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RESUMO

As varias questfes em potencial associadas aos fungos em agua de consumo incluem obstrugdes da
canalizacdo, alteracbes como odor, sabor, pigmentos, formacdo de biofilmes, disseminacdo de
fungos patogénicos e produgdo de micotoxinas. As bactérias e os fungos tém sido bem sucedidos
nesse meio por possuirem estratégias metabdlicas que lhes permitem sobreviver em ambientes
oligotroficos como &gua potavel. Assim, algumas espécies de fungos podem ser encontradas
habitando sistemas de distribuicdo de agua. A legislacdo brasileira, assim como a de outros paises,
ndo determina a pesquisa de fungos, nem estabelece limites para a presenga destes na agua de
abastecimento. Este trabalho aborda ocorréncia de fungos filamentosos e bactérias heterotréficas na
rede de distribui¢do de um sistema de abastecimento em Recife-PE. As coletas foram realizadas até
150 dias nos pontos: reservatorio da estacdo de tratamento de agua, inicio, meio e fim da rede de
distribuicdo. Fungos e bactérias heterotréficas foram quantificados por filtragdo em membrana,
utilizando peptona glicose rosa Bengala Agar com antibidticos e R2A, incubacédo a 30° até 10 dias e
35°C por 48 h respectivamente As bactérias mantiveram-se dentro do limite estabelecido pela
legislacdo. Das 180 amostras de fungos isoladas, os mais abundantes foram Penicillium e
Aspergillus, seguido de Phoma, Curvularia, Trichoderma, Alternaria, Fusarium,
Cladosporium, Nigrospora, Pestalotiopsis e Cunninghamella. Nos canos de distribuicdo da rede
foram encontrados filamentos de fungos, formando biofilmes. Como a &gua pode veicular a
disseminacdo de patdgenos, espera-se com estes registros, contribuir para o conhecimento sobre o
envolvimento dos fungos no sistema de distribuicdo de 4gua potavel Alto do Céu em Recife —PE.

Palavras Chave: Estacdo de Tratamento, Microrganismos, Cloro, Canos Rede
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ABSTRACT

The many potential issues related to fungi in drinking water include blockage of water pipes,
changes of odor, taste and pigments, spreading of pathogenic fungi and the mycotoxin production.
Fungi and bacteria have been successful because they have metabolic strategies that allow them to
survive in oligotrophic environments such as drinking water. Thus, some fungal species can be
found inhabiting the water distribution systems. Brazilian law, similarly to other country’s law, does
not require fungus testing, nor establishes limits for presence of theses microorganisms in drinking
water. This research concerns occurrence of filamentous fungi and heterotrophic bacteria in the
water distribution system of Recife city, in Brazilian state Pernambuco. Collections were performed
up to 150 days in four points: water treatment plant reservoir, starting, middle and end of water
distribution network. Fungi and heterotrophic bacteria were quantified by membrane filtration using
peptone glucose rose Bengal agar with antibiotics and R2A, incubated at 30 ° C to 10 days, 35 °C
by 48 h respectively. Bacteria were within the limits set by law. Of 180 fungi were isolated, the
most abundant genus were Penicillium and Aspergillus, followed by Phoma, Curvularia,
Trichoderma, Alternaria, Fusarium, Cladosporium, Nigrospora, Pestalotiopsis and
Cunninghamella. Filaments of fungi were found forming biofilms in the pipes of distribution
network. Since water can disseminate pathogens, we hope, with these registers, to contribute to the
knowledge about fungal involvement in Alto do Céu Drinking water distribution system, Recife-
PE.

Keywords: wastewater treatment, microorganisms, chlorine, Pipes Network
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1. INTRODUCAO

Uma preocupacédo dos consumidores em relacdo a qualidade da dgua € sua contaminacao por
microrganismos patogénicos. As empresas de dgua devem assegurar que o liquido fornecido esteja
completamente livre de patogénicos (Kerr, et al., 2003).

Historicamente o estudo da microbiologia da agua potavel focava principalmente a
ocorréncia de bactérias que sdo indicadoras de contaminacdo fecal. As condi¢Ges que propiciam a
proliferagdo de fungos nos sistemas de distribuicdo ndo eram investigadas. Os fatores que podem
promover a colonizacao e desenvolvimento dos fungos neste ambiente oligotrofico e a possibilidade
de metabdlitos secundarios, com implicacdes na satde ou causando sabor e odor, ndo tém sido
completamente estudados (Kelley, et al., 1997).

No passado os fungos eram raramente considerados quando se tratava de microrganismos
patogénicos na agua. Uma possivel razdo para isto é que é comum para muitas bactérias, virus,
parasitas, ao ocorrerem na agua contaminada causarem doencas agudas enquanto a contaminagao
por fungo, ndo causa (Hageskal, et al., 2009).

Os fungos sdo cosmopolitas ocupando quase todos os nichos e ambientes, ar, solo e agua.
N&o é surpreendente que sejam encontrados na agua bruta, nos reservatérios e nos sistemas de
distribuicdo (Kinsey, et al., 2003, Hageskal, et al., 2006, Grabinska - Loniewska, et al., 2007,
Hussain, et al., 2010).

A presenca de fungos na &gua potavel e em biofilmes do sistema de distribuicdo tem
recebido atencdo limitada. Isto se deve em parte ao fato de que a relacdo entre a ocorréncia de
fungos e a qualidade da agua ainda é pouco esclarecida (Dogget, et al., 2000). Uma questdo
relevante para a saude humana é a formacéo de biofilmes nos reservatdrios de dgua e no sistema de
distribuicdo, uma vez que estes biofilmes impedem a eficiéncia da operacdo desses sistemas. Além
disso, oferece risco a salde do consumidor criando um habitat para organismos patdgenos
(Flemming, et al., 2002).

Fungos sdo menos susceptiveis ao cloro que as bactérias. Existem evidéncias que sugerem
que os fungos sobrevivem e se multiplicam nos sistemas de distribuicdo em filmes nas superficies e
nos sedimentos, particularmente onde as condi¢Ges sdo mais quentes ou o fluxo € restrito (Kinsey,
et al., 2003) A presenca de biofilmes em sistemas de distribuicdo de agua causa problemas
operacionais como corrosdo das canalizacOes e deterioracdo da qualidade da agua (Hu, et al., 2005).

N&o existem métodos padronizados internacionalmente para andlise e identificacdo de
fungos na agua. Entretanto, a filtragdo em membrana é um método muito utilizado para enumeracgéo

e isolamento de fungos (Paterson, et al., 2009). E dificil estudar in situ as paredes das canalizagdes
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e a maioria das informagdes sobre desenvolvimento de biofilmes foram derivadas de modelos de
laboratdrio onde as condi¢des podem ser facilmente reguladas (Kerr et al., 2003).

Fungos filamentosos em biofilmes tém sido demonstrados apenas em casos especificos. A
deteccdo de fungos filamentosos pelos métodos tradicionais € complexa, indireta e demorada. Além
disso, quando usam remocédo dos biofilmes destroem toda sua estrutura. Fazendo-se necessario o
uso de técnicas ndo invasivas, sensiveis e especificas para o estudo dos biofilmes. Métodos néo
dependentes de cultivo combinam corantes fluorescentes, sondas moleculares e microscopia de
epifluorescéncia, para estudos in situ de populagdes microbianas (Gongalves, et al., 2006, Donlan e
Costerton, 2002, Kator e Rodhes, 2003, Amann, 2001).

Gongcalves et al. 2006, empregaram uma combinacdo de corante fluorescente e sondas
oligonucleotidicas r RNA para deteccdo in situ de biofilmes na rede de distribuicdo de agua potavel
O objetivo deste trabalho foi isolar e identificar os fungos filamentosos da agua distribuida e
detectar in situ biofilmes com fungos filamentosos nos canos de distribuicdo de &gua potavel no
sistema Alto do Céu- Recife, PE.
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1.10BJETIVOS

Geral

O presente trabalho visa isolar e identificar fungos filamentosos na agua e em biofilmes, na

rede de distribuicdo de agua potéavel do sistema Alto do Céu em Recife — PE.

Especificos

e Isolar fungos filamentosos na agua;

e Isolar fungos filamentosos em biofilmes no sistema de distribuicdo de agua;

e Identificar os fungos filamentosos isolados da agua;

e Detectar e tipificar os biofilmes a partir do uso de marcadores moleculares e microscopia de
epifluorescéncia;

e Verificar dentre os fungos isolados aqueles que, de acordo com a literatura, causam danos a

salide.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1. Agua e sua utilizacio

A 4gua é o alimento mais fundamental e imprescindivel, pois todos os outros sejam os de
origem animal ou vegetal, dependem dela para serem produzidos. Inumeros alimentos séo
produzidos a custa da utilizacdo de grandes volumes de agua. Por exemplo, para produzir 1 Kg de
arroz sao necessarios 3000 L de agua, para cada xicara de café, sdo gastos 140 L, cada litro de leite
produzido consome 1000 L (WFN, 2010). A disponibilidade de &gua afeta o desenvolvimento de
uma regido ou pais com conseqiiéncia direta na salde, na economia e na cultura de um povo.

A &gua é um recurso finito e, ao contrario de outros escassos recursos consumiveis, é usada
para atender as necessidades da sociedade, como as bioldgicas, econdmicas, estéticas e préatica
espiritual. Nao existe o gerenciamento da agua para um Unico objetivo. Todo gerenciamento da
agua tem multiplos usos e baseia-se na coexisténcia de interesses competitivos. Dentro de uma
nacao estes interesses incluem uso doméstico, agricultura, geracdo de energia elétrica, atividades de
lazer e ambiental. Dependendo da sua utilizacdo sempre haverd conflito a medida que mais

interesses econdmicos e sociais estdo envolvidos (Aaron, 2010).

2.2. Distribuicéo da agua no mundo
Existem cerca de 1.386 milhdes de quildmetros cubicos de agua no planeta, formando
oceanos, mares, rios, aqliferos, gelo, neve e vapor d’agua. Deste volume 97,5 % sdo de aguas

salgadas e 2,5 % sdo de aguas doces (Figura 1).

2,5% de dguas
doces

—

Figura 1. Percentual de dgua salgada e doce no planeta (Clarke e King, 2004).

Do pequeno percentual (2,5 %) de aguas doces 69,5 % estdo indisponiveis (Figura 2) na
forma de geleiras, neves, gelo e permanentemente congelada no subsolo, enquanto apenas 30,5 %

estdo disponiveis como aguas subterraneas e superficiais (Clarke e King, 2004)
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Lagos, rios, umidade do solo,
umidade do ar, pantanos, zonas
Umidas, plantas e animais

Figura 2. Disponibilidade da 4gua doce no planeta (Clarke e King, 2004).

Do percentual da agua doce (30,5 %) disponivel, 30,1 % sao subterraneas e apenas 0,4 %
encontram-se nas superficies formando lagos, rios, pantanos, corregos, zonas umidas, umidade do
solo, umidade do ar, plantas e animais (Clarke e King, 2004).

Com o baixo percentual de dgua doce disponivel, o0 suprimento no mundo esta em crise e a
situacdo tende a piorar porgue o volume de agua doce superficial é fixo (ndo pode ser aumentado
nem diminuido) enquanto os niveis de polui¢do hidrica, ao contrério, ttm aumentado. Entretanto, as
populagBes crescem, as aspiracdes individuais aumentam e cada vez mais se tem menos agua
disponivel per capita. A escassez de agua é a maior barreira para o desenvolvimento e é uma das
razdes pelas quais tantas pessoas no mundo pobre ainda continuam pobres. Na maioria dos locais a
agricultura responde pelo maior uso da agua (Figura 3) sendo responsavel pela utilizacdo de 70 %
de toda agua, depois a industria e producdo de energia gastam 20 %, e finalmente 0 uso doméstico
de &gua que € essencial a vida (para beber, preparar alimentos, higiene e banho) permanece como o
menor percentual da agua em relacdo aos dois anteriores, respondendo por apenas 10 % de todo
suprimento de agua do planeta. O mais grave é que parte dessa dgua é devolvida tdo poluida para os
mananciais, que ndo é mais adequada para consumo humano (Clarke e King, 2004).

Abastecimento doméstico

Figura 3. Demanda de agua por tipo de uso (Clarke e King, 2004).
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2.3. Distribuicéo de agua no Brasil

O Brasil concentra em torno de 12 % da disponibilidade dos recursos hidricos do mundo
sendo encontrados em rios e aquiferos. No pais encontra-se 0 maior rio em volume do planeta, o
Amazonas. Porém a distribuicdo desta dgua ndo é uniforme apesar da abundancia. A Amazénia,
onde estdo as mais baixas concentracdes populacionais, possui 76,6 % da agua superficial no Brasil
(ANA, 2009). Enquanto isso, no Sudeste, essa relacdo se inverte, a maior concentracio
populacional do pais tem disponivel 6% do total da &gua e o nordeste apenas 3% (ISA, 2010) As
regides mais populosas e industrializadas apresentam menor disponibilidade de recursos hidricos
(Rede das Aguas, 2010). O Brasil retine doze grandes bacias hidrograficas (Figura 4), a Amazonica,
Tocantins Araguaia, Atlantico Nordeste Ocidental, Parnaiba, Atlantico Nordeste Oriental, S&o
Francisco, Atlantico Leste, Atlantico Sudeste, Parand, Atlantico Sul, Uruguai e Paraguai (ANA
2009).

Figura 4. Regides hidrograficas do Brasil — Conjuntura Nacional
dos Recursos Hidricos no Brasil (ANA 2009).

A Tabela 1 apresenta com base nos dados da Conjuntura dos Recursos Hidricos no Brasil —
Agéncia Nacional de Agua (ANA, 2009) a disponibilidade hidrica e densidade demografica das
regibes hidrograficas, onde se observa a relagdo entre a disponibilidade de recursos hidricos e o

nimero de habitantes p6 Km?.
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Tabela 1. Disponibilidade dos recursos hidricos versus densidade demogréfica.

Regido hidrografica Disponibilidade hidrica m®s | Densidade demografica hab/km?
Amazonica 73748 2,3
Tocantins-Araguaia 5447 8,7
Atléantico Nordeste Oriental 91 81,1
Atlantico Nordeste Ocidental 320 21,1
Séo Francisco 1886 22,1
Parnaiba 379 12,1
Atlantico Leste 305 38,6
Atlantico Sudeste 1109 127,1
Atlantico Sul 647 66,8
Parana 5792 67,2
Uruguai 565 22,3
Paraguai 782 5,6

O Brasil possui uma vazdo especifica média de 20,9 L/s’/km2. Em valores globais, uma
grande oferta de recursos hidricos superficiais, comparada a outros paises. Entretanto apresenta
acentuada diferenca entre suas regides hidrogréficas (Figura 5), as vazdes especificas chegam a
variar de 2,0 L/s/km2 em bacias do semi-arido brasileiro até valores superiores a 30 L/s/km?, para
regido hidrografica Amazénica (ANA, 2009).

Vazao especifica (Vs/km?)
Contribui¢ao intermediaria
Bl <05
Bl 05a20

20a4,0

4,0a10,0

10,0a 12,5

125a150
B 15,0a300
Bl > 300

Média Brasil = 20,9 Vs/km?*

Figura 5. Distribuicdo espacial das vazbes especificas no territorio
brasileiro — Conjuntura dos Recursos Hidricos no Brasil (ANA, 2009).
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2.4. Agua em Pernambuco

Grande parte do territorio do estado de Pernambuco encontra-se no semi-arido brasileiro
(Figura 6A), esta area foi delimitada com base nas seguintes caracteristicas: |- precipitacdo
pluviométrica média anual inferior a 800 milimetros; I1- indice de aridez de até 0,5 calculado pelo
balango hidrico que relaciona as precipitacdes e a evapotranspiracdo potencial, no periodo entre
1961 e 1990; e II- risco de seca maior que 60 %, tomando-se por base o periodo entre 1970 e 1990
(Brasil- Ministério da Integracdo Nacional, 2005).

As principais bacias hidrograficas (Figura 6B e C) do estado sdo a Atlantico Nordeste
Oriental e a bacia do Sao Francisco (ANA, 2009).

7

MARANHAO

Legenda

Figura 6. Mapa representativo do semi-arido brasileiro (A), mostrando os estados
nordestinos. Regido hidrografica do Atlantico Nordeste Oriental (B) e regido
hidrogréafica do So Francisco (C) (ANA, 2009).

A regido hidrografica Atlantico Nordeste Oriental abrange os estados: Piaui, Ceara, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco e Alagoas, abrangendo 5 capitais da regido nordeste e se
compde de pequenas bacias costeiras que se caracterizam por possuirem rios de pequena extensao e
com baixa vazdo (ANA, 2009).

A regido hidrografica do Séo Francisco abrange sete estados: Goias, e Distrito Federal,
Minas Gerais, Bahia, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, € formada pelo S&o Francisco, rio que nasce

em Minas Gerais, segue em sentido sul-norte pela Bahia e Pernambuco, quando altera seu curso
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para sudeste e chega a sua foz, no oceano Atlantico, entre os estados de Alagoas e Sergipe. A regido
hidrografica do Sdo Francisco tem 58 % de sua area no semi-arido. Estas duas regides hidrograficas
estdo situadas no semi-arido, se caracterizam por ter reservas insuficientes de agua em seus
mananciais, temperaturas elevadas durante todo ano, baixas amplitudes térmicas e forte insolag&o.
Seus totais pluviométricos irregulares e inferiores a 900 mm sdo normalmente superados por
elevados indices de evapotranspiracdo, resultando em taxas negativas de balanco hidrico (ANA,
2009).

A regido hidrogréafica Atlantico Nordeste Oriental é a que possui um maior desequilibrio em
relagdo & demanda e disponibilidade no pais, com 91 % de seus rios analisados classificados de
acordo com a ANA, como possuindo situacdo muito critica, critica a preocupante. Outro fator
importante no estado € o indice de qualidade dos mananciais, relacionado aos lancamentos de
esgotos. Na Figura 7, sdo apresentadas as classificacdes da qualidade da agua em funcdo do
lancamento de esgotos domésticos nas bacias hidrograficas do S&o Francisco e Atlantico Oriental
(ANA, 2009).

Como pode ser observado na Figura 7A, na regido Atlantico Nordeste Oriental, 42 % da
extensdo dos principais rios estdo com péssima qualidade e 20 % s&o de qualidade ruim. Na regido
hidrogréfica do Sdo Francisco Figura 7B, 5 % dos rios apresentam qualidade péssima e 16 % ruim
(ANA, 2009).

A Ruim
26% Pessima
- 2%
Razodvel Boa 15%
16% 1%
B Razodvel
Boa a%

14%

Ruim
18%

Péssima
56% 5%

Figura 7. Classificacdo da qualidade da 4gua em funcdo do lancamento de esgotos nas
regides hidrograficas Atlantico Nordeste Oriental (A) e Sdo Francisco (B) (ANA, 2009).

No semi-arido predominam o abastecimento por agudes e sistemas integrados (partilhados
por mais de uma localidade) e no litoral nordestino s&o mais frequentes sistemas isolados com

captacOes em rios perenes e pogo e as regides metropolitanas concentram sistemas de producdo
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mais complexos e interligados. Quase 2/3 das captacOes estdo associadas aos mananciais de
superficie, muitas vezes localizados em outras bacias hidrograficas, implicando em importantes
transferéncias de vazdes (ANA, 2009). Na Figura 8 ¢é apresentada a situacao do abastecimento em
Pernambuco, em que alguns municipios apresentam um sistema integrado, ou isolado,

abastecimento satisfatério ou até mesmo um sistema existente.

Sistema integrado
o
o
et 2
ey

| | sistema isolado - manancial superficial
vy [

: ou misto
!?Mghg‘ b A_bastemme_:nto satisfatdrio
‘{%i‘gi?%!t% Sistema existente
L7 Limite de regido metropolitana

L9
£

Figura 8. Representagéo dos sistemas do abastecimento urbano em Pernambuco — Conjuntura
dos Recursos Hidricos no Brasil (ANA, 2009).

Para verificar a situacdo dos mananciais e dos sistemas produtores de agua, em Pernambuco,
quanto ao atendimento das demandas hidricas futuras, a Agéncia Nacional de Aguas - ANA
elaborou um diagnoéstico do abastecimento urbano, onde identifica as areas que vao necessitar de

novos mananciais, ou de adequacao dos ja existentes (Figura 9).

B Requer novo manancial
[] Requer ampliacédo de sistema
P Bl Abastecimento satisfatorio
=) ‘iiﬁ ----- Limite de regido
W metropolitana
,-* ‘ff‘%‘%rw =

BA

Figura 9. Representagdo do diagnostico do abastecimento em Pernambuco (ANA, 2009).

Neste mapa podem ser identificadas as areas que necessitam de melhor atendimento da

demanda de recursos hidricos.
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Estas caracteristicas locais tornam o fornecimento de &gua potavel em quantidade e
qualidade, requeridas para atender a demanda de abastecimento humano, industrial e agricola um
enorme desafio.

No mundo, o abastecimento para consumo humano é normatizado com padrdes de qualidade
rigorosos visando garantir fornecimento de agua segura. A contaminacdo da agua é uma
preocupacdo mundial, podendo causar transmissdo de doencas e levar ao aumento da mortalidade,
principalmente em populacfes sem saneamento basico (Brasil, Ministério da Saude. OPAS, 2000).

No Brasil, o Ministério da Saude é o 6rgao que regulamenta agua de abastecimento publico
(Portaria 518/2004) e o fornecimento de agua potével fica a cargo de empresas publicas estaduais
(principalmente) ou municipais. Em Pernambuco a Companhia Pernambucana de Saneamento —
COMPESA ¢ a responsavel pela producéo, distribuicdo e comercializacdo (regime de concessdo), e
pelo controle de qualidade da &gua potavel (COMPESA, 2010).

O sistema de abastecimento Alto do Céu opera desde 1958, sendo responsavel por 10 % do
volume distribuido na Regido Metropolitana do Recife, abrangendo a zona norte da cidade do
Recife (inclusive os morros desta area), Jardim Paulista, Paulista e parte do municipio de Olinda. A
agua que chega para tratamento é captada dos rios Utinga, Pitanga, Paratibe e Beberibe. A estacdo
de tratamento de &gua - ETA Alto do Céu - esté localizada no Bairro do Funddo, na Cidade do
Recife. O sistema possui 2 reservatérios apoiados, sendo um de 5000 m® e outro de 20000 m?,
dentro da area da prépria ETA Alto do Céu. Na regido metropolitana de Recife o abastecimento
(incluindo o sistema Alto do Céu) é feito em regime de intermiténcia, de acordo com o calendério
de abastecimento, divulgado pela COMPESA, onde constam dias e horarios em que cada localidade
vai receber dgua. Deste modo a rede passa por flutuacoes de fluxo e pressao, que vao de auséncia de

fluxo/pressao negativa a fluxo /pressdo positiva (COMPESA, 2010).

2.5. Agua e legislag&o

Os suprimentos e a qualidade da dgua de consumo exercem importante impacto sobre a
saude e desenvolvimento socioecondmico e consequentemente, permanecem importantes
componentes do ciclo de pobreza no mundo. A gestdo do suprimento e da qualidade da agua de
consumo varia grandemente entre os paises em resposta a fatores ambientais, climaticos, capacidade
técnica, nivel de desenvolvimento econémico, cultural e de normas praticas e sociais. Promover o
acesso ao abastecimento de dgua potavel de melhor qualidade, que limite o risco a salde é cumprir
um direito basico e implica em fazer um melhor uso dos recursos limitados para estas prioridades
(Bartram e Howard, 2003).


http://www.compesa.com.br/
http://www.compesa.com.br/
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Na maioria das legislacbes e padr6es mundiais predomina a preocupagdo com a salde. A
Organizacdo Mundial da Salde — OMS publicou o Guia para Qualidade da Agua, para auxiliar
paises de todos os niveis de desenvolvimento a estabelecerem avaliacdes da agua que sejam efetivas
na protecdo da satde (WHO, 2003).

No Brasil a resolucgdo CONAMA 357 do Ministério do Meio Ambiente estabelece a
classificacdo dos corpos de &gua e diretrizes ambientais para 0 seu enquadramento, bem como
estabelece condi¢Bes e padrdes de lancamento de fluentes, e da outras providéncias. A Portaria
518/2004 do Ministério da Saude estabelece procedimentos e responsabilidades relativos ao
controle e vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu padrdo de potabilidade, e da
outras providéncias. Nesta norma constam indmeros parametros para substancias quimicas
organicas e inorganicas, agrotoxicos, cianotoxinas, desinfetantes, produtos secundarios da
desinfeccdo. Também sdo estabelecidos parametros fisico-quimicos e de radioatividade. Os
parametros microbioldgicos estabelecidos baseiam-se nos indicadores bactérias coliformes totais,
coliformes termotolerantes, Escherichia coli e ainda bactérias heterotroficas. A pesquisa de
patogénicos, enterovirus, cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium sp.nesta norma

consta como recomendacdo, e portanto ndo tem carater obrigatorio (Portaria 518/2004).

Os padrbes microbioldgicos da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos incluem
coliformes totais (incluindo fecais e E.coli), virus entéricos, Legionella, Cryptosporidium, Giardia
lamblia (todos com zero como limite maximo permitido) e bactérias heterotréficas. A Unido
Européia adota como padrdes microbiol6gicos Escherichia coli e enterococos, ambos com limite
0/100 mL. A Organizacdo Mundial da Saude estabelece o limite ndo detectavel/100 mL para E. coli
ou coliformes termotolerantes, para agua tratada tanto na entrada do sistema de distribuicdo, como
na rede de distribuicdo e também para toda e qualquer dgua que se destina ao consumo humano
(WHO, 2008). A legislacdo Suica para agua potavel estabelece um limite para microfungos 100
UFC/100 mL (Hageskal et al., 2007).

2.6. Caracterizacdo da agua de abastecimento

A &gua contém substancias dissolvidas, microrganismos e material em suspensdo, que lhe
confere caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas. A norma de potabilidade brasileira
estabelece uma série de limites e parametros fisico-quimicos e microbioldgicos que tem que ser

atendidos para que a dgua seja considerada potavel, ou seja: adequada para consumo humano.
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Alguns desses parametros, como pH, temperatura e cloro residual além de serem critérios de
potabilidade e terem conotacdo sanitaria, exercem influencia direta sobre o crescimento dos
organismos nos mananciais e na rede de distribuicdo, e também interferem nas reagcdes quimicas

envolvidas no processo de coagulacdo e desinfecgdo da agua.

2.6.1. pH

O pH é uma caracteristica fisico-quimica que expressa a concentracdo do fon H* numa
solugdo. O valor de pH pode ser medido por um potencidmetro conhecido como pHmetro, que
mede a diferenca de potencial gerado pelos fons H*. O pH esta intrinsecamente relacionado a
composicao quimica da amostra e € uma grandeza adimensional que indica se a agua € acida, neutra
ou alcalina. O pH afeta de forma muito marcada o crescimento microbiano, cada espécie tem um
intervalo de pH, assim como um valor de pH 6timo, no qual a taxa de crescimento é maxima.

Diferentes grupos microbianos apresentam preferéncias por valores de pH caracteristicos. A
maior parte das bactérias e protozoarios sdo neutréfilos, enquanto as algas e os fungos preferem
ambientes acidos com pH entre 4,0 — 6,0 (Corte-Real et al., 2010). Os fungos se desenvolvem na
faixa de pH entre 2,5 — 9,0 mais ampla que a das bactérias e sdo favorecidas em pH < 6,5 (Lessard e
Bihan, 2003).

O pH também afeta o tratamento da agua, interferido nas reacfes quimicas de coagulagédo e
desinfeccdo. Quando se usa cloro e seus derivados (hipoclorito ou isocianuratos clorados) a espécie
desinfetante ativa é o &cido hipocloroso. A divisdo dessas formas € funcdo do pH, tendo-se 96,5 %
do cloro na forma &cido hipocloroso (HOCI) em pH 6 e 78,5 % na forma de OCI" em pH 8 em geral

as formas ativas de cloro sdo predominantes em pH abaixo da neutralidade (Morato et al., 2003).

2.6.2. Temperatura

A temperatura é um dos mais importantes fatores ambientais que afetam o crescimento
microbiano. Para todos os organismos existe uma temperatura minima (T min) abaixo da qual o
crescimento ndo € mensuravel, uma temperatura 6tima (T ot) para qual a taxa especifica de
crescimento € maxima e uma temperatura maxima (T max), acima da qual o crescimento nédo é
possivel. Os microrganismos mesoéfilos apresentam uma T ot em torno de 20-45°C, uma T min de
15-20°C e uma T max de 45°C ou menos (Corte-Real et al.,2010). Os fungos, na maioria, sao
mesofilos conseguem crescer entre 5 e 35°C, com temperatura 6tima entre 25 e 30°C e geralmente
0S esporos sobrevivem mais que as hifas. A temperatura para crescimento do termotolerante
Aspergillus € em torno de 50°C e para alguns terméfilos como Thermomyces lanuginosus € 60°C
(Kinsey et al., 2003).
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No processo de tratamento da &4gua a temperatura, assim como o pH, interfere nas reacoes
dos processos de coagulacédo, desinfeccdo, na dissolugdo de oxigénio e CO, na agua, entre outras.
Para a maioria dos desinfetantes um aumento na temperatura implica na diminui¢do do

tempo necessario para reduzir (em um dado fator) os niveis de contaminante (Moratoé et al., 2003).

2.6.3. Cloro residual

O cloro é o desinfetante quimico mais empregado pelas empresas de saneamento, sendo aplicado
no tratamento convencional, apés a filtracdo. A desinfeccdo é a operacdo que assegura protecao
contra o risco de infecgdo de origem hidrica (OPAS, 2000). O cloro é adicionado a &gua, em
eXCcesso, para que apos reagir com compostos organicos e inorganicos, reste algum residuo de cloro
na agua distribuida, para inativar microrganismos que venham a ser introduzidos na rede apods o
tratamento. Este teor remanescente de cloro é chamado de cloro residual (Kerr et al., 2003). O cloro
presente na forma de cloraminas € denominado cloro combinado enquanto na forma de &cido
hipocloroso e ion hipoclorito é chamado cloro livre. Em pH acima de 4 e menor que 6 predomina
HOCI. Em pH < 4 predomina Cl, A acdo desinfetante do cloro é controlada pelo acido

hipocloroso (Meyer, 1994).

2.7. A &gua e 0s microrganismos

As aguas superficiais sdo qualquer corpo de agua que esteja fluindo ou parado na superficie
da terra como corregos, rios lagoas, lagos e barragens. A precipitacdo, escoamento superficial,
drenagem, descarga do lencol freatico, assim como componentes climaticos e geoldgicos,
determinam as caracteristicas das aguas superficiais. Por sua capacidade de dissolucdo e transporte,
carreando substancias (matéria organica e inorganica), particulas em suspensdo e microrganismos, a

qualidade da agua superficial pode ficar comprometida e pode apresentar muita turbidez.

A composi¢do quimica, fisica e bioldgica que a agua adquire ao percorrer essas varias vias
de acesso, determina a qualidade da agua nos rios e outras fontes superficiais. As atividades
humanas levam a exploragdo cada vez maior dos corpos de &gua para irrigacdo, industria, consumo,

comercio e para disposi¢édo dos residuos dessas e outras atividades (Taylor, 2003).

De acordo com niveis nutrientes e populagdes microbianas, as dguas superficiais podem ser
oligotréficas, mesotroficas ou eutroficas, significando respectivamente baixo, médio ou elevado

teor de nutrientes e microrganismos (ANA, 2009).
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A eutrofizacdo dos corpos de agua € um dos grandes problemas de qualidade da 4gua do pais
e compromete o uso. Entre os efeitos negativos da eutrofizacdo estdo mortandade de peixes,
dificuldades para o tratamento das dguas para abastecimento doméstico e o prejuizo para producédo

de energia hidroelétrica.

No nordeste brasileiro a agua acumulada nos agudes fica submetida a intensa evaporacao, o
que, juntamente com as escassas precipitacdes, concentra 0s sais e 0s compostos de fosforo e
nitrogénio, acelerando a eutrofizacdo e o consequente crescimento de microalgas e cianobactérias
(ANA, 2009).

Condicdes eutroficas reduzem a adequabilidade da &gua bruta para fins de tratabilidade, uma
vez que elevados nimeros de microrganismos reduzem a eficacia da cloragdo e aumenta o tempo de
sobrevivéncia de organismos patogénicos. A estas informacoes, acrescente-se o elevado indice de
despejos lancados nos corpos de agua causando a contaminacdo dos mananciais. Todo corpo de
agua tem sua microbiota normal tipica sujeita a flutuacbes causada por fatores abioticos locais.
Porém lancamentos de residuos e excretas gerados por atividades antropogénicas aos corpos de
agua, colocam em risco a salde humana e ambiental, por adicionar uma flora fecal ndo natural de
bactérias e outros microrganismos entéricos, incluindo patégenos. A veiculacdo hidrica de

patdgenos inclui bactérias, virus, protozoarios e helmintos parasitas (Taylor, 2003).

O problema de contaminacdo das aguas superficiais permanece significativo em todo
mundo, pois ainda causa doencgas. A contaminacdo microbiana das aguas superficiais usadas para
abastecimento humano € uma preocupacdo em muitos paises. Microrganismos de importancia
sanitaria presentes nas aguas naturais sao derivados de langcamentos de esgotos domésticos e
escoamentos ndo pontuais contendo excretas de humanos e de animais. Rios lagos e dguas costeiras
tém servido para receber, diluir e dispersar esgotos domésticos e residuos ndo tratados de humanos
e de outros animais. Estes langamentos contribuem com organismos patogénicos de importancia
sanitaria como bactérias (salmonelas, vibrides e aeromonas), virus (pélio, hepatite e enterovirus) e
protozoarios (Cryptosporidium, Giardia). Grande nimero de organismos indicadores (coliformes,
enterococos, estreptococos, bacteriofagos, Bacterioides fragillis, Bifdobacterium sp., clostridio) e
compostos marcadores potenciais (proteinas, enzimas, esterdis, agentes clarificantes) também estédo
presentes (Kator, 2003)

As aguas superficiais possuem uma comunidade ecoldgica tipica de dguas continentais, com
diversos nichos e cadeias alimentares, porém especificos de cada corpo de agua. Nos varios extratos

e regides encontram-se produtores primarios, consumidores e decompositores, com representantes
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microscopicos ou ndo, compondo o plancton (organismos flutuantes - fitoplancton e zooplancton),
benton (nos sedimentos), nécton (nadantes), néuston (interface ar-agua — bactérias e fungos) e
pléuston (plantas superiores) (Esteves, 1998).

Na abordagem da microbiologia da agua o foco sera dado aos microrganismos de nutricdo
heterotrofica, principalmente bactérias heterotrdficas plancténicas e nos componentes do néuston
(bactérias e fungos) (Esteves, 1998). Toda esta microbiota deve degradar a matéria organica
particulada enzimaticamente para forma mais simples que possam ser assimiladas e posteriormente
quebradas metabolicamente e, finalmente, mineralizadas a solutos inorgéanicos e gases (Wetzel e
Likens, 1995).

Microrganismos heterotroficos sdo amplamente definidos como organismos que requerem
carbono para seu crescimento e incluem bactérias e fungos entre outros. Os microrganismos
heterotréficos sdo parte da microbiota natural da agua, mas eventualmente, podem ser derivados de
fontes poluentes (WHO, 2002). Bactérias heterotrdficas utilizam nutrientes organicos como fonte de
carbono para construcdo de seu protoplasto. A maioria das bactérias (muitas associadas aos sistemas
de agua potavel) é heterotrofica, o grupo inclui as bactérias ambientais inofensivas, as patogénicas,
e patdgenos oportunistas (EPA, 2006).

A composicao dos géneros no grupo destas bactérias pode variar de acordo com o local, com
a estacdo, com caracteristicas fisicas e quimicas da agua, com fontes poluentes, etc. Espécies dentro
dos géneros Pseudomonas, Aeromonas, Alcaligenes, Acinetobacter, Klebsiella, Flavobacterium,
Chromobcterium, e outros como Legionella e Micobactéria ndo tuberculosa, sdo incluidas nas
heterotroficas (Leclerck, 2003).

Bactérias heterotréficas podem crescer nos sistemas de abastecimento tanto na agua como
nas superficies em contato com a agua formando biofilmes. O crescimento apds o tratamento é
denominado recrescimento, que é detectado pelo aumento nas contagens de bactérias heterotréficas.
A partir do final do século XIX, analises de heterotroficas foram empregadas como indicadores da
eficiéncia do tratamento (principalmente por filtros de areia) e, consequentemente, como
indicadores indiretos do nivel de seguranca da agua. Posteriormente, com o surgimento dos
indicadores fecais especificos, seu uso como indicador da seguranca da agua decaiu, mas ainda
consta nas regulamentacfes de muitos paises (Bartram, 2003).

A contagem de bactérias heterotroficas serve de parametro auxiliar na avaliacdo da
qualidade da agua, quer indicando a condi¢éo higiénica geral da rede quer a eficiéncia do processo
de tratamento, porém evidéncias suportam a conclusdo de que na auséncia de contaminagdo fecal,
ndo ha uma relacdo direta entre a 4gua ingerida e efeitos na saude da populagdo como um todo
(WHO, 2003).



32

A legislacdo brasileira determina a quantificagdo de bactérias heterotroficas em 20 % das
amostras coletadas mensalmente para analise de coliformes e estabelece um limite maximo de 500
UFC/mL (Portaria 518/2004).

2.7.1. Os fungos e a agua

Fungos s@o ubiquos, encontrados em todos os possiveis habitats, com héabitos que véao de
micro predadores e patdgenos a saprobios e simbiontes (WEBSTER, 2007). Fungos no ar e no solo
podem alcancar um nimero elevado e podem entrar na distribui¢do de &gua por varios locais e vice-
versa (Gongalves et al., 2006a).

Os fungos considerados naturais nas aguas em geral sdo os hifomicetos, porém nédo séo
associados aos problemas causados por fungos em &gua, a ndo ser ocasionalmente um aumento do
namero de individuos (Paterson e Lima, 2005). Alguns fungos sdo primariamente adaptados ao
ambiente aquatico e, portanto, encontrados naturalmente na agua. Estes fungos sdo zoosporicos e
muitos pertencem ao filo Chytridiomycota, porém outros fungos do reino Eumycota presentes no
solo, ar, matéria orgénica, etc., podem entrar nos sistemas de agua por diversas vias, embora este
seja um ambiente considerado ndo natural para eles (Hageskal et al., 2009).

Taylor (2003) menciona a influencia da precipitacdo, escoamento superficial, drenagem,
descarga do lencol freatico, assim como caracteristicas climaticas e geoldgicas sobre os corpos de
agua para dispersdo de esporos. Pode-se esperar que ao percorrer esses caminhos as aguas arrastem
representantes de diferentes filos, para os corpos hidricos. Além disto, deve-se levar em conta a
contribuicdo dos esporos do ar, carreados pelos ventos.

Em todo mundo sdo amplamente utilizadas aguas superficiais ou subterraneas para suprir 0s
sistemas de abastecimento de agua (Clarke e King, 2004) e apesar dos desinfetantes usados nos
processos de tratamento diferirem de acordo com as empresas, o cloro é o mais comum (Morat6 et
al., 2003).

Os fungos sdo menos susceptiveis ao tratamento pelo cloro do que as bactérias. Eles
sobrevivem e se multiplicam nos sistemas de distribuicdo, tanto nas superficies em biofilmes e
como nos sedimentos, particularmente em temperaturas mais quentes ou onde o fluxo € restrito.

E possivel, que os fungos detectados na agua sejam aldctones, e que a maioria passe
transitoriamente como esporos. Neste caso, o principal fator determinante sera a habilidade deste
esporo suportar uma série de condi¢cbes e se manter vidvel até chegar a um substrato ou em
condicdes favoraveis (Kinsey et al., 2003).

Entretanto Kelley et al. (1997) relatam que os fungos podem crescer em sistemas de

abastecimento e em todo tipo de 4gua desde agua bruta, a aguas tratadas, engarrafadas, da ultra-
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pura ou destilada até as mais poluidas. Podem crescer aderidos em superficies, nos biofilmes dentro
das canalizacBGes, em detritos ou sedimentos e mais provavelmente se estabelecem onde haja
rachaduras, corrosdo e areas mortas e fim de rede. Deste modo é importante conhecer as
caracteristicas da &gua e os fatores que influenciam a sobrevivéncia dos fungos neste ambiente,
como pH, temperatura, cloro residual, etc.

Arvanitidou et al. (1999) comparando a ocorréncia de fungos, entre as redes de agua potavel
de um hospital e da comunidade na Grécia, encontraram 82,5 % de fungos filamentosos e 11,1 %
de leveduras. Os fungos filamentosos foram mais abundantes nas amostras oriundas da comunidade
que nas do hospital, e os géneros prevalentes foram Penicillium e Aspergillus.

Estudando a microbiota de um sistema publico na Alemanha suprido por agua subterranea
Gattlich et al. (2002), encontraram baixos ndmeros de fungos na agua bruta (5,1 %), um pouco
maiores nas aguas de tubos recém-instalados e nas instalacbes hidraulicas (9,1 % e 8,4 %,
respectivamente) e logo ap6s o hidrdmetro (4,3 %) apresentam-se ligeiramente menor que na rede
doméstica (7,1 %), e os géneros mais encontrados foram Phialophora, Acremonium, Exophiala e
Penicillium.

Investigando um sistema de producdo de aguas engarrafadas, Ribeiro et al. (2006)
encontraram contaminagdo flangica na fonte de agua e em varias etapas do processo de
engarrafamento, incluindo produto final, espécies de Penicillium foram mais prevalentes, seguidas
por outros como Cladosporium e Aspergillus.

Na Noruega, Hageskal et al. (2006) isolaram 24 espécies de fungos no sistema abastecido
por agua subterrdnea e 89 espécies num sistema suprido por agua superficial onde a micobiota
dominante consistiu de Penicillium, Aspergillus e Trichoderma.

Varo e colaboradores (2007) analisaram fungos na agua utilizada por uma clinica de
hemodialise no interior de Sdo Paulo e relatam que os mais abundantes foram Trichoderma,
Cladosporium, Aspergillus e Fusarium.

Hussain et al. (2010) investigaram a incidéncia de fungos em diversas fontes de dgua no vale
Samahni no Paquistdo e isolaram 21 espécies entre 0s géneros Penicillium e Cephalosporium.

Sammon et al. (2010) isolaram fungos da agua bruta, da rede de distribuicdo e nos
reservatorios agua tratada de um sistema municipal de abastecimento de agua, na Australia sub-
tropical. Os géneros mais encontrados foram Cladosporium, Penicillium, Fusarium, Pithomyces,

Alternaria, Curvularia, Acremonium e Paecylomyces.
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2.7.2. Biofilmes

As paredes das canalizagdes nos sistemas de distribuicdo oferecem uma superficie ideal para
colonizacdo microbiana e formacgdo de biofilmes, causando uma série de problemas para as
companhias de agua, como obstrucdo, danos as superficies das canalizacbes e perda do residual
desinfetante (significando perdas econdmicas) e risco para saude abrigando patdégenos oportunistas
(Kerr et al., 2003). Um biofilme forma-se naturalmente em qualquer superficie sélida em contato
com agua ndo esterilizada (Xavier et al., 2003). Um biofilme é uma comunidade microbiana aderida
a uma superficie ou interface e embebida numa matriz de polimeros extracelulares produzida pelos
microrganismos que a compdem. Esta comunidade inclui bactérias, fungos filamentosos, leveduras,
protozoarios e outros microrganismos Todavia, a contribuicdo de fungos filamentosos na formacéo
de biofilmes nos sistemas de distribuicdo de agua potével ainda é uma area pouco esclarecida, se
comparada a contribuicdo das bactérias (Gongalves et al., 2006).

Um biofilme pode ser iniciado na presenca de forcas de turbuléncia, possivelmente o fluxo
melhora a adesdo por empurrar as bactérias planctdnicas sobre a superficie, mas qualquer que seja o
mecanismo, os biofilmes se formam preferencialmente em locais de forte turbuléncia nos sistema
naturais e industriais. Quando se forma em regime de baixa turbuléncia ele apresentam baixa
resisténcia e quebram facilmente (Donlan e Costerton, 2002).

A origem e desenvolvimento de biofilme envolvem fatores predisponentes: a formacao de
um filme condicionante e adesdo, os quais dependem do material do substrato. A adesdo por
adsorcao ocorre em duas etapas: adesdo reversivel e adesdo irreversivel. Apds a adesdo irreversivel,
ocorre a multiplicacdo celular e sintese da matriz de substancias poliméricas extracelulares
(exopolissacarideos) - “EPS”, que além de reforcar a adesdo, mantém as células unidas e protegidas.
Em ambientes oligotroficos se desenvolvem canais abertos de agua entre as micro-col6nias que
funcionam como sistema circulatério. Depois das primeiras adesdes, colonizadores secundarios
aderem aos organismos no biofilme em desenvolvimento resultado numa comunidade com
diferentes espécies, géneros e até dominios. A comunicacdo num biofilme envolve um
comportamento coletivo, mediado por moléculas sinalizadoras (“quorum sensing”), que regulam a
expressao de genes especificos em resposta a densidade populacional. Essas moléculas podem ser
reconhecidas intra e entre especies (Kerr et al., 2003).

Dois aspectos dos biofilmes sdo de particular importancia: (1) estabilidade mecénica da
matriz de exopolissacarideos, porque € esta que tem de ser quebrada nos processos de limpeza, e (2)
0 aumento da tolerancia aos desinfetantes pelos organismos dos biofilmes, que pode ser duas ou trés
vezes maior que a das células livres (Flemming, 2002). Em 2003, Batté e colaboradores relatam que

o cloro residual resultante do tratamento de aguas, que é usualmente menor que 1 mg CI./L, é
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insuficiente para eliminar e remover toda biomassa. Estes mesmos autores afirmam que mesmo
grandes dosagens e tratamentos sao ineficazes para erradicar biofilmes (Batté et al., 2003).

Doggett (2000) caracterizou biofilmes num sistema de distribuicdo municipal de agua a
partir de sec¢des longitudinais dos canos e encontrou 39 espécies de fungos, sendo espécies de

Aspergillus e Penicillium os mais abundantes.

Harding et al. (2009) chamam atencdo para o fato que, de modo geral, a formacdo de
biofilmes é tratada como uma habilidade das bactérias e de leveduras, sem levar em conta a
possibilidade de fungos filamentosos participarem do processo. Entretanto ap6s analisarem varios
artigos, os autores recolhem relatos de estruturas, difuséo de sinais e reguladores, de comunicacao
celular dependentes da densidade populacional, analogos ao “quorum sensing,” os quais S0
indicativos da formacéo de biofilmes por fungos filamentosos. Os autores propdem um modelo para
biofilmes fungicos e concluem que as evidéncias por eles apontadas suportam a hip6tese de que 0s
fungos filamentosos formam biofilmes.

O modelo proposto por Harding et al. (2009) de desenvolvimento de biofilmes em bactérias,
leveduras e fungos filamentosos encontram-se na figura 10. Em bactérias (a) e Candida albicans
(b), cinco estagios sdo geralmente definidos: (i) adsorcdo, (ii) adesdo, (iii) formacdo de micro
colonia, (iv) biofilme maduro, e (v) dispersdo. O modelo em fungos filamentos para
desenvolvimento de biofilme (c) inclui os seguintes estagios: (i) adsorcéo, (ii) adesdo ativa, (iii)
micro col6nia | (germinacdo e/ou monocamada), (iv) micro coldnia Il (desenvolvimento micelial,
camada de hifa, agregacdo), (v) desenvolvimento de um biofilme maduro, e (vi) disperséo ou fase
planctonica; (modificado de Stoodley et al. reproduzido com permissdo da Annual Rewiew of
Microbiology, volume 56 2002 pela Annual Rewiews, www.annualrewiews.org. Trends in
Microbiology, vol 17 n° 11, 477).
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Figura 10. Modelo proposto por Harding e colaboradores (2009) para a
formacdo de biofilme por bactérias, Candida albicansl e fungos
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2.8. Métodos de deteccao e enumeracao de fungos em agua

Um fator importante no estudo dos fungos em agua é a metodologia. A maioria dos estudos
conduzidos emprega métodos cultivo dependentes, onde sdo requeridos isolamentos intermediarios
em meios apropriados para obtengdo do organismo (Hageskal et al. 2009). Ainda ndo existe
padronizacdo internacional dos métodos para analise de fungos filamentosos. Alguns métodos
baseiam-se em plaqueamento direto ou na centrifugacdo da agua para obtencdo de propagulos. O
uso de diferentes méetodos resulta em diferentes limites de detec¢do e no percentual de recuperagéo
dos fungos. Pode haver algumas dificuldades na quantificacdo de fungos filamentosos porque néo
sdo uniformemente distribuidos na agua, podem originar col6nias por fragmentos de hifas ou de
grupos de esporos, alguns ndo sdo cultivaveis em laboratdrio, outros encontram-se numa fase do
ciclo de vida que ndo esporulam, etc. Entretanto, a quantificacéo é Gtil para fornecer uma indicacéo
do nivel de contaminagdo da amostra. A técnica de filtracdo é empregada na maioria dos estudos
(Paterson et al., 2009) e é indicada no “Standard Methods for Examination of Water and
Wastewater” como um dos métodos para enumeragdo de fungos na agua.

Vérios métodos de isolamento tém sido utilizados em diferentes estudos, dificultando que se
faca uma comparacédo direta (Paterson et al. 2005). Os meios de cultura usados nos isolamentos
diferem na concentracdo e tipo de nutrientes e na suplementacdo com antibidticos, corantes e
indicadores (Hageskal et al. 2009), que combinados a diferentes temperaturas de incubacéo, levam
a uma seletividade que favorece uns grupos e outros sao perdidos.

A identificacdo tem sido geralmente baseada na morfologia por meio de chaves de
identificacdo sendo, portanto, subjetiva dependente da experiéncia individual do investigador e de
chaves de identificacdo atualizadas. Um problema freqliente € quando os fungos ndo esporulam e
assim ndo podem ser identificados morfologicamente. Algumas limitacdes metodoldgicas
dificultam a comparacédo entre os diferentes estudos e podem explicar as variagdes nos resultados
obtidos (Hageskal et al. 2009).

Muitos estudos frequentemente usam técnicas baseadas na remocdo dos biofilmes (ou de
organismos associados aos biofilmes) do substrato por algum tipo de for¢ca mecanica, como agitacao
em vortex, ultra-som, para entdo proceder a analise e medicdo. O procedimento mais comumente
usado para medicéo € contagem em placa, no qual se faz a re-suspenséo e disperséo das células do
biofilme que sdo depois plagueadas, incubadas e contadas. O uso de antissoros fluorescentes e
sondas fluorescentes de hibridizacéo in situ (FISH), permitem identificar organismos especificos

dentro de uma comunidade mista de um biofilme (Donlan, 2002).
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Métodos que ndo requererem o uso de meios complexos para facilitar o crescimento das
células e permitir densidades visiveis a olho nu, consomem menos tempo que 0s métodos cultivo
dependentes, sendo por isso mais vantajoso. Varios desses métodos vém sendo desenvolvidos. Estes
métodos empregam varias combinacGes de corantes fluorescentes, anticorpos marcados com
fluorocromos, ou sondas moleculares desenhadas para moléculas alvo como rRNA. Para o efeito
recorre-se a microscopia de epifluorescéncia. Estes métodos permitem contagens diretas, maior
especificidade, hibridizacao fluorescente in situ (FISH) e discriminacéo entre vidveis e ndo viaveis,
(Kator, et al., 2003).

As sondas oligonucleotidicas fluorescentemente marcadas para moléculas alvo como rRNA,
sdo ferramentas eficientes para muitas areas da ecologia microbiana uma vez que pode monitorar
populacdes especificas em amostras ambientais baseadas nas caracteristicas genotipicas constantes
e ndo nas caracteristicas fenotipicas variaveis como morfologia. No caso de comunidades
imobilizadas como biofilmes, a exata distribuigdo espacial dos organismos pode ser analisada numa
escala micrométrica e ainda dependendo do desenho de sondas especificas pode-se fazer a distin¢éo
entre populacdes (Amann et al., 1997)

Para minimizar as desvantagens das metodologias cultivo dependentes, o desenvolvimento
de técnicas que utilizam corantes fluorescentes especificos para determinado grupo de
microrganismos ou até mesmo género e espécie estdo sendo constantemente aplicadas em estudos
médicos, ambientais e biotecnoldgicos (Kempf, et al., 2000; Doggett, 2000; Li et al. 2003; Bishop,
2010).

Gongalves e colaboradores (2006) empregaram uma combinacdo de duas técnicas
fluorescentes para deteccdo in situ, de biofilmes com fungos filamentosos na agua: (1) coloracdo
com o corante fluorescente Calcofluor White MR2 que tinge as paredes dos fungos e (1) FISH,
usando uma sonda oligonucleotidica rRNA universal EUK516, especifica para eucariotos,
associadas a microscopia de epifluorescéncia.

2.8.1. Coloracdo com Calcofluor White MR2

Calcofluor White MR2 (CW), cuja estrutura encontra-se na figura 11, é um fluorocromo
capaz de formar pontes de hidrogénio com ligagdes f-(1-4) ¢ B-(1-6) de polissacarideos. A parede
celular fungica € composta principalmente de quitina que tem ligagdes [-(1-4) e glicanos que
possuem P-(1-3) e B-(1-6). Desta forma o CW exibe grande afinidade quimica com tais compostos
e cora a parede celular fungica em azul fluorescente quando a amostra é visualizada num
microscopio de fluorescéncia com um filtro de excitagdo perto dos 358 nm e um filtro de emisséo
perto dos 461 nm (Baselski et al., 1990, Gongalves et al.,2006).
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Figura 11. Estrutura quimica do CW.

Atualmente CW é amplamente usado no diagnostico de micoses superficiais e cutaneas
(Andreas et al. 2000) e como marcador no estudo de biologia molecular de fungos. Este método é

considerado rapido, de facil leitura, e um dos mais especificos e sensiveis (Brasil et al., 2003).

2.8.2. Hibridizagéo Fluorescente “in situ” - FISH

FISH é uma é um método de investigacdo molecular e citogenético que foi desenvolvido ha
duas décadas e aprimorado continuamente até os dias atuais. Ao longo do seu aprimoramento,
novas etapas e modificacdes foram introduzidas para otimizar a deteccdo de DNA e RNA. A ampla
utilizacdo desta técnica € devida em parte a sua grande variedade de aplicacBes, da relativa
facilidade de implementacdo e desempenho em estudos in situ. (Li et al., 1997)

A técnica permite a marcacdo seletiva de todo cromossomo ou regides cromossdmicas
definidas e, além disso, permite a marcacdo de genes com sondas especificas (Levsky e Singer,
2003). Moléculas de RNA séo os alvos principais na maioria das aplicacfes de FISH. As sondas
oligonucleotidicas utilizadas tém geralmente de 15 a 30 nucleotideos de comprimento e tém como
alvo regides 16s ou 18s do rRNA, os quais sdo subunidades dos grupos Bacteria ou Arquea e
Eucaria, respectivamente (Amann et al., 1997). Estas sondas estdo ligadas covalentemente no
terminal 5° a moléculas de fluorocromos. Durante a hibridizacao as sondas entram nas células e
ligam-se a sua sequéncia alvo (caso esta esteja presente), tornando a celula detectavel por
microscopia de epifluorescéncia devido a existéncia do marcador fluorescente. Os fluorocromos
mais comumente utilizados incluem fluoresceina, tetramethylrodamina, “texas red” e carbociaminas
(Cy3 e Cy5) (Goncalves et al., 2006).

A utilizacdo de sondas de oligonucléotidos apresenta algumas limitagdes inerentes a

molécula alvo. O RNA ribossomal tem de estar preservado de modo a possibilitar a correta
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distingdo entre populagdes intimamente relacionadas. Além disso, o fato de que a diversidade do
rRNA se encontrar ainda parcialmente descrita, apesar da sonda desenhada ser especifica para um
determinado grupo de microrganismos, pode acontecer uma hibridizagdo com organismos que ainda
nédo foram identificados mas que apresentam a mesma sequéncia alvo (Amann et al., 2001).

Em ambiente oligotroficos os organismos sdo tipicamente pequenos com baixo conteudo celular
de rRNA. Nestes casos, a aplicacdo de sondas oligonucleotidicas marcadas com fluoroforos para
moléculas alvo rRNA, tem sido dificultada por baixas taxas de deteccdo possivelmente devidas ao
pouco crescimento e baixo conteudo ribossomal de moléculas alvo. LimitagcGes também podem ser
inerentes as condicBes de hibridizacdo, visto que a especificidade e sensibilidade das sondas
dependem fortemente de parametros como a temperatura de hibridizacdo e lavagem e a
concentracdo de agentes desnaturantes que garantam permeabilizacdo suficiente da célula e assim
acessibilidade da zona alvo (Amann, 1997. 2001).

Como tentativa de melhorar a deteccdo por FISH, pode-se aumentar o contetdo celular de
ribossomos antes da fixacdo. Um pré-incubacdo num coquetel de substéncias e antibioticos,
teoricamente deve resultar em ativacdo celular e sintese de rRNA sem divisdo celular.

Um melhor sinal de fluorescéncia foi relatado para um sistema de oligotrofico de
resfriamento de agua ap6s o tratamento da amostra com glicose e cloranfenicol (Mac.Donald e
Brozel, 2000).

2.8.3. FUN®1

Uma caracteristica importante a ser avaliada quando se realiza estudos microbiol6gicos in
situ é a viabilidade celular. Uma vez que as técnicas cultivo dependentes permitem apenas o
isolamento daqueles microrganismos que sdo capazes de crescer em meios de cultura, a utilizacéo
de corantes que detectam a viabilidade celular in situ permite uma diferenciacdo de todas as células
presentes na amostra (cultivaveis ou ndo cultivaveis) como células vidveis ou ndo viaveis.

Em 1997 uma nova familia de sondas fluorescentes foi desenvolvida com a finalidade de
avaliar a atividade metabdlica de leveduras. Este classe de corantes pode ser exemplificada pelo
FUN®1 ([2-cloro-4-2,3(-diidro-3-metil-(benzo-1,3-tiazol-2-il)metilidene)-1 iodetofenilquinolinium]
0 qual é um corante de viabilidade que explora os mecanismos bioquimicos enddgenos, 0s quais
parecem ser bem conservados entre as diferentes espécie de leveduras e outros fungos (Millard et
al., 1997).

Em celulas metabolicamente ativas, estruturas intravacuolares cilindricas (CIVS) séo

formadas apds colora¢do com FU N®1. Estas estruturas coram num fluorescente laranja-vermelho ou
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amarelo-laranja, enquanto que as estruturas intracelulares se coram de um verde fluorescente
difusamente distribuido (quando excitadas sob feixe de luz com 470 nm a 590 nm). Somente em
células metabolicamente ativas sdo visualizadas claramente as estruturas intravacuolares vermelho-
alaranjadas fluorescentes, enquanto que as células comprometidas exibem uma fluorescéncia verde-

amarelada extremamente brilhante e difusa por todo o citoplasma.
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3. FUNGOS EM UM SISTEMA DE ABASTECIMENTO DE AGUA POTAVEL
EM RECIFE, PE

A ser submetido a publicacao
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RESUMO

As varias questfes em potencial associadas aos fungos em agua de consumo incluem obstrucdes da
canalizacdo, alteracbes como odor, sabor, pigmentos, formacdo de biofilmes, disseminacdo de
fungos patogénicos e producdo de micotoxinas. Fungos filamentosos podem sobreviver ao
tratamento e desinfeccdo e contaminar a agua que chega ao consumidor. Algumas espécies de
fungos isolados da &gua de abastecimento sdo potencialmente alergénicas ou toxigénicas. A
legislacdo brasileira, assim como legislacGes da maioria de outros paises, nao determina a pesquisa
de fungos, nem estabelece limites para a presenca destes microrganismos na dgua de abastecimento.
Este trabalho aborda ocorréncia de fungos filamentosos e bactérias heterotroficas na rede de
distribuicdo de um sistema de abastecimento em Recife-PE. Amostras de &4gua foram coletadas de
fevereiro a agosto de 2010, em 4 pontos representativos do sistema Alto do Céu: reservatdrio da
estacdo de tratamento de agua, inicio, meio e fim de rede. Foram feitas determinacfes de pH,
temperatura , cloro residual e anélises microbioldgicas da agua. Fungos e bactérias heterotréficas
foram quantificados por filtragdo em membrana, utilizando peptona glicose rosa Bengala agar -
PGRBA com antibidticos e R2A (Difco) respectivamente. As condic¢Bes de incubacdo foram: 30 °C
até 10 dias (para fungos) e 35°C por 48h (para bactérias). Os resultados mostraram que as bactérias
atenderam a legislacéo brasileira. 180 amostras de fungos foram selecionadas para identificacdo dos
géneros. Os mais abundantes foram Penicillium e Aspergillus, seguido de Phoma,
Curvularia, Trichoderma, Alternaria, Fusarium, Cladosporium, Nigrospora,
Pestalotiopsis e Cunninghamella. Como a agua pode veicular a disseminacdo de patdgenos, espera-
se com estes registros, contribuir para subsidiar um possivel estabelecimento de limites de fungos

na legislac&o brasileira de 4gua potavel.

Palavras chave: fungos filamentosos, rede distribuicdo, contaminantes, qualidade microbiol6gica
da agua
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ABSTRACT

The main potential issues related to fungi in drinking water include blockage of water pipes,
changes of odour, taste and pigments, dissemination of pathogenic fungi and the mycotoxin
production. Filamentous fungi can survive in water treated and disinfected, contaminating the water
that reaches the consumers. The Brazilian law, similarly to many other countries, does not require
fungi testing, nor establishes limits for presence of theses microorganisms in drinking water. The
present research concerns about occurrence of filamentous fungi and heterotrophic bacteria in the
water distribution system of Recife city, in Brazilian state of Pernambuco. Water samples were
collected from February to August 2010, in four locations: water reservoir of treatment plant,
beginning, middle and end of the supply network. pH temperature, residual chlorine were measured
and microbiological water analysis were performed. Fungi and heterotrophic bacteria were
determined by membrane filtering, using peptone-glucose rose Bengal agar - PGRBA with
antibiotics and R2A (Difco) respectively. Results showed bacteria population obeyed the limits
established by Brazilian law. 180 fungal samples were selected to identification. The most abundant
taxa were Penicillium and Aspergillus, followed by Phoma, Curvularia,
Trichoderma, Alternaria, Fusarium, Cladosporium, Nigrospora, Pestalotiopsis and
Cunninghamella. Since water can be a source of pathogens with these results it is expected make a

contribution to support a possible establishment limits for fungi in drinking water in Brazilian law.

Key words: filamentous fungi, distribution network, microbiological water quality
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INTRODUCAO

A 4gua é o alimento mais fundamental e imprescindivel, pois todos 0s outros alimentos sejam os de
origem animal ou vegetal, dependem da mesma para serem produzidos. Com o baixo percentual de
agua doce disponivel, o suprimento no mundo esta em crise e a situacdo tende a piorar porque 0
volume de &gua doce superficial é fixo, mas as populacdes crescem e cada vez mais se tem menos
agua disponivel por pessoa. A escassez de agua € a maior barreira para o desenvolvimento e uma
das razGes para continuidade da pobreza no mundo (Clarke e King, 2004).

Pernambuco localiza-se dentro do semi-arido brasileiro, onde as reservas de agua sao insuficientes
com taxas negativas de balanco hidrico (ANA, 2009). O abastecimento para consumo humano é
normatizado com padrfes de qualidade rigorosos visando garantir fornecimento de &gua segura. A
contaminacdo da &gua € uma preocupacdo mundial, por causar transmissdo de doencas e
mortalidade, principalmente em populacdes sem saneamento basico. No Brasil, o Ministério da
Salde regulamenta agua de abastecimento publico através da Portaria 518/2004. O sistema de
abastecimento Alto do Céu é responsavel por 10 % do volume distribuido na Regido Metropolitana
do Recife, e capta agua de quatro mananciais de superficie. Fungos do solo, do ar, matéria organica,
etc., podem entrar nos sistemas de agua por diversas vias, embora este seja um ambiente
considerado ndo natural para eles (Hageskal et al., 2009). Fungos do ar e do solo como Aspergillus
e Penicillium foram isolados em aguas superficiais por (Pereira et al. 2009), e tanto nas superficiais
como subterraneas em (Hageskal et al., 2006). Os fungos sdo menos susceptiveis ao tratamento pelo
cloro do que as bactérias. Evidéncias sugerem que os fungos sobrevivem e se multiplicam nos
sistemas de distribuicdo em biofilmes e nos sedimentos, particularmente em temperaturas mais
quentes, ou onde o fluxo € restrito (Kinsey et al., 2003). Kelley et al., (1997), isolaram fungos em
sistemas de distribuicdo de &gua nos Estados Unidos da Ameérica, e os mais comuns foram
Aspergillus niger, espécies de Cladodporium e de Penicillium. Hageskal et al. (2006) isolaram

Aspergillus, Penicillium, Cladosporium e Paecilomyces da dgua de abastecimento da Noruega.
MATERIAL E METODOS

Amostragem

Amostras de agua tratada foram coletadas de fevereiro a agosto de 2010, para o
monitoramento microbioldgico e fisico-quimico (pH, temperatura e cloro residual). Quatro pontos

foram estabelecidos: reservatério da estacdo de tratamento de dgua (RETA) e rede de distribuicdo
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com amostragem no inicio (IR), meio (MR) e fim (FR). Apos coleta inicial em fevereiro, a demais
foram feitas com 15, 30, 60, 90, 120 e 150 dias e processadas em triplicatas.

As amostras de agua para analises microbiologicas foram coletadas em recipientes plasticos
de 5L, previamente esterilizados, contendo tiossulfato de sédio para neutralizacéo do cloro residual.
Para analise fisico-quimica foram usados recipientes plasticos limpos.

As coletas de agua foram realizadas segundo procedimento indicado no “Standard Methods
for the Examination of Water and Waste Water” e transportadas em caixas de isopor com gelo
rigido, levadas ao laboratorio e mantidas sob refrigeracdo até o processamento, hum prazo maximo
de 24 h.

Analises fisico-quimicas

O pH foi determinado na 4gua com potencidémetro portatil, a temperatura foi medida com
termdmetro de mercdrio e a determinacédo de cloro residual livre foi feita por comparacéo visual em

kit DPD Hach modelo CN-70, conforme instrucdo do fabricante.

Anélises microbioldgicas

As bactérias heterotréficas e fungos foram quantificados em sistema de filtracdo — Microfil
Millipore (MIAC03P01 com manifold) que permite filtrag&o simultanea de trés amostras, com funis
de polipropileno (MIHAWGAO072) esterilizados, com capacidade para 100 mL e filtros de membrana
(HAWGO047S6). Este sistema de filtracdo funcionou ligado a uma bomba de vacuo FABBE modelo
141. Para deteccdo de bactérias ap6s a filtracdo as membranas foram colocadas sobre meio R2A
(Difco) e incubadas a 35 °C por 48 h. As contagens foram efetuadas sob microscépio
estereoscopico (KYOWA 892739) os resultados foram expressos em UFC/L.

Para fungos filamentosos, os volumes filtrados variaram entre 500 a submdltiplos de 10 mL,
quando diluicdo era necessaria. Apos filtracdo as membranas foram cultivadas em PGRBA (peptona
0,5 g%, glicose 1%, rosa Bengala 0,0035%, cloranfenicol 0,005%, tetraciclina 0,005%, Agar 1,5%,
em agua destilada), incubadas a 30 °C e observadas até dez dias para contagem em UFC/L.

Isolamento e identificagdo de fungos filamentosos

As colbnias crescidas em membrana sobre PGRBA foram transferidas para placas de Petri
contendo Agar extrato de malte (extrato de malte 1,5%, Agar 1,5 % em &gua destilada) para

isolamento.
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Os fungos isolados foram identificados fenotipicamente ao nivel de género com base nas
caracteristicas morfologicas macroscopicas e microscopicas de cultivo em MEA segundo Blakeslee,
1915 (extrato de malte 2%, peptona 0,1%, glicose 2%, Agar 1,5% em agua destilada), CYA —
Czapek Yeast Extract Agar segundo Pitt, 1973 (sacarose 3%, nitrato de sodio 0,3%, fosfato
dipotassico 0,1%, sulfato de magnésio 0,05%,cloreto de potéassio 0,05%, sulfato ferroso 0,001%,
extrato de levedura 0,5%, Agar 1,5% em agua destilada), CZ — Czapek Dox solution Agar,
formulado por Czapek em 1902, modificado por Dox, 1910 (sacarose 3%, nitrato de sédio 0,3%,
fosfato dipotassico 0,1%, sulfato de magnesio 0,05%,cloreto de potassio 0,05%, sulfato ferroso
0,001%, Agar 1,5% em &gua destilada). Empregou-se incubacdo a 30 °C e o crescimento foi
acompanhado até 7 dias. As caracteristicas, observadas em microscépio de luz Leica DMR, foram
comparadas com as descrita na literatura especializada (Pitt e Hocking 1997, Barnet e Hunter, 1972;
Samson et. al. 2004 ).

Tratamento estatistico

Para a determinacdo da relacdo entre as UFC de fungos filamentos e bactérias heterotréficas
encontrados nos pontos de coleta foi utilizado o teste t utilizando o software Statistica 7.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anélises fisico-quimicas da agua

pH
O pH variou entre 3,2 ¢ 5,9 (Figura 1) com média de 4,0. Os resultados indicam que o pH na

agua manteve-se na faixa acida durante todo experimento.

T B RETA EIR MR B FR
o .

12 dia 15 dias 30dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias Tempo (dias)

Figura 1. Valores de pH da agua nos ponto de coleta (RETA, IR, MR e FR) por periodo.
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No reservatério da ETA, o pH variou de 3,3 a 4,1 com média de 3,8. No inicio de rede a
variacdo de pH foi de 3,3 a 4,5 e no meio de rede de 3,2 a 4,6 com médias de 3,9 e 3,8,
respectivamente. Este trés pontos apresentaram valores de pH relativamente proximos enquanto 0s
valores mais altos ocorreram no final da rede, com variacdo entre 3,7 e 5,9, com média 4,6. Esses
resultados apontam para um aumento de pH a medida que a agua se afasta da ETA. A norma de
potabilidade brasileira recomenda o valor de pH entre 6,0 e 9,5 pra 4gua de consumo humano
(Portaria 518/2004 MS).

Os fungos preferem ambientes acidos com pH entre 4,0 — 6,0, e se desenvolvem na faixa de
pH 2,5 -9, sendo favorecidos em pH < 6,5 (Lessard e Le Bihan, 2003; Corte -Real, et al., 2010).
O pH predominantemente &cido durante todo experimento, de acordo com os autores mencionados,
foi favoravel ao crescimento de fungos.

O pH também influencia a desinfeccdo da agua. Quando se usa cloro e seus
derivados (hipoclorito ou isocianuratos clorados) a espécie desinfetante ativa é o acido hipocloroso.
A divisdo dessas formas é funcdo do pH, tendo-se 96,5 % do cloro na forma &cido hipocloroso
(HOCI) em pH 6 e 78,5 % na forma de OCI" em pH 8 em geral as formas ativas de cloro sdo

predominantes em pH abaixo da neutralidade (Moraté et al., 2003).

Temperatura

Os resultados (Figura 2) indicam que a temperatura da agua oscilou entre minima de 23,5 °C
e maxima de 29,5 °C.

200 29,5 B RETA WIR ®mMR MEFR

28,0
26,0
24,0
22,0
20,0
18,0
16,0
14,0
12,0
10,0
2,0
6,0
4,0
2,0
0,0

Temperatura °C

12 dia 15 dias 30dias 60 dias 90 dias 120dias 150di; Tempo (dias)

Figura 2. Temperatura da 4gua nos ponto de coleta (RETA, IR, MR e FR) por periodo.

A temperatura da dgua no Reservatorio mostrou valores mais baixos que os demais pontos,
(com excecdo de IR -120 dias), com média (24,5 °C), uma vez que é semi-enterrado (ndo incide luz

solar em toda extensdo das paredes). Ja a rede de distribuicdo, principalmente nos pontos MR e FR,
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que sdo torneiras de jardins e mais sujeitos a influencias do calor e do sol, apresentou temperaturas
mais elevadas, com médias de 27,8 °C e 27,1 °C, respectivamente.

Os microrganismos mesofilos apresentam uma temperatura 6tima de crescimento em torno
de 20-45 °C, uma temperatura minima de 15-20 °C e uma temperatura maxima de 45 °C ou menos
(Corte -Real et al., 2010). As temperaturas da dgua medidas neste experimento foram propicias ao
crescimento de microrganismos mesofilos. Podemos concluir que a temperatura na rede de
distribuicdo foi um fator predisponente para o crescimento tanto de bactérias como de fungos

mesofilos.

Cloro residual livre

O residual de cloro livre (Figura 3) variou entre 0 e 4,6 mg/L ao longo do sistema, com
maiores valores no reservatorio, decrescendo a medida que se direciona ao final da rede. O
consumo de cloro residual na rede pode ter vérios fatores determinantes possiveis: presenca de
substancias organicas, inorganicas, ou de microrganismos na agua, pH, temperatura e tempo de
reacdo (Meyer, 1994). E previsivel que no reservatorio (RETA) proximo ao ponto de cloragéo,
encontrem-se as maiores concentracdes de cloro. Porém quando a agua segue pela tubulacdo este
cloro pode ser consumido em decorréncia do maior tempo de contato que permite a ocorréncia de
todas as possiveis reacdes do cloro com a dgua e as substancias e microrganismos nela contidas.

No ponto de coleta MR (60 e 90 dias) o cloro chegou a zero mg/L. Além dos fatores ja
citados que levam ao consumo do cloro residual, vale salientar que o regime de intermiténcia no
fornecimento de agua, com alteracdes de fluxo e pressdo na rede , contribuem marcadamente para

perda de cloro residual, prejudicando a eficiéncia da desinfeccéo.

5,0 1,6 IR
4,5

4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

Cloro residual livre mg/L

12dia 15dias  30dias 60dias 90dias 120dias 150dias Tempo (dias)
Figura 3. Valores de Cloro residual livre nos ponto de coleta (RETA, IR, MR e FR) por periodo.

O cloro presente na forma de cloraminas é denominado cloro combinado enquanto cloro na

forma de &cido hipocloroso (HOCI) e o ion hipoclorito (OCL") é chamado cloro livre. A acéo
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desinfetante do cloro é controlada pelo acido hipocloroso. Em pH acima de 4 e menor que 6
predomina HOCI, em pH < 4 a reacdo se desloca para formar Cl, e em pH < 2 predomina Cl,
(Meyer, 1994).

Aos 15, 60, 90, 120 e 150 dias o pH esteve inferior a 4 (exceto para FR), o que segundo
Meyer (1994) favorece a predominancia de Cl,, e pouca formagdo de HOCI que tem maior acéo
desinfetante. Pode-se supor que mesmo presente, o residual na forma Cl, possivelmente esteve mais
disponivel para reagir com substancias presentes na agua do que para exercer acao desinfetante. Ja
no ponto de coleta FR, exceto aos 90 dias,0 pH esteve superior a 4 e menor que 6, propiciando que
o cloro residual livre tenha estado principalmente na forma HOCI que é mais eficiente como
desinfetante. Entretanto, neste trabalho o cloro residual livre ndo impediu a presenca de fungos e
bactérias na rede. Além das causas ja mencionadas para deficiéncia da desinfec¢do a presenca de
substancias orgénicas e formacdo de biofilmes sdo outras possibilidades que explicariam a

ocorréncia de microrganismos na presenca de cloro residual.

Quantificacdo de bactérias heterotréficas

Na Figura 4 pode-se verificar que as maiores ocorréncias se deram aos 60 dias no inicio de
rede (195,17 UFC/L x 10%) e aos 150 dias no final da rede (3316,67 UFC/L x 107).
Interessantemente nestes piques de bactérias o cloro residual livre foi > 3,0 mg/L. A legislacdo
brasileira determina a quantificacdo de bactérias heterotroficas em 20 % das amostras coletadas
mensalmente para analise de coliformes e estabelece um limite maximo de 500 UFC/mL (Portaria
518/2004). E importante salientar que mesmo a maior contagem de bactérias heterotroficas, ainda
atende a citada norma e, portanto, estes niveis de heterotréficas ndo sdo interpretados como

contaminagé&o. 3316,67
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Figura 4. Bactérias heterotréficas (x10° UFC/L) nos pontos de coleta (RETA, IR, MR,FR) por periodo.

A contagem das bactérias heterotroficas foi usada como referéncia, para comparacdo da

populagdo de fungos e também para uma indicagdo das condi¢Bes operacionais da rede de
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distribuicdo. A contagem de bactérias heterotroficas € um pardmetro auxiliar na avaliacdo da
qualidade da &gua, quer indicando a condicao higiénica geral da rede quer a eficiéncia do processo
de tratamento (WHO, 2003).

Quantificacao de fungos

A Figura 5 mostra em UFC/L a quantificacdo dos fungos totais (filamentosos e leveduras),
encontrados neste experimento. O reservatdrio da ETA apresentou menores contagens (exceto em
60 dias) possivelmente porque neste ponto a agua apresenta melhor qualidade, pouco material em
suspensdo. Um fato particular ocorreu na coleta de 60 dias: o reservatdrio encontrava-se com um
nivel baixissimo de agua, muito proximo ao fundo, apresentando uma maior concentracdo de
microrganismos, possivelmente influenciada por arraste de sedimentos do reservatorio. Nos demais
pontos as principais ocorréncias foram IR (15 e 150 dias) e FR (15, 30, 60 e 150 dias). A maior
frequéncia de ocorréncia de fungos no final de rede aponta para uma crescente proliferacdo desses

organismos a medida que a agua flui para o final da rede. 28667
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Figura 5. Fungos totais UFC/L nos pontos de coleta (RETA, IR, MR e FR) por periodo.

Os fungos ocorreram em todas as amostras coletadas, de forma relevante como ja relatado
(Gottlich et al., 2002, Gongalves et al., 2006, Yamaguchi et al., 2007, Hageskal et al., 2009 ,
Sammon et al., 2010) e em quantidades variaveis nos diferentes pontos e tempos de coleta, com
maiores ocorréncias em FR (15, 30 60 e 150 dias). As UFC/L contrastaram bastante entre os pontos
como, por exemplo, em FR cresceram gradativamente nos 15, 30 e 60 dias em relacdo ao 1° dia,
decrescendo aos 90 e 120 a atingindo um méaximo em 150 dias.Também podemos verificar
oscilacdes entre os dias de coleta. De modo geral as maiores ocorréncias de UFC/L se deram aos
15, 30, 60 150 dias, comparativamente ao 1° dia de coleta. Fatores relacionados com tipo e

concentracdo de desinfetante, pH, temperatura, presenca de substancias orgénicas, formacdo de
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biofilmes e intermiténcia de fornecimento, podem ter conjuntamente contribuido para estes
resultados.

De acordo com Hageskal et al. (2009) , estudos sobre ocorréncia de fungos em agua potavel,
apresentam resultados gerais com recuperagéo de 7,5 — 89 % de amostras positivas e com grande
variacgao entre as amostras. Os resultados obtidos estédo de acordo com estes relatos.

Comparacdao bactéria heterotroficas e fungos filamentosos

No reservatorio da estacdo de tratamento (Figura 6) a relagdo entre as densidades de
bactérias heterotroficas e de fungos totais ao longo do experimento, de acordo com teste t, apenas
nos periodos 30 e 150 dias os resultados ndo apresentaram variacdes estatisticamente significativas,

enquanto os demais apresentaram.

B BACTERIAS HETEROTROFICAS 10 -1 UFC/L
B FUNGOS FILAMENTOSOS UFC/L
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Figura 6. Concentracdo de bactérias heterotréficas 10 * UFC/L x fungos filamentosos
UFC/L no Reservatério de agua tratada da estacdo de tratamento de dgua - RETA.

Considerando que durante todo experimento o pH, a temperatura e o cloro residual neste
ponto ndo oscilaram tdo fortemente, as variagOes estatisticamente significativas podem estar
relacionadas ao aporte de microrganismos na agua bruta e ao tempo de contato do cloro com a
agua. Este tempo de contato por sua vez depende do tempo de detencdo da dgua no reservatorio,
que esta relacionada as flutuagdes diarias de consumo e operacdes de distribuicéo.

No inicio da rede (Figura 7) as densidades de heterotroficas e fungos ndo tiveram diferencas
estatisticas significativas apenas no periodo 30 dias. Os demais apresentaram diferencas
estatisticamente significativas. Este é o ponto da rede mais proximo, tendo resultados de pH e cloro
bem préximos dos da ETA, entretanto apresentando >1950 10 “UFC/L de heterotréficas no tempo
60 dias.
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B BACTERIAS HETEROTROFICAS 10 -1 UFC/L
M FUNGOS FILAMENTOSOS UFC/L

90 20 50 Tempo (dia)

Figura 7. Concentragéo de bactérias heterotréficas 10 * UFC/L e fungos filamentosos UFC/L
no inicio da rede de distribuicdo - IR.

Os resultados do meio de rede (Figura 8) em relacdo a concentracdo de bactérias e fungos

ndo diferenciaram estatisticamente nos tempos 30 e 90 dias. Os demais foram estatisticamente

significativos. Nos tempos 30, 60 o cloro residual esteve abaixo de 3 mg/L seguido de ocorréncias

de cloro zero nos tempos 90 e 120, associados a temperaturas um pouco mais elevadas que séo

fatores que propiciam crescimento microbiano.
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Figura 8. Concentragéo de bactérias heterotréficas 10 * UFC/L e fungos filamentosos
UFC/L no meio da rede de distribuicdo - MR.

O final de rede (Figura 9) as ocorréncias de bactérias e fungos nao apresentaram diferencas

estatisticamente significativas nos somente nos tempos 15 e 30 dias. Nos periodos restantes, fatores
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como pH e temperaturas, entre outros, podem ter favorecido o crescimento microbiano. Vale
ressaltar que nestes periodos, no FR as UFC/L variaram estatisticamente mesmo na presenca de
cloro residual. Nestas ocorréncias possivelmente fatores relacionados a presenca substancias e
maior concentragdo de particulas e microrganismos, decorrentes de arraste pela intermiténcia de

fluxo e pressdo (caracteristicos do fornecimento local), tenham contribuido.
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Figura 9. Concentracdo de bactérias heterotréficas 10 ™ UFC/L e fungos
filamentosos UFC/L no fim da rede de distribuicédo - FR.

Os resultados deste estudo exibem grande variagdo em temo de UFC/L nos diversos pontos
e tempos de coleta, predominando as maiores contagens no final da rede de distribuicdo, atingindo
valores maximos de 3316,67 10? UFC/L (bactérias heterotréficas) de 28.667 UFC/L (fungos totais).

Gottlich et al. 2002 estudaram sistemas publicos de aguas subterrdnea na Alemanha e
encontraram 1000 UFC/L de fungos em 68% das amostras e 2000 UFC/L em 13 % . Em estudo
conduzido na rede de distribuicdo em Braga — Portugal, em quinze amostras analisadas foram
encontrados valores de UFC/L de fungos filamentosos <5 em onze amostras, >5e < 15 em trés e
apenas uma amostra proxima de 20 UFC/L (Gongcalves et al., 2006). Recentemente, um estudo
realizado na Australia subtropical, sobre a incidéncia de microfungos num sistema municipal de
agua tratada, os maiores valores encontrados na rede foram cerca de 50 UFC/L (Sammon et al.,
2010).

Entretanto, Yamaguchi et al. (2007), compararam a ocorréncia de leveduras e fungos
filamentosos entre dguas engarrafadas e municipais, encontrando 43000 UFC/L de fungos totais nas
aguas engarrafadas e 9000 UFC/L nas aguas do abastecimento municipal.

Comparando-se na figura 10, as densidades 10 > UFC/L de bactérias heterotréficas e de

fungos totais neste trabalho, observa-se que ndo ha proporcionalidade direta entre estes organismos.
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Figura 10. Concentragdo 10 2 UFC/L de bactérias heterotréficas e fungos totais

Entre as possiveis explicacdes para esta ocorréncia podemos citar as elevadas temperaturas
encontradas em nossa rede de distribuicdo, concentracdo e espécie de cloro residual, resisténcia dos
microrganismos ao desinfetante, uma relagdo com estagnacdo na rede nos periodos sem
fornecimento de agua, alteracdes de fluxo e pressdo, disponibilidade de nutrientes e eventos de
quebra de integridade da rede de distribuicdo.

Uma limitacdo crucial no estudo dos fungos é a caréncia de informacdo com relagdo ao nivel
aceitavel ou normal em &gua potavel. As normas para limites de ocorréncias de fungos em agua
quase nao existem. (Hageskal et al., 2009). Nem as orienta¢cdes da Organizacdo Mundial da Saude
para qualidade de agua potdvel nem as legislacbes da Australia estabelecem padrGes para
contaminagdo de fungos na agua (Sammon et al., 2010). A legislacdo brasileira igualmente nao
estabelece padrbes para fungos na dgua (Portaria 518/2004). A Suiga é o Unico pais no mundo que
especifica um ndmero maximo de 100 UFC de fungos por 100 mL para dgua potavel em sua norma
(Hageskal et al., 2009, Sammon et al., 2010). Com base neste limite, 28,5% das amostras deste
estudo, estariam fora do padréo.

O estudo de fungos num sistema de abastecimento de agua apresenta uma complexidade

muito grande em virtude da quantidade de fatores intervenientes que véao desde a qualidade da agua



55

do manancial, as préaticas operacionais de tratamento e manutengdo de rede. Associados a isto tem
as questdes climaticas e ambientais como o nivel de degradacdo ambiental e polui¢do dos recursos

hidricos
Isolamento e identificacdo de fungos filamentosos

Foram isoladas da &gua, 333 amostras de fungos totais (filamentosos e leveduras), das quais
218 sdo de fungos filamentosos. Destes 180 foram conduzidos para identificagéo.

Na Tabela 1, constam os géneros mais abundantes identificados

Tabelal. Géneros de fungos isolados da agua

Género N° amostras % do total
Penicillium 34 18,9
Trichoderma 9 5,0
Aspergillus 26 14,4
Curvularia 13 7,2
Phoma 16 8,9
Alternaria 2 11
Nigrospora 3 1,7
Fusarium 4 2,2
Pestalotiopsis 4 2,2
Cunninghamella 2 1,1
Cladosporium 4 2,2
Lasiodiplodia 2 1,1
Outros < 1% 11 6,1
Micelia sterilia 28 15,6
Né&o identificados 22 12,2

Algumas limitagdes metodoldgicas dificultam a comparacdo entre os diferentes estudos e
podem explicar as variagdes nos resultados obtidos (Hageskal et al., 2009). Entre os géneros
identificados, o que apareceu em maior proporc¢édo foi Penicillium, seguido por Aspergillus. Phoma,
Trichoderma e Curvularia foram ainda relevantes, mas ocorreram também Alternaria, Fusarium,

Cladosporium, Nigrospora, Pestalotiopsis, Cunninghamella e Lasiodiplodia.
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Os géneros Aspergillus e Penicillium podem ser encontrados em qualquer amostra ambiental
(solo, agua, rizosfera, ar, e alimentos) e sdo aptos a produzir esporos viaveis. Sdo xerofilicos,
crescendo em atividade de agua igual ou inferior a 0,85. Estes organismos causam deterioracdo de
alimentos ao crescerem sobre cereais, pdo, sementes, defumados etc. (Webster, 2007).

Os géneros mais abundantes encontrados neste trabalho estdo de acordo com os mais frequentes
identificados em aguas de abastecimento pelos autores Gongalves, et al. (2006), Hageskal et al.
(2006) e Varo et al. (2007). Entretanto, Aspergillus, o segundo género em abundancia neste
trabalho, foi relatado como o mais freqliente nos estudos de Paterson et al. (1997) e Hussain et al.
(2010). Diferentemente Sammon et al. (2010), encontraram maior abundéncia de Cladosporium
num sistema municipal da Australia subtropical.
De modo semelhante ao encontrado neste trabalho, a ocorréncia em menor freqliéncia de
Alternaria, Curvularia, Nigrospora, Cladosporium, Trichoderma, também é apresentada nos
estudos de Gongalves et al. (2006), Varo et al. (2007), Hussain et al. (2010) e Sammon et al.
(2010).

Diferentemente, Géttlich et al. (2002), relatam como mais abundantes Phialophora, Acremonium,
Exophiala e Penicillium, e Aspergillus raramente isolados.
Apesar da importancia dos géneros Penicillium e Aspergillus do ponto de vista da aplicacéo
biotecnoldgica (producdo de alimentos, enzimas, acido citrico, antibidticos etc.), nestes géneros
encontram-se 0s mais importantes produtores de micotoxinas, assim como Fusarium e Claviceps.
Outros potenciais produtores de micotoxinas sdo do género Alternaria, e
Chaetomium. (Paterson et al., 2005, 2009). Exceto Claviceps e Chaetomium, os demais
géneros também foram isolados no presente estudo.

Paterson e colaboradores (2005) alertam tanto para a acdo direta quanto para os efeitos
cronicos das micotoxinas (na morte de animais, cancer e doengas imunolégicas em humanos,
principalmente nos mais susceptiveis). Eles observam que a presenca de micotoxinas na agua
(principalmente &gua estocada) e que a ingestdo das toxinas na agua, ou pela manipulacdo e
preparacdo de alimentos (podendo concentrar as micotoxinas no cozimento) pode afetar diretamente
pessoas animais domesticos, ou secundariamente humanos que 0s consumam.

Para Hageskal et al.(2009), a ocorréncia de fungos filamentosos em &guas de abastecimento
ainda divide as opinides dos investigadores, com relacdo a se de fato a contaminacéo por fungos
tem importante implicacdo pra saude. Autores associam fungos veiculados por &gua ao risco
potencial de infeccOes, alergias e toxicoses principalmente para imunocrompometidos (Paterson et
al., 2005, Hussain, et al.2010). Entretanto, esse ponto de vista é contestado por Hunter, P. R.
(2003). A real contribuicdo dos fungos veiculados pela agua para problemas de salde e para

qualidade da &gua, ainda ndo estd completamente esclarecida (Paterson et al., 2009).
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A agua pode servir como veiculo de disseminagdo de organismos e varios géneros de fungos
encontrados na agua foram aqui detectados, sendo importante consultar na literatura quais dentre
eles sdo citados com capacidade de afetar a satide de humanos ou de animais e plantas.

Schwab & Straus (2004) relatam as espécies Penicillium chrysogenum, P. citrinum, P.
revicompactum, P. oxalicum, e Aspergillus fumigatus, A. terreus, A. flavus, A. niger, A. sydowii, A.
versicolor, A. flavipes, A. candidus, and A. ustus, como importantes causadores de doencas
respiratorias tais como alveolite e asma alérgica, provocadas tanto pelos esporos como pelas toxinas
dos fungos. Aspergillus fumigatus foi isolado das torneiras de um Hospital em Oslo por Warris et
al. (2001). Os géneros Phoma e Curvularia podem atuar como patégenos de plantas dependendo da
espécie e do hospedeiro. Alternaria sp € associada a doencas de culturas, com certo grau de
especificidade para hospedeiro, outras sdo patdgenos de insetos. Numerosas toxinas sdo também
produzidas por este género, as quais se acumuladas em alimentos para humanos ou em ragéo de
animais, pode ser fatal. Algumas espécies de Alternaria como A. alternata, A. infectoria e A.
longipes sdo patdgenos oportunistas raros de humanos associados com doengas nos 0ssos, tecido
cutaneo, trato urinario, etc.(Webster, 2007).

Outras implicacbes dos metabdlitos secundarios de fungos (pigmentos, micotoxinas,
compostos que ddo sabor e odor) podem causar problemas organolépticos na &gua, mas em
circunstancias normais, possivelmente as concentracdes devem ser baixas (Paterson et al., (2005).

Os parametros microbioldgicos da maioria das legislacbes vigentes baseiam-se em
indicadores fecais, como coliformes e Escherichia. coli, que pressupdem a transmissdao pela rota
oral fecal.envolvendo ingestdo e eliminacdo pelas fezes. Possivelmente pelo fato dos fungos serem
propagados por outras vias, ainda se dé pouca importancia a transmissao de fungos pela dgua e ao
risco potencial desta via de disseminagdo pra saude.

A legislacdo brasileira, assim como de outros paises ndo estabelece critério para fungos em
agua (Portaria 518/2004). A legislacdo Suica para agua potavel estabelece um limite para
microfungos 100 UFC/100 mL (Hageskal et al., 2007).

Se for considerada a norma suica, 28,5% das amostras analisadas neste estudo, estariam

fora do padréo.

CONCLUSOES

Confirmando a hipdtese os fungos ocorreram na agua distribuida pelo sistema Alto do Céu

em Recife-PE em quantidades variaveis e relevantes.
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O pH e temperaturas da agua durante o experimento foram favoraveis ao crescimento de
fungos e bactérias heterotréficas e influenciaram na espécie de cloro residual, interferindo na
eficiéncia da desinfeccéo.

O regime de fornecimento intermitente de agua, muito provavelmente forneceu condi¢des de
estagnacao, pressdo negativa, areas mortas, etc., propiciando um ambiente favoravel ao crescimento
microbiano comprometendo a integridade da rede e a qualidade da agua.

Fungos e bactérias heterotroficas sobreviveram as concentracbes de cloro residual livre
encontrado na agua.

A maior concentracdo de fungos e de bactérias heterotréficas se deu no fim de rede, sendo as
bactérias mais numerosas.

A concentracdo de bactérias heterotréficas na agua, ndo mostrou relacdo direta com a
concentragdo de fungos e em certos pontos quando uma apresentou-se elevada, a outra mostrou-se
baixa. Deste modo, as bactérias heterotroficas, como indicadoras de condicdo higiénica da rede,
apresentaram densidade dentro dos limites estabelecidos, atestando uma condicdo de normalidade;
entretanto, ndo foram capazes de evidenciar as maiores concentracGes de fungos que ocorreram
simultaneamente.

Considerando que dentre géneros de fungos encontrados alguns s&o conhecidos produtores
de toxinas ou de metabdlitos, outros apontam como patégenos oportunistas de humanos, além dos
problemas organolépticos, uma maior atencdo deve ser dada a presenca desses organismos na agua
de abastecimento.

Espera-se que as informacdes geradas neste trabalho possam contribuir para o conhecimento
da populacdo de fungos do sistema de abastecimento de agua tratada, e para um possivel

estabelecimento de limites na legislacdo brasileira de agua potavel.
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4. FUNGOS EM BIOFILMES NA REDE DE DISTRIBUICAO DE AGUA
POTAVEL EM RECIFE, PE

Os dados deste trabalho estdo publicados em Siqueira, V.M., Oliveira, H.M.B., Santos, C., Paterson, R.R.M., Gusméo,
N., Lima, N. 2011. Filamentous fungi in drinking water, particularly in relation to biofilm formation. International
journal of Environment Research and Public Health 8: 456 — 469.
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RESUMO

Fungos filamentosos sdo um grupo de organismos eucariéticos ubiquos e diversificados. Sua
ocorréncia em agua potavel é conhecida ha muitos anos, entretanto estudos sisteméaticos sobre o
assunto estdo apenas comecando a crescer. Existem varias questdes potenciais associadas ao
fendmeno incluindo obstrucdo das canalizacdes, problemas organolépticos como odor, sabor e
pigmentos, dissemina¢do de patdgenos e produgdo de micotoxinas. Além disso, fungos filamentosos
podem contribuir, junto com bactérias, leveduras, protozodrios e virus, para formacao de biofilmes
nos sistemas de distribuicdo de agua. Todavia, o papel dos fungos nos biofilmes ainda ndo foi
demonstrado claramente (Paterson & Lima, 2005; Paterson et al., 2009). O presente trabalho trata
da investigacdo e detecgéo in situ de fungos filamentosos em biofilmes na rede de distribuigdo de
parte da regido metropolitana de Recife, Pernambuco — Brasil. Os biofilmes foram coletados em
amostras reais de canos e em amostradores instalados em pontos da rede de distribuicdo. Para
deteccao dos biofilmes foi utilizada uma combinacdo de duas técnicas fluorescentes: coloracdo com
Calcofluor White CW e hibridizacdo in situ com sondas oligonucleotidicas rRNA EUK516 e
FUN1429. Nos amostradores e nos canos reais foi possivel evidenciar in situ filamentos fungicos
formando biofilmes na rede de distribuicdo e a atividade foi detectada com o corante FUN 1,
comprovando viabilidade celular. Concluiu-se que no sistema Alto do Céu — Recife, fungos foram

encontrados formando biofilmes.

Palavras chave: biofilmes, fungos filamentosos, rede distribuicdo, contaminantes, detec¢éo in situ
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ABSTRACT

The many potential issues related to fungi in drinking water include blockage of water pipes,
changes of odour, taste and pigments, spreading of pathogenic fungi and the mycotoxin production.
Filamentous fungi (FF) are a ubiquitous and diverse group of eukaryotic organisms and their
occurrence in tap drinking water has been known for many years. However, systematic studies on
the subject are only beginning to increase. There are various potential issues associated with the
phenomenon, including blockage of water pipes, organoleptic problems such as odours, tastes and
pigments, spread of pathogenic fungi, and mycotoxin production. Furthermore, filamentous fungi
may also contribute, along with bacteria, yeasts, protozoa and viruses, to the formation of biofilms
in water distribution systems. However, fungal role in biofilms has not been demonstrated
unambiguously (Paterson and Lima, 2005; Paterson et al., 2009). The present work concerns the
surveillance and in situ detection of filamentous fungi in water distribution biofilms in real tubes
and also in samplers placed in the distribution system of part of Recife metropolitan region,
Pernambuco - Brazil. Biofilms were collected in real samplers of pipes and also in samplers
installed at points of distribution network. To detecting biofilms a combination of two fluorescent
techniques: staining with Calcofluor White CW and in situ hybridization with oligonucleotide
probes rRNA EUKS516 and FUN1429, was used. In samplers and real pipes it was observed fungal
filaments forming biofilms in distribution network and the activity was detected with the dye FUN
1, indicating cell viability. It was concluded that in Alto do Céu System - Recife fungi forming

biofilms were found.

Key words: biofilms, filamentous fungi, distribution network, contaminants, detection in situ
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INTRODUCAO

Os microrganismos crescem normalmente na agua e nas superficies em contato com a agua e
podem formar biofilmes. Para formagéo dos biofilmes os fatores predisponentes sdo temperatura,
disponibilidade de nutrientes, deficiéncia de residual desinfetante, regime hidraulico e caracteristica
do substrato (WHO, 2002; Kerr, 2003).

Um biofilme pode ser descrito como uma comunidade microbiana caracterizada por células
irreversivelmente aderidas a um substrato ou interface, embebidas numa matriz de substancias
poliméricas extracelulares (EPS) que elas produzem e exibem alteracdo fenotipica com relagédo a
taxa de crescimento e transcricdo de genes (Donlan & Costerton, 2002). Esta matriz € importante
tanto para a formacdo e estrutura do biofilme como para protecdo das células, porque previne o
acesso de antimicrobianos e xenobidticos as células dentro do biofilme, conferindo protegdo contra
estresses ambientais como radiacdo UV, variacdo de pH, choque osmético e dessecacdo (Davey,
2000). A formacdo de um biofilme é precedida pelo surgimento de um filme condicionante,
influenciado pelas propriedades da superficie e por moléculas de matéria suspensa (organica e
inorganica), depois ocorre adsor¢do de microrganismos na superficie condicionada, inicialmente
adesdo reversivel, devida a forcas de van der Waals, movimento Browniano, sedimentacdo, forcas
eletrostaticas, interaces hidrofdbicas e movimento convectivo da agua, além de interacdes na
superficies poliméricas celulares (capsulas, fimbrias ou pili e EPS). Em seguida a adesdo se torna
irreversivel, se as condicdes locais forem favoraveis, tem inicio um conjunto de mudancas inclusive
expressdo de genes conhecidos por serem transcritos nas células crescendo em biofilmes (Kerr
2003).

Um biofilme pode ser iniciado na presenca de forcas de turbuléncia, possivelmente o fluxo
turbulento melhora a ades&o por empurrar as bactérias planctdnicas sobre a superficie, mas qualquer
que seja 0 mecanismo, os biofilmes se formam preferencialmente em locais de forte turbuléncia nos
sistema naturais e industriais. Quando se forma em regime de baixa turbuléncia ele apresentam

baixa resisténcia e quebram facilmente (Donlan & Costerton, 2002)

A despeito dos baixos niveis de nutrientes na agua potavel, da provavel presenca de
desinfetantes e de turbuléncia, os microrganismos ainda estdo aptos a aderirem nas canalizagdes e
proliferarem como biofilmes (Kerr 2003).

Numerosos estudos mostram que organismos em biofilmes exibem uma complexa
diferenciacdo e comportamento coletivo que tornam a vida em biofilmes mais vantajosa que a
forma planctonica. Entre as principais vantagens estdo protecdo, aumento da resisténcia aos

microbicidas, comunicacdo intercelular entre e intra-espécies (quorum sensing) densidade



63

controlada, mecanismos de dispersdo, interacdes metabdlicas (cooperatividade, sintrofismo) e
transferéncia de genes (Davey, 2000, Donlan e Costerton, 2002, Kerr, 2003, Krupa et al., 2004;
Harding et al., 2009).

Dois aspectos dos biofilmes s&o de particular importancia: (1) estabilidade mecanica da
matriz de exopolissacarideos, porque € esta que tem de ser superada nos processos de limpeza, e (2)
0 aumento da tolerancia aos desinfetantes pelos organismos dos biofilmes, que pode ser duas ou trés
vezes maior que a das células livres (Flemming, 2002).

Em 2003, Batté e colaboradores relatam que o cloro residual resultante do tratamento de
aguas, que é usualmente menor que 1 mg Cl,/L, é insuficiente para eliminar e remover toda
biomassa. Os autores ainda relatam que mesmo grandes dosagens e drasticos tratamentos sao
ineficazes para erradicar biofilmes. A biomassa imobilizada em forma de biofilmes pode ser
responsavel por limitagdes nos processos industriais (transferéncia de massa e calor) e fonte de
contaminacdo e proliferacdo de infec¢bes nos sistemas de abastecimento de agua e dispositivos
médicos hospitalares (Carvalho, 2007).

Harding et al. (2009), compilaram varios trabalhos sobre biofilmes e concluiram que as
mesmas caracteristicas de expressdo diferencial de genes observadas em biofilmes de bactérias e
leveduras indicam que os critérios estruturais e fenotipicos para biofilmes podem ser
completamente atendidos por fungos filamentosos.

E dificil estudar in situ as paredes das canalizacBes e a maioria das informacdes sobre
desenvolvimento de biofilmes foram derivadas de modelos de laborat6rio onde as condigdes podem
ser facilmente reguladas (Kerr, 2003).

Muitos estudos, frequentemente, usam técnicas que confiam na remocdo dos biofilmes (ou
de organismos associados aos biofilmes) do substrato por algum tipo de forca mecanica, como
agitacdo em vortex, ultra-som, para entdo proceder a analise e medicdo. O procedimento mais
comumente usado para medicdo é contagem em placa, no qual as células ressuspendidas e
dispersadas do biofilme sdo plaqueadas sobre um meio sélido, incubadas e contadas. Antissoros
fluorescentes e sondas de hibridizacdo in situ, permitem identificar organismos especificos dentro
de uma comunidade mista de um biofilme (Donlan, 2002).

Métodos que ndo dependem de cultivo empregam varias combinacdes de corantes
fluorescentes, anticorpos marcados com fluorocromos, ou sondas moleculares desenhadas para
moléculas alvo como rRNA e microscopia de epifluorescéncia. Estes métodos permitem contagens
diretas, maior especificidade, discriminacdo entre viaveis e ndo viaveis, e hibridizacéo fluorescente
in situ (Kator & Rhodes, 2003). A necessidade de identificacdo rapida e especifica de células
microbianas individuais em seu ambiente natural, refor¢ada pela demora dos métodos tradicionais

de cultivo, que funcionam apenas com organismos cultivaveis, levou ao surgimento de
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metodologias de deteccdo in situ que fossem tdo sensiveis quanto técnicas ja bem estabelecidas de
imunofluorescéncia, mas ao invés de antigenos marcados baseiam-se em acidos nucléicos e podem
ser observadas através de microscopia de fluorescéncia (Amann et al., 2001).

As sondas oligonucleotidicas fluorescentemente marcadas para moléculas alvo como r RNA,
sdo ferramentas eficientes para muitas areas da ecologia microbiana uma vez que pode monitorar
populacdes especificas em amostras ambientais baseadas nas caracteristicas genotipicas constantes
e ndo nas caracteristicas fenotipicas varidveis como morfologia. No caso de comunidades
imobilizadas como biofilmes, a exata distribuigdo espacial dos organismos pode ser analisada numa
escala micrométrica e ainda dependendo do desenho de sondas especificas pode-se fazer a distingdo
entre populacdes, ou género e populacdes (Amann et al., 1997).

O sistema de abastecimento Alto do Céu é responsavel por 10 % do volume distribuido na
Regido Metropolitana do Recife, e capta agua de quatro mananciais de superficie. Na regido
metropolitana de Recife o abastecimento (incluindo o sistema Alto do Céu) é feito em regime de
intermiténcia, de acordo com o calendario de abastecimento, divulgado pela COMPESA, onde
constam dias e horarios em que cada localidade vai receber dgua. Deste modo a rede passa por
flutuacbes de fluxo e pressdo, que vdo de auséncia de fluxo/pressdo negativa a fluxo /presséo
positiva (COMPESA, 2010).

Este trabalho teve como objetivo propor e testar um modelo de amostrador para detecgédo in
situ de biofilmes em sistema de distribuicdo de agua potavel e detectar fungos filamentosos em
biofilmes nos amostradores e em amostras reais da rede de distribuicdo de agua potavel no sistema
Alto do Céu, Recife — Pernambuco, BR.

MATERIAL E METODOS

Amostradores

Foram construidos amostradores (Figura 1) em canos de policloreto de vinila - PVC, com
uma placa inserida transversalmente, para servir de suporte para a formacéo de biofilmes. As placas
testadas foram de polietileno, PVC e de acetato.

Nas extremidades dos canos foram abertas roscas (Figura 1 C - setas) que permitem conectar
varios amostradores (Figura 1 E) ou tampar ap0s sua remocao da rede de distribuicdo durante as
coletas (Fig 1 D). Os amostradores foram instalados em quatro pontos representativos do sistema

Alto do Céu: reservatorio de agua tratada da estacdo de tratamento — RETA; e rede de distribuicéo:


http://www.compesa.com.br/
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inicio - IR, meio - MR e final — FR. Paralelamente foram coletadas amostras de canos substituidos

da rede de distribuicdo, suprida pelo sistema alto do Céu.

Figura 1. Amostradores em PVC: placas de polietileno (A) e acetato (B) inseridas transversalmente;
extremidades e tampas rosqueadas (C); tampados ap6s serem retirados (D);varios amostradores conectados(E)
e instalados num ponto de coleta da rede de distribuicao(F)

Coleta dos amostradores

De fevereiro a agosto de 2010, foram coletados amostradores nos tempos: 0 (momento da
instalacdo), 15, 30, 60, 90, 120 e 150 dias. As amostras de canos substituidos da rede foram
coletadas em periodos aleatorios de acordo com a programacéo de servigos de manutencao da rede.

Todo ensaio foi realizado em triplicata.

Transporte e conservagio das amostras

Imediatamente ap6s serem desconectados da rede, os amostradores foram preenchidos com a
agua da rede local, tampados com tampas rosqueaveis de PVC e transportados sob refrigeracdo até
o0 laboratério. As amostras de canos substituidos foram transportadas dentro de bolsas pléasticas em
temperatura ambiente. ApoOs chegarem ao laboratério foram procedidas: a higienizacdo das
superficies externas, e assepticamente, consecutivas lavagens com agua estéril. Apds escorrer foram
acondicionadas em plasticos limpos.

Ap0s higienizagdo os canos foram serrados em pedacos de 1x1 ou 1x2 cm, cada fragmento
foi novamente lavado com agua destilada esterilizada, para posterior analise. Igualmente as placas
de acetato foram cortadas em trés pedacos. Para armazenamento e conservagdo as amostras (canos e

placas) foram colocadas em tampéo PBS a 4°C.
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Deteccao in situ

A deteccéo in situ foi realizada empregando metodologias que associam fluorocromos, biologia
molecular e microscopia de epifluorescéncia. Foram empregados os fluorocromos: Calcofluor
White M2R (CW), FUN®1, além das sondas oligonucleotidicas EUK516: 5’
ACCAGACTTGCCCTCC-3’(MWG Biotech, Ebersberg - Germany)- para Eukarya e FUN1429:
5’- GTGATGTACTCGCTGGCC-3" (MWG Biotech, Ebersberg — Germany) marcada com Oregon-
Green no terminal 5’-especifica para Eumycota.

De cada amostra acondicionada em tampdo PBS a 4°C, trés pedacos foram escolhidos
aleatoriamente para a deteccdo de fungos filamentosos em biofilmes, com (CW). A coloracdo com
CW foi aplicada em todas as amostras presuntivamente, para visualizacdo de filamentos fungicos.
As amostra que apresentaram filamentos com fluorescéncia azul tipica de CW, foram consideradas
positivas para biofilmes com fungos filamentosos. As amostras positivas, no CW, foram entéo
utilizadas para analise com Hibridizagdo Fluorescente in situ - FISH e FUN®1 (corante para analise
de viabilidade) As amostras em que ndo foram visualizados filamentos corados com Calcofluor

foram consideradas negativas para biofilmes com fungos filamentosos.

Coloracéo com Calcofluor

As amostras retiradas do tampdo PBS, foram lavadas com agua destilada esterilizada, para
remover sedimentos e células ndo aderidas. Em seguida, sobre cada amostra, foram colocados 50
pL de uma solucgdo 25 uM de Calcofluor White e postas no escuro, a temperatura ambiente, por 30
minutos. Apds este tempo, cada amostra foi lavada com &gua destilada esterilizada, e levada para
microscopia de epifluorescéncia, usando fonte de excitacdo de 358 nm e o sinal obtido é azul.

Hibridizacdo Fluorescente In Situ — FISH

Para que ocorra hibridizacéo in situ, € necessario previamente que a morfologia das células seja
estabilizada e as paredes e membranas permeabilizadas para penetracdo das sondas (por meio de
fixadores usualmente baseados em aldeidos ou alcodis). As sondas sdo aplicadas em um tampao de
hibridizacéo e incubadas numa temperatura adequada. A técnica é realizada em trés etapas: fixacéo,
hibridizacdo e microscopia de epifluorescéncia. (Amann et al. 1997).

e Fixacdo: As amostras retiradas do tampdo PBS foram secas em estufa a 46° C por 10

minutos. Depois desidratadas com alcool numa série crescente de concentracfes (70 %, 80
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% e 90 %) sobre a superficie de cada amostra por 10 minutos, seguida de secagem em estufa
a 46° C por 10 min.

e Pre-hibridizacdo: Adicionou-se tampdo de hibridiza¢do sobre a superficie das amostras, e
na placa colocou-se um papel de filtro embebido com tampdo de hibridizacao , e deixou-se
em estufaa 46 ° por 30 minutos.

e Hibridizacdo: Sobre o tampdo da etapa anterior foram adicionados 8 uL das sondas
EUK516 e FUN1429 em cada amostra, e cuidadosamente, sem tocar na superficie fez-se a
homogeneizagdo das sondas com o tampéo de hibridizacdo. As amostras foram levadas pra
estufa a 46° C por 3 horas, ao abrigo da luz. Durante a hibridizacdo as sondas
covalentemente ligadas pelo terminal 5’ ao fluorocromo entram nas células e ligam-se a sua
sequéncia alvo (caso esta esteja presente), tornando a célula detectavel por microscopia de
epifluorescéncia devido a existéncia do marcador fluorescente. Passado este tempo, cada
amostra foi lavada com tampéao de lavagem, colocada em tubo de Falcom contendo solucéo
de lavagem, e posta em banho-maria por 20 minutos a 30 °C. A solucdo de lavagem foi
removida com &gua destilada esterilizada a 4°C, depois se fez a secagem com ar quente
(secador) e a amostra seguiu imediatamente para observagdo sob microscopia de
epifluorescéncia, com fontes de excitacdo de 543 nm para sonda EUK 516 e 480 para

FUN1429, dando sinais vermelho e verde respectivamente.

Coloracédo com FUN 1

As amostras retiradas do tampdo PBS foram lavadas com &gua destilada esterilizada e secadas a
30 °C. Em seguida foram adicionados 30 pL do corante sobre cada amostra, seguido de incubacéo
no escuro a 30 °C por 30 minutos. Apos este periodo, as amostras foram observadas com um
microscopio de epifluorescéncia com fonte de excitacdo de 480 nm e sinal obtido verde/vermelho.
Microscopia de epifluorescéncia

As amostras foram observadas sob microscopio epifluorescente Olympus BX51, usando luz UV
equipado com objetivas 20x/0,30 e filtros (EX 350-370, 470-490, 530-550 nm). As imagens foram
adquiridas com camera Zeiss AxioCam HRc utilizando o software CellB®

RESULTADOS E DISCUSSAO

Deteccéo in situ de biofilmes com Calcofluor
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Amostradores com placas de polietileno

As placas de polietileno, apds 100 dias de instalacdo dos amostradores, apresentaram
formacéo de biofilmes em desenvolvimento nos quais foram visualizados filamentos por coloracao
CW, em microscopia de epifluorescéncia, porém as placas mostram uma auto-fluorescéncia bem
evidente (Figura 2). A auto-fluorescéncia ¢ uma fluorescéncia de fundo devida a interacdo do
material com a luz de excitacdo usada na epifluorescéncia que pode interferir na percepgdo da

imagem. Fez-se necessario testar ouros materiais como PVC e acetetato.

B

‘3

" Filamento .

Autofluorescénciaj

Filamentos

Figura 2. Microscopia de epifluorescéncia de filamentos fungicos corados com CW nos
biofilmes formados sobre placas de polietileno dos amostradores, exibindo auto-fluorescéncia
(circulos) e filamento (setas) (A e B).

Teste da auto-fluorescéncia

Para testar a auto-fluorescéncia um fragmento de cada material (PVC e acetato) foi
submetido a iluminacdo usada na microscopia de epifluorescéncia, com diferentes filtros. A auto-
fluorescéncia foi detectada nas placas de PVC e acetato (Figura 3) nos filtros azul, verde e

vermelho. O acetato exibiu a menor auto - fluorescéncia.
-
-

Figura 3. Imagens de microscopia de epifluorescéncia, mostrando auto-fluorescéncia em placa de PVC
(A,B,C) e em placa de acetato (C,D,E) usando respectivamente nos filtros azul(A,D), verde(B,E) e
vermelho(C e F)
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Estes resultados séo corroborados por Gongalves et al. (2006) que relatam a ocorréncia de
auto-fluorescéncia em PVC no canal vermelho e que esta foi acentuada nas maiores ampliacdes.

Neste trabalho a auto—fluorescéncia foi mais forte em PVC nos canais azul e verde.

Amostradores com placa de acetato

Amostradores com placas de acetato foram instalados na rede de distribui¢do, no entanto
apesar de apresentarem menor fluorescéncia, a formacdo de biofilme nestas placas ndo foi
detectavel e ndo apresentou adesdo consistente que pudesse ser visualizada em coloragdo com CW,
possivelmente o tempo de residéncia foi insuficiente. Estas amostras foram consideradas negativas

para biofilmes com fungos filamentosos.

Amostras de canos substituidos da rede de distribuicéo

Um total de nove amostras de canos da rede de distribuicdo foram analisadas para detec¢édo
in situ, das quais cinco foram positivas para biofilmes com fungos filamentosos. Na figura 4, séo

mostrados os resultados positivos para detec¢do de biofilmes com filamentos flngicos nos tubos da

rede de distribuicao.

Figura 4. Imagens de epifluorescéncia de tubos da rede com resultados positivos para deteccéo de
biofilme com filamentos fungicos com CW (A), (B) e (C).
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Os canos que apresentaram filamentos com baixo sinal de fluorescéncia (Figura 4) quando
corados com calcofluor, foram posteriormente tratados com solucéo esterilizadas de glicose 1%

para melhorar a deteccdo por FISH.

Na figura 5 podemos evidenciar os filamentos fungicos imersos nos biofilmes por entre as
particulas de sedimentos dos canos. Estes resultados confirmam dados ja anteriormente encontrados
na rede de distribuicdo da regido metropolitana de Recife Oliveira et al. (2008) e estdo de acordo

com os resultados de Gongalves et al. (2006).

Figura 5. Imagens de epifluorescéncia de tubos da rede, corados apds tratamento com glicose
1% para melhorar o sinal de fluorescéncia

A deteccdo in situ nos canos reais da rede foi mais bem sucedida tendo em vista que essas
amostras sdo de canos antigos que foram retirados para substituicdo e, por isto, com biofilmes bem

estabelecidos pelo longo tempo de permanéncia na rede.
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Deteccéo e tipificagdo com FISH

Na figura 6 imagens de epifluorescéncia de amostras positivas na coloragdo com calcofluor
(Fig. 6 A, D. G e J), as quais foram em seguida submetidas a hibridizacéo in situ com sondas para
tipificagéo e deteccéo dos fungos. A sonda FUN 1429 (Oregon Green 488) de sinal verde amarelado
é especifica para fungos e a EUK516 (CY3) de sinal vermelho é especifica para eucariotos. Os
mesmos filamentos detectados em azul pelo CW (Fig. 6 A, D. G e J), podem ser visualizados em
vermelho pela sonda EUK516 (Fig. 6 C, F, | e L), constatando serem eucariotos e em verde-
amarelado pela sonda FUN 1429 (Fig.6 B, E, H e K) confirmando serem Eumycota; logo,

sdo filamentos fungicos.

Figura 6. Imagens de epifluorescéncia de tubos da rede, submetidos a FISH. Ensaio presuntivo: filamentos
corados com CW em A, D, G, J. Tipificacdo: filamentos hibridizados com sonda EUK 516 para

eucariotos em C, F, I, L, e com sonda FUN1429 especifica para fungos em B, E, H, K.
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Estes resultados estdo diretamente relacionados as técnicas escolhidas, empregando corantes
e sondas moleculares especificos para fungos, a técnica FISH forneceu uma répida informacao,
revelando de forma direta a participacdo de fungos nos biofilmes da rede de distribuicdo de agua

potével, no sistema Alto do Céu.

Deteccdo com FUN 1

Os tubos submetidos & coloragdo com FUNL1 para detecgdo de viabilidade celular, como
mostra o exemplo da figura 7, exibiram fluorescéncia vermelho-laranja (setas) ou amarelo-laranja
compativel com as estruturas intravacuolares cilindricas (CIV’s — Cilindric intravacuolar structures)

relacionadas com atividade celular

Figura 7 Imagen ampliada de epifluorescéncia do tub 6 da rede, submetido a coloracéo
com FUN 1 exibindo fluorescéncia vermelho — laranja (B e C), tipica de células viaveis.

Este resultado mostra que mesmo apds 0s canos serem retirados da rede e submetidos a um
periodo de desidratacdo e auséncia de nutrientes, os fungos ocorreram nos biofilmes e tiveram a
habilidade de manterem a viabilidade celular nestas condicOes adversas. Sob este aspecto pode-se
supor que a intermiténcia de agua na rede ndo atuou como fator limitante; ao contrario, por gerar

areas de estagnacdo e deposicdo de sedimentos favoreceu a o crescimento fungico e formacéo de
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biofilmes. Harding et al. (2009) reuniram evidencias da capacidade dos fungos filamentosos

participarem da formacéo de biofilmes.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos confirmam a hipotese de que os biofilmes ocorrem no sistema de
distribuicdo Alto do Céu — Recife, Pernambuco, a exemplo de outra area da rede na regiao
metropolitana, ja relatada em Oliveira et al. (2008) e com participacdo de fungos, conforme relatos
de Doggett, (2000) e de Goncalves et al.(2006),

Um dos maiores desafios no estudo dos biofilmes é tornar possivel sua investigacdo no seu
ambiente natural com técnica rapida, especifica, que ndo destrua sua estrutura. A deteccdo in situ de
microrganismos € agora uma técnica bem estabelecida (Amann et al., 2001) e indicada para este fim
com vantagens em relagdo ao métodos cultivo dependentes tradicionais.

Apesar da autofluorescéncia nas placas de polipropileno, ficou evidente o desenvolvimento
de biofilmes nos amostradores, o que possibilitard um estudo mais pormenorizado, de sua estrutura
e ecologia, e mecanismos de formag&o, entre outros.

Neste sentido o sistema de amostradores usados neste trabalho foi muito importante porque
permitiu a deteccdo in situ em placas submetidas as mesmas condicdes, encontradas no sistema de
distribuicdo de agua, as quais estiveram expostos 0s canos de substituicdo; ou seja: as mais
préximas possiveis da real situacdo da uma rede de agua potavel. Aliada a especificidade das
técnicas moleculares, a deteccdo in situ neste sistema de amostragem propiciou a conservagdo da
estrutura e composicdo dos biofilmes.

Na literatura a maioria dos estudos de biofilmes é conduzida em laboratorios, usando
reatores e sob condigdes controladas. Por outro lado o estudo diretamente na rede implica em maior
complexidade. Para Dogget et al. (2000) o crescimento microbiano pode estar associado a grande
complexidade da rede de distribuicdo que envolve as caracteristicas fisico-quimicas da agua
particularmente relevantes como temperatura, pH, niveis de cloro residual, além de fatores
relacionados a eficiéncia do tratamento e rotinas de manutencéao da .rede.

Este trabalho acrescentou ao estudo dos biofilmes novos dispositivos para deteccdo in situ e
gerou informagdes iniciais sobre a ocorréncia de fungos e biofilmes na agua de abastecimento do
sistema Alto do Céu — Recife, PE.
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5. CONSIDERACOES GERAIS

Neste trabalho a contaminacdo da dgua por bactérias e fungos foi evidenciada em todos os pontos de
coleta. A densidade das bactérias heterotroficas atendeu & norma de potabilidade brasileira em todos os
pontos de coleta. Com base neste indicador a agua seria considerada dentro das condi¢cdes de higiene
aceitaveis.Como foi relatado, no mesmo periodo a populacdo de fungos vérias vezes ultrapassou 1000,
2000, 3000, chegando a um méaximo de 28667 UFC/L. Entretanto a citada norma nédo estabelece qualquer
limite para ocorréncia de fungos na &gua de consumo.

Algumas caracteristicas regionais como dificuldade de mananciais de qualidade, eutrofizacdo, pouca
disponibilidade hidrica, sdo uma realidade constante, e fatores predisponentes ao crescimento como
temperatura, e aporte destes e de outros microrganismo aos mananciais, estdo fora dos limites de atuacdo das

empresas de dgua. Portanto, um trabalho preventivo envolve politicas publicas responsabilidades partilhadas.

Uma rede de distribuicdo envolve uma gama de fatores intervenientes tanto com caracteristicas
ecologicas, tendo a rede de canalizacdo como um nicho bem particular, como caracteristicas de processo,
uma vez que o fornecimento de agua potavel é antes de tudo um processo de transformacéo de uma matéria
prima preciosa — agua in natura, em um produto — a 4gua tratada. H& também as implicacGes operacionais do
sistema de tratamento e da manutencao da rede de distribuicao.

Mesmo neste complexo e oligotréfico ambiente aquatico onde a visualizacao de células com baixo
numero de ribossomos tem sido problematica, a sondas fluorescente melhoradas estdo aptas a identificar
mais de 50% das células. Comparando-se este percentual com o usualmente menor que 1 % de
microrganismos que podem ser caracterizado pelos métodos cultivo dependentes, decide-se favoravelmente
pela deteccéo in situ (Amann et al., 1997)

A ocorréncia de biofilmes nas canaliza¢cdes, mesmo com desinfetante residual, mostrou neste como
em diversos estudos mencionados, que é uma condi¢do bastante encontrada. A participacdo de fungos nos
biofilmes onde ficam mais protegidos e resistentes aos biocidas é relevante, ndo s6 sob aspecto sanitario,
como tem, para empresas de saneamento, implicacdo econdémica uma vez que recursos Sdo gastos com

desinfetantes, porém néo atingem a principal finalidade - garantir a seguranga microbiologica.

A ocorréncia de fungos na dgua de abastecimento precisa ser tratada na perspectiva da prevencao, ja
que a cada dia emergem novas etiologias e considerando os mecanismos de dispersdo dos fungos, o papel da
agua como veiculo disseminador, deve ser revisto levando em conta outras vias diferentes da rota oral-fecal,
que podem igualmente afetar a salde como contato e inalagdo. Além disso maiores informagdes

epidemioldgicas sdo necessarias.
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Como perspectivas futuras, uma maior padronizacdo metodoldgico nesta area de pesquisa, para que
os dados gerados possam subsidiar informagdes, que auxiliem nas definicdes de parametros de qualidade e

limites relativos a fungos na dgua de consumo humano.
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