Silva e colaboradores, (2008) avaliaram 10 isolados de P. aeruginosa em água 

mineral e observaram que nenhuma cepa foi capaz de aderir ao material PET. A composição 

do meio é provavelmente o fator mais importante que influencia a capacidade das bactérias de 

produzir biofilme sob condições in vitro (STEPANOVIC et al., 2007).  

A exposição ao hipoclorito de sódio a 0,02% não eliminou o biofilme nem mesmo 

após 60 min de contanto. Nas concentrações de 1 e 2% o hipoclorito de sódio eliminou o 

biofilme formado pelas cepas. De acordo com Manual do Ministério de Saúde - 

Processamento de Artigos e Superfícies em Estabelecimentos de Saúde (BRASIL, 1994), o 

uso de hipoclorito de sódio na concentração de 0,02% durante 60 min é indicado para 

desinfecção de bebedouros. Desta forma, os resultados do presente estudo indicam que caso o 

biofilme tenha sido formado nestes equipamentos, esse tratamento parece não ser suficiente 

para eliminar a contaminação por estes patógenos. 

Em relação à suscetibilidade aos antimicrobianos, todos os isolados de P. aeruginosa 

apresentaram sensibilidade frente aos antimicrobianos testados. Esses resultados foram 
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semelhantes aos relatados por Silva e colaboradores (2008), que avaliaram 30 cepas de P. 

aeruginosa provenientes de água potável, incluindo 10 isolados de água mineral engarrafada, 

e estas foram suscetíveis a aztreonam (ATM), cefepima (CPM), ceftazidima (CAZ), 

ciprofloxacina (CIP) e piperacilina-tazobactam. Isso pode ser explicado pelo fato de que essas 

cepas talvez não sofressem forte pressão seletiva como cepas ambientais encontradas em 

locais de serviços de assistência à saúde. Entretanto, resultados diferentes foram relatados por 

Pedrosa e colaboradores (2014), que isolaram cepas de P. aeruginosa de água mineral que 

apresentaram resistência ou resistência intermediaria a antibióticos de classes dos 

aminoglicosídeos e / ou β-lactâmicos. 

A certificação molecular das cepas de P. aeruginosa foi realizada através de PCR com 

alvo no gene 16S rRNA, que apresentou o mesmo resutlado obtido pelo Vitek 2.0. Outros 

autores também utilizaram essa metodologia em outros estudos para confirmação de P. 

aeruginosa e obtiveram um resultado confiável.  

A análise por MLST dos seis isolados de P. aeruginosa demonstrou seis STs distintos, 

cinco previamente descritos (ST 252, ST 1417, ST 2502, ST 2620 e ST 3078) e um novo (ST 

3312) que foram depositados na base de dados do MLST para P. aeruginosa. O isolado P168 

apresentou uma nova sequência de alelos, e foi identificado e depositado como ST novo de 

número 3312. Conforme visualizado em dendograma (Figura 9), o perfil molecular a partir de 

ERIC-PCR também apresentou diferenças entre as cepas isoladas. 

 

Figura 9 - Perfil de bandas representativo dos perfis obtidos dos isolados de P. aeruginosa por 

ERIC-PCR. 

 

Fonte: Da autora (2019), obtida com base no agrupamento UPGMA e análise de similaridade com cálculo do 

coeficiente de Dice. Análise realizada utilizando-se o programa BioNumerics 6.6 (Applied Maths, SintMartens-

Latem, Belgium). 
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O ST 252 já havia sido depositado de amostras ambientais, água e amostra clínica dos 

seguintes países: Austrália e França. O ST 1417 foi previamente identificado do Japão e 

Malásia de amostras de escarro. O ST 2502 havia sido identificado na França, porém não foi 

possível identificar a origem. Não há informações a cerca da origem e amostra proveniente do 

ST 2620 previamente identificados. O ST 3078 foi isolado em amostra de paciente internado 

em um hospital no Pernambuco em 2016.  

A Figura 10 apresenta os 209 STs do Brasil depositadas no banco de dados de P. 

aeruginosa (último acesso em 28 de outubro de 2019), destacando os seis STs identificados 

no presente estudo. Três STs (ST 252, ST 1417 e ST 3078) já estavam associados a casos 

clínicos em outros países, e o ST 252 também foi isolado de amostra de lavagem brônquica no 

Brasil (Figura 10). Os outros ST encontrados também estão intimamente relacionados a outros 

ST já associados a infecções humanas no Brasil (Figura 10). Esses resultados indicam que 

amostras de água mineral podem estar atuando como veículo para colonização e / ou infecção 

para esses indivíduos. 
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Figura 10 - Minimum Spanning Tree (Árvore de Abrangência mínima) de P. aeruginosa de acordo com o STs depositados no banco de dados do 

MLST proveniente de amostras do Brasil.  

 

Fonte: Da autora (2019), baseada na análise do perfil alélico dos genes acsA, aroE, guaA, mutL, ppsA e trpE. A relação entre os STs foi determinada pela análise realizada 

com Bionumerics 6.6. Os asteriscos (*) correspondem aos STs idenficados neste trabalho. 
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5 CONCLUSÕES 

 

• Das 99 amostras de água mineral natural envasadas em garrafões de 20 L analisadas, 

22 (22,2%) apresentaram qualidade microbiológica insatisfatória de acordo com os 

critérios estabelecidos na RDC nº 275/2005; 

• Das 15 marcas analisadas, nove (60%) apresentaram resultado insatisfatório para pelo 

menos um dos lotes analisados; 

• Cronobacter foi isolado de uma amostra, sendo a cepa identificada como C. 

malonaticus ST440, já anteriormente associada a um caso clínico no Brasil. Este 

isolado apresentou-se sensível a todos os antimicrobianos e não formou biofilme em 

ambas matrizes estudadas; 

• Os isolados de P aeruginosa (n=6) não apresentaram resistência a nenhum 

antimicrobiano testado, mas apresentaram produção de biofilme em matriz 

poliestireno. A exposição ao hipoclorito de sódio a 0,02% não eliminou o biofilme 

nem mesmo após 60 min de contanto. Nas concentrações de 1 e 2% o hipoclorito de 

sódio eliminou o biofilme formado pelas cepas; 

• Os isolados de P aeruginosa foram identificados como ST 252, 1417, 2502, 2620 e 

3078, sendo associados também a cepas de origem clínica. O isolado P168 apresentou 

uma nova sequência de alelos, sendo depositado um novo ST de número 3312; 

• Diferenças significativas foram observadas em relação ao prazo de validade das 

embalagens plástico-garrafão reutilizáveis, sinalizando que embalagens com tempo de 

fabricação superior a dois anos apresentam maior risco de contaminação 

microbiológica; 

• Os resultados deste estudo poderão ser utilizados pelos órgãos de Vigilância Sanitária 

para análise de risco destes produtos, visto que as cepas isoladas neste estudo também 

já foram assoaciadas a casos clínicos, o que demonstra uma preocupação em casos de 

ingestão por indivíduos pertencentes ao grupo de risco, como idosos, 

imunocomprometidos, gestantes e portadores de doenças crônicas. 
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