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RESUMO

A manutencao da qualidade microbiol6gica da agua purificada por osmose reversa é
importante para o controle de processos em ambientes laboratoriais e de saude. O
presente estudo teve como objetivo comparar a recuperacdo bacteriana pelos
métodos de Pour-Plate, EasyDisc® e membrana filtrante para Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa e avaliar sua aplicacdo no
monitoramento de agua de osmose reversa em setores da Universidade Estadual de
Maringa (UEM) e do Hospital Universitario (HU). Suspensdes bacterianas ajustadas
a 0,5 McFarland foram diluidas até aproximadamente 102 UFC/mL e inoculadas
individualmente e em pool em agua estéril. A recuperacao foi avaliada pelos trés
métodos, em trés experimentos independentes, com triplicata. No monitoramento,
foram analisadas sete amostras de agua, sendo seis da UEM e uma do HU. Nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os métodos para
0s microrganismos avaliados (ANOVA/Tukey, p>0,05). Nas amostras reais, 0s
valores obtidos pelo EasyDisc® permaneceram abaixo de 100 UFC/mL. No bloco 190
— Toxicologia e na CME/HU, as membranas apresentaram 658 e 453 colénias/100
mL, respectivamente, ultrapassando o limite técnico de contagem e comprometendo
a quantificacdo confiavel. Os resultados demonstram recuperacdo comparavel entre
0s métodos, destacando que a escolha da técnica deve considerar as caracteristicas
da amostra e o volume processado.

INTRODUCAO

A qualidade microbioldgica da agua purificada por osmose reversa é relevante
em laboratérios e servicos de saude, onde é utilizada em procedimentos analiticos,
preparo de solucdes, lavagem de materiais e processamento de produtos para
saude (Devi et al., 2025). A Farmacopeia Brasileira estabelece, para agua purificada,
limite de 100 UFC/mL para bactérias heterotréficas, além da auséncia de coliformes
e P. aeruginosa, e reconhece a osmose reversa como tecnologia para sua obtencao
(Brasil, 2024). Nos Centros de Material e Esterilizagdo, a RDC n® 15/2012 determina
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0 monitoramento da qualidade da agua e estabelece o uso de agua purificada no
enxague final de produtos criticos utilizados em determinados procedimentos
cirurgicos (Brasil, 2012).

O monitoramento de aguas com baixa carga bacteriana requer metodos
capazes de recuperar os microrganismos presentes. O Pour-Plate e o EasyDisc®
processam aliquotas de 1 mL, enquanto a filiragdo por membrana permite a
concentracdo dos microrganismos presentes em volumes maiores. Assim, a
comparagéo entre métodos pode auxiliar na escolha de técnicas adequadas a rotina
de monitoramento (Cao et al., 2024).

Este estudo comparou a recuperacao de E. coli, S. aureus e P. aeruginosa
pelos métodos de Pour-Plate, EasyDisc® e membrana filtrante e avaliou sua
aplicagdo no monitoramento microbiol6gico de agua de osmose reversa em setores
da UEM e do HU.

MATERIAIS E METODOS

As atividades foram realizadas no Laboratério de Microbiologia de Agua,
Ambiente e Alimentos (LAGUA-UEM), em duas etapas. Na 1?2 etapa, foram utilizadas
cepas-padrao de E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25923) e P. aeruginosa
(ATCC 15442), ajustadas a 0,5 McFarland e diluidas até aproximadamente 102
UFC/mL. As suspensodes foram inoculadas individualmente e em pool (composto por
volumes iguais, 1 mL, das trés cepas na concentracao individual de 102 UFC/mL) em
100 mL de agua estéril.

A recuperagao bacteriana foi avaliada pelos métodos de Pour-Plate (1 mL em
agar PCA), EasyDisc® (1 mL) e filtragdo por membrana (100 mL em membrana de
nitrato de celulose de 0,45 um). Para a padronizagdo e comparagcao entre o0s
métodos, o niumero absoluto de colbnias contadas no volume total processado por
cada técnica foi convertldo e expresso em UFC/mL (divisGes diretas por 1 mL para
Pour-Plate e EasyDisc®, e por 100 mL para a membrana filtrante). As placas foram
incubadas a 35 °C por 48 horas. Foram realizados trés experimentos independentes,
em dias distintos, com triplicata. Os dados da primeira etapa foram submetidos a
ANOVA, apés valldagao dos pressupostos de normalidade e homocedasticidade no
software Statistica®, seguida do teste de Tukey (p < 0,05) para a comparacéo entre
0s métodos.

Na 2% etapa, foram analisadas sete amostras de 4gua de osmose reversa,
sendo seis provenientes de diferentes setores da UEM e uma da Central de Material
e Esterilizacdo (CME) do HU. As coletas foram realizadas em 17/06/2026 (UEM) e
15/04/2026 (HU), seguindo procedimentos de assepsia e descarte do volume morto
com processamento em até 30 minutos. Foram utilizados os métodos EasyDisc® e
membrana filtrante. A interpretacdo das contagens considerou o limite de 100
UFC/mL estabelecido pela Farmacopeia Brasileira para agua purificada.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Na 12 etapa, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre Pour-Plate, EasyDisc® e membrana filtrante para E. coli, S. aureus, P.
aeruginosa ou para o pool microbiolégico (p>0,05). Na tabela 1, podemos observar
as médias * desvio-padrao obtidas para cada microrganismo testado e também para
o pool microbioldgico. Esses resultados indicam que, nas condi¢cdes experimentais
avaliadas, os métodos apresentaram recuperacao bacteriana comparavel.

Na 22 etapa, os resultados obtidos pelo EasyDisc® variaram de <1 a 22
UFC/mL, permanecendo abaixo do limite de 100 UFC/mL para bactérias
heterotréficas em agua purificada. Nos pontos 190 — Toxicologia e CME/HU, as
membranas apresentaram 658 e 453 colénias/100 mL, respectivamente,
ultrapassando o limite técnico de 200 colbnias e comprometendo a quantificacao
(APHA, 2023). Nesses pontos, o EasyDisc® apresentou 13 e 22 UFC/mL. As
diferencas observadas estdo relacionadas ao volume processado pelas técnicas: a
filtragdo por membrana concentra 100 mL, enquanto o EasyDisc® processa 1 mL. Os
resultados reforcam a necessidade de adequacido do método a carga microbiana e
as caracteristicas da amostra, sem inferir diferencas de sensibilidade entre as
técnicas.

Tabela 1 - Contagem de bactérias heterotréficas em UFC/mL na triagem analitica (12
etapa) e em amostras de agua de osmose reversa (22 etapa).

Etapa Matriz / Amostra Membrana EasyDisc® Pour-Plate
Filtrante
E. coli 2"+1,00 17+1,00 1%+0,50
1 S. aureus 22+1,00 1°:1,15 20,58
P. aeruginosa 1+£0,00 2*+153 1%+0,00
Pool microbiolégico 3*+100 4*+252 4*+3,06
Bloco J90 — Citologia <1 <1 —
Bloco J90 — Lavagem 2 <1 —
2 Bloco 190 — Toxicologia 7* 13 —
Bloco 190 — Microbiologia médica 5 1 —
Bloco T20 — Bacteriologia <1 <1 —
Bloco T20 — LAGUA 3 3 —
CME (Hospital Universitario) 5* 22 —

* Valores calculados a partir das contagens brutas de 658 e 453 col6nias/100 mL, respectivamente,
superiores ao limite técnico de 200 colbénias por membrana; portanto, ndo devem ser interpretados
como quantificagéo confiavel pela técnica.
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Nota: médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p>0,05).

CONCLUSOES

Nas condigbes experimentais avaliadas, ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas na recuperacéao de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e
do pool microbiolégico entre os métodos de Pour-Plate, EasyDisc® e membrana
filtrante. No monitoramento da dgua de osmose reversa, o EasyDisc® apresentou
valores de contagem de bactérias heterotréficas inferiores a 100 UFC/mL em todos
0s pontos avaliados, enquanto a membrana apresentou contagens superiores ao
limite técnico nos pontos 190 — Toxicologia e CME/HU, limitando a quantificagao por
essa técnica. Os resultados indicam que os métodos apresentaram recuperacao
comparavel nas condicdes testadas e que a selecdo do método para monitoramento
deve considerar o volume processado e a carga microbiana da amostra.
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