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RESUMO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde, doencas relacionadas com higiene bésica tém impacto
significante na salde humana. Giardia e Cryptosporidium sdo protozoarios patogénicos de veicula¢do hidrica
que causam doengas gastrointestinais diarreicas, geralmente autolimitadas em pacientes imunocompetentes. A
dificuldade de remocédo desses protozoarios durante o tratamento e dificuldades metodoldgicas para deteccdo
desses protozoarios torna importante a procura por outros indicadores. Dentre esses, destacam-se 0s esporos de
bactérias aerObias que, por uma série de similaridades que eles apresentam com o0s oocistos de
Cryptosporidium, séo indicadores da eficiéncia de remocdo de protozoarios nas Estagbes de Tratamento de
Agua. A publicagio da Portaria GM/MS n° 888 de 04/05/2021 incluiu a possibilidade de substituir os ensaios
de protozoarios pelos esporos de bactérias aerébias (EBA) em mananciais com média geométrica anual acima
de 1.000 NMP/100 mL de Escherichia coli. O Laboratério Central da COPASA MG iniciou os estudos para
implantagdo do método descrito no APHA, 23 Edicdo (9218B). Estudos esses que abrangeram a
familiarizaco com cepa referéncia (Bacillus subtilis), estudos de seletividade e recuperacdo do microrganismo
alvo. A metodologia adotada mostrou-se adequada para a deteccdo de EBA e apresentou inibigdo de bactérias
ndo-alvo nas matrizes agua reagente, 4gua tratada e 4gua bruta.

PALAVRAS-CHAVE: Esporos de bactérias aerébias (EBA), Bacillus subtilis, qualidade da agua

INTRODUCAO

O monitoramento da qualidade da agua através das bactérias do grupo coliforme mostra-se insuficiente por ndo
se estender, necessariamente, a avaliagdo da eficiéncia dos processos de tratamento, principalmente levando-se
em conta microrganismos com resisténcia aos processos de desinfeccdo, como protozodrios e virus
(CERQUEIRA, 2005). Diante disso, com a publicacdo da Portaria 2914 do Ministério da Saide, em 2011
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011), foi inserido no cenario brasileiro o monitoramento de protozoarios
Cryptosporidium e Giardia devido a crescente preocupacao da Organizacdo Mundial da Saide (WHO, 2011)
com relagdo a transmissdo desses patdgenos através mesmo da agua tratada. Ambos possuem caracteristicas
préprias que os tornam microrganismos de dificil remogao durante os processos de tratamento da agua: (i) a
presenca das formas infectantes em diversos ambientes; (ii) a propriedade de encistamento em etapas do ciclo
biologico desses organismos, o que confere aos cistos (de Giardia) e oocistos (de Cryptosporidium)
caracteristicas de elevada resisténcia ambiental e aos processos de tratamento de agua, particularmente, a
desinfeccdo com cloro; e (iii) a elevada infecciosidade desses organismos (ZINI, 2021).
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Além da baixa remocdo desses protozoarios durante o tratamento, ha dificuldades praticas nas analises
laboratoriais de agua para detectar a remocdo de Cryptosporidium e Giardia. As técnicas para deteccdo desses
parasitos sao relativamente mais demoradas, complicadas e apresentam problemas como a baixa recuperacgéo e
especificidade. Suas baixas concentracdes na agua dificultam os calculos que definem a eficiéncia do
tratamento no que se refere a remocao desses microrganismos. Além disso, o custo das analises é relativamente
alto, quando comparado as andlises de indicadores da qualidade da agua como E. coli e Enterococcus
(JUNIOR et al., 2021).

Devido as dificuldades técnicas e financeiras para realizagdo dos ensaios de protozoarios, diversos
microrganismos tém sido avaliados quanto ao seu potencial de serem utilizados como indicadores
microbiolégicos de maior simplicidade analitica e padrdo de resisténcia similar aos protozoarios. Dentre esses
microrganismos, ganha destaque os estudos com esporos de bactérias aerébias por uma série de similaridades
que eles apresentam com oocistos de Cryptosporidium (ciclo de vida, semelhancas anatdmicas e morfoldgicas,
carga elétrica, hidrofobicidade, transporte, retencdo, sobrevivéncia), o que os tornam indicadores da remocao
de cistos e oocistos de protozoarios (SWERTFEGER et al, 1999). OLIVEIRA et al., 2018 também concluiram
em seus trabalhos que esporos bacterianos podem ser indicadores adequados para o controle da remogao de
oocistos de Cryptosporidium parvum em processos de tratamento. Os esporos podem ser usados como
pardmetro de avaliagcdo de processos de tratamento de agua, incluindo processos de remogdo fisica (por
exemplo, coagulagdo e clarificagdo) e desinfecgdo. A maioria dos mananciais superficiais possuem populacées
de esporos aer6bios em quantidade suficiente para possibilitar a determinacéo da eficiéncia de remocéo desses
microrganismos. Devido a resisténcia dos esporos, eles também podem ser usados para determinar a eficacia
de processos de filtragdo em margem ou processos de inativagdo de microrganismos (halogénio, ozénio e
ultravioleta). Em adicéo, a presencga dos esporos pode ser usada para determinar a integridade fisica do sistema
de distribuicdo de é&gua tratada que pode ter sido comprometida devido a rompimentos de redes ou
procedimentos de manutencéo (APHA, 2023).

CARACTERIZACAO DO PARAMETRO

Os esporos de bactérias aerdbias sdo estruturas dormentes, ambientalmente resistentes, formadas por certos
géneros de bactérias. A maioria das espécies aerdbias formadoras de esporos é inofensiva & salde. Séo
geralmente espécies saprofiticas, habitantes dos solos e aguas. As células vegetativas esporulam em resposta as
condi¢fes ambientais adversas. As bactérias podem persistir na forma esporulada por longos periodos e 0s
esporos sdo resistentes ao calor, dissecacdo, desinfeccdo e irradiacdo. Sob condi¢es favoraveis, como a
disponibilidade de suprimento nutricional, os enddsporos se convertem novamente em células vegetativas em
um processo denominado germinagdo (APHA, 2023).

Os esporos sao detectados por exposi¢do das amostras a um tratamento térmico que inativa células vegetativas
e ndo tem 0 mesmo efeito sobre os esporos. A amostra é entdo colocada em um meio de cultura ndo seletivo e
incubada em condicfes aerdbicas a 35°C. Os enddsporos germinam e formam coldnias bacterianas. Na sua
maioria, 0s organismos detectados pertencem ao género Bacillus (APHA, 2023).

Como os estudos com esporos de bactérias aerdbias indicaram a viabilidade do pardmetro para avaliacdo da
eficiéncia de tratamento e indiretamente, eficiéncia de remocdo dos protozoarios, a nova Portaria de
Potabilidade GM/MS n° 888 de 04/05/2021 (MINISTERIO DA SAUDE, 2021), incluiu a realizacdo dos
ensaios de esporos em mananciais com média geométrica anual acima de 1.000 NMP/100 mL de Escherichia
coli. O pardmetro serd utilizado para avaliar a eficiéncia do tratamento das ETAs que ndo realizam pré-
oxidacdo e, somente em casos em que ndao for comprovada a eficiéncia, sera necessario 0 monitoramento de
protozoarios.

Diante do cenério, o Laborat6rio Central da COPASA iniciou os estudos para implantacdo do método para
atendimento a referida legislacdo e aos requisitos da 1SO IEC 17025/2017 para futura acreditacdo do
parametro, conforme sera descrito adiante.
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OBJETIVOS

Descrever os testes e resultados de implantagdo do método SM 9218B (APHA, 2017) utilizados para definigdo
do procedimento operacional com o controle de qualidade para atestar a confiabilidade dos ensaios; descrever
os testes de verificagdo do método 9218B utilizando padrdo com ndmero definido de organismos (EZ-
SPORE™); verificagdo in loco do método 9218B em amostras de agua tratada e agua bruta, verificando a
aplicabilidade do método para as matrizes de interesse.

Os testes foram desenvolvidos, primeiramente, para a familiarizacdo do método e utilizacdo da cepa referéncia
(Bacillus subtilis). Os testes também tiveram o objetivo de demonstrar a seletividade do método através do
choque térmico para a deteccdo de bactérias-alvo e a supressdo de bactérias ndo-alvo (controle da
contaminacao), além da performance de recuperacdo dos microrganismos-teste.

MATERIAIS E METODOS
CEPAS E AMOSTRAS UTILIZADAS

Os testes foram iniciados em maio de 2021 e finalizados em abril de 2022. Foi selecionado o Bacillus subtilis
como cepa de referéncia (controle positivo), por ser a especie mais estudada, tendo sido adquirido os seguintes
MRC: Bacillus subtilis subsp. spizizenii (ATCC® 6633™ - Microbiologics) e EZ-SPORETM Bacillus subtilis
subsp. spizizenii (ATCC® 6633™ - Microbiologics). Para controle negativo foram utilizadas as cepas
Escherichia coli (ATCC®25922™), Klebsiella aerogenes (ATCC®13048™), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC®27853™)  Staphylococcus aureus (ATCC®6538™) e Enterococcus faecalis (ATCC®29212™),
Para os testes onde utilizou-se amostras ambientais, foram coletas amostras de agua bruta e filtrada de duas
ETAs (ETA A e ETA B) da regido metropolitana de Belo Horizonte. A ETA A é abastecida por trés
mananciais superficiais e possui 6 (seis) unidades filtrantes. A ETA B é abastecida por um Gnico manancial
superficial e possui 1 (uma) unidade filtrante.

METODOLOGIA UTILIZADA

A metodologia utilizada foi a descrita no método 9218B (APHA, 2017). As amostras coletadas foram
submetidas as seguintes etapas: tratamento térmico, filtragio em membrana; incubagdo e contagem das
coldnias. O tratamento térmico consiste na inativagdo das células vegetativas bacterianas, sendo as amostras
mantidas em banho maria, com agitacdo, a 75°C por 15 minutos e logo apds esse aquecimento sdo resfriadas
em banho de gelo a aproximadamente 4°C por tempo suficiente para atingir a temperatura ambiente. A
filtracdo em membrana consiste na passagem das amostras, em temperatura ambiente, por uma membrana
filtrante de nitrocelulose com porosidade de 0,45 um e 47 mm de didmetro. A membrana filtrante é transferida
para uma placa de petri contendo agar nutriente com azul de tripan. As placas de petri sdo entdo encubadas em
estufa a 35°C por 24h. Apoés esse periodo, todas as coldnias que se desenvolveram na membrana eram contadas
com auxilio de microscopio estereoscépico (aumento de 10 a 15x).

SELETIVIDADE E PERFORMANCE DE RECUPERACAO DO METODO

A seletividade do método foi testada utilizando-se o Bacillus subtilis como controle positivo e as cepas
Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Enterococcus
faecalis como controle negativo. O resultado esperado era que, apds o tratamento térmico, somente coldnias de
Bacillus subtillis se desenvolvessem na placa de petri.

A performance de recuperagdo do método foi testada com in6culos de cepas bacterianas para verificar o
crescimento e recuperagdo apos tratamento térmico, inserindo o grupo controle (sem choque térmico) para
verificar as concentragdes iniciais dos microrganismos.
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CALCULO DA EFICIENCIA DE RECUPERACAO DO METODO
A eficiéncia de recuperacdo do método, em porcentagem, foi calculada de acordo com a equacdo 1 abaixo.

Eficiéncia de recuperacéo (%) = [(Mgt)/(Mgc)]/100 equacéo (1)
Onde: Mgt = média do grupo controle, Mct = média do grupo teste

EXPRESSAO DOS RESULTADOS

Quando os resultados expressam o valor de UFC <1 (menor que 1) significa que ndo conseguimos detectar
crescimento bacteriano na placa de petri (Limite de quantificagdo do método é 1 (uma) UFC). Quando os
resultados expressam a concentragdo de UFC (UFC/mL), o mesmo é dado pelo nimero de col6nias detectadas
(a0 menos 1 UFC) na placa de petri, divido pelo volume da amostra.

RESULTADOS

TESTES COM BACILLUS SUBTILIS SUBSP. SPIZIZENII (ATCC® 6633™* - MICROBIOLOGICS)
NA FORMA DE INOCULO

1° Teste: O teste foi realizado com inéculos de cepas bacterianas para verificar o crescimento e recuperagao
apo6s tratamento térmico. Foi realizada diluicio seriada para obter concentracdo média em torno de 102
células/100 mL das seguintes bactérias: Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis. Para cada bactéria foram realizadas duas réplicas.
Os resultados estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados Testes Esporos — Indculos de bactérias

Amostra Placa 1 (UFC/mL) Placa 2 (UFC/mL)
Branco <1 <1
Bacillus subtilis 0,030 0,420
Escherichia coli 0,910 2,500
Klebsiella aerogenes 2,180 1,380
Pseudomonas aeruginosa 0,050 2,130
Staphylococcus aureus 0,600 0,920
Enterococcus faecalis <1 0,470

Os resultados ndo foram homogéneos entre as réplicas e ndo houve supressdao dos microrganismos apds o
tratamento térmico. O resultado foi interpretado como sendo devido a contaminagdo das amostras, e melhorias
foram implantadas para a assepsia dos equipamentos e copos entre as filtracGes e o nivel de agua do banho-
maria. Além disso, foi feita a alteracdo do procedimento indicando o uso de gelo produzido com agua filtrada e
realizacdo de assepsia da bandeja utilizada para o banho de gelo.

2° Teste: O teste foi realizado com indculos de cepas bacterianas para verificar o crescimento e recuperagao
apos tratamento térmico, ap6s melhorias no processo com objetivo de evitar contaminagdes. Foi realizada
diluicdo seriada para obter concentragdo média em torno de 102 células/100 mL das seguintes bactérias:
Bacillus subtilis, Escherichia coli e Enterococcus faecalis. Para cada bactéria foram realizadas quatro réplicas.
Os resultados estdo apresentados na Tabela 2.

AESABESP - Associa¢cdo dos Engenheiros da Sabesp 4



Encontro Técnico

AESABESP

34° Congresso Nacional
de Saneamento e
Meio Ambiente

Tabela 2: Resultados Testes Esporos — Inoculos de bactérias

Amostra Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
Branco 0,010* - - -
Bacillus subtilis 0,060 0,030 <1 0,010
Escherichia coli <1 0,030 0,010 0,020
Enterococcus faecalis > 200 <1 0,020 0,010

* Realizagéo de um Unico branco de analise.

Os resultados foram homogéneos entre as réplicas e houve controle da maior parte da contaminagdo.
Entretanto, ndo houve supressdo completa dos microrganismos ap6s o tratamento térmico. O crescimento do B.
subtilis foi abaixo do esperado.

3° Teste: O teste foi realizado com in6culos de cepas bacterianas para verificar o crescimento e recuperagao
apos tratamento térmico, inserindo o grupo controle (sem choque térmico) para verificar as concentragGes
iniciais dos microrganismos. Foi realizada diluicio seriada para obter concentracdo média em torno de 102
células/100 mL das seguintes bactérias: Bacillus subtilis, Escherichia coli e Enterococcus faecalis. Para cada
bactéria foram realizadas quatro réplicas. Os resultados estdo apresentados na Tabela 3. Para 0s grupos
controle de E. coli e E. faecalis foi inserida uma amostra para determinacdo do NMP/100 mL desses
microrganismos, utilizando-se os substratos enzimaticos Colilert e Enterolert, respectivamente e cartela
Quanti-Tray 2000.

Tabela 3: Resultados Testes Esporos — Indculos de bactérias

Amostra Controle Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4
(UFC) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
Branco - 0,010* - - -
Bacillus subtilis > 200 0,010 0,010 0,100 0,040**
Escherichia coli > 200 <1 <1 <1 <1
Enterooccus. faecalis > 200 <1 0,010 <1 0,020**

* Realizagfo de um Gnico branco de andlise. ** Contaminacao nas bordas.

Nas cartelas foram registrados valores > 2.419,6 NMP/100 mL tanto para E. coli quanto para E. faecalis, 0 que
indica que a diluicdo seriada deve ser reavaliada e que concentragdes menores do indculo devam ser utilizadas.
Com relagdo ao nimero de colbnias, os resultados foram homogéneos entre as réplicas e houve controle da
maior parte da contaminacdo. Entretanto, ndo houve supressdo completa dos microrganismos apés o
tratamento térmico, embora as coldnias tenham crescido apenas nas bordas, indicando contaminacgao durante o
processo de filtragdo. O crescimento do B. subtilis foi abaixo do esperado.

4° Teste: O teste foi realizado com indculos de cepas bacterianas para se adequar a dilui¢do, obtendo para os
testes concentragdes iniciais dos microrganismos em torno de 102 células/100 mL. Foi utilizada a seguinte
sequéncia de diluigdo: 1) uma coldnia foi adicionada a 100 mL de 4gua tamponada; 2) ap6s homogeneizagdo, 1
mL da solucéo foi transferido para outro frasco de 100 mL de &gua tamponada; 3) apds homogeneizagdo, 10
mL da solucdo foram transferidos para um frasco contendo 90 mL de agua tamponada. Foram utilizadas as
bactérias Escherichia coli e Bacillus subtilis, sendo que para o Bacillus, as amostras foram divididas em grupo
controle (sem choque térmico) e grupo teste. Para E. coli foi realizada uma amostra para determinacdo do
NMP/100 mL, utilizando-se Colilert e cartela Quanti-Tray 2000. Em cada grupo foram realizadas cinco
amostras. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.
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Amostra Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4 Placa 5
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)

Branco 0,010 0,020 - - -

B. subtilis Controle 0,710 0,580 0,500 PADA 0,270

B. subtilis Teste 0,010 <1 <1 <1 0,070

E. coli 0,090* <1 <1 <1 <1

PADA — Perda de Amostra; * Contaminacéo nas bordas.

A contagem de E. coli foi de 108,6 NMP/100 mL. O in6culo de B. subtilis foi satisfatorio e as réplicas do
grupo controle apresentam valores homogéneos. Houve controle da maior parte da contaminagdo, com excecao
de uma amostra de E. coli que apresentou contaminacdo nas bordas. O crescimento do B. subtilis ho grupo
teste foi abaixo do esperado.

5° Teste: O teste foi realizado com indculos de cepas bacterianas para verificar se haveria diferenca de
crescimento do Bacillus subtilis no grupo teste se 0 aquecimento da agua do banho ocorresse juntamente com
as amostras. O objetivo era verificar se 0 aquecimento lento ao invés de rapido poderia favorecer o
crescimento. Foi utilizada a seguinte sequéncia de dilui¢do: 1) uma coldnia foi adicionada a 100 mL de agua
tamponada; 2) apds homogeneizacdo, 1 mL da solugdo foi transferido para outro frasco de 100 mL de &gua
tamponada; 3) ap6s homogeneizacao, 10 mL da solugdo foram transferidos para um frasco contendo 90 mL de
agua tamponada. Foram inoculados 2 mL em cada amostra. Para o teste, a temperatura do banho de gelo ficou
em torno de 2°C e o resfriamento das amostras ocorreu até que o frasco controle atingisse 20°C. Foi utilizado
apenas o Bacillus subtilis, sendo que as amostras foram divididas em grupo controle (sem choque térmico) e
grupo teste. Em cada grupo foram realizadas seis amostras. Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Resultados Testes Esporos — Indculos de bactérias

Amostra Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4 Placa 5 Placa 6
(UFC/mL) | (UFC/mL) | (UFC/mL) | (UFC/mL) | (UFC/mL) | (UFC/mL)

Branco 0,050* - - - - -

B. subtilis Controle > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200

B. subtilis Teste 0,040 0,050 0,040 > 2000 0,210 0,060

* Realizagdo de um Unico branco de andlise.

Os resultados demonstraram que ndo houve melhora na recuperacdo do B. subtilis com aquecimento lento do
banho-maria.

6° Teste: Ap6s 0s inimeros insucessos na recuperacdo do Bacillus subtilis, a estratégia de cultivo da bactéria
foi alterada. Com isso, Bacillus subtilis foi cultivado por sete dias em diferentes meios de cultura: TSB com
glicerol (microtubo), Caldo TSB, Meio PCA, Meio TSA (tubo inclinado). Apés esse periodo, foram realizados
os testes dividindo as amostras de cada meio em dois grupos: controle (sem choque térmico) e teste. Para cada
tipo, foi feita uma amostra do grupo controle e trés do grupo teste. Para os meios liquidos foram retirados 300
ML para o indculo e, para os meios solidos, foi retirada uma algada. Os resultados estdo apresentados na Tabela
6.
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Tabela 6: Resultados Testes Esporos — Inoculos de bactérias

Amostra Meio Cultivo Placa 1 Placa 2 Placa 3
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)

Branco - <1 <1 0,030
B. subtilis Controle Microtubo TSB ¢/ > 200 - -

B. subtilis Teste Glicerol 0,500 0,880 0,260*
B. subtilis Controle > 200 - -

B. subtilis Teste Caldo TSB > 200 1,450 1,880
B. subtilis Controle . > 200 - -

B. subtilis Teste Meio PCA > 200 > 200 > 200
B. subtilis Controle . > 200 - -

B. subtilis Teste Meio TSA > 200 > 200 > 200

*Amostra vazou durante a filtracéo.

Os resultados demonstraram que os 7 dias de cultivo foram suficientes para induzir o processo de esporulacéo.
Com isso, as bactérias esporuladas resistiram ao tratamento térmico, ocorrendo a germinagdo no agar nutriente
com azul de tripan. Houve recuperacdo do Bacillus subtilis tanto no grupo controle quanto no teste. Os
inéculos dos meios sélidos ficaram muito carregados e os valores foram registrados como > 200 UFC/mL.
Como ndo houve problemas com a recuperagéo em nenhum dos meios, por maior praticidade do cultivo, o &gar
TSA no tubo inclinado seréa utilizado para o cultivo do B.subtilis.

7° Teste: O teste foi realizado com in6culo de Bacillus subtilis cultivado por 7 dias no agar TSA (tubo
inclinado) e depois armazenado em camara fria (2 a 8°C). O objetivo era verificar se 0 esporo permaneceria
viavel apés resfriamento e definir o melhor fator de diluigdo para trabalhar-se com o tubo inclinado, onde
retira-se uma algada para o indculo. Foram utilizados dois tubos com &gar inclinado e algada de cada um deles
foi inoculada em um frasco contendo 100 mL de agua tamponada. Os grupos considerados foram ‘al¢ada’,
‘diluicdes 102 e ‘diluigdo 10 e ‘diluicio 107°com um frasco controle e um frasco teste (submetido a
tratamento térmico) para cada um deles. Os resultados estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Resultados Testes Esporos — In6culos de bactérias

Amostra Meio Cultivo Tubo 1 (UFC/mL) Tubo 2 (UFC/mL)
Branco - <1 <1
B. subtilis Controle Nata Nata
— Alcada
B. subtilis Teste Nata Nata
B. subtilis Controle 102 Massa Massa
B. subtilis Teste Massa Massa
B. subtilis Controle 104 Dif.inicial* Dif.inicial*
B. subtilis Teste Dif.inicial* Dif.inicial*
B. subtilis Controle 107 2,110 2,110
B. subtilis Teste 1,890 2,600

*Diferenciacdo inicial de col6nias.

Os resultados demonstraram que os indculos ficaram muito carregados (alta densidade de coldnias nas placas
de petri) em baixas diluices, indicando ser melhor trabalhar com a diluigéo 107

8° Teste: O teste foi realizado com indculo de Bacillus subtilis e com amostras de agua bruta e agua filtrada da
ETA A. O objetivo foi confirmar a diluicdo 10”7 como adequada para os trabalhos com a cepa para o controle
de qualidade e verificar os volumes de amostras de &gua bruta e filtrada (Sistema ETA A) para os ensaios. O
teste com o B. subtilis foi feito em dois grupos: Controle e Teste, com al¢adas generosas do cultivo de 7 dias
no agar TSA (tubo inclinado) e col6nias isoladas ap6s 24 horas de crescimento. As alcadas e as coldnias foram
inoculadas em frascos contendo 100 mL de &gua tamponada e foi realizada diluicdo seriada 107. O grupo
controle foi colocado diretamente na placa contendo agar nutriente com azul de tripan apds filtracdo. O grupo
teste foi submetido ao choque térmico antes de ser colocado na placa. Para o teste com amostras, foram
coletadas 2 amostras de agua bruta e uma amostra de 200 mL de cada um dos 6 filtros da ETA A. Antes do
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processamento das amostras, foi realizada a diluicdo 10 da agua bruta, resultando em 4 amostras com 10 mL
de agua bruta e 90 mL de &gua de diluicdo (100mL).
Os resultados estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Resultados Testes Esporos — Indculo Bacillus, Agua Bruta (AB) e Agua Filtrada (AF)

Amostra Diluicdo / Volume UFC UFC/mL
Branco 1 200 <1 0,000
Branco 2 200 <1 0,000
B. subtilis Alcada 10-7 132 -
B. subtilis Col6nia 107 4 -
AB - Teste 10 22 2,200
AB —Teste 10 15 1,500
AB — Teste 10 12 1,200
AB — Teste 10 12 1,200
AF- 1 Teste 200 1 0,005
AF- 2 Teste 200 <1 0,000
AF- 3 Teste 200 <1 0,000
AF- 4 Teste 200 1 0,005
AF- 5 Teste 200 2 0,010
AF- 6 Teste 200 1 0,005

Os resultados demonstraram que a diluicdo 1077 é adequada para trabalhar com a alcada da cepa de Bacillus
subtilis. Para a agua bruta, o volume de 10 mL é adequado para as amostras do Sistema ETA A. Para a 4gua
filtrada, indica-se volumes de 200 mL uma vez que a concentra¢do dos microrganismos tende a ser baixa.

TESTES COM EZ-SPORE™ BACILLUS SUBTILIS SUBSP. SPIZIZENII (ATCC® 6633™)

Para complementagdo dos testes descritos anteriormente, foi adquirido o produto EZ-SPORE™ da marca
Microbiologics, lote 486-1189-1, validade 31-01-2023. O objetivo foi verificar outras formas de se trabalhar
com o Bacillus subitilis e a viabilidade do uso do produto para o controle de qualidade do método. A descricdo
do produto diz tratar-se de organismos liofilizados, com quantidade estabelecida de 10* UFC’s por pellet,
podendo ser utilizado para avaliar performance de métodos qualitativos e/ou quantitativos.

1° Teste: Foram utilizados 2 pellets do EZ-Spore™ e as Instrugdes de Uso do produto para execucgdo do
procedimento. A hidratacdo foi realizada com &gua tamponada estéril. Para confirmacdo da viabilidade do
procedimento, foi utilizado como controle positivo o Bacillus subtilis da cultura trabalho (“envelhecida” por
10 dias) e uma colbnia de B. subtilis do cultivo em placa com TSA por 24 horas. Para a al¢ada da cultura
trabalho, utilizou-se a diluicdo 107 em duplicata; para a col6nia a diluigdo 10 em duplicata; e para o Z-
Spore™ a diluicdo 1072 (2 pellets). Os resultados estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Resultados Testes Esporos — EZ-Spore™

Amostra D\'/I:IE;OEI C((Lnérco)l € (Leég) %Recuperacéo
Branco 1 100 4 2 -

B. subtilis — Cultura Trabalho 107 228 223 97,8

B. subtilis — Cultura Trabalho 107 250 272 90,8

B. subtilis — Coldnia 24 horas 10° 170 1 0,6

B. subtilis — Coldnia 24 horas 10° 144 1 0,7

B. subtilis — Z-Spore 108 60 19 31,7

B. subtilis — Z-Spore 10 63 19 30,2
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Os resultados indicam que o percentual de recuperacio dos esporos no produto Z-Spore™ foi muito abaixo do
desempenho obtido com a cultura trabalho. As etapas de processamento do liéfilo devera ser reavaliada antes
da execucdo de novos testes.

2°Teste: Foram utilizados 5 pellets do EZ-Spore™ e as Instrugdes de Uso do produto para execucdo do
procedimento. A hidratagcdo foi realizada com tampéo fosfato pH 7,2 conforme indicacdo do fabricante. A
solugdo foi mantida na estufa a 35°C desde o final do dia anterior, sendo utilizado o volume de 1 mL para
hidratacdo dos liéfilos em microtubos. Apds a transferéncia do liéfilo para a solugdo, os microtubos foram
mantidos na estufa por mais 30 minutos. Depois, foram vortexados por, no minimo, 1 minuto e transferidos
para os frascos contendo agua de diluicdo até obter-se a concentragdo desejada (640 ¢ 64 UFC’s/mL). A
diluicdo 107 foi realizada em duplicata para confirmacéo do indculo. Para confirmagdo da viabilidade do
procedimento, foi utilizado como controle positivo o Bacillus subtilis da cultura trabalho (“envelhecida” por
10 dias). Para a alcada da cultura trabalho, utilizou-se a diluicdo 1077 em triplicata.-Apoés a leitura com 24 horas
preconizada pelo SM 9218B, as placas foram novamente incubadas por mais 2 dias, totalizando 72 horas de
incubacéo. O objetivo era verificar se estava ocorrendo dificuldade de crescimento do Bacillus do Z-Spore™
apos o choque térmico aplicado no procedimento. Os resultados estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Resultados Testes Esporos — EZ-Spore™ (CT = Cultura Trabalho; RC = Recuperacéo)

Diluicéo/ | Controle | Teste-24h Teste -72h
Amostra volume | (UFQ) | (URQ) % RC (UFc) | %RC

Branco 1 100 2 <1 - - -

B. subtilis— CT 107 270 27 98,9 - -

B. subtilis— CT 107 270 266 98,5 - -

B. subtilis — Z-spore 1 | 1073 52 24 46,2 24 46,2
B. subtilis — Z-spore 1 | 102 520 110 21,2 115 22,1
B. subtilis — Z-spore 2 | 103 61 31 50,8 31 83,3
B. subtilis — Z-spore 2 | 102 610 91 14,9 116 19,0
B. subtilis — Z-spore 3 | 103 50 34 68,0 36 72,0
B. subtilis — Z-spore 3 | 10? 500 114 22,8 127 25,4
B. subtilis — Z-spore 4 | 103 64 33 51,6 33 51,6
B. subtilis — Z-spore 4 | 10? 640 105 16,4 124 19,3
B. subtilis — Z-spore 5 | 103 62 29 46,8 30 48,4
B. subtilis — Z-spore 5 | 10? 620 112 18,1 122 19,7

Os resultados indicam que a recuperacdo dos esporos no produto Z-Spore™ apresentou uma melhora em
relacdo aos testes anteriores, mas somente para as concentra¢fes mais baixas, com obten¢do de valores entre
46 e 68% de recuperacdo. Com a incubacdo por maior periodo (72 horas), houve incremento de algumas
coldnias na maioria das placas, entretanto, ndo foi um aumento que afetou de forma relevante o percentual de
recuperagéo.

IMPLANTACAO DO METODO E ADEQUACAO DA METODOLOGIA

O parémetro “determinagéio de esporos de bactérias aerdbias” (método 6218B — APHA 2017) foi implantado
pelo Laboratério Central da COPASA em julho de 2022. Como dito anteriormente, 0 método descrito no
APHA (2017) é muito sucinto, tanto nas etapas metodoldgicas quanto nos controles de qualidades a serem
executados. Todos os controles de qualidade ja implantados para os outros parametros realizados
(Determinacédo qualitativa e quantitativa de Coliformes totais e E.coli, Contagem de Bactérias Heterotrdficas,
dentre outros) estenderam-se a analise de EBA (controle de qualidade do meio de cultura, frascos de coleta,
viabilidade das cepas de controle, etc). Além desses citados, foi implantado, com frequéncia mensal, o teste de
eficiéncia de recuperagdo do ensaio de esporos de bactérias aerdbias. Instituimos como limites aceitaveis para
recuperacdo, o intervalo entre 80-120%. Em todos os testes (meses) a recuperacgdo esteve dentre desse limite.
Os resultados estdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11: Resultados da recuperacdo do ensaio de esporos de bactérias aerobias.

Grupo controle (UFC) Grupo Teste (UFC) % Recuperacéo
Més 1 66 57 86
Més 2 149 124 83
Més 3 480 405 84
Més 4 51 46 90
Més 5 108 87 80
Més 6 191 177 93
Més 7 100 92 92
Més 8 76 66 86
Més 9 34 27 80
Més 10 389 450 115
Més 11 38 33 89

1° Teste para adequacdo: O teste foi realizado com amostras de dgua bruta da ETA B. Foi realizado com o
intuito de verificar se havia diferenca na recuperacdo dos esporos presentes na agua bruta, quando esta é
diluida com 4gua de diluicdo ou 4gua tamponada. Os resultados sdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12: Resultados Testes Esporos — Diluicédo da 4gua bruta em agua de diluicdo e agua tamponada

Amostra Agua de diluigdo (UFC) Agua tamponada (UFC) D'::;Sgg?agaééiﬁz)de
1 120 150 20
2 130 230 43
3 55 68 19
4 131 138 5
5 34 34 0

Os resultados demostram que quando utilizado agua tamponada na diluigdo da &gua bruta, a recuperagdo dos
esporos de bactérias aerébias é maior. Em média, 0s esporos recuperaram 18% a mais na agua tamponada,
comparada a agua de dilui¢do. A partir desses resultados, passamos a utilizar &gua tamponada nas diluigdes das
amostras de agua bruta.

ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O setor de microbiologia do Laboratorio Central da COPASA utiliza, em seu controle de qualidade analitica,
diversas cepas, como Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus e Enterococcus faecalis. Devido a necessidade de implantagdo do método para deteccdo e
quantificacdo de esporos de bactérias aerdbias para atender a legislacdo vigente, fez-se necessario testes para
compreensdo do crescimento e manutencdo da cepa de Bacillus subtilis. A descricdo do método pelo Standard
Methods 232 edicdo € muito sucinta, gerando muitas davidas sobre o passo a passo do procedimento, o que
influenciou diretamente na quantidade de testes necessarios para consolidacdo da metodologia. H& também
poucas referéncias bibliograficas sobre o assunto, tornando a implantacdo um desafio para os laboratérios.

Outro desafio foi entender o metabolismo e crescimento do Bacillus subtillis. Conforme pdde ser observado ao
longo dos testes, alteracfes na forma de cultivo da cepa foram necessarias para que a recuperacdo do
microrganismo fosse satisfatoria. Sem o envelhecimento da cultura, provavelmente o processo de aquecimento
das amostras a 75°C estava causando a esporulacdo das bactérias, mas, uma vez esporulada, sem novo choque
térmico ndo estava ocorrendo o processo de germinacdo, impedindo o crescimento das formas vegetativas no
gar. Tal fato foi confirmado por estudos sobre o cultivo do Bacillus realizados pela FIOCRUZ (2015, p. 16)
que indicaram: “Os enddsporos se formam, sobretudo, em cultivos envelhecidos, o que ocorre quando se deixa
as formas vegetativas permanecerem muitas horas em incubacdo em temperaturas permissiveis, por vezes, por
muitos dias, como por exemplo 10 dias. Posteriormente a isso se pode abandonar a espera de enddsporos”
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Apobs a consolidacdo da metodologia e definicdo da forma de se trabalhar com a cepa de referéncia, foi
demonstrada a seletividade do método para a cepa alvo Bacillus subtillis e supressdo das bactérias néo
resistentes ao choque térmico, como E.coli e E.faecalis. O método utiliza-se de um meio de cultura ndo
seletivo e estabelece que qualquer colbnia que crescer no agar deve ser considerada um esporo de bactéria
aerobia, portanto, torna-se fundamental a realizacéo a cada rodada do branco de amostra que deve comprovar a
auséncia de contaminacdo durante o processo. Além disso, ha necessidade de se utilizar as cepas de referéncia
para os controles positivo e negativo do método, que além disso permitem a avaliacdo do percentual de
recuperacdo, garantindo a confiabilidade dos resultados.

Com relacéo a utilizacdo do produto Z-Spore™, os testes demonstraram que a recuperacgdo dos esporos foi
inferior aquelas observadas quando foram utilizados os esporos da cultura de trabalho envelhecida. Com a
incubacdo das amostras por maior periodo (72 horas), houve incremento de algumas coldnias na maioria das
placas, entretanto, ndo foi um aumento que afetou de forma relevante o percentual de recuperacdo, o que
sugere que o produto ndo é interessante para o uso no controle de qualidade do Ensaio de Esporos de Bactérias
Aerobbias. Por outro lado, a porcentagem de recuperagdo do Bacillus da cultura trabalho envelhecida tem se
mantido sempre acima de 90% em testes realizados inicialmente, comprovando sua adequagdo ao uso
pretendido.

As concentragdes de esporos de bactérias obtidas na dgua bruta e tratada, sdo utilizadas no célculo da
eficiéncia de remocdo desses microrganismos pela ETA. Para cada manancial deve-se avaliar a diluicdo
adequada, de forma a se evitar crescimento excessivo de col6nias nas placas de agua bruta e a expressdo de
resultados > x UFC’s/mL, o que impossibilita o célculo da eficiéncia de remogdo. Uma melhor recuperacéo
desses microrganismos indica uma melhor acuracia da técnica analitica e consequentemente maior
confiabilidade do método, j& que esses resultados serdo utilizados para subsidiar alteracdes operacionais
significativas (diminuicdo da turbidez). Os resultados demonstraram que quando a amostra de &gua bruta é
diluida com agua tamponada, ocorre uma maior recuperacdo dos microrganismos na matriz ambiental o que,
consequentemente, pode aumentar o valor final da eficiéncia de remocdo da ETA. Tal diferenca ndo é
observada na 4gua tratada, uma vez que a matriz ndo € submetida a processos de diluigdo, devido a baixa
concentragdo de microrganismos.

Por ser um parametro com poucos dados disponiveis no Brasil, a viabilidade do indicador esporos de bactérias
aerdbias como parametro operacional e como indicador indireto da eficiéncia de remocdo de protozoarios
ainda carece de validagdes e analises robustas de histdricos de dados para comprovacdo da sua aplicabilidade
para avaliar a eficiéncia da ETA. A realizagdo de estudos complementares com outros pardmetros, a
demonstracdo sistematica da eficiéncia de remocéo de esporos e a remogdo concomitante de turbidez para
niveis < 0,3 uT da agua filtrada da ETA, podem ser fatores importantes para garantir o fornecimento de agua
microbiologicamente segura para a populacéo.

CONCLUSAO

A metodologia 9218B (APHA, 2017) adotada pelo Laboratério Central da COPASA MG mostrou-se adequada
para a detecgdo de esporos de bactérias aerébias e apresentou inibi¢do de bactérias ndo-alvo nas matrizes agua
reagente, dgua tratada e agua bruta. A adequacdo foi corroborada pelos testes com a coldnia trabalho
(“envelhecida”) de Bacillus subtilis que permitiu demonstrar também que o percentual de recuperacdo do
método esta em nivel satisfatério (acima de 90%) e que a forma de cultivo da cepa estd adequada para o uso
como controle positivo. O método foi implantado em Julho de 2022. As proximas etapas serdo a adequagdo do
Controle de Qualidade, conforme descrito na 24°Edicéo do Standard Methods (APHA, 2023), participacdo em
ensaios de proficiéncia, célculo de incerteza de medi¢do e acreditacdo do parametro junto a CGCRE
(Comissdo Geral de Acreditacdo do INMETRO).
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