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“Caminhar apesar da distancia
Vencer apesar dos obstaculos
Sonhar apesar das desilusdes
Sorrir apesar das angustias

Acreditar acima de tudo”.

Daniel Silveira



RESUMO

Varias questdes em potencial associadas aos fungos em agua de consumo
incluem obstrugdes da canalizagéo, alteragbes como odor, sabor, pigmentos,
formagdo de biofilmes, disseminacdo de fungos patogénicos e produgdo de
micotoxinas. A legislagdo brasileira, assim como a de outros paises, nao
determina a pesquisa de fungos, nem estabelece limites para a presenca destes
na agua de abastecimento. Este trabalho aborda ocorréncia de fungos
filamentosos nas aguas e em biofilmes formados nos reservatorios de um sistema
de abastecimento suprido por pogcos em Recife-PE. Para formacao e deteccéo in
situ dos biofilmes, amostradores foram imersos na agua nos pontos de coleta e
foram usados reatores no laboratério. Foram estabelecidos pontos estratégicos de
amostragem representados pelo reservatorio da Estagcado de Tratamento de agua,
reservatorios do Restaurante Universitario, Nucleo de Educacéao Fisica e Hospital
das Clinicas. Amostras de agua foram coletadas bimestralmente em dois
diferentes periodos de setembro de 2013 a margo de 2014 e janeiro a julho de
2015. Os Fungos foram quantificados por filtragdo em membrana, utilizando os
meios R2A e SDA suplementados com antibiéticos, a 30 °C até 10 dias. Os
fungos foram detectados em todos os pontos de amostragem. As contagens
variaram de 5 to 207 unidades formadoras de colénias (UFC)/100 mL, com uma
média de 53 UFC/100 mL por ponto. Entre os 859 fungos identificados, os
géneros mais abundantes foram Aspergillus (37%), Penicillium (25%),
Trichoderma e Fusarium (9 % cada) e Curvularia (5%). Acremonium,
Cladosporium, Cunninghamella, Humicola e Leptodontium representaram 1% e os
demais menos que 1%. Dentre os Aspergillus, foram isoladas espécies
produtoras de toxinas e potencialmente patogéncias como Asperqgillus flavus e
Aspergillus fumigatus, este ultimo ocorreu nos reservatorios da Estacdo de
Tratamento, Restaurante Universitario e Hospital das Clinicas. Por sua
importancia clinica Aspergilus fumigatus foi testado quanto a sua capacidade de
formar biofilmes mono e multi espécie (com P. brevicompactum e P.reactans) no
laboratério, em placas multipocos, e em reator que simula as condigdes
hidraulicas do sistema de agua. A espécie Penicillium citrinum foi a mais
abundante no género. A deteccgéo in situ dos fungos nos biofilmes foi realizada
com o uso de técnicas de fluorescéncia e moleculares como: fluorocromos
especificos, hibridizacdo in situ com sondas DNA-FISH e PNA-FISH e
microscopia de epifluorescéncia. Os biofilmes foram detectados principalmente no
reservatorio da Estacdo de Tratamento e Educagdo Fisica. Os fungos
filamentosos nao foram visualizados por epifluorescéncia nos biofilmes dos
amostradores (placas PVC) analisados do reservatorio do Hospital das Clinicas
onde se faz desinfeccdo suplementar. Aspergillus fumigatus mostrou potencial
para formar biofilmes monoespécie em reatores nas condi¢des parecidas com a
do sistema. Os testes abriram novos tdpicos para serem testados e ajustados nos
ensaios nos reatores. Considerando os resultados obtidos neste trabalho
evidencia-se que as os reservatérios sao pontos de vulnerabilidade onde a agua é
exposta ao risco de degradagado da qualidade. Logo uma maior atengédo deve ser
dada a presengca desses organismos na agua de abastecimento e aos
reservatorios onde a agua fica exposta a riscos de degradagao da qualidade.

Palavras-chave: Sistema de abastecimento de agua. Fungos. Biofiime. Técnicas
de fluorecéncia. PNA-FIHS



ABSTRACT

Several potential issues related to fungi in drinking water include pipe blockage,
odor, flavour, pigments, biofiims development, pathogenic fungal dissemination
and mycotoxin production. Fungi are not a concern in the Brazilian water
legislation, as in other countries laws, where fungal survey and limits are not
stablished for drinking water. This work addresses the filamentous fungi
occurrence in water of reservoirs in a drinking water system supplied by wells in
Recife-PE. For the development and in situ detection of biofilms samplers were
immersed in the water at the collection points and reactors were used in the
laboratory. For this study, strategic sampling points were stablished in four
reservoirs: Treatment Plant, University Restaurant, Physical Education Centre and
University Hospital. Water was collected in two different periods, from September
2013 to March 2014 and from January to July 2015, on a bimonthly basis. Fungi
were quantified by membrane filtration, using R2A and SDA media supplemented
with antibiotic, incubation was performed at 30 °C, in a period of 10 days
maximum. Fungi were detected in water in all sampling points and in biofilms of
two reservoirs. Counting ranged from 5 to 207 colony form units (CFU)/100 mL,
with an average of 53 CFU/100 mL in sampling points. Among 859 identified
fungi, the most abundant genera were Aspergillus (37%), Penicillium (25%),
Trichoderma and Fusarium (9 % each), Curvularia (5%). Acremonium,
Cladosporium,Cunninghamella, Humicola and Leptodontium, represented1% and
the remaining were less than 1%. Among Aspergillus genera, potential pathogenic
and mycotoxin producing species like Aspergillus flavus and Aspergillus fumigatus
were found. The latter one occurred at Treatment Plant, University Restaurant
and University Hospital reservoirs. Due to its clinical importance Aspergillus
fumigatus was checked for the ability to form mono and multispecies biofilm (using
P. brevicompactum and P. reactans) in microtiter plates and reactor which
simulates the water system hydraulic condition at laboratory. The species
Penicillium citrinum was the most abundant representative in the genera. The
fungal in situ detection of biofilms formed, was performed using fluorescent and
molecular techniques: specific fluorochromes, in situ hybridization with DNA-FISH
and PNA-FISH probes, associated with fluorescence microscopy. Biofilms were
detected mainly in Treatment Plant and Physical Education Centre reservoirs.
Filamentous fungi were not viewed by espifluorescence microscopy in biofilms
from University Hospital analysed samplers (PVC plates), where a supplementary
chlorination is performed. Aspergillus fumigatus showed potential to form
monospecies biofilms in reactors, in similar conditions to the system. The tests
opened new issues to be investigated and parameters adjusted in reactor assay.
Considering the obtained results they bring evidences that reservoirs are points of
vulnerability where water is exposed to deterioration risk, and a major attention
should be given to fungi occurrence in water and reservoirs, where water is
exposed to quality degradation,

Key-words: Drinking water system. Fungi.Biofilms. Fuorescence techniques.PNA-
FISH
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1. INTRODUGCAO

O Brasil tem um enorme potencial hidrico: 12% de toda agua doce do
planeta, é rico em mananciais superficiais (com vazdes médias de 180 mil m%/s),
mas a distribuicdo é desigual, como é o caso do semiarido brasileiro (regido onde
Pernambuco esta localizado) onde a disponibilidade hidrica é inferior a 100 m?/s.

Em Pernambuco mais de 83% das sedes municipais sdo abastecidas por
agua proveniente exclusivamente de mananciais superficiais, devido a baixa
vocacgéo hidrogeoldgica do Estado, restando apenas 9% das sedes urbanas
abastecidas por aguas subterraneas e 8% por sistemas mistos. A Regido
Metropolitana de Recife - RMR é formada por 14 municipios dos quais 8
apresentam abastecimento satisfatério e 6 apresentam balango negativo entre
oferta de agua e demanda por abastecimento, de acordo com diagndstico para
2015 (ANA, 2010, 2010b).

O déficit hidrico na RMR leva ao racionamento e intermiténcia de
fornecimento de agua. Embora a RMR seja abastecida predominantemente por
aguas superficiais de varios reservatérios, a oferta de agua é complementada
através de aquiferos que se estendem por toda a faixa costeira do Estado. Tais
aquiferos com caracteristicas hidrodindmicas distintas, vinham sendo
crescentemente explorados principalmente a partir da década de 90, numa
tentativa de remediar a falta de agua para a capital de Pernambuco. O uso
indiscriminado dos aquiferos desta regido tem provocado sérios danos como:
rebaixamento do nivel do lengol freatico; alteragdes hidroquimicas; contaminacgao
por agentes fisico-quimicos, ocupacéao indiscriminada das areas de recarga, entre
outros (BORBA; COSTA FILHO; MASCARENHAS, 2010).

Recife possui os aquiferos, Cabo e Beberibe e Boa Viagem. Em condigbes
de superexplotagao, os aquiferos costeiros da Planicie do Recife apresentam-se
vulneraveis a salinizagdo, por diferentes causas (MONTENEGRO; CABRAL,;
PAIVA, 2009). O Aquifero Boa Viagem localiza-se na regido deltaica do conjunto
de rios Capibaribe, Beberibe e Tejipid, correspondendo a Cidade Universitaria,
Caxanga e Varzea (BORBA; COSTA FILHO; MASCARENHAS, 2010). Deste
modo o sistema de tratamento de agua da UFPE, localizado na Cidade

Universitaria, utiliza o aquifero Boa Viagem.
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Reservar a agua tem sido o recurso utilizado, na RMR, para enfrentar o
déficit de abastecimento e a intermiténcia de fornecimento de agua, aumentando
sua vulnerabilidade com relagdo a qualidade. Gois et al. (2013) estudaram riscos
e vulnerabilidades da utilizagdo da agua para consumo humano, oriundas de
sistemas publicos e solugdes alternativas. Estes autores apontam como criticos:
estado de conservacido da tubulagcado da rede,dos reservatorios de distribuicédo, e
intermiténcia no abastecimento. Todas estas caracteristicas estdo potencialmente
presentes no sistema de agua em estudo e oferecem risco a qualidade da agua.

A qualidade da agua produzida é responsabilidade do proprietario da
solucéo alternativa de abastecimento. Uma preocupacao com relagao a qualidade
da agua é a sua contaminagao por microrganismos patogénicos, pois 0 consumo
de agua contaminada causa surtos de doencgas de veiculagdo hidrica, e é
responsavel por 600000 mortes por ano (WHO, 2014). A avaliagdo da qualidade
microbiolégica da agua nas legislagbes da maioria dos paises baseia-se na
deteccao de bactérias indicadoras de contaminagao fecal (SAMMON et al., 2010;
WINGENDER; FLEMMING, 2011). As condigbes que propiciam a proliferagao de
fungos nos sistemas de distribuicdo ndo eram investigadas (KELLEY et al., 1997).

Fungos entram nos sistemas de agua por diversas vias e podem se
estabelecer nos sedimentos, detritos vegetais e biofiimes (HAGESKAL; LIMA;
SKAAR, 2009). Outra via de entrada dos fungos se da durante instalagdes,
reparos ou substituicdo das canalizacbdes e eventos de baixa pressao ou pressao
negativa na rede de distribuicdo (EPA-US, 2002; BESNER; PREVOST; REGLI,
2011; DOUTERELO et al., 2014).

A ocorréncia de fungos nos sistemas de agua potavel tem sido relatada por
diversos autores como associada a degradag¢ao da qualidade da agua, obstrugao
de canalizac¢des, deplecao do desinfetante, riscos a saude e formagao e biofilmes
(AL-GABR; ZHENG; YOU, 2014; GONCALVES; PATERSON; LIMA, 2006a;
HAGESKAL et al. 2006, 2009; MA, X. et al., 2015).

Os géneros Aspergillus e Penicillium despontam como mais abundantes
em diversos estudos. Estes géneros incluem espécies importantes em termos de
patogenicidade, potencial alergénico e produ¢do de micotoxina, o que torna a
agua um possivel meio de disseminacdo desses fungos (AL-GABR; ZHENG;
YOU, 2014; SKAAR; HAGESKAL, 2015). Entretanto ndo ha estudos
epidemiologicos relacionando a ocorréncia de fungos na agua a deflagragao de
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surtos acometendo grupos de consumidores (PATERSON; LIMA, 2005;). Assim
esses fungos tém maior importancia em sistemas de agua de hospitais onde o
numero de individuos imunocomprometidos € crescente (OLIVEIRA, et al., 2013;
PATERSON et al., 2009; SIQUEIRA et al., 2011; SKAAR; HAGESKAL, 2015).

Os fungos ocorrem na agua ou formam biofilmes nas superficies internas
no sistema de abastecimento de agua causando diversos problemas. Os fungos
nao sao considerados na legislagao de potabilidade e sua consideragdo como
contaminante ainda é controversa. Por isso € importante investigar os fungos em
sistemas de agua potavel tanto na agua como em biofimes. A falta de
padronizacdo dos métodos de analise e de amostragem, o dificil acesso aos
biofilmes nas canalizacbes sdo obstaculos ao estudo e detecgdo in situ dos
fungos nos sistemas de agua. Porém amostradores nos sistemas, placas de
multipogos e reatores possibilitam a obtencao de biofilmes. O reator Propella se
destaca nesta fungdo por ter varias possibilidades de mimetizar as condicoes

hidraulicas da rede de distribuicdo para formacgao de biofilmes, no laboratério.
1.10OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Investigar os fungos que ocorrem em reservatorios no sistema de agua da
UFPE, fazendo sua detecgdo na agua e in situ nos biofilmes desenvolvidos na
rede e em dispositivos no laboratério, como placas de multipogos e no reator
Propella, com uso de técnicas de fluorescéncia, sondas de Hibridizagcado
Fluorescente in Situ — FISH e microscopia de epifluorescéncia.

1.1.2. Objetivos especificos

a) Detectar e quantificar os fungos da agua por filtragdo em membrana

b) Obter biofiimes em amostradores inseridos nos reservatérios de pontos
estratégicos do sistema e em reatores no laborat6rio

c) Quantificar e detectar fungos nos biofilmes
d) Identificar por taxonomia classica os fungos da agua e dos biofilmes

e) Fazer deteccgao in situ dos biofilmes por meio de fluorocromos, sondas
moleculares DNA-FISH e PNA-FISH e microscopia de epifluorescéncia.



23

2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 AGUA E SUSTENTABILIDADE

A agua é essencial a vida (vegetal, animal, humana), indispensavel ao
equilibrio do planeta, pois é determinante para atmosfera, clima, vegetacéo,
agricultura e cultura; por isso é um direito de todos. O futuro de nosso planeta
depende da preservagao da agua e de seus ciclos. A agua ndo é uma doagao
gratuita da natureza; ela tem um valor econdmico: precisa-se saber que ela é,
algumas vezes, rara e dispendiosa e que pode muito bem escassear em qualquer
regido do mundo (IFRAH, 1992).

Apesar do acesso a agua ser um direito humano basico, ha uma grande
discrepancia em todo mundo no acesso das populacdes a este bem fundamental.
Por ser crucial para o desenvolvimento econdmico e social a disponibilidade da
agua reflete os diferentes niveis de desenvolvimento no mundo.

A agua esta no centro do desenvolvimento sustentavel. Ela gera beneficios
€ servicos como seguranga alimentar e energética, saude humana e ambiental,
que contribuem para a redugao da pobreza, para o crescimento econdmico e para
a sustentabilidade ambiental. A agua prové as condigdes para as melhorias no
bem-estar social e no crescimento inclusivo, afetando os meios de subsisténcia
de bilhdes de pessoas (UNICEF; WHO, 2015).

O modelo de desenvolvimento insustentavel e falhas de governanca tém
afetado a qualidade e disponibilidade dos recursos hidricos. A demanda de agua
doce continua aumentando. A n&o ser que o equilibrio entre demanda e oferta
seja restaurado, o mundo devera enfrentar um déficit global de agua cada vez
mais grave. O crescimento da populagdo, a urbanizagdo, as politicas de
segurancga alimentar e energética, e os processos macroecondmicos, tais como a
globalizagdo do comércio, as mudancgas na dieta e o aumento do consumo afetam
fortemente a demanda por agua. Um aumento de 55% na demanda hidrica
mundial, esta previsto para 2050, principalmente nas areas industrial, energética e
uso doméstico. No modelo antigo de uso dos recursos naturais, a falta de gestao
e a regulacéo deficiente, levam a uma retirada excessiva e sem controle da agua
resultando no abaixamento dos lengdis freaticos. A perturbacdo dos
ecossistemas, devida a intensa urbanizagédo, praticas agricolas inadequadas,

desmatamento e poluicdo esta entre os fatores que ameacam a capacidade do
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meio ambiente de fornecer servigos ecossistémicos, incluindo o provisionamento
de agua limpa (UNICEF; WHO, 2015).

A persisténcia da pobreza, em grande percentagem da populagado mundial,
€ causa e sintoma do acesso desigual ao abastecimento de agua e servigos de
saneamento, do financiamento inadequado, da deficiéncia de informacao sobre o
estado, uso e gerenciamento dos recursos hidricos. Dar aos pobres um melhor
acesso e gestdo da agua pode contribuir fortemente para erradicagao da pobreza
e para o alcance de objetivos de desenvolvimento sustentavel (UNESCO, 2003;
UNICEF; WHO, 2015).

A solucao para este fato esta na busca do equilibrio entre suprimento e
demanda de agua. Apesar de se ter obtido progresso consideravel nesta questao
mais recentemente, ainda existem 748 milhdes de pessoas sem acesso a agua
potavel de qualidade e os mais afetados sdo as pessoas de baixa renda,
desfavorecidos e mulheres. Ao mesmo tempo, para responder as necessidades
da populagdo em constante crescimento, os setores de agricultura e energia
precisam continuar a produzir cada vez mais. Até 2050, a agricultura, que
consome a maior parte da agua, precisara produzir mundialmente 60% a mais de
comida, 100% em paises em desenvolvimento. Entre 2000 e 2050, o crescimento
da demanda de agua para industria é estimado em 400%. Se de um lado estima-
se um aumento de 55% na demanda por agua, de outro lado 20% das fontes de
agua subterranea no mundo estdo sendo superexploradas e ndao ha um
gerenciamento sustentavel dos recursos hidricos (UNICEF; WHO, 2015). Além da
pressao exercida pelo crescimento da demanda, o desenvolvimento gera outras
pressdes sobre 0s recursos hidricos como irrigacao e liberagdo descontrolada de
pesticidas e produtos quimicos sobre os cursos de agua e como € o caso de 90%
das aguas residuais nos paises em desenvolvimento, e auséncia de tratamento
de esgoto. As mudangas climaticas aumentam ainda mais a pressao sobre os
recursos hidricos com maior variagdo nas precipitacdes e aumento nas
temperaturas provoccando elevagdo da evapotranspiragdo vegetal (UNICEF;
WHO, 2015).

Varios eventos criticos no mundo e no Brasil nos ultimos anos evidenciam
a gravidade do problema de acesso a agua que afeta mais severamente a
populagdo de baixa renda de pequenos municipios e periferias dos grandes

centros urbanos. Ofertar agua as populagdes é uma tarefa do poder publico e ao



25

mesmo tempo um grande desafio frente a grande diversidade geoclimatica,
socioecondmica e distribuicdo populacional diferenciada. A escassez hidrica de
algumas regides e a adversidade das condigdes de suprimento de agua para
populagdes urbanas brasileiras vém sendo estudadas ha anos sem terem sido
resolvidas em definitivo, persistindo frequentes déficits de abastecimento (ANA,
2010).

No Brasil a “lei das aguas” como é conhecida, a lei n°® 9.433/1997, instituiu
Politica Nacional de Recursos Hidricos (PNRH) e criou o Sistema Nacional de
Gerenciamento de Recursos Hidricos (SINGREH). Nela: 1- a agua € considerada
um bem de dominio publico e um recurso natural limitado, dotado de valor
econdmico; 2- em situagbes de escassez, o uso prioritario da agua é para o
consumo humano e para a dessedentacdo de animais; 3- assegurar a
disponibilidade de agua de qualidade as geragbes presentes e futuras, o uso
racional e integrado dos recursos hidricos, a prevengéo e defesa contra eventos
hidrolégicos (chuvas, secas e enchentes), sejam eles naturais sejam decorrentes
do mau uso dos recursos naturais, sdo os objetivos do PNRH.

O Brasil tem um enorme potencial hidrico: 12% de toda agua doce do
planeta, 200 mil microbacias espalhadas em 12 regides hidrograficas, daria um
volume per capta 19 vezes maior que o minimo estabelecido pela Organizagéo
das Nacgodes Unidas (ONU) — de 1.700 m3/s por habitante por ano, mas nao sao
inesgotaveis. As caracteristicas geograficas de cada regido e variagdes climaticas
afetam sua distribuicdo (ANA, 2010). Porém além das aguas superficiais, as
aguas subterraneas sao intensamente exploradas no Brasil. Em Estados do
nordeste como Maranhdo e Piaui 70% e mais de 80% respectivamente das
cidades sao abastecidas por pogos. A agua subterranea participa do
abastecimento de diversas capitais como Fortaleza, Recife, Natal e Macei6 e de
comunidades rurais no semiarido nordestino. Além disso, € amplamente utilizada
na irrigagdo em Mossord, no Rio Grande do Norte, no Oeste da Bahia e na regiao
de Irecé (ANA, 2007)

A regido nordeste, com quase todos estados (exceto Maranh&o)
localizados no semiarido brasileiro, representa 20% da populacéo brasileira, 56%
concentrada em areas urbanas. O clima semiarido tem como caracteristica
reservas insuficientes de agua, precipitagdo pluviométrica baixa e irregular,

resultando em balango hidrico negativo. Em consequéncia seus mananciais nao
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oferecem garantia de agua para diversos usos, em particular para abastecimento
humano (ANA, 2010 a) .

Em Pernambuco, que tem a maior parte de seu territdrio no semiarido, dos
185 municipios, 153 utilizam aguas superficiais, 17 utilizam aguas subterraneas e
14 utilizam mananciais mistos (ANA, 2009, 2013).

Os mananciais superficiais ndo vém atendendo a demanda de
abastecimento humano, da regido metropolitana de Recife — RMR, que convive
com um racionamento mesmo nas areas regularmente abastecidas (10 % da
populacdo n&o sdo atendidas com abastecimento publico). Nos anos 90 a
empresa concessionaria, a Companhia de Saneamento de Pernambuco
(COMPESA), responsavel pelos servigos de abastecimento publico, chegou a
utilizar na regiao norte da RMR, mais pogos tubulares perfurados no Aquifero
Beberibe, do que mananciais de superficie (BORBA; COSTA FILHO;
MASCARENHAS, 2010). Na RMR nas cidades de Recife, Olinda e Jaboatdo dos
Guararapes, existiam 10.000 pogos capitando aguas dos aquiferos Beberibe,
Cabo e Boa Viagem, em 2010. Somente no Recife estimava-se mais de 6.000
pocos em operagéao (Costa Filho, W.D.; Borba, A.L.S. & Mascarenhas, J.C., 2010)

O sistema aquifero da Planicie do Recife (PE) é composto por dois
aquiferos profundos, Cabo e Beberibe, de caracteristicas semi-confinadas,
recobertos por um aquifero freatico, o de Boa Viagem. Em condi¢des de
superexplotacdo, os aquiferos costeiros da Planicie do Recife apresentam-se
vulneraveis a degradagdo por salinizacdo, por diferentes causas
(MONTENETGRO; CABRAL; PAIVA, 2009). Um manancial subterraneo tem uma
intima relacdo com o a geologia, com o clima e com as atividades antropicas em
sua area de influéncia. Assim, € importante abordar algumas caracteristicas da
composicéo fisico/quimica deste tipo de manancial que influenciam na qualidade
da agua e na ocorréncia dos fungos nos sistemas e nas aguas de abastecimento.

O aquifero Boa Viagem localiza-se na regiao deltaica do conjunto de rios
Capibaribe, Beberibe e Tejipid, formando a atual planicie do Recife. Ocorre
encobrindo outros aquiferos mais antigos, o Beberibe ao norte e o Cabo ao sul,
ou diretamente sobre o embasamento cristalino, na regido mais oriental do Recife,
correspondendo a Cidade Universitaria, Caxanga e Varzea (BORBA; COSTA
FILHO; MASCARENHAS, 2010). Deste modo o sistema de tratamento de agua da
UFPE, localizado na Cidade Universitaria, utiliza o aquifero Boa Viagem.
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Reservar a agua tem sido o recurso utilizado para enfrentar o déficit de
abastecimento e a intermiténcia de fornecimento de agua, o que aumenta sua

vulnerabilidade com relacido a qualidade.
2.2 SISTEMA DE ABASTECIMENTO DE PARA AGUA DE CONSUMO HUMANO

A agua de consumo humano € definida pela Portaria 2914/2011 como toda
agua potavel destinada a ingestdo, preparagdo e producdo de alimentos e a
higiene pessoal, independentemente da sua origem (BRASIL, 2011). O
fornecimento de agua de consumo humano em quantidade suficiente e de
qualidade é uma atribuicdo do poder publico.

Por definigho um sistema de abastecimento de agua para consumo
humano, SAA - é uma instalagcdo composta por um conjunto de obras civis,
materiais e equipamentos, desde a zona de captagdo até as ligagdes prediais,
destinada a producéo e ao fornecimento coletivo de agua potavel, por meio de
rede de distribuicdo (BRASIL, 2011).

De acordo com a citada norma, agua potavel é aquela que atende ao
padrao de potabilidade (conjunto de parametros fisicos, quimicos, bioldégicos, com
valores maximos permitidos) que ela estabelece e que n&o oferece risco a saude.

Um sistema de abastecimento de agua se compde de uma estrutura fisica
que é concebida e construida para transformar a agua in natura, em agua potavel

por meio de um processo de tratamento.

2.2.1 Componentes de um SAA

A estrutura de um SSA é formada por manancial (superficial ou
subterraneo), captagdo, adutoras, estagdo de tratamento de agua (ETA),

reservatorio e rede de distribuicdo da agua produzida.

a) O manancial é a fonte de agua que é usada para abastecimento humano,
podendo ser superficial, subterrdnea ou de chuva (BRASIL, MS, 2006). A
captacao é a primeira unidade do SAA, constituida por um conjunto de
equipamentos e instalagdes utilizadas para tomada de agua do manancial,
com a finalidade de leva-la até o sistema de abastecimento (BRASIL, MS,
2006).
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b) Adutoras sao tubulagdes e pegas que interconectadas conduzem agua
da captacio até a ETA, desta até o reservatério de distribuicdo, e deste
para rede de distribuig¢ao.

c) A estacdo de tratamento de Agua — ETA — é a parte do sistema de
abastecimento, com varios moddulos construidos, equipamentos e
produtos para realizar o processo de tratamento da agua e torna-la
potavel.

d) Reservatério € uma caixa grande, geralmente construida de concreto
para armazenar a agua produzida pela ETA. E o elemento do sistema
de abastecimento de agua destinado a regularizar as variagdes entre
as vazbes de aducao e de distribuicdo e condicionar as pressdes na
rede de distribuicao.

e) A rede de distribuicdo € formada por um conjunto de tubula¢des que
levam agua tratada até a casa do consumidor.

f) Os reservatérios e a rede de distribuicdo sdo unidades estratégicas
para a garantia da adequada qualidade da agua. De nada adiantam os
cuidados tomados na captacdo, adugao e tratamento — se atencdo
especial nao for dispensada aos reservatérios e a rede de distribuicdo
para que eles ndo constituam pontos de contaminacao e de perda de
agua (BRASIL, MS, 2006).

O tratamento da agua num SAA é feito por meio de processos fisicos,
quimicos, ou combinagcdo de ambos, para purificar a agua bruta captada do
manancial e transforma-la em &agua potavel, seguindo critérios de qualidade
especificados na legislagao - Portaria 2914/2011 (BRASIL, MS, 2011).

Os SAA objetivam n&o s6 propiciar o conforto as populacdes e prover parte
da infraestrutura das cidades, mas buscam prioritariamente superar os riscos a
saude impostos pela agua. Para este fim & essencial que os SAA cumpram com
eficiéncia todas as suas fases: a concepg¢ao, o projeto, a implantagéo, a operagao
e a manutencdo. O éxito desta tarefa requer: 1- escolha de mananciais livres de
contaminantes naturais, protegidos contra a contaminagdo quimica ou bioldgica
provocada pelas atividades antrépicas; 2- concepgédo de tratamento e projeto
apropriados; e, 3- operacdo adequada do tratamento. Faz-se necessario controle

em todas as unidades do sistema: captagao, estacbes elevatérias, adutoras,
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reservatorios e rede de distribuigdo. Essas unidades sdo cruciais para assegurar
a qualidade da agua e, portanto, devem ser encaradas com a visao de saude
publica (BRASIL, MS 2006a).

2.2.2 Solugao alternativa coletiva de abastecimento de agua para consumo

humano

Uma solugédo alternativa coletiva de abastecimento de agua é uma
modalidade de abastecimento coletivo destinado a fornecer agua potavel, com
captacao subterrdnea ou superficial, com ou sem canalizacdo e rede de
distribuicdo (BRASIL, MS, 2011).

O SAA da Universidade Federal de Pernambuco é um exemplo de sistema
alternativo que utiliza mananciais subterraneos, possui uma estacdo de

tratamento e rede de distribuicdo para todo campus universitario.
2.2.3 O controle e responsabilidade pela qu
alidade da agua potavel

Para o atendimento da norma de potabilidade é necessario a escolha e
protegdo do manancial, um sistema bem projetado e operado segundo as boas
praticas de operacdo, e também o controle operacional da ETA- com avaliacao
sistematica da eficiéncia do tratamento e da agua distribuida. Esse controle é feito
através de monitoramento da qualidade da agua em cada etapa do processo de
tratamento e da rede de distribuicdo (tubulagbes e reservatorios). O controle da
qualidade da agua envolve coleta sistematica de amostras da agua em pontos
representativos e se da por meio de analises laboratoriais dos parametros
estabelecidos na norma de potabilidade (BRASIL, MS, 2006).

Segundo a Portaria 2914/2011 cabe ao responsavel pelo sistema, ou
solugao alternativa coletiva, de abastecimento de agua para consumo humano:

a) Realizar o controle da qualidade da agua;

b) Garantir a operagdo e a manutengao das instalagdes destinadas ao
abastecimento de agua potavel;
c) Manter e controlar a qualidade da agua produzida e distribuida, nos

termos da Portaria.
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Compete ao poder publico promover e acompanhar a vigilancia da
qualidade da agua para consumo humano e, estabelecer agbes especificadas no
Programa Nacional de Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo Humano
(VIGIAGUA). No ambito da uniao através do Ministério da Saude e das entidades
a ele vinculadas, no ambito dos estados e municipios, através das respectivas
secretarias de saude (BRASIL, MS, 2011).

2.2.4 Os riscos e vulnerabilidades da agua de consumo humano

A poluicdo e a auséncia ou precariedade dos servigos publicos de
saneamento basico, ainda hoje s&o responsaveis pela morte ou enfermidades de
parcela da populacéo e constituem riscos a saude. Estes riscos incluem consumo
de agua contaminada, manejo inadequado dos esgotos sanitarios e residuos
urbanos, que funcionam como reservatorio e agentes de disseminagcdo de
diversas doengas. No tocante a agua de consumo humano, além das vias de
exposicao reconhecidas pelo MS como ingestdo da agua contaminada, pouca
quantidade de agua disponivel para higiene satisfatoria, e a disposigao
inadequada no ambiente, propiciando criadouros de vetores de doencas, as
formas de abastecimento também constituem riscos a saude. Formas de
abastecimento como pocos, fontes publicas, minadouros, chafarizes, cisternas,
rios, lagoas, carro transportador (caminhdo pipa), etc. associadas a condutas
negligentes e tecnologias inadequadas podem fazer com que a agua se torne
uma via propagadora de doengas para populagdo. NA Tabela 1, numa avaliagado
feita por Gois et al. (2013) entre dos riscos e vulnerabilidades da utilizagdo da
agua para consumo humano, oriundas de sistemas publicos e solugdes

alternativas, classificadas de 0 a 100 destacam-se como riscos criticos:

Tabela 1 - Vulnerabilidades da utilizagdo da agua de consumo

Fator de vulnerabilidade % confirmagao
Estado de conservacédo da tubulacao utilizada na malha de distribuicdo 100
Estado de conservacao dos reservatérios de distribuicao 95
Intermiténcia no abastecimento 93
Existéncia de ligagdes cruzadas 87

Fonte: Gois et al., 2013.
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2.2.5 O sistema de abastecimento de agua da UFPE

A cidade de Recife tem historicamente enfrentado problemas de
abastecimento de agua, com racionamentos e intermiténcia no fornecimento.
Deste modo, os mananciais subterrédneos tém sido utilizados de forma
complementar ao abastecimento publico (COMPESA, 2014), ou de forma
exclusiva em solucdes alternativas de abastecimento, como € o caso da
Universidade Federal de Pernambuco-UFPE, que tem seu proprio sistema de
abastecimento utilizando agua subterrénea. A solugédo alternativa coletiva de
abastecimento de agua para consumo humano da UFPE capta agua subterranea
tem uma estacdo de tratamento de agua que emprega aeragao, decantagao e
desinfeccado como processo de tratamento. A ETA tem um reservatério apoiado
que distribui para outro reservatorio elevado e deste a agua segue para o0s

reservatorios dos centros no campus.

2.2.6 Problemas de reservacgao da agua

Reservatorios de agua tratada apresentam caracteristicas como auséncia
de luz, longo tempo de detengdo e zonas de estagnacdo que facilitam a
proliferagdo de microrganismos e formagdo de biofilmes. Tanto reservatérios
cobertos como descobertos constituem possibilidades de entrada de
contaminagao microbiana para rede de distribuicdo e sua instalacdo em biofilmes.
Reservatérios de agua tratada, tanques de retencédo e outras instalagbes
construidas para os sistemas de aguas superficiais ou subterrdneas sob a
influéncia direta das aguas superficiais, devem ser cobertos. Quando mal
protegidos os reservatorios de agua tratada podem servir de entrada para
contaminagao microbiana no sistema de distribuicdo. Até pelas entradas de ar a
contaminagao pode entrar a medida que a agua sai e o ar entra preenchendo o
espaco antes ocupado pela agua. A contaminagao sera disseminada quando a
agua armazenada for distribuida ao consumidor final. Uma contaminagéo
introduzida através de pontos anteriores do sistema de distribuicdo pode ser
amplificada durante o armazenamento (por exemplo, o crescimento de biofilme).

Reservatérios de agua tratada podem acumular sedimentos, aumentando a
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capacidade de micrébios para proliferarem durante o armazenamento (EPA-US,
2002).

O cuidado adequado com os reservatérios € uma estratégia para
manutengdo da qualidade da agua e protecdo da saude da populagdo
consumidora. A adogdo de agbes preventivas como lavagem e desinfecgao
periodica das camaras de reservagao de agua, principalmente apds os servigos
de construgcao ou de reparos. Os reservatérios devem ser dotados de ventilacédo
adequada e protegidos contra entrada de insetos e roedores e da agao de

vandalos que possam comprometer a qualidade da agua (BRASIL, MS, 2006)
2.3 FUNGOS EM SISTEMAS DE AGUA POTAVEL

Os fungos s&o bem conhecidos por serem ubiquos e adaptados aos mais
diferentes habitats, podendo ser encontrados no solo, no ar, na agua e ambientes
extremos, apresentando habitos diferenciados que vao de micropredadores,
patogenos, simbiontes a saprobios (WEBSTER; WEBER 2007). Os fungos tipicos
dos ambientes aquaticos sdo zoosporicos pertencem ao filo Chytridiomycota
(segundo classificacao de KIRK et al., 2008), porém fungos de outros filos
presentes no solo, ar, matéria organica, podem entrar nos sistemas de agua por
diversas vias, e embora este seja um ambiente considerado n&o natural para eles,
podem se estabelecer nos sedimentos, detritos vegetais e biofiimes (PATERSON,;
LIMA, 2005; HAGESKAL; LIMA; SKAAR, 2009). A precipitagcdo, escoamento
superficial, drenagem, descarga do lencgol freatico, assim como caracteristicas
climaticas e geolodgicas influenciam a dispersdo dos esporos sobre os corpos de
agua. Pode-se esperar que ao percorrer esses caminhos as aguas arrastem
representantes de diferentes filos para os corpos hidricos, incluindo as aguas
subterraneas. Além disto, deve-se levar em conta a contribuicdo dos esporos do
ar, carreados pelos ventos (TAYLOR, 2003). As aguas subterréneas séao
amplamente usadas no Brasil e no mundo para suprir (de forma exclusiva ou
complementar) os sistemas de abastecimento (KRAUSS; GRIEBLER, 2011;
UNESCO, 2005). Nos processos de tratamento as aguas sédo geralmente
submetidas a desinfeccdo (CLARKE; KING, 2004). Entre os diferentes
desinfetantes aplicados nos processos de tratamento o cloro é o mais comumente

usado (MORATO et al., 2003). Os fungos ocorrem nas aguas de consumo
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porque sdo menos susceptiveis a desinfecgdo pelo cloro do que as bactérias, e
assim conseguem sobreviver nos sistemas de distribuicdo, plancténicos na agua,
participando dos biofilmes nas superficies das canalizagdes ou nos sedimentos,
particularmente onde as temperaturas sdo mais quentes ou onde a agua fica com
fluxo é restrito (KINSEY; PATERSON; KELLEY, 2003). Outra via de entrada dos
fungos se da durante instalagdes, reparos ou substituicdo das canalizagbes e
eventos de baixa pressao ou pressao negativa na rede de distribuicdo (EPA-US,
2002; HAGESKAL et al., 2006; BESNER; PREVOST; REGLI, 2011; DOUTERELO
et al., 2014).

Nas ultimas décadas varios estudos vém dando contribuigdes significativas,
ao conhecimento da ocorréncia de fungos em sistemas de abastecimento de agua
de consumo humano, sejam superficiais, subterraneas ou outros tipos, conforme
Tabela 2.

Tabela 2 - Pesquisas de fungos em agua de consumo humano.

Autores/ano Pais/local Tipo de Método Fungos mais
Agua abundantes
Kinsey et al., Reino Unido Superficial e Filiragdo em  Aspergillus e
1999 rede de membrana Cladosporium
distribuicao
Arvanitidou et Grécia Sistema Filtragdo em  Aspergillus e
al., 1999 Thessaloniki municipal membrana Penicillium
Centros de
hemodialise
Doggett, 2000 Springfields Agua Plagueament  Aspergillus,

EUA subterrénea o direto Penicillium,Mucor
racemosus e Stysamus
stemonites

Gottlich et al., Alemanha Potavel Plagueamen-  Acremonium,
2002 to ouincor-  Exophiala,
poragao Penicillium e
Phialophora
Gongalves et Portugal-Braga Torneira Filtragdo em  Penicilliume
al., 2006a membrana Acremonium
Grabinska- Varsévia, Municipal Filtragdo em  Penicillium,
Loniewska et Polbnia membrana Trichoderma,
al., 2007 Aspergillus,
Cladosporium
Yamaguchi et Maringa Brasil Mineral Filtragdo em  C. parapsilosis, C.
al., 2007 engarrafada membrana glabrata e C.albicans.
e municipal
Hageskal et al., Noruega Potavel(sup  Filtragdo em  Penicillium,
2006, 2007 erficial e membrana Trichoderma
subterranea) e Aspergillus




Cont. Tabela 2

. Tipo de . Fungos mais
Autores/ano Pais/local Agua Método abundantes
Nazim et al., Parquistao- Agua e suco Plaqueament Asperqgillus niger e A.
2008 Karachi de fruta o direto clavatus
Sammon et al., Australia Municipal Filtragdo em Cladosporium,
2010 membrana Penicillium,
Aspergillus e Fusarium
Oliveira, 2010 Brasil- Recife Superficial Filtragdo em  Penicillium, Aspergillus
estacdo de membrana e Phoma
tratamento,
erede de
distribuicdo
Pontara et al., Brasil Agua Filtracdo em Penicilliume
2011 mineral membrana Cladosporium
Pereira et al., Portugal- Superficial, Filtragdo em Aspergillus,
2009, 2010 Lisboa nascentesub membrana Cladosporium
terrénea e Penicillium
Oliveira et al., Portugal Superficial,  Filtragdo em Aureobasidium,
2013 nascentesub membrana Trichoderma
terranea eAspergillus
Gashgari et al., Arabia Saudita  Estacgdo de Filtragdo em Trichoderma viride, P.
2012 tratamento e membrana montanense, A.
torneira alternta, A niger, A.
fumigatus, A. strictum,
C. herbarum
Samah et al., Egito Subterrdnea  Plagueament A.flavus, A. niger, P.
2014 o por egyptiaccum, P. varioti,
espalhamento A. terreus, A.
fumigatus, P. notatum,
F. oxysporum
Babic et al., Eslovénia Torneira e Filtragdo em A. melanogenum, E.
2016 subterrénea membrana dermatitidis, E.

phaeomuriformis,
Exophiala lecanii-corni,
Rhinocladiella similis,
R. mucilaginosa, C.
parapsilosis,
Meyerozyma
guillermondii, F.
dimerum

Fonte: Adaptado de Siqueira et al., 2011.

Diversos autores tém relacionado a ocorréncia de fungos nos sistemas de
agua potavel com degradacgao da qualidade da agua, obstrugcao de canalizagdes,
diminuicdo do desinfetante residual e formagdo de biofiimes. Fungos
potencialmente patogénicos, alergénicos e produtores de micotoxinas podem
constituir riscos a saude (AL-GABR; ZHENG; YOU, 2014; DOGGETT, 2000;

GONCALVES et al., 2006a; PATERSON; LIMA, 2005; HAGESKAL et al. 2006;
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2009; MA, et al., 2015; SKAAR; HAGESKAL, 2015). Nas pesquisas de fungos
em agua apresentadas na tabela 2, 98% apresentaram os géneros Aspergillus e
Penicillium como mais abundantes. Estes géneros incluem espécies de maior
importancia em termos de patogenicidade, potencial alergénico e produgado de
micotoxinas, e sua ocorréncia em abundancia, torna a agua um possivel meio de
disseminagdo desses fungos (AL-GABR; ZHENG; YOU, 2014; SKAAR;
HAGESKAL, 2015). Entretanto, ndo ha relatos nos trabalhos dos autores
anteriormente citados, de surtos micéticos de grandes proporgées acometendo
consumidores da agua. Outra razdo para os fungos n&o terem sido mais
completamente examinados é que ndao ha nenhum envenenamento afetando
rapidamente de seres humanos (ou outros animais) associados a presenga deles
na agua (PATERSON; LIMA, 2005).

Estudos em sistemas de hospitais revelaram ampla diversidade de fungos
na agua incluindo os potencialmente patogénicos. O nivel de Fusarium e
Aspergillus mostrou-se aumentado nos cémodos do hospital, apoés uso repetido
dos chuveiros. A hipotese € de que os fungos sao aerossolizados, durante a
passagem da agua pelas torneiras, chuveiros etc. (ARVANITIDOU et al. 2000;
WARRIS et al. 2001; WARRIS; ABRAHAMSEM; VERWIJE, 2002; ANAISSE et al.,
2001, 2002; KANZLER et al., 2008 ). Desta forma a presenca de fungos
potencialmente patogénicos e alergénicos na agua € motivo de preocupagao nos
hospitais e instituicbes de saude, onde €& crescente o numero de individuos
imunocomprometidos que sao mais susceptiveis as infecgdes fungicas
(PATERSON et al., 2009; HAGESKAL; LIMA; SKAAR, 2009; SIQUEIRA et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2013; SKAAR; HAGESKAL, 2015).

A devida consideragdo sobre a ocorréncia dos fungos na agua € um
processo em construgdo. Apesar da Organizagcdo Mundial da Saude (WHO)
afirmar que uma infeccdo pode ocorrer por ingestdo da agua contaminada,
inalacdo de aerossois contendo patdgenos ou contato com a pele, membrana
mucosa, olhos e ouvidos (WHO, 2006), os fungos tem ficado de fora da legislagao
das aguas de consumo humano no Brasil e na maioria dos paises, com excegao
da Suécia. Em geral as normas reguladoras da qualidade da agua de consumo
humano nos paises sdo baseadas no uso de bactérias de origem fecal como
indicadores do risco da presenga de bactérias patogénicas e protozodrios

intestinais, como Giardia e Cryptosporidium (SAMMON et al. 2010).
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Antes de se fechar qualquer conclusdo quanto a questdes de seguranga
sanitaria da ocorréncia dos fungos nos suprimentos de agua de consumo ou da
necessidade de incluir certas espécies em futuras normalizagdes, relativas a agua
tratada ou nao tratada, mais estudos sao necessarios para avaliar a diversidade
de fungos no ambiente aquatico, tanto quanto os beneficios e obstaculos que
podem ser associados a presencga deles na agua (OLIVEIRA, 2013).

2.4 BIOFILMES EM SISTEMAS DE DISTRIBUICAO DE AGUA POTAVEL

O sistema de distribuicdo de agua é composto de rede de canalizagbes e
infraestrutura que transportam &gua potavel da saida do tratamento ao
consumidor, tem papel importante para o fornecimento de agua segura sob o
ponto de vista sanitario (FISH; OSBORN; BOXALL, 2016).

Organismos vivos e nutrientes podem entrar no sistema de distribuicdo de
agua por diversas vias. As matérias, organica e inorganica, contidas na agua
quando se acumulam na superficie da tubulagdo, constituem depdsitos cuja
formacédo resulta de complexas interagcdes entre os componentes quimicos e
microbiol6gicos da agua com as condigbes vigentes no sistema de distribuic&o.
Tais depédsitos podem ser usados pelos microrganismos que sobrevivem ao
tratamento (ZACHEUS, et al., 2001)

Uma superficie sélida em contato com a agua, condi¢cdo tipica das
canalizagdes nos sistemas de distribuigdo, € ideal para colonizagcdo microbiana e
formacéao de biofilmes, causando uma série de problemas para as companhias de
agua como deterioragcdo da qualidade da agua, obstrugao, biocorrosao, perda do
residual desinfetante, significando perdas econbmicas e risco a saude
(HAGESKAL et al., 2009; KERR et al., 2003, PATERSON; LIMA, 2005; 2009;
SIQUEIRA et al, 2013).

Existem inumeras definicbes de biofilmes que compartiiham algumas

afirmacdes:
a) E um conjunto complexo de microrganismos e materiais (organicos e
inorganicos) aderidos numa superficie, embebido numa matriz composta

por substancias poliméricas extracelulares (EPS) que eles produzem (EPA-
US, 2002);
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b) Esta comunidade microbiana inclui bactéria (geralmente dominante),
fungos filamentosos, leveduras, virus, algas, protozoarios,
invertebrados etc (GONCALVES et al., 2006 ; SIMOES ; SIMOES;
LIMA, 2015);

c) O modo de vida em biofiimes fornece protegdo contra compostos
toéxicos, dessecacdo, estresse térmico, deplecdo de nutrientes,
cisalhamento e predacdo (FLEMMING; PERCIVAL; WALKER, 2002;
SIMOES ; SIMOES. 2013; SIQUERA et al, 2013;).

Além disso, as estruturas dos biofilmes conseguem beneficios ecoldgicos
como estabilidade, sinergismo, comunicagao intercelular, digestdo externa e
transferéncia horizontal de genes. Isto faz com que o biofilme se comporte de
forma organizada como se fosse um organismo multicelular (DONLAN;
COSTERTON, 2002; FLEMMING; PERCIVAL; WALKER, 2002; KERR et al 2003;
WINGENDER; FLEMMING, 2011). Para formagdo dos biofiimes os fatores
predisponentes sao temperatura, disponibilidade de nutrientes, deficiéncia de
residual desinfetante, regime hidraulico e caracteristica do substrato (WHO, 2014;
KERR, et al. 2003). E bem conhecido o fato de que os microrganismos estio
amplamente presentes nos sistemas de tratamento de agua (EPA-US, 2002;
GONGCALVES et al., 2006; PATERSON; LIMA, 2005; SIMOES; SIMOES, 2013;
WINGENDER; FLEMING, 2011). A maioria dos microrganismos esta aderida as
superficies dentro de biofilmes ou em depdsitos nas canalizagdes, enquanto que
as células planctonicas estdo em minoria nos sistemas de distribuicdo de agua
(FLEMMING; PERCIVAL; WALKER, 2002; ZACHEUS, et al., 2001). Nas paredes
destes sistemas representados por reservatorios, tubulagdes e moddulos do
tratamento, os biofilmes podem crescer a abrigar patdgenos
oportunistas/emergentes, incluindo fungos (HAGESKAL et al. 2009; SIQUEIRA et
al., 2013). Deste modo os biofilmes nos sistemas de distribuicdo de agua atuam
como reservatorios de patégenos e fonte de contaminagdo, podendo afetar a
densidade de células na massa de agua.

Além dos aspectos de higiene, saude e de qualidade da agua os biofilmes
causam problemas estéticos e operacionais nos sistemas de agua. Assim, para
garantir a qualidade da agua, as empresas enfrentam uma dificil tarefa: impedir a

formacgao de biofilmes e resultantes perdas da qualidade da agua, uma vez que é
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quase impossivel elimina-los destes sistemas (SIQUEIRA, 2013; SIMOES;
SIMOES, 2013). Por isso a importancia de estudos dos biofimes e suas

comunidades nos sistemas de distribuicao de agua.

2.5 METODOS DE ESTUDO DOS FUNGOS EM AGUA E BIOFILMES DE
SISTEMAS DE ABASTECIMENTO DE AGUA

A pesquisa de fungos (ou outros microrganismos) em sistemas de agua
potavel € um desafio considerando a complexidade estrutural e operacional da
rede de distribuicdo com suas variaveis hidraulicas, tipos de materiais de que séo
constituidos, presengca de desinfetantes, composicdo fisico-quimica e
microbiolégica da agua, interagindo entre si e com fatores ambientais dentro do
sistema. Muitos métodos desenvolvidos para estudar a comunidade microbiana
(plancténica e em biofilmes), na rede de distribuicdo de agua pouco consideram
outros microrganismos (protozoarios, fungos, archea, virus) taxonomicamente
diversos das bactériasque sdo as mais estudadas e identificadas (FISH;
OSBORN; BOXALL, 2016). Inumeros métodos destinados para estudar ecologia
microbiana, (DOUTERELLO et AL., 2014),caracterizacdo e quantificagcdo de
biofiimes (CAMPER et AL., 1999; DENKHAUS et AL., 2007; GOMES; SIMOES;
SIMOES; 2014; STERNBERG; BJARNSHOLT; SHIRTLIFF; 2014) sao utilizados
ou sado aplicaveis para pesquisa de fungos em sistemas de abastecimento de
agua.

A falta de padronizagéo internacional dos métodos nos estudos de fungos na
agua e nos biofilmes tem sido um impedimento para comparagao direta dos
resultados (HAGESKAL; LIMA; SKAAR, 2009; PATERSON; LIMA, 2005;).
Dependendo objetivo do pesquisador, o foco pode estar nos microrganismos
plancténicos (HAGESKAL et al., 2006) ou nos aderidos em superficies/particulas
formando biofilmes (GRAIBNSKA-LONIEWSKA, et al., 2007; PARIS; SKALI-
LAMI; BLOCK, 2009). Por se tratar de assunto interdisciplinar, diferentes
abordagens nas pesquisas de biofilmes, podem ser usadas: microbiologia,
microscopia, biologia molecular, bio/quimica e fisica, dependendo da area de
interesse do pesquisador (SIQUEIRA et al., 2015). Isto implica na escolha de um
procedimento de amostragem que seja representativo e adequado para a
metodologia de analise a ser empregada.
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2.5.1 Métodos de amostragens para agua e biofilmes em sistemas de
distribuigcao de agua

A amostragem € uma etapa chave em qualquer investigacdo microbioldgica
e precisa ser representativa. Para coleta de amostras de agua existem métodos
padronizados disponibilizados por varias instituicbes internacionais como
Organizagdo Mundial de Saude (WHO), Agéncia de Protecdo Ambiental
americana (EPA-US), entre outros. No Brasil, a Agéncia Nacional de Aguas (ANA)
e a Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB) publicaram o Guia
Nacional de Coleta e Preservacdo de Amostras - agua, sedimento, comunidades
aquaticas e efluentes liquidos em 2011, com métodos padronizados de coleta
agua em diversas modalidades incluindo sistemas de distribuicdo de agua (ANA,
2011). Apesar da importancia dos métodos padronizados acima citados para o
monitoramento da qualidade da agua, eles n&o oferecem qualquer protocolo para
analises baseadas em biologia molecular (DNA/RNA), protedbmica ou
metaboldbmica, ndo ha padronizacdo do volume minimo representativo do
microbioma total existente na rede de distribuicdo de agua potavel (DOUTERELO
et al., 2014)

No que se refere ao estudo dos biofilmes nas redes de distribuicdo, a
dificuldade de amostragem ¢é a principal limitagao, ja que os biofiimes ndo podem
ser facilmente acessados dentro das tubulagdes dos sistemas de agua, ficando
dificil realizar analises in situ preservando as condi¢cdes hidrodindmicas da rede
(DOUTERELO et al., 2014; GOMES; SIMOES; SIMOES, 2014; SIMOES;
SIMOES; LIMA, 2015; SIQUEIRA et al., 2011). A amostragem de biofilme em
geral requer extragdo da biomassa, por friccdo com um swab, escovagdo ou
raspagem da superficie com um bisturi (DOGGET, 2000; FISH et al., 2015),
porém o uso de forgca mecanica para remover os biofilmes dos substratos, destroi
sua estrutura. Outra opgdo de amostragem de biofilme €& recortar seguimentos
das tubulagdes da rede de distribuicdo (WINGENDER; FLEMMING, 2004), mas é
trabalhosa, cara, destrutiva, envolve escavacado e risco de contaminacao
(DOUTERELO et al., 2014).

As dificuldades de acesso aos biofilmes e de repeticdes no experimento,
dentro das tubulagdes, podem ser contornadas por sistemas em escala piloto no

laboratério, que tentam simular as condi¢des do sistema de distribuicdo de agua.
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Geralmente sao reatores para uso em bancada no laboratério, desenvolvidos para
estudar os biofiimes independentemente da rede de distribuicdo, os quais
permitem testar in situ, diferentes condi¢bes de alimentagdo, materiais e fatores
abidticos que influenciam a formagao dos biofiimes (DOUTERELO et al., 2014;
SIMOES; SIMOES; LIMA, 2015;). Uma importante revisdo sobre reatores para
estudo de biofilmes em sistemas de abastecimento de agua encontra-se em
Gomes; Simdes; Simoes, (2014).

Uma alternativa & construir dispositivos para serem introduzidos nas
tubulagbes da rede, de modo que os biofilmes se desenvolvam nestes substratos
e depois sejam retirados e levados adequadamente ao laboratério para analise.
Uma limitacdo desses dispositivos € causar alteragcées nas condicdes hidraulicas,
forcas de cisalhamento e turbuléncia, que influenciam na formacgao dos biofilmes.
Os dispositivos que podem ser inseridos, retirados e substituidos, destinados a
servir de suporte para crescimento dos biofilmes sdo denominados genericamente
de coupons, que tanto podem ser inseridos nos canos da rede de distribuicdo
como podem ser parte integrante dos reatores (DOUTERELO et al., 2014).

Nas diferentes pesquisas, os objetivos mais frequentes s&o: quantificagéo,
isolamento e identificagdo dos fungos na agua e em biofilmes, assim como
composicao da matriz de exopolissacarideos, cinética de formacao, arquitetura do
biofilme, caracterizagdo da comunidade, distribuicdo e diversidade de fungos, e

entre outros.

2.5.2 Aplicagao dos métodos de estudo de fungos em agua e biofilmes de
sistema de abastecimento de agua

2.5.2.1 - Isolamento

Para o isolamento € necessario apreender os fungos presentes na agua ou
\nos biofilmes por meio da captura ou concentragdo dos seus propagulos para
fazer sua observacdo ou deteccdo. A concentragdo pode ser feita por
centrifugacgao, por filtragdo em membrana, iscas (fungos zoospéricos), etc. Os
fungos concentrados podem ser observados diretamente por microscopia ou
podem ser cultivados em laboratério até formarem colénias que podem ser vistas

e posteriormente contadas, identificadas e os fungos enumerados ou ainda serem
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submetidas a alguma analise como extragcdo de DNA, testes enzimaticos ou
aplicacdo biotecnologica etc. (HAGESKAL; LIMA; SKAAR, 2009; KINSEY;
PATERSON; KELLEY, 1999; SKAAR, HAGESKAL, 2015).

Em amostras de biofilmes o isolamento pode ser feito pelas mesmas
técnicas anteriormente apresentadas pra agua e na sequéncia pode-se efetuar
qualquer um dos métodos tradicionais cultivo dependentes (DOGGETT, 2000;
HURTADO-MCCORMICK et al., 2016), ou outros métodos (FISH et al., 2015) que
serdo vistos adiante.

Os tipos e a quantidade de fungos isolados variam de acordo com a
metodologia escolhida, com o tipo de meio de cultura, parametros de cultivo,
resultando na recuperagdo de diferentes géneros e espécies e sempre havera
alguma espécie nao detectada (HAGESKAL; LIMA; SKAAR; 2009; SKAAR,
HAGESKAL, 2015).

2.5.2.2— Quantificagao

Na auséncia de método padrdo internacional, varios procedimentos de
quantificacdo sao empregados por diferentes autores. Tradicionalmente a
quantificagdo dos fungos na agua e biofilmes é feita pelo cultivo e pela contagem
das col6nias em placas de Agar e expressa em termos de unidades formadoras
de colbnias-UFC por volume de amostra (HAGESKAL; LIMA; SKAAR; 2009). A
quantificacdo pode ser feita por plagueamento em profundidade (pour plate) onde
um volume de 1 mL da amostra € incorporado ao meio fundido, em placa, a 40-
45°C (HUSSAIN et al., 2011) ou por plagueamento em superficie (spread plate)
onde sao espalhados de 0,1 a 1,0 mL de amostra sobre a superficie de uma placa
contendo meio especifico (GOTTLICH, 2002; PEREIRA et al., 2010; SAMAH;
SHIMAA; AI-WASIFY, 2014). O método de filtragdo em membrana, o mais
comumente utilizado, € uma das técnicas preconizadas no Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater para deteccdo e quantificacdo de
fungos em agua e foi empregado no presente trabalho. Cada colbnia é
considerada uma unidade formadora de colénia — UFC, que pode ser proveniente
de um, dois ou mais esporos agrupados ou ainda um propagulo. Devido a

natureza dos fungos filamentosos é dificil estabelecer o que pode ser considerado
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um individuo: se um conidio, um conidiéforo ou um fragmento de hifa. Em
consequéncia os métodos citados de quantificacdo ndo fornecem um numero
preciso e detectam apenas uma fragdo dos fungos (nem todos os fungos sao
cultivaveis nas condi¢des do teste), mas podem dar uma indicagao da densidade
de fungos presentes na agua (PATERSON; LIMA, 2005; HAGESKAL; LIMA;
SKAAR; 2009; DOUTERELO et al., 2014). A quantificagdo por filtracdo em
membrana € mais vantajoso porque permite filtrar volumes maiores (de 10 mL a
1L) que os utilizados nos plaqueamentos (0,1 a 1 mL) (AL-GABR; ZHENG; YU,
2014).

Para fungos em biofilmes, ndo existe um método rapido, confiavel e
padronizado, de quantificagao. As diferencas entre os métodos utilizados resultam
em diferentes limites de detec¢do e no percentual de recuperagcéo dos fungos.
Entretanto, a quantificagdo € util para fornecer uma indicacdo do nivel de
contaminagdo da amostra (PATERSON; LIMA, 2009). Um procedimento
comumente usado para quantificagado €, raspar o biofilme (e os organismos a ele
associados) do substrato, dispersar o material (vortex/sonicag¢ao), ressuspender
as células, plaquear sobre um meio solido, incubar e efetuar contagem (DOLAN;
COSTERTON, 2002).

2.5.2.3 - Identificagao

A identificagdo classica que tem como pré-requisito o subcultivo, geralmente
€ baseada nas caracteristicas fenotipicas. Consiste na observacdo da macro e
micromorfologia em microscépio de luz, comparando com descri¢des das chaves
de identificagdo sendo, portanto, subjetiva dependente da experiéncia individual
do investigador e de chaves de identificacdo atualizadas. Além disso,
dependendo da fase do ciclo de vida ou da condicao fisioldgica (viavel/cultivavel)
o fungo pode nao crescer ou ter apenas crescimento vegetativo, sem desenvolver
as estruturas reprodutivas necessarias pra sua identificacdo morfoldgica
(PATERSON; LIMA, 2005; HAGEKAL et al., 2009, SKAAR; HAGESKAL, 2015). A
identificacdo molecular ndo esta sujeita as limitagdes da metodologia cultivo-
dependente. O sequenciamento de DNA n&o depende de esporulacdo ou

viabilidade do fungo, mas depende da precisdo dos bancos de dados publicos
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como Genbank (HAGESKAL; LIMA; SKAAR; 2009). A identificagcdo molecular vem
ganhando relevancia tanto para auxiliar a identificagcdo classica como para
quantificar DNA fangico diretamente na agua/biofime (AL-GABR; ZENG; YU
2013). A combinagdo de sondas moleculares especificas com microscopia de
epifluorescéncia permite identificagdo de microrganismos em biofilmes
(DENKHAUS, et al., 2007).

Para atendimento dos objetivos acima mencionados, 0s
pesquisadoresutilizam basicamente duas categorias de métodos : os

dependentes de cultivo e os ndo dependentes de cultivo.

2.5.3 Métodos dependentes de cultivo

Os métodos dependentes de cultivo tém como requisito promover o
crescimento do fungo em estudo, sob condigdes controladas no laboratério, para
permitirem densidades visiveis a olho nu (KINSEY; PATERSON; KELLEY; 1999).
Para este fim sdo utilizados meios de cultura ou substratos adequados, além de
parametros especificos de cultivo. O processo pode envolver varias etapas até a
obtencgao de culturas puras dos fungos, em laboratério.

A escolha do método depende do objetivo da analise e difere quanto aos
meios de cultura, parametros de cultivo como tempo e temperatura de incubacéo,
presenca ou auséncia de luz. Meios de cultura diferem na concentracdo de
nutriente podendo ter alto teor como Saboraud dextrose agar — SDA, Agar extrato
de malte — MEA, etc. ou baixo teor como R2A e Agar agua. Podem ainda variar
na suplementacdo com antibidticos, inibidores de crescimento rapido como
Dicloran agar 18% de glicerol — DG18. Podem ter corantes, indicadores, etc.
Siqueira e colaboradores, (2011) e Kinsey et al., (1999), fizeram uma compilagéo
dos principais meios de cultura usados para isolamento de diferentes fungos em
agua (HAGESKAL; LIMA; SKAAR, 2009; SIQUEIRA et al, 2011; SKAAR;
HAGESKAL, 2015).Tradicionalmente, cultivos sédo direcionados para isolamento,
quantificagdo, enumeragao e/ou identificagcdo dos microrganismos pela taxonomia
classica (GRABNSKA-LONIEWSKA, 2007). Porém mais recentemente, o cultivo
pode ser destinado a analises como identificacdo molecular, analise filogenética
(POITELON, ET AL., 2009), microscopia (HU, et al.,, 2005) analises por
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espectroscopia como MALDI —TOF ( SANTOS, et al., 2009; De CAROLIS, et al.,
2008). Os métodos de cultivo mais comuns sao apresentados na tabela 3.

Tabela 3 - Métodos de cultivo para microrganismos na agua e biofilmes em sistemas de agua.

Método Descrigao Aplicacao Amostra Referéncia
Plagueamen- Espalhamento Isolamento, Agua Kinsey; Paterson; Kelley; 1999.
to direto daamos-tra na Enumeracgéo, Biofilme DoggetT, 2000.

superficie do meio quantificagao Agua. se- Zacheus et al., 2001
solido (spread plate), (UFC),e iden- dimentos
tificagcéo Agua Gattlich et al., 2002.
incorporacao da Agua Pereira et al., 2010
amostra no meio de Agua Samah; Shimaa; Al-
cultura fun-dido (Pour Agua Wasify;2014.
plate) Biofilme Nazim et al., 2008.
Hurtado-McCormicket al., 2016.
Filtracdo em Filtracdo da amostra Isolamento, Agua e Zacheus et al., 2001
membrana em discos de Enumeracgéo, sedimen-
membranas de quantificagao tos Anaisse et al., 2002
porosidades (UFC),e iden- Agua Hageskal et al., 2006.
especificas que depois tificagcao Agua Gongalves; Paterson; Lima;
sdo postas sobre a Agua 2006 a.
superficie do meio Agua Pereira et al., 2010.
soélido
Swab Friccdo de uma haste Isolamento, Agua Gongalves; Paterson; Lima;
com algodéo na Enumeracéo, 2006 a.
extremidade (swab), quantificagao Biofilme
esterilizada na (UFC), Hurtado-McCormicket AL.,
amostra e depois na 2016.
superficie do meio de
cultura
Iscas espe- Fragmentos Isolamento, Agua Gongalves; Paterson; Lima;
ciais ou autoclavados de enumeragao e 2006 a.
armadilhas substratos como: pele identificacao Agua

de cobra, grama,
sementes, sao
imergidas na amostra
e incubadas. As
colonias que surgem
sdo trans-feridas para
meios especificos.

Hussain et al., 2011

Fonte: Oliveira H.M, 2015.

Métodos cultivo-dependentes consomem tempo, sdo laboriosos e requerem

experiéncia em taxonomia classica para identificagdo baseada em caracteristicas

morfoldégicas. Qualquer que seja o método de cultivo escolhido, sempre havera

fungos nao detectados, pois os parametros de cultivos sédo seletivos, favorecendo

certas espécies e inibindo outras. Além disso, existem fungos que n&o esporulam

ou mesmo nao crescem nas condi¢gdes de cultivo, de modo que s6 uma fragao €
detectada (SCHIMIT; LODGE, 2004; SKAAR; HAGESKAL, 2015). Contudo,
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apesar das limitagdes citadas os métodos de cultivo sdo amplamente utilizados
em laboratorios de microbiologia, tém sido empregados em muitas pesquisas e no
presente trabalho.

Se de um lado ainda ndo existe uma metodologia internacional padronizada
para analises de fungos na agua nem nos biofilmes, de outro lado, os métodos
cultivo-depende, tradicionalmente utilizados no monitoramento da qualidade
microbiolégica da agua sdo, ha muitos anos, preconizados como métodos
padronizados pelos 6rgaos regulatérios em diversos paises. Tais métodos sao
ferramentas uteis e de baixo custo para avaliagdo da condicdo microbiologica do
sistema de abastecimento pelas empresas de agua. Entretanto estes métodos
detectam uma fracdo limitada dos microrganismos da agua. Pelo fato de
amostram apenas a fase liquida e serem notadamente voltados para pesquisa de
bactérias planctdénicas indicadoras de contaminacdo fecal,eles n&o séo
representativos dos microrganismos aderidos nas superficies internas do sistema
de agua (DOUTERELO et al., 2014, FISH; OSBORN; BOXALL; 2016).

2.5.4 Métodos nao dependentes de cultivo

Para superar as limitagdes dos métodos -cultivo-dependentes novas
técnicas vém sendo propostas para analises de microrganismos em amostras
ambientais. Muitas ja amplamente estabelecidas nas pesquisas de bactérias vém
sendo empregadas também para estudos dos fungos na agua e em biofilmes.
Métodos diretos que ndo requerem o uso de meios complexos vém sendo
desenvolvidos e permitem identificar populagdes especificas em seu ambiente
natural (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER; 1995, DENKHAUS etal.,2007). Os
métodos nao dependentes de cultivo sdo continuamente desenvolvidos e
aperfeicoados, novos métodos vém sendo propostos, ou mesmo o uso associado
de métodos ja existentes. Nos topicos a seguir alguns métodos independentes de
cultivo sdo apresentados em categorias:

2.5.4.1 Métodos quimicos

A composicao bioquimica dos biofilmes, constituintes celulares importantes
e principalmente dos componentes da matriz de exopolissacarideos pode ser
quantificada e avaliada por métodos quimicos e também por microscopia, para
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analise de biomassa, composi¢éo e atividade microbiana na agua e nos biofilmes.
Para tanto, é necessario escolher um método adequado que separe a matriz da
fragado celular do biofiime (DOUTERELO, et al., 2014). A tabela 4 apresentaalguns
métodos quimicos usados comumente para estimativa de biomassa na agua e
composicao (celulas e EPS) de biofilmes de sistemas de agua em sistemas de

abastecimento de agua.

Tabela 4 — Métodos quimicos para estimativa de biomassa e composicdo (células e EPS) de

microrganismos.

Método Descrigao Aplicagao Amostra Referéncia
Quantificagcéo Reagéo do ATP com o Estimativa Biofilme Hammes et al., 2010
de ATP complexo de Bio-
(adeno-sina luciferina/luciferase,
trifosfato) produzindo massa e Agua Van der Wielen;Van
luminescéncia atividade Agua der Kooij; 2010
proporcional & microbiana Agua Liu et al., 2013
quantidade de ATP
Quantificagcao 1- carbono organi- Estimativa Agua Escobar and. Randall,
dos tipos de coassimilavel - a fragao de recres- Agua 2001.
car-bono dissolvida de baixo .
organico (CO): peso molecular como cimento
Assimi-lavel acuca-res,acidos microbiano
(COA), organicos e amino- e bio-massa
acidos). .
em sistemas
dissolvido 2-carbono orgénico de distri- Biofilme Escobar and. Randall,
biodegradavel ~ biodegradavel; ambos buicdo de Agua 2001.
(CODB) e, representam a fragéo 3 Agua
que podem favorecer o agua Schaule: Griebe:
crescimentomicrobiano. Fleming;2000.
Jahn and.Nielsen,
total(COT) 3- carbono organico Biofilme 1995
total:(organico e Biofilme Lazarova and Manem,
inorganico). 1995
Analise de Determinacao dos Estimativa de Keinanen;
acidos graxos acidos graxos biomassa e Biofilme Martikainen;
de derivados de composicao de Kontro;
fosfolipidios fosfolipidios de Mem- comunidade 2004
branacelular dos microbiana

microrganismos para
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Cont. Tabela 4

Amostr
Método Descrigao Aplicagao a Referéncia
Andlise de Andlise de Quantifica- Biofilme Gomes; Simdes; Simdes;
proteinas e de carboidratos e caoe EPS 2014
carboidratos proteinas por diversos composicao Biofilme Sheng; Yu;Yu; 2005
métodos analiticos de EPS Biofilme Lazarova and Manem, 1995
Fang; Hu,;0Ong; 201
Analise de Analise de carboidratos Quantifica- Biofilme Gomes; Simdes; Simoes;
proteinas e de e proteinas por diversos gaoe EPS 2014
carboidratos metodos analiticos composicao Biofilme Sheng; Yu;Yu; 2005
de EPS Biofilme Lazarova and Manem,
1995
Analise de po- Analise de Quantifica- Biofilme Fang; Hu,;Ong; 2010
lissacarideos polissacarideos, por g¢ao de
métodos diretos ou exopolissa-
indiretos carideos
Analise de Quantificagéo de Estimativa de Agua Solé, et al., 2008.
ergosterol ergosterol (lipidio quase biomassa Paterson; Russel;Lima;
universal dos fungos) fungica 2005.

Fonte: Oliveira, H. M., 2016
2.5.4.2 Métodos de coloracao

Corantes especificos que tém afinidade para acidos nucleicos, ou que sao
reduzidos no processo de respiracdo intracelular, ou ainda sdo acoplados a
anticorpos, quando associados a microscopia de fluorescéncia, sdo empregados
na contagem de células, avaliagdo de viabilidade e atividade metabdlica, distingao
entre céluas vivas e mortas, etc em microrganismos placténicos ou aderidos em
biofilmes de sistemas de agua. A tabela 5 apresenta algun métodos especificos

de coloracéo.

Tabela 5 — Métodos de coloragéo para acidos nucleicos e estado fisiolégico de miccrorganismos

Método Descrigao Aplicagao Amostra Referéncia

Coloragao DAPI- 4,6-diamino-2- Quantificar Agua Schaule; Griebe;

de acidos fenilindol microrganismos Biofilme Fleming;1999.

nucléicos AO- Acridina Orange  por microscopia Biofilme Camper et AL., 1999.

DNA/RNA SYBR Green de epifluores- Agua e Gomes; Simdes; Simdes;
Pl — lodeto de céncia,citometri biofilme 2014

propidio a de fluxo Douterelo et al., 2014
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Método Descrigao Aplicacao Amostra Referéncia
Coloracao Sais tetrazélicos que Deteccgao e Biofilme Lazarova and Manem, 1995.
para detectar. s&o ativados pelo localizacao de
vitalidade/ativi- sistema de células fisio-
dade metabd- transporte de logicamente
lica de elétrons da cadeia ativas Biofilme Schaule; Griebe;
reagoes de respiratéria: num biofilme Fleming;1999.
reducéo
TTC —Cloreto de Biofilme Schaule; Griebe;
trifenil-tetrazolio Biofilme Fleming;1999.
Biofilme Lazarova, et AL., 1994.
INT- cloreto de Biofilme Gomes; Simdes; Simdes;
2p-iodofenil-3p- Biofilme 2014
nitrofenil-5-fenil Distingao entre Biofilme Camper et AL., 1999
tetrazolio células vivas e Lazarova and Manem, 1995.
CTC- cloreto deb5- mortas Biofilme Liu, et al., 2016
ciano-2,3-ditolil-
tetrazolio
Viabilidade Combinagao de um Biofilme Schaule; Griebe;
corante de DNA/RNA Fleming;1999.
que cora todas as Gomes; Simdes; Simoes;
células com outro 2014
que cora apenas
células mortas ou
invidveis:
Integridade de SYTO 9® associado  Testara Schaule; Griebe;
membrana aiodeto de integridade da Fleming;1999.
celu-lar propidioPI. membrana
Carbocianinas e celular
rodamina
Coloragao Reacéo de Deteccao e Agua Camper et AL., 1999.
imuno fluores- acoplamento entre identificagdo e Biofilme Schaule; Griebe;
cente anticorpos marcados localizagao de Biofilme Fleming;1999.

com fluorocromos e
organismos
especificos. E
possivel associagao
com corante de
atividade.

microrganismos

especificos

Fonte: Oliveira, H. M., 2016
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Sdo0 métodos que se baseiam na radiacao emitida, absorvida, transmitida

ou refletida de uma amostra. Estes métodos permitem quantificacdo direta de

biomassa e analise quimica da superficie das células microbianas. Varios tipos de

espectroscopia usadas individualmente ou associadas a microscopia,fornecem

informacgéo bioquimica e fisiolégica de biofilmes, permitem monitorar e mapear a

distribuicao de compostos quimicos constituintes dos biofilmes e identificacdo de

microrganismos (DOUTERELO, et al., 2014). A tabela 6 mostra alguns métodos

espectroscopicos usados nas pesquisas de microrganismos em sistema de

abastecimento de agua.

Tabela 6 — Métodos espectroscopicos usados para analise de microrganismos em agua e biofilmes.

Método Descrigao Aplicagéo Amostra Referéncia
FT-IR expec- ATR-FT-IR — reflectancia Informacdes Agua e Schmitt; Flemming; 1998.
troscopia no total atenuada no infraver-  boquimicas e Biofilme Quilés; Humbert;
infravermelho melho com transformada fisiologicas Delille;2010
com de Fourier in situ
transforma-
das de Fourier  DRIFT reflectancia difusa Monitoramento Sedimentos Gallé, T. et AL, 2004.
no infravermelho com das particulas e bioflme

transformada de Fourier e biofilime
Espectrosco- Espectroscopia ramam Composicao Biofilme Schiwartz, T. et. al., 2009.
pia ramam, quimica dos
pode ser asso- exopolissacari-
ciadas a deos
microscopia
PAS - Baseia-se na absorgdo de  Analise in situ Biofilm Schmid T., et al., 2014.
espectros- radiagdo eletromagnética e online em
copia foto- no interior da amostra pro-fundidade
acustica e com

resolugao

Fonte: Oliveira, H. M., 2016
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Método Descrigéao Aplicagéo Amostra Referéncia
Espectroscopi  Tem grande penetragao e Estudo de Biofilme Denkhaus, et al., 2007.
a de raioX profundidade, além de imobilizagéo e Pennafirme, S. et al., 2015
sensibilidade em escala distribuicéo
molecular demetaisno
biofilme
MRS- espec- Com a excitagéo da Visualizagéo Biofilmes Metzger, et AL., 2006
troscopia de amostra, a intensidade do espacial e
ressonancia sinal de ressonéncia tem-poral dos
magneética magneética écaptada para biofil-mes e
formar imagem alteragdeshidr
odindmicas
MALDI-TOF Matrix Assisted Identificacéo e Células Santos, et al., 2009.
Laser Desorption/lonisatio  diferenciagdo  intactas do Hettick, J. M. et al., 2008
n - Time Of Flight Intact C de microrganis
ell Mass Spectrometry (M  microrganismo mo

ALDI-TOF ICMS)

S

Fonte: Oliveira, H. M., 2016

2.5.4.4 Métodos moleculares

Os métodos (genéticos) moleculares que se baseiam na afinidade de uma

sequéncia especifica de acidos nucleicos para hibridizar com uma sequéncia

complementar de interesse, conferindo alta especificidade ao método, vém sendo

cada vez mais empregados em estudos de fungos no ambiente (CE, 2014).

Nestes métodos a extragdo de DNA e a amostragem s&o etapas imprescindiveis

para o éxito da analise, assim como uma apropriada preparacao da amostra

(TSUI et al.2011). Como em outros métodos, estes apresentam vantagens e

desvantagens.

A tabela 7 apresenta métodos moleculares,

frequéncia no estudo de sistemas de abastecimento:

usados com
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Tabela 7 — Métodos moleculares para andlise de microrganismos em biofilmes em sistemas de agua.

Método Descrigao Aplicacao ;::38?; Referéncia
Baseados PCR — reagdo em cadeia de Identificacgo de Agua e Hurtado-
em PCR polimerase espécies Biofilme McCormick, et al.,
fungicas 2016
g-PCR- PCR-quantitativa em Quantificagcédo Agua
tempo real de microrga- Kahlisch, et al.,
nismos 2010
M-PCR- multiplex PCR Deteccao si- Agua
multanea de
T-PCR - PCR precedida de microrganismos Kong, et al., 1995.
transcrigdo reversa Quantifcar e Agua
PMA — gPCR monitorar ex-
pressao de ge- Van der Wielen ;
nes de interesse Voos; Van der
DGGE- eletroforese em gel Quantificagdoe  Agua Kooij; 2009.
com gra-diente de viabilidade de
desnaturagao fungos Vesper, et al., 2008
TGGE-eletroforese em gel de  Avaliar a Agua
Técnicas gradiente de temperatura dindmica da
chamadas populagao Pereira et al., 2010.
de im- Babic, et al., 2016.
pressao SSCP - polimorfismo Avaliar a Iscas de
digital ou conformacional da fita simples diversidade da folhas
codigo de populacao de Solé, et al., 2008.
barra, com fungos
base em
PCR ARISA - andlise automatizada Tipagem Agua
do espaco intergénico genética de alta
ribossomal resolugao Kahlisch, et al.,
Investigar Agua e 2010.
diversidade da sedime-
populagao nto Danovaro et al.,
bacterianna 2006

Fonte: Oliveira, H. M., 2016
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Método Descrigao Aplicagao Tipo de Referéncia
amostra
Técnicas ARDRA- analise de restricéo de Investigar Agua Ludmany; Borsanyi;
DNA ribossomal amplificado diversidade Vargha; 2006.
com base =
da populagao
em PCR, bacteriana
chamadas ; oo
de impres.  VNRT-Variagdo aleatériade  Tracaraori- - Agua - Ribelo. etal, 2006
nucleotideos variaveis (ou gem da com-
sdo digital  ngmero variavel de repetices tamingéo
ou codigo em tandem) e fangica
de barra Analise de Biofilme Douterelo; Sharp;
T-RFLP — Polimorfismo de composi¢ao Boxal; 2014.
restricdo terminal de fragmentos de
comunidade
Microarran- Hibridizagao entre uma Caracterizaca Agua Stine, et al., 2003.
jos sequéncia de cDNA marcada ode
com fluoréforo e sondas ,
oligonucleotidicas para genes comunidade
especificos sdo imobilizadas em microbiana
suporte solidos hum arranjo
padrao conhecido
Clonagem e Extragao de ac. Nucleicos, Dados de filo- Douterelo et al.,
sequenciam amplificagdo de gens RNAr, genia pré- 2014
ento colegao de clones, comparagao cisa, su- Biofilme
da sequéncia do gene RNAr cessao a lon-
recuperado com sequencias go prazo em
disponiveis em bancos de dados  biofilmes, di-
versidade mi-
crobiana
NGS- se- Métodos baseados em Caracteriza- Proctor e Hammes,
quenciamen sequenciamento de alto 9?’9 do micro- 2015
ioma com
-to de nova desempenho como: alta resolu-
gerago domtifioacio  Bioflme  Douterelo et al.
Pyrosequenciamento, das espécie, 2015
microbioma
ativa, capa- Agua
lllumina, cidade fun- Ma, et al., 2015
cional,
lon torrent oo
metagendmic
. Agua Baschien, et al
Hibridizagao Baseado na hicridizagao de Rgpld? |denlt|- 9 ZOOé '
ficagao e vi- .
fluorescente sondas moleculares com sualizagdode Biofilme
in situ -FISH  sequéncias especificas de DNA  células indivi- Gongalves, etal,
ou RNA duais direta- 2006
mente em a-
mostras am-
bientais

Fonte: Oliveira, H. M., 2016
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“a

Outras abordagens de interesse crescente sdo analises “Gmicas”, que
envolvem métodos de alto rendimento para caracterizacdo de moléculas e
metabdlitos, combinando gendmica, protedmica, transcriptdémica, secretdmica e
metabolédmica, e obtencdo de perfis doferenciais tanto dos microrganismos
plancténicos como em biofilmes A expressao das proteinas pode estar associada
a atividades microbianas especificas, portanto a protebmica tem potencial para
analise funcional em sistemas de distribuicdo de agua. Dentro da metabolémica a
analise de metabdlitos intra e extracelulares fornecem informagdes sobre
gendmica funcional e comunicagao entre células de uma comunidade microbiana.
A transcriptdmica revela a transcricdo ativa de RNAr- ribossomal e RNAmM-
mensageiro, ligados a certos membros da comunidade microbiana (DOUTERELO
et al., 2014).

2.5.5. Métodos de microscopia

Microscopia permite a observagédo direta dos fungos numa amostra ou
apo6s seu cultivo em preparagdes (KINSEY, PATERSON, KELLEY, 1999;
CAMPER, ET AL., 1999).Dos mais simples aos mais complexos, os diferentes
microscopios associados a programas de tratamento de imagem, fornecem um
amplo leque de imagens, resolugdes e ampliagdes .Microscopia permite
contagem direta (LIU, et al., 2013), enumeragdo e observagao morfolégica dos
microrganismos (ARVANITIDOU, et al., 2002), analise da arquitetura, da
estrutura, da composicéo (células e matriz) da biomassa (FISH, et al., 2015) e
viabilidade dos biofilmes.Diferentes tipos de microscopia usados em estudos de
microrganismos em sistema de abastecimento de agua sdo compilados na tabela
8:

Tabela 8 — Microscopias usadas no estudo dos microrganismos em sistemas de agua

Método Descrigao Aplicagéo Amostra Referéncia
Microscopia Util como etapa preliminar Observagéao Biofilme
de luz fornecendo informagédo da  direta e imediata Lazarova And Manem, 1995
aparéncia geral associado de biofilmes Doggett, 2000.
a corantes como INT- emcoupons

cloreto de[2(p-iodofenil)3-  recém-coletados
(p-io-dofenil)-5-fenil
Tetrazolio
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Método Descrigdo Aplicagéo Amostra Referéncia
Microscopia Microscopia de alta Caracterizagao Biofilme  Doggett, 2000.
eletrbnica de resolugao e pode ser morfolégica Hu, et al., 2005.
varredura - associadaa por exemplo & ultraestrutural de Denkhaus, et al., 2007
SEM microanalise de raio X biofilme em
coupons
Microscopia Microscopia com base na  Analise da Biofime Lazarova And Manem,
eletrbnica de transmissao do feixe de estrutura 1995
transmisséao- elétrons através da internado
TEM amostra. Fornece imagem biofilme. Denkhaus, et al., 2007
estrutural de alta demapeamento
resolugao , exopolissacarideo
s
Microscopia Basia-se na Mapear a Biofilme Lazarova And Manem,
de varredura espectroscopia de distribuicao dos 1995
de absorgao de raio X constituintesbioqu Lawrence, et al., 2003
transmisséao proximo da borda imicos do biofilme Denkhaus, et al., 2007
de raio X-
STXM
Microscopia Um microscopio de Contagem de Biofilme
de epifluorescéncia capta células, monito- Gongalves, et al., 2006
epifluorescénci  sinais de fluorescéncia de ramento de bio- Jungfer, et al., 2013
a amostras tratadas com filme. Combi-
fluorocromos, corantes de nando filtros ade-
acidos nucleicos, sondas  quadamente , di-
moleculares , corantes ferentes fluoro-
fluorescentes de atividade cromos podem
etc ser detectados na
mesma lamina
Microscopia E um tipo de microscopia  Anélise em Biofime Denkhaus, et al., 2007
confocal de de epifluorescéncia de profundidade da Gomes; Simdes; Simoes;
varredura a alta tecnologia. Associada estrutura e 2014
laser - CLSM com fluorocromos e identificacdo dos
aquisicao digital de componentes do
imagem, fornece imagem  biofilme
tridimensional e in situe
seccionamento optico da
imagem
Microscopia Fornece imagem Investigar Denkhaus, et al., 2007
de forca topografica em micro e propriedades Biofime Gomes; Simdes; Simdes;
atbmica-AFM nano escala fisic-quimicas do 2014
biofilme e Beech, et al., 2002.
interagbes  com
substrato

Fonte: Oliveira, H. M., 2016

Os métodos apresentados anteriormente ndo esgotam todas as técnicas

existentes nem as combinacgdes possiveis, e um levantamento completo esta fora



55

do escopo deste trabalho. E importante assinalar que todos os métodos tém
vantagens e limitagbes, bem apresentadas em CAMPER, et al., 1999;
DENKHAUS, et al., 2007; DOUTERELO et al.,, 2014. Dentre as metodologias
apresentadas acima, serdo abordadas a seguir, as que foram empregadas no
presente trabalho na detecgao in situ dos biofilmes, a partir de amostradores,
reatores, fluorocromos e microscopia de epifluorescéncia associada a DNA-FISH
e PNA-FISH.

2.6 DETECCAO IN SITU DOS BIOFILMES

A expresao in situ significa no local, no interior. Em se tratando de detectar
fungos nos biofilme do sistema de distribuicdo, a detecgéo in situ se refere a
estratégia de analisar os fungos nos biofilmes, no local onde se desenvolveram,
sem a prévia extragdo, sem destruir sua estrutura e sem remové-los do substrato
sobre o qual cresceram. A detecgao in situ pode ser obtida com métodos que
empregam varias combinagdes de corantes fluorescentes, anticorpos marcados
com fluorocromos, ou sondas moleculares desenhadas para moléculas alvo como
RNAr. Para o efeito recorre-se a microscopia de epifluorescéncia. Estes métodos
permitem contagens diretas, maior especificidade, e discriminagdo entre células
viaveis/ nao viaveis e hibridizacao fluorescente in situ - FISH (KATOR; RHODES,
2003).

Em condi¢des reais nos sistemas de abastecimento de agua o acesso para
coleta de biofilmes € muito didicil, restringindo-se a ocasides de reparos e troca
das canalizagbes. Neste sentido recorre-se a reatores, que sio dispositivos
concebidos para possibilitar a formacao dos biofilmes, sob controle das condi¢des
fisicas (velocidade de fluxo, forgas de cisalhamento, temperatura, etc), quimicas
(composicdo e quantidade de nutrientes organicos e inorganicos, ions etc) e
bioldgicas (composi¢do microbiana da comunidade - unica ou multipla espécie,
tipo de microrganismos, etc). Os retores podem ter alimentagdo em fluxo continuo
ou intermitente - em bateladas. A formacgao de biofilmes submersos em placas de
microtitulacdo € um exemplo de reator de alimentagcdo em bateladas. Outra
estratégia para deteccéo in situ de biofilmes em sistemas de distribuicdo de agua
€ a insergcao de dispositivos de amostragem (amostradores) diretamente nas

canalizacbées ou médulos do sistema, como ETA, decantadores, reservatorios,
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etc. Componentes removiveis dos amostradores, normalmente denomidados de
cupons, podem ser inseridos e retirados repetidamente tanto em reatores no
laboratério, quanto em sistemas em escala piloto, em grande escala ou nas redes
de distribuicdo reais dos sistemas de agua (DENKHAUS, et al., 2007,
DOUTERELO et al., 2014, FISH, et al., 2015). Diversos tipos de retores para
estudo de biofiilmes de agua potavel sdo apresentados em Gomes, Simdes,
Simbes, 2015. No presente trabalho dois dispositivos foram usados para
desenvolvimento dos biofilmes em laboratorio e subsequente detecgdo in situ:

placas de multipogos e reator Propella

2.6.1 Biofilmes em placas de multipogos

As placas de multipogos sao frequentemente empregadas para estudo de
biofilmes como um método simples e rapido para avaliar smultaneamente
diferentes parametros na formagéo dos biofilmes. Apesar destas vantagens, trata-
se de um reator estritamente laboratorial e limitado para simular as condi¢cées
reais do sistema de distribuicdo de agua. Nao opera em fluxo, s6 em batelada e
com baixa forgca de cisalhamento. Mesmo com limitagbes as placas de multipogos
sdo uteis para testar em pequena escala alguns paradmetros do experimento antes
de montar num reator maior. Requerem pouco espacgo, sado facil de operar e
permitem o controle da algumas variaveis como temperatura, pH, materiais, etc.
(SIMOES; SIMOES; VIEIRA, 2007; 2010; SIMOES; SIMOES, 2013).

2.6.2 Biofilmes em reator Propella®

Um dos maiores desafios quando se estuda sistemas de abastecimento de
agua potavel é reproduzir em laboratério as condi¢gdes hidraulicas encontradas
nas canalizagdes da rede de distribuigdo. O reactor Propella® (patente conjunta
entre NANCIE-International Water Centre, University Henri Poincaré e CNRS -
Centre National De La Recherche Scientifique, Nancy, Franga) foi construido
para simular no laboratério um trecho de canalizagéo transportando liquido como
agua potavel, agua termal, etc. O Propella® é um reactor misto onde o liquido é

empurrado por uma hélice propulsiva através de um tubo interno (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema representativo do reator Propella

motor

water supply e exit

coupons

biofilm

sampling
section of devices
material

under study vane

double
internal
cylinder

water for
thermoregulation

Surface/volume relation identical to a real pipe

Volume : approx. 3.5 L (generally & 100 x 500 mm)

Flow variable speed from 0.05 to 0.5 m/s (typically 0.2 m/s)
Inox or glass pipes available to study specifically water
Material : inox 316l and Teflon (except studied pipe)

Up to 20 sampling devices per pipe

Possibility to connect reactors in series

Fonte: Propella® presentation, 2002

O liquido flui ao longo da secgéo de canalizagdo em estudo, como se fosse
uma canalizagdo real. Permite reproduzir facilmente parametros hidraulicos como
tipo de fluxo laminar, turbulento ou de transicdo pela definicdo do numero de
Reynolds e fixacdo da taxa de circulagdo no cano. No Propella® é possivel
estabelecer, de forma independente, um tempo de residéncia hidraulico e
velocidade da circulagdo da agua, pelo controle da alimentagdo. O reator
possibilita controlar o fluxo hidraulico da agua que é indispensavel para reproduzir
transferéncia ente as fases sodlida, liquida e estudar as caracteristicas das
superficies expostas e da agua. O Propella® pode funcionar com ou sem fluxo
continuo possibilitando testar seccdes reais das canalizagdes ou coupons de
diferentes materiais. De acordo com a necessidade, dispositivos de amostragem
(coupons) podem ser colocados, retirados e substituidos no reator, em diferentes
tempos. Os coupons podem ser de acido inoxidavel ou de PVC e podem ser
observados diretamente em microscépio de epifluorescéncia sem remocido do

biofilme, permitindo detecgao in situ.
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2.6.3 Fluorocromos

Uma substancia quimica fluorescente, usada em coloragéo biologica para
produzir fluorescéncia num espécime € um fluorocromo. Quando uma molécula
absorve um foton, ela entra em um estado eletrénico excitado, podendo voltar ao
estado fundamental internamente através da conversdo da energia absorvida em
calor, transferindo a energia para outra molécula ou emitindo um féton. A emisséo
de um féton apds excitagdo € chamada fluorescéncia. Existem substancias que
naturalmente exibem fluorescéncia.

Uma alternativa aos métodos tradicionais dependentes de cultivo sdo as
técnicas fluorescentes. Nestas abordagens as células microbianas s&o tratadas
com marcadores fluorescentes (fluorocromos) para visualizar e identificar as
células marcadas por microscopia de fluorescéncia, com o auxilio de ferramentas
de imagem digital e de analise de imagem. Por exemplo, a biomassa microbiana
total de uma amostra pode ser facilmente marcada usando, DAPI - um
fluorocromo geral, que se liga a acidos nucleicos (SIMOES; SIMOES; LIMA,
2015). O DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) € um corante fluorescente que emite a

cor azul brilhante.

2.6.3.1 FDA

O diacetato de fluoresceina — FDA (Sigma-Aldrich, Sintra, Portugal) € um
fluorocromo utilizado para testar a viabilidade celular. O método baseia-se na
habilidade de enzimas ativas (estearases, lipases e protases) produzidas por
bactérias ou fungos, clivarem a molécula do FDA, produzindo a fluoresceina que
pode ser medida espectrofotometricamente ou fluorometricamente (SIMOES;
LIMA, 2015). A cor de excitagao € azul e a coloragéao final conferida é verde claro.

A fluoresceina liberada pelas enzimas é ativada quando excitada em um
comprimento de onda na faixa de 488 a 495 nm e observada sua emissdo numa
faixa de 518 a 525 nm (WANG, et al. 2005)
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2.6.3.2 FUN®1

FUN1-[2-cloro-4-2,3(diidro-3-metil-(benzo-1,3-tiazol-2-il)metilidene)1iodeto-
fenilquinolinium]- (Invitrogen/Molecular Probes) 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. Células
metabolicamente ativas, metabolizam o FUN 1 formando estruturas
intravacuolares cilindricas (CIV’s). Estas estruturas coram num fluorescente
vermelho-laranja ou amarelo-laranja enquanto as demais estruturas intrcelulares
se coram em verde fluorescente difusamente distribuido, quando excitadas sob
feixe de luz com 470 nm a 590 nm (HUA et al., 2011; MILLARD et al., 1997).

2.6.3.3 Calcofluor White (CW)

Calcofluor White MR2® (Molecular Probes Europe, Leiden, The Neherlands)
€ um fluorocromo capaz de formar pontes de hidrogénio com ligagbes 3-(1-4) e B-
(1-6) de polissacarideos. A parede celular fungica é composta principalmente de
quitina que tem ligagdes B-(1-4) e glicanos que possuem B-(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 excitacdo perto dos 358 nm e um
filtro de emissdo perto dos 461 nm (BASELSKI et al., 1990; GONCALVES et
al.,2006).

2.6.3.4. DAPI

DAPI — 4 ') 6-diamidino-2-fenilindole € um corante que tem afinidade com
acidos nucleicos principalmente DNA rico em A-T. E um corante nuclear tipico.
Sua fluorescéncia necessita de uma excitagdo maxima perto da faixa de luz UV
de 345 a 358 nm e de uma emissdo maxima de 455 a 461 nm (BRAMMER;
TONIAZZO; POERSCH, 2015).
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2.7.4. Microscopia de epifluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia baseia-se no fendbmeno da fluorescéncia:
um espécime organico ou inorganico absorve luz e subsequentemente emite uma
radiacdo quase simultaneamente, quando sobre ele incide uma radiacdo de

comprimento de onda especifico. Stokes criou o termo " fluorescéncia " em
meados do século XIX, quando observou que o mineral fluorita emitia luz
vermelha quando sobre ele incidia luz de excitagao ultravioleta. Alguns espécimes
autofluorescem quando estdo sob radiagdo ultra-violeta, enquanto patdgenos,
tecidos animais, tem autofluorescéncia muito fraca ou inespecifica. Nestes casos
se adiciona um fluorocromo ou fluoréforo que é um corante que se liga de forma
especifica a estruturas visiveis e invisiveis dentro da célula (SPRING, 2003). A
microscopia de fluorescéncia € um campo crescente e uma poderosa ferramenta
para biologia celular e molecular que permite visualizagdo do interior das células a
um nivel de resolugdo subcelular. Uma grande variedade de marcadores
moleculares especificos, incluindo proteinas fluorescentes geneticamente
codificadas juntamente com uma gama de novas técnicas e modalidades de
imagem fizeram a microscopia de fluorescéncia passar de um simples teste de
localizagédo para uma ferramenta quantitativa de analise funcional (COMBS, 2010;
WATERS’; SWEDLOW, 2008).

Epifluorescéncia € um termo utilizado para especificar que a iluminagéo da
excitacao, passa pela objetiva incide diretamente sobre objeto através da objetiva
e retorna pelo sistema optico. A separacao da luz emitida daquela que nao foi
absorvida se da através de um filtro barreira cromatico (TANKE, 1998). A
combinagao de novas técnicas com marcadores e colorag¢des fluorescentes com
microscopia avangada de fluorescéncia forneceu novas ferramentas para analisar
o comportamento dindmico de moléculas celulares (SUZUKI et al., 2007). O uso
de sondas moleculares oligonucelotidicas especificas ligadas covalentemente ao
terminal 5’ com fluorocromos, associado com hibridizacado fluorescente in situ e
microscopia de epifluorescéncia foi empregado na detecgdo de biofilmes de

fungos filamentosos em agua por Gongalves et al. (2006a), Siqueira et al. (2013).
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2.7.5 Dna-FISH

FISH, em inglés — Fluorescent In Situ Hibridization e a sigla para técnica de
hibridizagdo fluorescente in situ com sondas moleculares desenhadas para
moléculas alvo marcadas com fluorocromos. A técnica combina a precisao da
geneética molecular com a visualizagdo por microscopia, para localizagédo e
identificacdo de células individuais em seu micro-habitat sem alteracdo da
morfologia e integridade. Passos importantes antecederam a técnica FISH: 1- O
uso ja estabelecido de hibridizagdo de acidos nucleicos para elucidar a
relagdoentre bactérias cultivaveis, também para identificacdo e quantificacdo de
microrganismos, em uma populacao microbiana mista. 2- Aumento e
aprofundamento do conhecimento sobre as sequéncias RNAr e crescimento das
informacdes nas colecdes de sequéncias RNAr e do uso dessas sequéncias para
inferir relagcdes evolutivas entre organismos celulares. 3- A existéncia de cerca de
10* ribossomos nas células em crescimento ativo, cada um funcionando como
potencial alvo de sonda, possibilitando rotular e identificar células microbianas
individuais por hibridizagdo in situ associada a procedimentos
microautoradiograficos (GIOVANNONI et al., 1988).

As sequéncias RNAr, estdo presentes em toda célula viva. Alguns
segmentos do RNAr sdo ivariaveis em todos os organismos e, por isso, servem
para ancorar iniciadores nos procedimentos de sequenciamento, enquanto outras
sdo unicas em determinada espécie ou grupos relacionados. Essas
caracteristicas permitem a construcdo de sondas moleculares e sao
particularmente uteis para identificar virtualmente qualquer organismo ou grupo de
organismos relacionados (AMANN; KRUMHOLZ; STAHL; 1997). As
idiossincrasias regionais das sequéncias RNAr nos varios niveis taxonémicos,
sdo peculiaridades que equivalem a “assinaturas” caracteristicas dos grupos
filogenéticos, que servem perfeitamente como alvos para identificacdo de base
evolutiva. As sondas oligonucleotidicas sdo mais adequadas para triagem dessas
assinaturas que o sequenciamento (AMANN, LUWDWIG; SCHLEIFER; 1995).

2.7.5.1 Sondas oligonucleotidicas
Uma sonda molecular é tipicamente uma sequéncia de nucleotideos, a qual

se encontra ligado um marcador fluorescente, que €& complementar de
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determinada regido especifica do RNA ribossomal alvo. As sondas moleculares
podem ser polinucleotidicas (mais de 50 nucleotideos) ou oligonucleotidicas (16 -
20 nucleotideos). As oligonucleotidicas sdo mais usadas por serem mais curtas e
possibilitam discriminar uma uUnica incompatibilidade da sequéncia alvo. Além
disso, oligonucleotideos podem facilmente ser produzidos em quantidade sem alto
com baixo custo (AMANN; GLOCKNER; NEEF, A 1997).

O desenho de uma sonda oligonucleotidica € um processo assistido por
programascomputacionais que pesquisam sequéncias individuais ou grupos de
sequéncias em arvores filogenéticas e fornecem listas de provaveis sondas, é
feita avaliacdo quanto a acessibilidade de certas localizagdes da sequencia RNAr,
antes de ser escolhida e direcionada para sintese. A constru¢do de uma sonda
envolve o alinhamento da sequéncia de RNAr, identificagdo das idiossincrasias da
sequéncia, seguida da sintese e marcagédo da sequéncia complementar de acido
nucleico da sonda, depois faz-se uma avaliacdo experimental e otimizacdo das
especificidades da sonda e ensaios de sensibilidade, com organismos alvo e ndo
alvo (AMANN, LUWDWIG; SCHLEIFER; 1995). A marcagao da sonda ¢ feita pela
incorporagdo enzimatica de bases modificadas com fluoréforos ao longo do
comprimento. Varios marcadores podem ser ligados covalentemente a
extremidade 5’ do oligonucleotideo no ultimo ciclo da sintese. Sao varios os tipos
de marcadores existentes, nomeadamente: fluoresceina  (FLUOS),
tetrametilrodamina, “texas red”, e carbocianinas fluorocromos CY3, CY5 e CY7,
etc (AMANN; GLOCKNER; NEEF, A 1997). O mais comum ¢ a marcacéo direta
de um ou mais fluorocromos, mas também pode ser indireta usando uma
molécula reporter (digoxigenina ou peroxidade de rabano-tiramina fluoresceina)
para amplificacdo de sinal, ou ainda o uso combinado de sondas
polirribonucleotidicas marcadas internamente com digoxigeninas e com sistemas
fluoresceina-tiramina (BOTTARI et al., 2006)

2.7.5.2 Hibridizacgao fluorescente in situ-FISH

O pressuposto da hibridizagéo in situ € conseguir que a mesma aconteca
no interior da célula morfologicamente intacta e sem remové-la de seu ambiente
natural. Na hibridizacao fluorescente in situ em condi¢des controladas, a sonda é

posta em contato a amostra, para que possa hibridizar com a sequéncia alvo.
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Deste modo para que ocorra hibridizagdo in situ com sondas oligonucleotidicas
marcadas com fluoroforos, a morfologia da célula deve ser estabilizada e a
membrana deve ser permeabilizada para penetracdo da sonda, A aplicacdo da
sonda deve ser combinada com adequada solucdo tampao, temperatura e tempo
de hibridizagdo. A sonda pode ser aplicada tanto em amostras ambientais fixadas
com formaldeido ou etanol, quanto em culturas. Nos ribossomos a sonda ira
anelar especificamente com sua sequéncia complementar, resultando num
heteroduplex (AMANN, ET AL., 1995, 1997; TSUI et al., 2011). Um protocolo
tipico envolve as etapas de fixagdo, permeabilizagdo, lavagem para remover a
sonda nao hibridizada e detec¢cdo. Apds a hibridizacdo da(s) sonda(s), devido a
existéncia do(s) marcador(es) fluorescente(s) as células tornam-se detectaveis
por microscopia de epifluorescéncia, ou microscopia confocal de varredura a laser
— CLSM, ou citometria de fluxo, etc (AMANN; GLOCKNER; NEEF, A 1997,
AMANN et al., 2001, BOTTARI et al., 2006).

A técnica permite visualizar a precisa localizacdo de uma sequéncia de
DNA ou RNA particular no citoplasma, organela ou nucleo de materiais bioldgicos.
Como resultado a técnica pode detectar fungos metabolicamente ativos
diretamente no ambiente sem cultivo quando RNA esta presente. A distribuigao
espacial do micélio em crescimento ou dentro e um substrato colonizado também
pode ser investigado (LI et al., 1996; BASCHIEN et al., 2008; MCARTHUR et al.,
2001).

As sondas oligonucleotidicas fluorescentemente marcadas para moléculas
alvo como RNAr, 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 n&o 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 distingdo entre populagbes (AMANN;
GLOCKNER; NEEF, A 1997). O uso de FISH tem sido bem sucedido para
caracterizar microrganismos em biofilmes e detectar patégenos em agua potavel.
Algumas propostas de aprimoramento da técnica FISH tém sido desenvolvidas
como: CARD-FISH (catalized repdrter deposition fluorescence in situ

hybridization) que usa uma enzima para ampliar a intensidade do sinal obtido;
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LIVE/DEAD-FISH que combina Fish com kit de viabilidade celular e PNA-FISH
(peptide nucleic acid fluorescence in situ hybridization) que combina &acidos
peptidionucleicos de alta afinidade com FISH (DOUTERELO et al.,, 2014,
CERQUEIRA, 2011; DEINES et al. 2010, LEHTOLA, et al., 2007).

2.7.6 PNA-FISH

PNA do inglés - Peptide Nucleic Acid, sdo sequéncias de peptidios
sintéticos que imitam DNA. As sondas para FISH feitas com PNA (PNA-FISH) tém
um melhor desempenho se comparadas com as sonda DNA com relacdo a
penetracdo na célula, velocidade de hibridizagdo e discriminacdo de
incompatibilidade unica (EGHOLM, et al., 1993; STENDER et al., 2002). As
sondas DNA apresentam fraca estabilidade e baixa temperatura de fusao,
exigindo fixacdo e permeabilizagdo adicionais por meio de enzimas e outros
agentes, enquanto as sondas PNA sdo mais estaveis, resistentes a nucleases e
proteases, do que as sondas DNA (Cerqueira, 2011)

Nsa sondas PNA-FISH as moléculas de acido desoxirribonucleico — DNA
que tem o esqueleto de agucar-fosfato negativamente carregado sao substituidas
pelas de acidos peptideonucleicos —PNA, formando um esqueleto de poliamida
neutra formada por unidades repetitivas de N- (2-aminoetil) glicina. Apesar da
diferenga na composigéo, a configuragcdo quimica € muito préxima do DNA natural
de modo que PNA hibridiza com sequéncias complementares DNA ou RNA
(CERQUEIRA, 2008, 2011).

Embora as moléculas de PNA, ndo tenham pentoses, uma hibridizagao
especifica entre o PNA e sequéncias complementares de acidos nucleicos, ainda
ocorrem por ligagdes de hidrogénio, de acordo com as regras de Watson-Crick. A
molécula de PNA neutra caracteristica € responsavel por uma estabilidade
térmica mais elevada (alta Tf) entre sequéncias PNA/rRNA alvo (ou de DNA de
cadeia dupla), em comparagdo com as sondas de DNA tradicionalmente usadas.
Devido a esta elevada afinidade, as sondas de PNA tém normalmente sequéncias
relativamente menores (13-18 nucledtideos) que as sequéncias com 18 ou mais
nucledtidos nas sondas de DNA. Por serem menores as sondas PNA tém mais
facilidade de penetracao, nas células e na matriz de EPS dos biofilmes, que as

sondas DNA; e por terem um esqueleto sem cargas negativas, ndo enfrentam
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forcas de repulsao eletrostatica entre a sonda PNA e o esqueleto agucar-fosfato
negativamente carregado da molécula alvo. Em consequéncia as sondas PNA
apresentam mais rapidez, maior afinidade, especificidade e sensibilidade que as
sondas DNA (RAY AND NORDEN, 2000; BOTTARI et al., 2006; JAIN, 2004,
CERQUEIRA et al., 2008, 2011)

Neste trabalho utilizou-se sonda DNA-FISH especifica para fungos em
geral e uma sonda PNA-FISH especifica para identificacdo de A fumigatus na
deteccéo in situ deste patdogeno nos biofilmes.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi conduzido no sistema de abastecimento de &agua da
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE, em reservatérios situados em
pontos estratégicos como: estacdo de tratamento de agua - ETA, restaurante
universitario - RU, nucleo de educacéo fisica e desporto - EDF, e hospital das
clinicas - HC. O sistema esta em operacdo desde 2006, localizado préximo ao
Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza - CCEN no Campus Universitario,
Cidade Universitaria - Recife. O sistema de tratamento de agua UFPE é
composto de estagao de tratamento de agua - ETA e rede de distribuigcdo formada
pela malha de tubulagdes que alimentam os reservatorios (elevados e/ou
semienterrados) que abastecem todo os prédios do campus. A ETA consiste de
uma caixa de reunido de agua bruta, dois aeradores tipo bandeja, um decantador,
trés filtros, casa de bombas, sistema de cloracdo, um reservatorio apoiado, leito
de secagem do lodo do decantador e um laboratério para monitoramento de
qualidade da agua. O sistema trata 72,3 m*/h de agua subterranea, atualmente
opera captando de 3 pogos situados no Centro de Tecnologia e Geociéncias
(CTG):poco CTG 1 - vazdo de 34,1 m%h; CTG 2 — vazéo de 23,9 m*h; CTG 3 -
vazao de 19,8 m%h. Além desses, outro pogo com vazdo de 12 m*/h abastece o
hospital universitario — Hospital das Clinicas (HC) que € operado e gerenciado em

separado pela administragao do hospital.
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A agua dos pogos CTG é bombeada para caixa de reunido de agua bruta,
de onde segue por gravidade e percola pelos aeradores. Estes promovem o
contato da agua com oxigénio para que ocorram reag¢des de oxidagao, que
precipitam metais sollveis como ferro e manganés, pra serem removidos na
etapa seguinte. Dos aeradores a agua vai por gravidade para o decantador onde
sao sedimentados os flocos formados pela aeracdo e também onde recebe cloro
(quando estd sendo aplicada pré-cloracéo). A agua decantada é recolhida por
calhas de coleta de agua decantada e seguem para os filtros de fluxo ascendente.
Apos a filtragdo a agua segue para o reservatorio da ETA, recebe cloragao final
na saida deste, e é canalizada para o reservatorio elevado, de onde é distribuida
para os centros universitarios (e seus reservatorios) pela rede de distribuigcdo. O
lodo acumulado no decantador é descarregado em um leito de secagem, antes da
disposigao final. A rede de distribuicdo compreende o conjunto de tubulagdes que

conduzem agua aos diversos centros do campus.

A partir de 2013, quando o experimento foi iniciado, o sistema vem sendo
submetido a intervengdes para estudos e diagnésticos com vistas a elaboracao de
projeto de melhorias. Tais intervengdes incluiram desde paralizagdo ocasional de
bombeamento de algum pogo, ou paralizagao total para lavagem do decantador,
lavagem do reservatorio, substituicdo do leito dos filtros, além de manobras de
distribuicdo, com ocasionais intermiténcias de fornecimento. Para superar os
transtornos causados por eventuais interrupgdes no fornecimento de agua, alguns
centros com grande demanda de agua (como € o caso do HC e RU), utilizam de
forma complementar agua oriunda do abastecimento publico ou de carro pipa.
Indubitavelmente estas intervencgdes influenciam a populagdo de microrganismos
no sistema. Entretanto o foco deste trabalho nao incide na avaliagao da operacéao
do sistema nem do controle de qualidade da agua produzida, e sim na detecgéo
dos fungos filamentosos presentes na agua e em biofilmes, nos pontos do
sistema de abastecimento em que ha armazenamento da agua - reservatorios da
ETA, RU, EDF e HC.

3.2 PONTOS DE COLETA

Para amostragem no sistema de abastecimento da UFPE foram escolhidos

locais da rede de distribuicdo, onde a agua € reservada. Sao pontos importantes
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por suprirem um grande numero de usuarios e apresentarem consumo elevado,
como o reservatério da ETA que distribui para todos os centros e abastece os
demais reservatérios semienterrados e elevados. O reservatério do Restaurante
Universitario cuja agua € usada para preparar até 5000 refei¢bes por dia,
incluindo dejejum, almogo e janta (www.ufpe.br), o reservatério do Nucleo de
Educacao Fisica que além das piscinas supre os chuveiros dos vestiarios e o
reservatorio do Hospital das Clinicas que atende em média 12000 pacientes por
més (www.ufpe.br).

Foram estabelecidos quatro pontos de coleta (Figura 2): ponto 1-
Reservatorio da Estagdo de Tratamento de agua do sistema UFPE — ETA; ponto
2 — Reservatorio do Restaurante Universitario — RU; ponto 3 — Reservatorio do
Nucleo de Educacdo Fisica — EDF e, ponto 4 - Reservatério do Hospital das
Clinicas — HC. O reservatério da ETA é apoiado e os demais pontos sao

reservatorios semienterrados.

Figura 2 - Pontos de coleta na rede de distribuicdo de agua no campus da UFPE

BiolRe™ 2 [
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Fonte: Goole earth, 2013
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3.3 AMOSTRAS

Dois tipos de amostras foram usadas neste estudo para deteccao dos
fungos: agua e biofilmes.

3.4 AMOSTRADORES

Sao dispositivos concebidos para propiciar o desenvolvimento dos
biofiimes em cada ponto de amostragem, e servir tanto para isolamento dos
fungos e extracdo de DNA gendmico, quanto para detecgao insitu dos biofilmes

formados. Dois tipos de amostradores foram utilizados:

3.4.1 Amostrador de PVC

Conforme a Figura 3, para cada amostrador utilizou-se uma placa de PVC
(Figura 3 C) inserida no interior de um nipel (Figura 3 A) de PVC de 2 polegada
(Tigre-Camacari, BA, Brasil). Nipel ou niple é o negativo de outra peca hidraulica
chamada luva. Nipel serve para conectar pecas numa tubulacido. Esse nipel tem
roscas nas duas extremidades o que permite que os mesmos sejam tampados, na
hora da coleta, com capes de rosca (Figura 3 B), previamente desinfetados.
Capes sao tampas rosqueadas de ‘2 polegada (marca Tigre-Camacari, BA,
Brasil), que ao serem rosqueadas nas extremidades do amostrador (Figura 3 D),
possibilitam o preenchimento com a agua do ponto de coleta e o fechamento,
evitando exposigdo ao meio externo e mantendo os biofilmes hidratados durante o
transporte até o laboratério. A figura 3 E mostra um conjunto de amostradores
suspensos por nilon em um suporte, no momento da retirada do reservatério,

antes da colocacao dos capes.
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Figura 3 — Amostrador PVC-Pecgas e montagem do amostrador: nipel (A), cape (B), amostrador
aberto = nipel + placa de PVC inserida no nipel, mostrando agua no interior (C), amostrdor
fechado (D). Conjunto de amostradores retirados da agua (E) apos periodo de imersao.

Fonte: Oliveira HMB, 2013.
Estes amostradores ficaram imersos na agua por 22 meses, para permitir

odesenvolvimento de biofilmes sobre as placas de PVC, apo6s este periodo, de
cada ponto de coleta 9 amostradores foram retirados (Figura 3 E) : 6 para

isolamento dos fungos e 3 foram destinadas a deteccao in situ.

3.4.2 Amostradores MF

Foram confeccionados com filtros de membranas de éster de celulose
(Figura 4A) esterilizadas, coladas (no interior da cabine de fluxo laminar) usando
cola PVC a anéis de vedacao (Figura 4B) (previamente esterilizados em vapor
fluente). Cada conjunto de 9 amostradores foi colocado dentro de uma protegéo
de nylon (esterilizada em vapor fluente), (Figura 4C). Em conjuntos de 9, estes
amostradores ficaram imersos na agua dos rerservatorios, de jan a junhode 2015

para funcionarem como suporte para o desenvolvimento dos biofilmes.

Figura 4 - Amostrador MF. A — membrana filtrante colada em anel de vedagao B (agrupado com fio
de nylon); C — Conjunto de amostradores MF protegidos por tela de nylon.

Fonte: Oliveira HMB, 2014.
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3.5 COLETA DAS AMOSTRAS
3.5.1 Agua

As amostras da agua distribuidas pelo sistema de abastecimento de agua
UFPE e da agua que abastece o Hospital das Clinicas, estocadas em
resevatorios, foram coletadas bimestralmente, de setembro de 2013 a maio de
2014, e de janeiro a julho de 2015, em recipientes plasticos de 1L previamente
esterilizados, segundo metodologia estabelecida no Standard Methods for The
Examination of Water and Wastewater, 22" Ed. (APHA, 2012). Nos reservatorios
semienterrados foram realizadas coletas em frascos esterilizados, segundo
Cetesb (2011). As amostras foram transportadas e mantidas refrigeradas até o
momento do processamento da analise num prazo maximo de 24 h e foram
utilizadas em triplicatas para analises fisico-quimicas e de 6 a 10 replicatas para
analises micologicas. Aliquotas de cada amostra de agua foram colhidas para
analise de carbono organico total.

3.5.2 Biofilmes

Em cada periodo de coleta, e de cada reservatério, um conjunto (de 9
amostradores Placa PVC) foi retirado, preenchido com a agua do ponto de coleta
e tampado com os caps (Figura 2 D). Em seguida foram acondicionados em
plasticos, transportados e mantidos sob refrigeracdo até o processamento no
laboratério.

Conjuntos com 9 amostradores MF, protegidos por num saco de nylon
vazado para permitir contato com a agua e proteger de choque mecanico (figura 2
B), foram retirados apds periodos de 2 e 4 meses para cada ponto de
amostragem. Destes 6 foram transferidos para placas contendo meios de cultura

para isolamento dos fungos e 3 destinados para microscopia.
3.6 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DA AGUA

Foram analisados os parametros: Cloro livre, temperatura, pH.

Condutividade, turbidez , oxigénio dissolvido e carbono organico total.
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3.6.1 Cloro livre

O cloro residual livre foi medido no momento da coleta por comparagao

visual em kit DPD Hach modelo CN-70, conforme instrucéo do fabricante.
3.6.2 Temperatura, pH, condutividade, turbidez e oxigénio dissolvido

Os parametros temperatura, pH, condutividade, turbidez e oxigénio
dissolvido foram analisados em triplicata, no momento da coleta, em um medidor
multiparamétrico HORIBA modelo U50 (HORIBA Ltd, Miyanohigashi, Kisshoin
Minami-Ku, Kyoto, Jap&o).

3.6.3 Carbono organico total

As analises de carbono organico total foram realizadas no
Laboratério de Saneamento Ambiental do Centro de Tecnologia e Geociéncias —
UFPE, pelo método de oxidagao catalitica de combustao a 680 ° C em analisador
de carbono organico total modelo TOC-Vcsh (Shimadzu Corporation, Toquio,

Japao).
3.7 ANALISES MICOLOGICAS

Os meios de cultura e solugbes utilizados nas analises micoldgicas
encontam-se no ANEXO 1.

3.7.1 Quantificagao dos fungos na agua

O método de filtragdo em membrana consiste na filtragcdo de volumes
adequados de amostra (ou da amostra diluida) em filtro de membrana com
porosidade de 0,45 pm, onde esporos ou propagulos ficam retidos na superficie
da membrana. Em seguida a membrana é transferida para uma placa de Petri
com meio de cultura especifico. Por capilaridade o meio de cultura se difundira
através da membrana e chegara até os fungos que o utilizardo para sua nutrigao
e reproducdo. Apos incubacao nas condi¢des definidas de nutricdo, temperatura,
tempo, havera formacao de colbnias, que serao visualizadas e contadas. Cada
colbénia representa uma UFC - Unidade Formadora de Colbnia, que pode ser

proveniente de um ou mais esporos agrupados, ou ainda de um propagulo.
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Foram filtradas aliquotas de agua cujos volumes totais variaram de 30 a
100 mL, (dependendo da presenga de particulas em suspenséo, reduzia-se o
volume filtrado) e as membranas foram transferidas para placas contendo meios
de cultura R2A e SDA. A incubacéo foi a 30 °C e o crescimento acompanhado
até 10 dias.

Para o calculo da densidade de fungos em UFC por um dado volume da
amostra, foram usados o numero de colbénias contadas e o volume filtrado da
amostra. O resultado obtido foi expresso em UFC/100 mL. O resultado foi
calculado por:

N° de colbénias contadas
UFC/100 mL= x 100
Volume de amostra filtrado

Apés a quantificagao, seguiram as etapas de isolamento e identificagao.

3.7.2 Quantificagado dos fungos ems biofilmes dos amostradores Placas PVC

Apds a coleta dos amostradores (Figura 6), com os biofilmes formados,
assepticamente em cabine de fluxo laminar, as placas PVC, com area de 3,1 cm?
foram retirada de dentro dos tubos, lavadas com 2 esguinchos suaves agua de
diluicdo esterilizada, para retirar os microrganismos frouxamente aderidos ao
biofilme (Figura 6A). Os amostradores foram em seguida transferidos para placas
contendo meios R2A e SDA sendo pressionados contra o meio. A incubagéo foi
feita a 30 °C, o crescimento foi acompanhado até 15 dias e as colbnias foram

contadas (Figura 6B). Os resultados foram expressos em UFC/ cm?.

Figura 5 — Quantificagdodos fungos em amostradores placas PVC. A- lavagem para retirar os
microrganismos frouxamente aderidos; B- iso-lamento em meios de cultura R2A e SDA.

Fonte: Oliveira H.M, 2015.
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3.7.3 Quantificagao dos fungos em biofilmes dos amostradores de filtros de

membrana - MF.

Apos a retirada dos amostradores MF, em cabine de fluxo laminar, as
membranas foram recortadas com bisturis esterilizados (ficando com area circular
de 8,8 cm?), das quais posteriormente 3 foram transferidas para placas (Figura 5)
contendo meios de cultura R2A e 3 para placas com BDA. A incubacao foi a 30
°C e as placas observadas até 15 dias e as colbnias foram contadas. O resultado

foi expresso em termo de UFC/cm?.

Figura 6 — Quantificacdo dos fungos em Amostradores MFem meios de cultura R2A e SDA.

Fonte: Oliveira HMB, 2014.

3.7.4 Isolamento dos fungos da agua e dos biofilmes nos amostradores

As colbnias crescidas em meios R2A e SDA nas etapas anteriores de
quantificagdo nas amostras de agua e de biofilmes, foram repicadas inicialmente
em BDA. Quando necessario, sucessivos cultivos foram feitos até obtengao de
culturas puras. Empregou-se incubagao a 30 °C e o crescimento foi acompanhado

até 15 dias.
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3.7.5 ldentificagao dos fungos isolados

Os fungos isolados em BDA, quando necessario, foram em seguida
cultivados em meios especificos para grupos taxonémicos definidos: MEA -
segundo Blakeslee, 1915, CYA - Czapek Yeast Extract Agar segundo Pitt, 1973
CZ - Czapek Dox solution Agar, formulado por Czapek em 1902, modificado por
Dox em 1910.

A incubacao foi feita a 30 °C e o crescimento foi acompanhado até 10 dias
para outros géneros. No caso dos géneros Aspergillus e Penicillium a incubagao
foi a 25 °C por 7 dias. As observacbes das caracteristicas macroscopicas e
microscopicas das colbnias crescidas nesses meios foram a base da
identificacdo. As caracteristicas macroscopicas como cor e texturas da colbnia,
micélio, presenga de dimorfismo, pigmento, exudato, etc. foram observadas
diretamente a olho nu ou em lupa (Leica DMR).

As caracteristicas microestruturais como cor, tamanho e forma dos
conidios, células conidiogénicas, micélio, vesiculas, métulas, fialides, esclerocios,
foram observadas em microscopio de luz Leica DMR. Para observacdes
microscopicas foram preparadas culturas em laminas onde: em cabine de
segurancga fez-se a transferéncia de 2 a 3 indculos para placa de Petri contendo
meio especifico para o género em estudo, e sobre cada um deles se sobrepbs
uma laminula esterilizada. Fez-se a incubagcdo em temperatura e prazo tipicos
para o género em estudo. Ao final da incubagéo as laminulas foram retiradas das
placas e montadas (invertidas) sobre uma gota de corante azul de Amman (ou
agua) sobre laminas. Ocasionalmente fez-se lamina direta onde, assepticamente
com agulha de inoculagao, se transferiu pequena quantidade de material de uma
colénia, para uma gota de azul de Aman (ou agua) sobre a lamina, cobriu-se com
laminula, com papel absorvente enxugou-se o excesso de corante e observou-se

em microscopio optico.

As microestruturas tipicas foram comparadas com as descrita na literatura
especializada (PITT; HOCKING, 1997, BARNET; HUNTER, 1972; SAMSON;
HOEKSTRA; FRISVAD, 2004; ELLIS, 1971; 1976; SUTTON, 1980; DOMSCH,;
GAMS; ANDERSON;1980; 1993; KIRK; COOPER, 2005; DE HOOG;
HERMANIDES-NIJHOF, 1977).



75

3.7.6 Formacao dos biofilmes em laboratério
3.7.6.1 Fungos e condi¢des de cultura

Os géneros Aspergillus e Penicillium foram predominantes entre os fungos
isolados da agua do sistema e presentes em todos os pontos de amostragem.
Dois representantes destes géneros foram utilizados para avaliagcdo de suas
capacidades de formar biofilmes: Aspergillus fumigatus — cepa MUM 14.04 e
Penicillium brevicompactum cepa MUM 02.07 da colegao de cultura da Micoteca
da Unversidade do Minho-MUM (Braga Portugal). A.fumigatus foi escolhido por
ter sido detectado em trés pontos de amostragem, incluindo o Hospital das
Clinicas e por sua relevancia como patégeno. P. brevicompactum foi escolhido
para verificar a capacidade formacdo de biofilme misto com A.fumigatus. A
bactéria Pseudomona reactans foi utilizada para testar biofilme misto com

A.fumigatus. Os fungos foram mantidos em MEA a 4 °C.
3.7.6.2 Suspensao de esporos

Para cada cepa, os esporos foram obtidos a partir de culturas puras em
MEA crescidas a 22 °C por sete dias. Adicionou-se 2 mL de solugao salina com
tween 80 sobre a superficie das placas com fungo crescido em tapete e com
movimentos circulares suaves, a suspensao de esporos foi recolhida em
recipiente esterilizado. A suspensao foi homogeneizada em vortex (Heidolph
Reax 200, Schwabach, Germany), os esporos foram contados em camara de
Neubauer e a concentracdo final foi calculada. A suspensdo estoque assim
obtida, foi mantida a 4 °C e utilizada para preparacao dos inéculos.

3.7.6.3 Preparacao do inoculo

Cada suspensao estoque de esporos de fungo foi homogeneizada em
vortex e imediatamente depois um volume adequado foi diluido em caldo R2B
esterilizado, de modo a obter um inéculo com concentragdo de esporos desejada
(10°/mL ou 5x10*/mL) para o teste de formacéo de biofilme.

O inoculo da P. reactans foi preparado a partir de cultivo overnight em

caldo R2B, e ajustado para uma densidade ética de 0,4, que equivale a uma
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suspensdo 1X 10%mL, um volume adequado foi diluido de modo a obter
1x10°/mL.

3.7.6.4 Formacao de biofilme em placas de multipocos

O objetivo do teste: avaliar a cinética inicial de formagdo de biofilme
monoespécie de A. fumigatus com meio de cultura R2B na concentragdo normal e
também na conccentracdo reduzida em 50%, e a formagédo de biofilme
multiespécie A. fumigatus + P. brevicompactum. Foram utilizadas placas de
multipogos em poliestireno (Greiner Bio-one Cellstar®) de 6 e 12 pogos e os testes
ocorreram em temperatura ambiente. Em cada ensaio foi feito um controle
negativo, onde se adicionou uma aliquota de volume igual ao do inoculo, s6 com
R2B sem esporos. Para detecgéo /n situ e visualizagdo dos biofilmes, empregou-
se corante Calcofluor White, Fun 1, FDA (Sigma-Aldrich, Sintra, Portugal) e sonda

PNA-FISH (Biomode, Braga, Portugal). Os parédmetros dos testes sdo resumidos

na Tabela 9.

Tabela 9: Formacgao de biofilme em placas de multipogos- parametros do teste

Teste Meio de Inéculo Agitagcao Tempo Lavagem Secagem Coloracao
cultura Suspenséo (h) ou
de esporos hibridizacéo
1 R2B 3mL 80 rpm 24 2 esguin- Ao ar por Calcofluor
Biofilme (concentra- A.fumigatus chos de 30 min White
mono- a0 100%)  10°/mL 48 1mL Tempera-
espécie em R2B escoando tura
Placa 100% 72 lentamente ambiente
de 6 nas pare-
pogos des dos
pocos
2 R2B 1mL 80 rpm 24 2 esguin- Ao ar por Calcofluor
Biofilme (concentra- A.fumigatus chos de 0,5 30 min White
mono-  ¢do 50%) 10 ° /mL 48 mL esco-  Tempera- Fun 1
espécie em R2B ando tura FDA
Placa 50% 72 Lentamente = ambiente PNA-FISH
de 12 nas pare-
pogos des dos
pocos
3 R2B 1mL 80 rpm 2 Ao ar por Calcofluor
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Biofilme (concentra- A.fumigatus esguinchos 30 min White
multi-  ¢&050%)  5x10*/mL de 0,5mL  Tempera- Fun 1
espécie +1 mLP. escoando tura FDA
em brevicom- lentamente ambiente PNA-FISH
Placa pactum nas
de 12 5x10 * /mL paredes
pogos em R2B dos pogos
50%

Fonte: Oliveira HMB, 2015.

3.7.6.5 Formacéo de biofilme em reator Propella

a) Preparacado do Propella para um ensaio:

Todos os coupons (Figura 7A) foram colados nos respectivos suportes
(Figura 7B), e depois da secagem total da cola, antes de serem instalados no
reator, foram desinfetados com solug&o de hipoclorito de soédio 15% (V/V), depois

enxaguados em agua de torneira esterilizada.

Figura 7 — Coupons do reator Propella: A -coupons de PVC e B-coupons colados nos
suportes

&

Fonte: Oliveira HMB, 2015.

Os coupons assim limpos e desinfetados foram introduzidos no reator.

Antes de qualquer ensaio o reator Propella foi limpo externamente e cada
orificio de inser¢cdo de coupon foi limpo manualmente, com gaze embebida em
hipoclorito 15%. Os coupons previamente desinfetados foram inseridos no reator.

Internamente o Propella foi desinfetado com hipoclorito de sédio 15% (V/V),
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circulando em circuito fechado por 30 minutos, com o rotor ligado. Também foi
passada a solugdo de hipoclorito 15% nas tubulag¢des de alimentacédo e de saida
de meio de cultura. Em seguida fez-se a drenagem do hipoclorito e passou-se

agua de torneira esterilizada em circuito aberto com o rotor ligado por 30 min.
b) Procedimentos para execugdo de um ensaio no reator Propella.

Previamente, quando da preparagdao do meio de cultura, utilizou-se um
Jerrycan (capacidade 30 L) com um parte da mangueira a ser usada para
alimentagao inserida no Jerrycan e com um peso, para manter esta extremidade
no fundo. Preparou-se e introduziu-se 25 L de R2B e rosqueou-se a tampa com
orificio pelo qual passa a extremidade externa da mangueira que seria acoplada
ao reator. Esta extremidade foi protegida e embalada com papel kraft e por fora
deste, com papel aluminio, e foi amarrada ao Jerrycan para ser autoclavada
juntamente com meio de cultura a 121 °C por 1h. Para iniciar um ensaio, parou-se
o0 sistema e conectou-se assepticamente a parte externa da mangueira de
alimentagcao de meio de cultura na tubulacdo de entrada. Para isso, no momento
de conectar utilizou-se uma chama nas proximidades para prevenir contaminacéo.
Em seguida, ligou-se a bomba para transferir meio de cultura do Jerrycan para o
interior do reator. Antes de encher o volume interno do Propella, interrompeu-se a
alimentagdo, assepticamente desconectou-se a mangueira e protegeu-se a
extremidade de contaminagdo. Assepticamente, conectou-se uma das
extremidades de outra mangueira, também esterilizada, de menor comprimento,
na tubulacdo de alimentagéo, e a outra extremidade, no recipiente que contém o
in6culo. Ligou-se a bomba todo indculo foi aspirado para dentro do reator. O fluxo
foi interrompido, a mangueira que introduziu o indculo foi desconectada e religou-
se a mangueira de alimentagdo de meio de cultura, até completar o enchimento
do reator, o que pode ser conferido quando comegou a sair meio na mangueira de
efluente. Para o periodo inicial em batelada, o sistema ficou funcionando com o

rotor ligado, mas sem alimentacéao, ou seja: com a bomba desligada.

Apods o periodo em batelada (16 h), no ensaio 1, ligou-se a alimentagéo,
ajustou-se o rotor para o valor de rpm previamente calculado de modo a atender o
regime de escoamento que se estabeleceu para o experimento. Neste trabalho o

valor calculado foi 450 rpm e o regime hidraulico usado foi de escoamento
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laminar. A vazdo de alimentac&o foi medida (pelo efluente) e ajustada para o
valor que atendesse ao tempo de residéncia de 10 h. O sistema ficou funcionando
em continuo pelo periodo de até 96 h. Nos tempos 24, 48 e 72 h os coupons

foram retirados para serem visualizados por microscopia.
c) Retirada e substituicdo dos coupons

Para retirada de cada coupon, nédo foi necessario desmontar o sistema.
Bastou parar a bomba de alimentagédo e usar uma valvula de registro e o extrator
que acompanha o equipamento. Primeiro a valvula foi acoplada ao orificio de
inser¢cado de coupons, introduziu-se o extrator por meio da valvula (nesta hora é
comum verter um pouco de liquido), girou-se o extrator até que fixasse no suporte
de coupons e puxou-se com cuidado para fechar a valvula assim que o extrator
passasse. Os coupons retirados foram acondicionados em tubos falcon
esterilizados e sem atrito para nao destruir os biofimes formados. Com o
processo inverso se rep6s um novo coupon no local onde se retirou um coupon
anteriormente. Neste manuseio com suspensao de esporos de organismos
patogénicos como Aspergillus fumigatus, a retirada e substituicdo dos coupons foi
feita com uso de equipamentos individuais de protec&o (luvas, oculos, etc). Todas
as vezes em que 0 meio com esporos/propagulos verteu ou esguichou, o local e a

parte molhada foram devidamente desinfetados apés a retirada dos coupons.

Apds encerrar um ciclo, todo conteudo foi drenado, o reator foi novamente

limpo e desinfetado conforme procedimento ja apresentado anteriormente.
3.7.6.6 Parametros dos ensaios no reator Propella

Todos os ensaios (Tabela 10) ocorreram em regime laminar, tentando se
aproximar a siituacao real do regime hidraulico nos reservatorios. Exceto para o
primeiro ensaio que iniciou com 16 h em batelada, com circuito fechado. O reator
foi alimentado em continuo, tempo de residéncia de 10 h e temperatura

ambiente.
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Teste Meio de cultura Inéculo Agitacao Tempo Coloragao ou
(concentragdo) Suspensao de (h) hibridizagao
esporos
1 R2B A.fumigatus 500 rpm 24 Calcofluor White
Biofilme  mono- (100%) 10 ° /mL em R2B 48
espécie em 100% 72
reator Propella 96
2 R2B A.fumigatus 450rpm 24 Calcofluor White
Biofilme  mono- (50%) 10 ° /mL em R2B 48
espécie em 50%
reator Propella
4 R2B A.fumigatus 400 rpm 48 PNA-FISH
Biofilme multi- (50%) 5x10 * /mL em 72 Calcofluor White
espécie em R2B 50% + DNA-FISH
reator Propella P. brevicom-
pactum
5x10 * /mL em
R2B 50%
5 R2B A.fumigatus 400 rpm 24 PNA-FISH
Biofilme multi- (50%) 5x10 * /mL em 48 DAPI
espécie em R2B 50% +
reator Propella P. brevicom-
pactum
5x10 * /mL em
R2B 50% +
Pseudomonas
reactans
10 ° /mL em R2B
50%

Fonte: Oliveira HMB, 2015.
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3.7.7. Deteccao in situ dos biofilmes

Todos os biofilmes desta pesquisa sejam os obtidos no laborat6rio, ou
desenvolvidos nos amostradores instalados nos reservatorios, foram detectados
in situ, pois os biofilmes nao foram removidos das superficies sobre a qual

cresceram.

A deteccao in situ foi feita por técnicas de fluorescéncia associando
coloragao com fluorocromos especificos como calcofluor White, FDA e Fun 1,
além de hibridizagao fluorescente in situ-FISH com as sondas moleculares FUN
1429 (DNA-FISH) para fungos e a sonda Probe4Fumigatus (PNA-FISH)

especifica para Aspergillus fumigatus.
3.7.7.1. Fluorocromos:
a) Calcofluor White (CW)

O corante especifico para DNA Calcofluor White MR2® (Molecular Probes
Europe, Leiden, The Neherlands), foi utilizado na concentragdo 25 puM para
visualizagdo dos fungos tanto nos biofilmes da rede desenvolvidos nas placas de
PVC dos amostradores, como em biofilmes desenvolvidos em laboratério nas
placas de pogos e no reator Propella. Os dados de volume aplicado, incubacéo e
lavagem s&o resumidos na tabela 11:

Tabela 11 Corantes para visualizagao de biofilmes por microscipia de epifluoresvcéncia

Biofilme em CW 25 yM Incubagao Lavagem Observagéo
Amostrador placa PVC | 50 pL para 1 cm® | No escuro por | Agua Microscopia de
Placa de multipogos 30 pL por pogo 15 min na destilada epifluorescéncia
Cupons de PVC do 50 pL por cupon | temperatura esterilizada | excitagdo 358 nm,
reator Propella ambiente sinal obtido é azul

Fonte: Oliveira HMB, 2015
b) FDA

Foram adicionados 30 uL de FDA (Sigma-Adrich, Sintra, Portugal) na
conccentragdo de 0,05 mg/L sobre os biofiimes (lavados e secos) nas placas de
multipocos, e 50 yL nos biofilmes dos coupons do reator Propella. Em seguida
incubou-se no escuro por 15 min a temperatura ambiente. Apds incubacdo, os

biofilmes foram para observacdo em microscopio de epifluorescéncia.
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c) FUN 1.

Os biofilmes nas placas de multipogos da foram lavados com agua destilada
esterilizada e secos a temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados 30
ML do corante sobre o biofilme e incubado no escuro por 30 minutos a 30 °C.
Apés este periodo, as amostras foram analisadas por microscopiade
epifluorescéncia com fonte de excitacdo de 480 nm e sinal obtido verde/vermelho.

d)Dapi

Os biofilmes nos coupons PVC foram lavados com agua destilada
esterilizada e secos a temperatura ambiente. Foram adicionados 50 yL de DAPI
100 nM/L diretamente sobre os biofilmes por 30 min a temperatura ambiente. O

comprimento de onda de excitagao foi 340 e o sinal azul.
3.7.7.2 Sondas moleculares.

Para deteccado visualizagdo dos fungos nos biofilmes, pela técnica FISH
foram utilizadas sondas moleculares DNA-FISH e PNA-FISH.

a) Sonda DNA-FISH FUN 1429

A sonda DNA-FISH FUN1429: 5-GTGATGTACTCGCTGGCC-3° (MWG
Biotech, Ebersberg — Germany) marcada com Oregon Green no terminal 5’ é
especifica para Eumycota. Foi empregada para deteccéao in situ dos biofilmes de
P. brevicompactum seguindo o protocolo adaptado de Nuovo (1997) utilizada por
Siqueira et al. (2013). Resumidamente, biofilmes secos a 46 °C por 10 min foram
desidratadas em concentragdes crescentes de etanol (70%, 80% e 96%) por 10
min cada, intercaladas com secagens ao ar. Em seguida foi adicionada
quantidade suficiente de tampao de hibridizagdo de modo a cobrir a superficie do
biofiilme, mais 4puL de sonda FUN 1429 e foram homogeneizados com
movimentos suaves. O restante do tampao de hibridizagao foi usado para saturar
0 ambiente onde vai ocorrer a hibridizagdo (pode-se umedecer papel absorvente
dentro de uma placa de Petri ou colocar um papel encharcado com a solugao
dentro de um dos pogos na placa multipogos). A hibridizagao foi feita incubando
os biofilmes nesta cdmara por pelo menos 3 h a 46 °C. Apds este tempo, os

biofilmes foram lavados com tamp&o de lavagem (previamente aquecido) a 48 °C
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e incubadas por 20 min. Em seguida, os biofilmes foram lavados suavemente com
agua e secos com ar comprimido e posteriormente observadas em microscopia

de epifluorescéncia.
b) Sonda PNA para Aspergillus fumigatus.

Antes de se iniciar o protocolo, foi preparada a solugdo de lavagem PNA-
FISH. Para biofilmes em placas de multipogos, a primeira etapa foi a preparagao
dos biofilmes. Inicialmente toda parte liquida foi aspirada, em seguida lavou-se
com 600 ul de agua destilada esterilizada (escoando lentamente pelas paredes
com cuidado para ndo soltar o biofilme). Esta etapa objetivou retirar o que esta
frouxamente aderido. Depois a agua foi aspirada com cuidado para ndo danificar
o biofilme. A segunda etapa foi fixacdo: o biofilme foi seco a temperatura
ambiente. Em seguida adicionou-se a solugéo 1 de fixagao, suficiente para cobrir
a superficie do pogo (1 ou 2 gotas), por 10 min a temperatura ambiente. Para
remocao do excesso de solucdo 1, emborcou-se a placa de multipogos sobre
papel absorvente. Na terceira etapa, a hibridizagdo: adicionou-se duas gotas de
sonda PNA Probe4Fumigatus (Biomode, Braga, PT) sobre a superficie do biofilme
e incubou-se no escuro a 55 °C por 60 £ 5 min. Colocou-se junto a solugéo de
lavagem para pré-aquecer a 55°C. Passados os 60 min, adicionou-se 500 mL de
solugado de lavagem pré-aquecida e incubou-se no escuro por 305 min a 55 °C.

Em seguida retirou-se solugao de lavagem e secou-se a 55 °C.

Para os coupons do Propella, seguiu-se o mesmo protocolo, tendo como
diferencas os volumes de solugao de fixagao 1 e 2 empregados - o suficiente para
cobrir a parte cbncava do coupon. O volume de sonda foram 2 gotas + duas gotas
de solucao extra de hibridizagao (fornecida a parte pelo fabricante) e o volume de
solugcao de lavagem — o suficiente para encher a parte concava do coupon). Apos
a secagem final os biofilmes puderam ser visualizados por microscopia de

epifluorescéncia.
3.7.8 Microscopia de epifluorescéncia

As amostras de biofimes desenvolvidos nas placas PVC dos
amostradores, nas placas de multipogos ou nos coupons do reator Propella,

coradas com fluorocromo ou hibridizadas com sondas, foram observadas em
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microscopio de epifluorescéncia 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®. As

placas de pocos foram observadas no microscopio invertido Leica DMI 300.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RESULTADOS FiSICO-QUIMICOS

Os resultados das analises fisico-quimicas da agua sao apresentados na
Tabela 12.

Tabela 12 - Resultados fisico-quimicos da agua no periodo de coleta.

RESULTADOS FiSCO-QUIMIOS - VALORES MAX E MINOBTIDOS NO PERIODO DE COLETA

Pontos de coleta — ETA RU* EDF HC*

PARAMETROS Max. |Min. | Max. | Min. | Max. | Min. | Max. | Min.
Cloro Residual mg/L - - 1,5 0,0 0,0 0,0 1.0 0,0
Temperatura °C 280 264 276 265 272 266 275 26,3
pH 66 50 64 41 73 51 6,7 5,6
Turbidez UT 130 57 136 75 165 79 83 52
Condutividade mS/cm 04 03 03 03 03 03 04 03
Oxigénio Dissolvido mg/L 123 54 132 92 126 81 182 8,2
CarbonoOrgénico Total mg/L 3,6 2,8 4,2 2,8 4,2 29 4,0 3,7

ETA: Estagéo de tratamento de agua; RU: Restaurante universitario; EDF: Nucleo de educacao
fisica e HC: Hospital das cinicas. -: significa que a cloragéo € feita apos este ponto. *: significa
que é feita uma cloragao adicional manualmente.

Fonte: Oliveira HM, 2015.

4.1.1 Cloro residual

O teor de cloro residual variou de 0,0 a 1,5 mg/L. No reservatorio da ETA
nao foi possivel detectar cloro residual, porque a cloracao final era aplicada na
saida do reservatério, numa concentragdo de 2 mg/L. Como a amostra foi
coletada no reservatorio e ndo na rede de distribuicdo, ndo foi possivel detectar
cloro residual quando a cloragdo estava sendo aplicada. Devido a esta
particularidade na cloracido do sistema, s6 se pode detectar cloro no reservatoério
quando esta sendo aplicada pré-cloragao. Entretanto nos dias em que a amostras

foram coletadas ndo estava sendo aplicada pré-cloragao.

No reservatério EDF ocorreu auséncia de cloro residual em todas as
coletas (Tabela 12). Varios fatores podem ter contribuido para este resultado:
deinfeccdo deficiente, incluindo o efeito de matéria particulada sobre o

desinfetante residual. De fato este ponto de amostragem apresentou os maiores
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valores de turbidez, variando de 7,9 a 16,5 UT (unidades de turbidez), os quais
além de ultrapassarem o valor maximo permitido na norma de potabilidade
Portaria 2914/2011, possivelmente contribuiram para diminui¢cao do desinfetante.

As amostras dos pontos RU e HC apresentaram cloro residual em 25%
das amostras. Estes pontos de reservagdo receberam aplicagdo manual de
cloragdo suplementar. Entretanto este processo descontinuo pode nao ter
mantido constante o nivel de residual desinfetante. Para tanto, quando as bombas
nao estavam funcionando adequadamente ou ocorria alguma falha no sistema, o
procedimemnto adotado era de colocar uma solugdo de cloro diretamente na
agua. Para o RU, pastilhas de cloro foram também usadas buscando obter
concentragao de cloro residual entre 0,2 e 2,0 mg/L. No HC mesmo com cloragao
suplementar da agua, nao foi detectado cloro residual em 75% das amostras.

Valores de cloro residuial entre 0,2 e 0,5 mg/L, em geral sdo considerados
satisfatorios para desinfetar a agua de organismos vivos livres (WHO, 2011).
Entretanto, no presente trabalho, nenhum cloro residual foi obtido em 22 das 24
amostras coletadas para RU, EDF e HC.

No decorrer do experimento, diversas paralizacdes do sistema foram
necessarias para diagnostico e estudos de intervencbes para elaboragdo de
projeto de melhoria do sistema (2013-2014), e posteriormente para execug¢ao dos
servicos (2015). Nas paralizagdes do sistema os pogos foram bombeados
diretamente na rede, sem passar pela ETA. De onde se conclui que a desinfec¢ao
nestes casos foi inexistente. Outras vezes a cloracdo aplicada mostrou-se
ineficaz. A manutencao de cloro residual suficiente na rede de distribuicao é dificil
quando a agua tem uma alta demanda de cloro que € causada pela presenca de
matéria organica e inorganica como ferro, produtos de corrosao, etc. Uma
estratégia para evitar a queda do teor de residual de cloro é aplicar cloragéo
suplementar (SIMOES; SIMOES, 2013). A agua do sistema em estudo tem como
caracteristica elevada concentracdo de ferro e também apresentou elevada
turbidez que séo fatores que contribuem para o decaimento da concentracdo de
cloro residual.

Os fungos s&o mais resistentes ao cloro livre que as bactérias e virus o que
os torna menos susceptiveis a desinfecgao pelo cloro (PEREIRA et al., 2013; MA
et al., 2015). Entretanto Samon et al. (2010) demonstraram a eficacia de

tratamentos como coagulagéo/floculagao, filtros de areia, e cloragdo na remogao
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de fungos da agua bruta, mas salientam que podera ocorrer recontaminagao se
uma cloragdo suplementar n&o for feita rotineiramente nos reservatorios para

prevenir o crescimento dos fungos ou reduzir seus metabdlitos.

4.1.2 Temperatura

As temperaturas medidas variaram de 26,4 a 28,0 °C nos pontos de coleta,
apresentando os maiores valores no més de janeiro/14. O valor médio ao longo
do periodo de coleta foi 26,9 °C. Os fungos, na maior parte sdo mesdfilos,
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
(COOKE; WHIPPS, 1993; CORTE-REAL; JOHANSSON; SARAIVA, 2010). Além
de influenciar a taxa de crescimento, a temperatura também afeta direta ou
indiretamente outros fatores que interferem no crescimento microbiano como, por
exemplo, eficiéncia do tratamento e da desinfecgao, dissipacdo do desinfetante
residual, taxa de corrosao e hidraulica do sistema de distribuicao (EPA-US, 1992).
Os resultados demostram que agua do sistema apresentou temperatura no
intervalo de temperatura 6tima de crescimento, portanto favoravel ao crescimento

de fungos mesofilos.

4.1.3 Potencial hidrogenidénico — ph

Os valores de pH oscilaram entre 4,1 e 7,3 com media de 6,0. O maior
valor ocorreu na cisterna EDF em setembro/13. Um percentual de 87,5 % dos
pontos de coleta tinham agua com pH abaixo de 7,0. Os fungos se desenvolvem
na faixa de pH 2,5 — 9,0, sendo favorecidos em pH < 6,5. Em laboratério crescem
melhor na faixa de pH de 5 a 7 (COOKE; WHIPPS, 1993;, LESSARD; LE BIHAN,
2003; CORTE-REAL; JOHANSSON; SARAIVA, 2010). O pH predominantemente
acido durante todo experimento, de acordo com os autores mencionados, foi
favoravel ao crescimento de fungos.

O pH também influencia a desinfec¢gdo da agua com cloro e seus derivados
(hipoclorito ou isocianuratos clorados). A forma desinfetante de cloro mais ativa (o
acido hipocloroso) é fungao do pH e predomina em pH abaixo da neutralidade

(MORATO et al., 2003). Deste modo os valores de pH que favorecem o
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crescimento dos fungos, também favorecem a desinfec¢cdo, quando a mesma é
aplicada sistematicamente.

A norma de potabilidade brasileira recomenda o valor de pH entre 6,0 € 9,5
para agua de consumo humano (BRASIL- MS, 2011). Portanto o valor médio do
pH durante o experimento, atendeu ao padrdo de potabilidade. Entretanto,
considerando-se valores minimos individuais, ndo atendeu a recomendagdo da
norma de potabiloidade, mas esteve na faixa < 6,5 citados pelos autores como

favoravel ao desenvolvimento dos fungos.

4.1.4 Turbidez

Os teores de turbidez nos pontos de coleta variaram entre 5,2 e 16,5 UT
(unidades de turbidez). No reservatorio da ETA os valores oscilaram de 5,7 a 13,0
UT e estdo em descordo com padrdo de potabilidade para aguas subterraneas
pos filtracdo ou pré-desinfecgdo (1,0 UT). Nos demais pontos todos os teores de
turbidez ultrapassaram o valor maximo de 5,0 UT permitido pela Norma de
Potabilidade, para qualquer ponto da rede de distribuicao (BRASIL- MS, 2011).

A turbidez além do aspecto estético tem uma conotagdo sanitaria, porque
representa material (particulas) em suspensdo. Acumulagdo de sedimento e
residuos no sistema de abastecimento favorece o crescimento e protege os
microrganismos contra desinfecgdo. Particulas organicas e inorganicas abrigam
0S microrganismos que sao assim transportados através do sistema, contribuindo
para o aumento da demanda de cloro e interferindo negativamente na
desinfeccao (EPA-US, 1992).

Em todos os pontos de amostragem a turbidez da agua esteve em
descordo compadrao de potabilidade para aguas subterraneas pos filtragdo ou
pré-desinfeccédo (1,0 UT) - ETA e nos demais pontos a turbidez ultrapassou o
valor maximo de 5,0 UT permitido pela Norma de Potabilidade, para qualquer
ponto da rede de distribuicdo (BRASIL-MS, 2011). Assim a turbidez da agua no
sistema foi propicia ao crescimento dos fungos.

4.1.5 Condutividade
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Os valores de condutividade elétrica da agua variaram entre 0,26 e 0,42
mS/cm nos pontos de coleta, e os de solidos totais dissolvidos de 0,17 a 0,27 g/L.
A RESOLUCAO CONAMA 396 DE 2008, estabelece o limite méaximo permissivel
de 1000 mg/L para aguas subterraneas destinadas ao consumo humano e a
norma de potabilidade PORTARIA 2.914 de 12 de dezembro de 2011 estabelece
0 mesmo valor para agua de consumo humano (CONAMA 2008). A condutividade

da agua do sistema atendeu as citadas normas.

4.1.6 Oxigénio dissolvido

Os teores de oxigénio dissolvido nas amostras oscilaram entre 5,38 e 18,23
mg/L com uma média de 11,7 mg/L. De acordo com Cooke e Whipps (1993), na
natureza muitos fungos raramente encontram condigbes ideais de aeragao
durante seus ciclos de vida e a deplegdo de oxigénio € uma ocorréncia em
habitats aquaticos e ambientes fechados como madeira. Entretanto os resultados
mostram que ocorreu disponibilidade de oxigénio dissolvido na agua do sistema,

possivelmente suprido pelo sistema de aeracéao.

4.1.7 Carbono organico total

As concentragdes de carbono organico total variaram de 2,86 a 4,21 mg/L,
com valor médio de 3,37 mg/L. Os teores mostraram-se ligeiramente maiores em
mar¢o/13. Segundo Baird (2006) o carbono organico total é usado para
caracterizar a matéria organica dissolvida e em suspensdo em agua natural, e 0
valor habitual para agua subterraneas € de aproximadamente 1 mg/L de carbono.
Os resultados mostram que a agua do sistema disponibilizou cerca de 3 a 4 vezes
a concentragdo usual segundo este autor. Logo a fonte de carbono na agua do
sistema n&o foi limitante para o crescimento dos fungos. Gooddy e Hinsby, 2008),
analisaram COT em mais de 400 amostras de agua subterranea de 8 paises da
Uniao Europeia. Encontraram uma concentragao média de 2,7 mg C/L com uma

variagéo de 0,1 a 59,4 mg C/L.
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4.2 QUANTIFICACAO DOS FUNGOS
4.2.1 Quantificagao dos fungos na agua

A densidade dos fungos em UFC/100 mL em cada amostra foi calculada
como a média da quantificagdo nos meios R2A e SDA para cada ponto de coleta.
Todas as amostras foram positivas para fungos filamentosos. No total 1712
UFC/100 mL foram contadas.

Como apresentado no Grafico 1, as contagens variaram de 5 a 207
CFU/M100 mL, com uma média de 53 UFC/100 mL por ponto. A maior
quantificacdo ocorreu no RU com 207 UFC/100 mL (mai/15), seguido por 173
UFC/100 mL em EDF (nov/13), ETA com 170 UFC/100 mL (nov/13 e mai/15) e
HC com 142 UFC/100 mL (mai/15). O menor valor ocorreu no reservatério da ETA
(mai/15) com 5 UFC/100 mL.

Tomando-se a legislagado sueca de 100 UFC/100 mL de fungos em agua
como referéncia, 22% das amostras excederiam este limite. As amostras do RU
com 207, 120 e 113 UFC/100 mL. A ETA excedeu por duas vezes com 170 e 133
UFC/100 mL. EDF e HC excederam uma vez, cada uma apresentando 173 e

142, respectivamente.

Grafico 1 - Quantificagdo dos fungos da agua em UFC/100mL
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Fonte: Oliveira H.M, 2015.

Estudos da micobiota em agua de consumo humano demontraram que os

fungos sao relativamente comuns em sistemas de distribuicdo de agua e,
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algumas vezes podem ser isolados em concentragbes elevadas (HAGESKAL et
al., 2009). Na Polénia, Grabinska-Loniewska e colaboradores (2007), avaliaram a
agua do sistema que abastece a cidade de Warsaw e as contagens de fungos
variaram de 20 a 500 UFC/100 mL, enquanto na Australia as contagens foram 33
e 97 UFC/100 mL para agua doas canalizagdes e reservatério, repecrivamente
(SAMMON, et al., 2010). OTTONI et al. (2014), analizaram aguas subterraneas
(mineral e de poco semiartesiano submetido a cloragao) e em 40 % de amostras
positivas para fungos filmentosos, a contagem variou de 01 a 100 UFC/100 mL.
Na Governadoria Giza - Egito, Samah et al. analisaram fungos em a&aguas
subterraneas e encontraram 4 a 119 UFC/100 mL enquanto em agua subterranea
nao tratada a contagem dos fungos foi 66 UFC/100 mL em média (PEREIRA et
al., 2009). Consequentemente, muitos dos presentes valores para o Brasil, sdo
muito altos e podem representar o risco para saude dos consumidores.

Os fungos sdo menos susceptiveis ao tratamento que as bactérias.
Evidéncias sugerem que os fungos sobrevivem e se multiplicam em sistemas de
distribuicdo em biofilmes e sedimentos, particularmente aguas mais quentes, ou
onde o fluxo é restrito (KINSEY; PATERSON; KELLEY, 2003). Um aspecto
importante a ser salientado € que no presente trabalho, estamos tratando com
agua reservada. Os reservatorios apresentam caracteristicas tipicas como
auséncia de luz, longo tempo de retengado e zonas de estagnecgéo que favorecem
a proliferacdo de microrganismos e formacéo de biofilme. Este ultimo proteje os
microrganismos da desinfecgdo e pode ser responsavel pela transferéncia de
fungos (e outros microrganimos) para massa de agua (SIQUEIRA et al., 2011,;
WINGENDER; FLEMING, 2011). A qualidade fisico-quimica da agua, como as
temperaturas, turbidez e disponibilidade de carbono organico total foram
favoraveis ao crescimento dos fungos. Além disso a desinfecgdo mostrou-se
deficiente ou algumas vezes inexistente, no presente sistema, devido as

intervengdes ja mencionadas.

O reservatério do Hospital das Clinicas apresentou, com excessado da
amostragem de mai/15 a mais baixa densidade de fungos (maximo de 46 e
minimo de 7/100 mL). Estes resultados podem ser atribuidos ao tratamento com

aeracgao e filtragcdo com carvao ativado que a agua recebe antes de entrar no
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reservatorio, e a sistematica aplicacdo de cloro, que é feita no tanque,
contribuindo assim para redugéo da populagao de fungos.

4.2.2 Quantificagdao dos fungos nos Biofilmes

Os biofiimes formados em amostradores MF e em amostradores PVC,
foram quantificados em UFC por area de cada amostrador. Cada placa de
amostrador PVC tem um éarea retangular de 3,1 cm? e cada amostrador MF tem

uma area circular de 8,8 cm?.
4.2.2.1 Quantificagao dos biofilmes formados em amostradores PVC

Foram contadas 59 UFC em 18 placas de amostradores PVC de 3 pontos de
amostragem (ETA, EDF e HC) de coleta unica em jul/15 e a quantificagao foi
expressa em termos de densidade média em UFC/ cm?. A maior densidade - 11,5
UFC/ cm? ocorreu na ETA e a menor no ponto EDF com 0,37 UFC/ cm?, como
apresentados no Grafico 2.

Grafico 2 - Quantificagdo dos fungos nos amostradores PVC em UFC/cm?
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Fonte: Oliveira H.M, 2015.

4.2.2.2 Quantificagcao dos fungos em biofilmes formados nos amostradores MF
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Ao todo foram contadas 341 UFC em 48 amostradores MF, cada um com
8.8 cm? de area circular, coletados em dois periodos: abr/15 e jul/15 equivalendo
respectivamente a dois e cinco meses de imersao dos amostradores na agua dos
reservatorios. A quantificacdo foi expressa em UFC/ cm?. A densidade total de
fungos nos biofilmes, nos dois periodos, foi de 6,49 UFC/ cm?, variando de 0,17 a
2,92 UFC/ cm? com valor médio de 0,81 UFC/ cm? por ponto de amostragem.
Como se observa no Grafico 3, a ETA mostrou a maior densidade em abr/15,

enquanto no HC ocorreu a menor densidade em jul/15.

Gréfico 3 - Quantificagdo dos fungos nos amostradores MF em UFC/cm?
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Fonte: Oliveira H.M, 2015.

Conforme apresentado nos Graficos 2 e 3, os biofilmes formados no
reservatorio da ETA apresentaram as maiores densidades de fungos: 11,5
UFC/cm? na placa PVC e 2,92 UFC/cm? no amostrador MF.

Em todo experimento nao foi detectado residual de cloro no reservatério da

ETA o que, junto com outros fatores como temperatura, turbidez e disponibilidade



93

de nutrientes, podem ter influenciado as densidades dos fungos nos biofilmes
terem sido maiores na ETA do que nos demais pontos.

Fazendo-se uma comparagao com os fungos na agua, curiosamente no
periodo de formacdo dos biofilmes que antecederam a primeira coleta dos
amostradores MF (jan a mar/15), os resultados dos fungos na agua (ver Grafico
1), ndo foram altos e particularmente a ETA apresentou as menores densidades
de fungos plancténicos neste periodo (7 e 5 UFC/100 mL respectivamente). Isto
comprova que a amostragem da agua nao € representativa dos fungos aderidos
formando biofilmes e nos sedimentos, e que a comunidade dos biofilmes é muito
diferente da plancténica (DOUTERELO; SHARPE; BOXAL, 2013; FISH;
OSBORN; BOXAL; 2016).

Comparando ainda os graficos 2 e 3, o ponto EDF teve uma densidade
meédia préxima do menor valor em cada periodo e também apresentou condigdes
de turbidez elevada, auséncia de cloro e disponibilidade de nutrientes que
favoreceram a formacao de biofilmes. Contudo no 1° semestre/2015 houve uma
operacao de esvaziamento do reservatoério para troca de tubulacdo de entrada e
saida, submetendo os amostradores a um periodo de desidratacdo, que pode ter
interferido na diminuicdo da densidade de fungos no biofilme, neste ponto.
Contudo, o fato comprova a capacidade dos biofilmes sobreviverem, mesmo
tendo ocorrido uma desidratagcado temporaria; com a restauracdo das condicdes
normais de agua, nutrientes, etc os biofiilmes conseguem se manterem. A matriz
de EPS oferece protecdo ao biofilme contra condigcbes de estress e uma das
vantagens da vida em biofilmes é adquirir resisténcia a varios fatores adversos

como estress mecanico, agentes antimicrobiano, etc (SIMOES; SIMOES, 2013).

No HC ocorreram as menores densidades de fungos tanto nos biofilmes
formados em placas PVC (Grafico 2) como nas membranas dos amostradores MF
(Grafico 3). Neste reservatorio, a agua passava previamente por filtragdo com
carvao ativado e a cloracao foi mais frequente. Este foi também o ponto de coleta
que apresentou o menor valor de turbidez (Tabela 11) e, exceto por mai/15,
baixas densidades de fungos na agua durante o experimento (Grafico1). A
prevencao de acumulacao de sedimento e manuntencao de um nivel suficiente de
desinfetante residual sdo apontadas como medidas de prevencgao e controle de
biofilmes em sistemas de distribuicdo de agua (SIMOES; SIMOES, 2013). Mesmo



94

tendo oferecido condigdes favoraveis a formagdo dos biofilmes, este ponto
demonstrou que a vigilancia mais intensa e aplicagdo suplementar sistematica de

cloro contribuiram para redugao dos fungos na agua e nos biofilmes.
4.3 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS

4.3.1 Identificagdao dos fungos na agua

Entre os 859 fungos identificados, os géneros mais abundantes foram
Aspergillus (37%), Penicillium (25%), Trichoderma e Fusarium (9% cada), e
Curvularia (5%). Acremonium, Cladosporium, Cunninghamella, Humicola and
Leptodontium 1% e os demais menos que 1%. Os géneros Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Trichoderma, Curvularia e Pestalotiopsis foram detectados
na agua de todos os reservatorios.

A Tabela 13 mostra as espécies identificadas. Espécies como: Aspergillus
flavus, Aspergillus parasiticus, complexo Aspergillus niger (incluindo amawori e
Aspergillus tubingensis), Aspergillus versicolor, Penicillium citrinum, Fusarium
solani; Tricoderma harzianum, Curvularia pallescen e Pestalotiopsis karstenii
ocorreram em todos os reservatorios. Foram detectados em menor numero:
Cladosporium cladosporioides, Lichtheimia hyalospora, Paecilomyces variotii,
Ramichloridium matsushimae, Scolecobasidium humicola, e Talaromyces
purpurogenus.

Entre as espécies de Aspergillus, A.flavus teve a mais alta frequéncia
relativa seguido do complexo A Niger e A. parasiticus. A espécie P.citrinum foi a
mais abundante dentro do género Penicillium. Na ETA as espécies A.flavus,
P.citrinum, e complexo A Niger tiveram as mais altas frequencias relativas (Fr)
com repectivamente 7,3%, 6,8% e 5,5%, o que pode ser atribuido a falta de
cloracdo. O género Penicillium mostrou resiliéncia aos efeitos da cloragdo nos
pontos de amostragem RU (Fr 5,7%) e HC (Fr 5,2%) quando comparado com
ETA (Fr 6,8%). Em contraste, no ponto EDF sem cloro residual e com alta
turbidez, que favorece o crescimento de fungos, P.citrinum teve Fr de 2,7%, 0 que
pode ter ocorrido por influéncia de fatores externos que podem ter sido
prejudiciais a esta espécie. Ainda em EDF onde a cloragado foi ausente, A. flavus
foi mais abundante (Fr 3,4%). No HC a maior frequéncia relativa foi de Penicillium

citrinum (Fr 5,2%), seguido de Fusarium solani (Fr 4,5%); Tricoderma harzianum
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(Fr 3,1%). Interessantemente, a espécie A. fumigatus (Fr 0,2%) ocorreu em trés

dos quatro pontos de amostragem: ETA, RU e HC .

Tabela 13 - Frequéncia relativa de distribuicdo dos fungos isolados da agua nos pontos de
amostragem

Ponto de amostragem ETA RU EDF HC
Especies Frequéncia relativa (%)
Aspergillus alliaceus Thom & Church 0.2 0.1 0.6 0.0
Aspergillus chevaliere Thom & Church 0.1

Aspergillus flavus Link 7.3 0.1 3.4 2.7
Asperygillus fumigatus Fresen 0.2 0.2 0.0 0.2
Aspergillus neoniveus Samson, Peterson, Frisvad &

Varga 0,2
Aspergillus niger Tiegh (complexo) 5.5 1.4 1.3 0.8
Asperqgillus violaceofusfcus Gasperini 0.0 0.0 0.2 0.0
Aspergillus parasiticus Speare 1.7 1.6 1.9 0.7
Asperqgillus terreus Thom 0.6 0.3 0.0 14
Aspergillus versicolor (Vuill) Tirab. 0.2 3.3 0.6 0.7
Penicillium citrinum Thom 6.8 5.7 2.7 5.2
Penicillium corylophilum Dierckx 0.0 0.0 0.0 0.2
Penicillium janczewskii K.M. Zaleski 0.0 0.9 0.0 0.5
Penicillium janthinellum Biourge 0.0 0.0 0.0 0.1
Penicillium oxalicum Currie e Thom 01 1.0 0.8 0.0
Penicillium waksmanii K.M. Zassleky 0.0 0.1 1.0 0.0
Acremonium Link 0.0 0.0 0.3 1.0
Chaetomium Kunze 0.2 0.0 0.0 0.0
Cladosporium cladosporioides Fresen. 0.0 0,9 0.0 0.1
Cladosporium macrocarpum Preuss 0.0 0.3 0.0 0.0
Colletotrichum Corda 0.0 0.1 0.0 0.0
Cunninghamella Matr. 0.0 0.9 0.2 0.0
Curvularia pallescens Boedijn 1.3 20 0.2 1.7
Emericella nivea B.J. Wiley e E.G. Simmons 0.0 0.0 0.2 0.0
Fungo artrosporado 0.7 0.7 0.2 0.5
Fusarium solani (Mart.) Sacc 0.7 2.2 1.4 4.5
Humicola grisea Traaen 0.0 0.0 0.6 0.0
Humicola fuscoatra Traaen 0.0 0.1 0.0 0.0
Myrothecium Tode 0.0 0.0 0.0 0.1
Paecilomyces aerugineus Samson 0.0 0.1 0.0 0.0
Paecilomyces variotii Bainier 0.0 0.3 0.0 0.0
Pestalotiopsis karstenii (Sacc. E P.Syd.) Stevaert 1.0 0.1 0.7 0.5
Phaeoacremonium W. Gams. Crous e M.J. Wingf 0.2 0.1 0.0 0.0
Phialophora richardsiae (Nannf.) Conant 01 0.0 0.0 0.0
Phoma leveille. Boerema e G.J. Bollen 0.0 0.0 0.0 0.1
Ramichloridium matsushimae de Hoog. 0.0 1.0 0.1 0.0
Scolecobasidium humicola G.L. Barron e Lév. Busch 0.0 0.0 0.1 0.0

Talaromyces purpurogenus Samson. Yilmaz. Frisvad e
Seifert 0.0 0.0 0.1 0.0
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Trichoderma aureoviride Rifai 0.0 0.0 0.7 0.0
Trichoderma viride Pers 0,0 0.0 14 0.0
Verticillium Nees 0.3 0.0 0.0 0.0

Fonte: Oliveira H.M, 2015.

A incidéncia de infeccbes nosocomiais tem crescido dramaticamente nas
ultimas décadas. O género Aspergillus € apontado como segunda causa de
infeccbes nosocomiais fungicas e pacientes imunocomprometidos tém sido
afetados por aspergiloses (RICHARDSON; RICHARDSON, 2015; PERLROTH et
al., 2007). Anaisse et al., (2002) recuperaram espécies Aspergillus do sistema de
agua de um hospital e demostraram uma densidade maior de propagulos de
fungos no ar (2,95 UFC/m®) dos banheiros onde se usou mais dgua do que nos
quartos dos pacientes ( 0,78 . UFC/m®). Além disso eles relataram que a agua dos
tanques fornecenram contagens superiores as da agua do sistema municipal.
Além disso, muitas areas do mundo apresentam ampla distribuicdo de fungos em
surpimentos de agua (RICHARDSON; RICHARDSON, 2015). Cerca de 4,8
milhoes de adultos que tém asma sdo também acometidos por aspergilose
broncopulmonar alérgica (STEVENS, A. D. et al.,, 2003; DENNING; PLEUVRY;
COLE, 2013).

Os resultados, no presente trabalho, mostram que a espécie A. fumigatus
apareceu em trés ppontos de amostragem importantes: ETA, RU e HC. Este
fungo € altamente significativo como patdégeno causador de infecgdo fungica em
pacientes imunocomprometidos (RICHARDSON; RICHARDSON, 2015; WHITE,
D. A. 2005). Entretanto, A. fumigatus foram recuperados em 49% das torneiras na
unidade de transplante de medula 6ssea no Hospital Nacional na Universidade de
Oslo, Noruega, e uma uma alta ocorréncia desta espécie foi encontratada em
pocos domeésticos no Brasil (RICHARDSON; RICHARDSON, 2015). A. fumigatus
respode por 90% dos casos das infecgdes invasivas, enquanto Fusarium e
zigomicetos sdo comuns entre as demais (PATERSON; LIMA, 2005; 2015).

Neste trabalho, em todos os pontos de amostragem ocorreram A flavus e
A. parasiticus e estas espécies sdo reconhecidas como produtoras de aflatoxinas.
A producao de aflatoxina foi demonstrada em tanques de estoaxagem de agua (
PATERSON; KELLEY;GALLAGHER, 1997). Agua armazenada em, reservatrios,
cisternas e garrafas, por longos periodos, podem conter concentracdes

crescentes de micotoxinas. A longo prazo, o consumo diario de grande volumes
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de agua contendo baixas concentragbes de micotoxinas, necessitam de futuras
consideragcdes em termos de riscos a saude (HAGESKAL; LIMA; SKAAR, 2009;
SKAAR; HAGESKAL, 2015; DEFRA, 2016)

Interessantemente, P citrinum também ocorreu em todos os pontos de
amostragem. Esta espécie produz a micotoxina citrinina e também é implicada
como causa de micoses (PATERSON; LIMA, 2011). As outras espécies de
Penicillium na Tabela 13 ainda ndo tem sido apontados como agente causador
em micoses de humanos. Ma et al., (2015) analizaram um sistema de agua
quente de um hospital, com relagédo a fungos potencialmente patogénicos, usando
sequenciamento de ITS e Penicillium foi o género mais abundante. Em geral
estes fungos contribuem menos para doengas em humanos, com excessao de
Talaromyces marneffei que provoca uma infeccdo sistémica letal: a Peniciliose
(PATERSON; LIMA, 2011). Por isso €& conveniente e tdo importante a
identificacao de Penicillium ao nivel de espécie.

Fusarium e Trichoderma apresentaram a mesma abundancia (9%) entre os
fungos isolados e ocorreram em todos os pontos de coleta. Fusarium pode causar
varias micoses oportunistas, tais como infec¢ées subcutdaneas e micoses
invasivas em pacientes imunocomprometidos (MANIKANDAM, M. et al., 2011).
Fusarium solani foi isolado com frequéncia das amostras e esta espécie esta
associada com a pprodugado da toxina T-2 que € soluvel em agua (DE LUCCA;
WALSH, 2015). As espécies de F. oxysporum e o compexo F. solani sao
responsaveis por 80% das infecgcbes humanas por Fusarium (O'DONNEL, K. et
al., 2010). Estes fungos tém a capacidade para formar biofilmes em lentes de
contato, como no caso dos surtos de queratite associadas ao uso de lentes de
contato no sudeste da Asia e na América do Norte que foram causadas por
Fusarium spp (CHANG, et al., 2006).

Representantes do género Trichoderma tem sido mencionado como
patdégenos emergentes geralmente associados a fatores de risco como
transplantes de 6rgaos, didlise peritonial e disordens hematoldgicas. Algumas
espécies tais como Trichoderma longibrachiatum, que é apontado como o
principal patogeno deste género para humanos. Além disso T. atroviride, T.
citrinoviride, T harzianum, T. koningii. T. orientale, T. pseudokoningii, T. reesei, e
T. viride estdo relacionados com infec¢gdes tais como, sinusites alérgicas,

keratites, otites, peritontes, endocardites, infeccdes usperficiais e sbcutaneas,
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abcesso cerebral e infecgado pulmonar profunda (SANDOVAL-DENIS, et al., 2014;
KUBICEK; DRUZHININA; 2015).

Ramichloridium matsushimae ocorreu em baixa percentagem. Este fungo é
uma levedura negra, termo empregado para um grupo de fungos melanizados
que exibem estado leveduriforme, especialmente em cultura. Este grupo inclui
patégenos oportunistas para o homem (WEBSTER; WEBER; 2007).

4.3.2 Identificagao dos fungos nos Biofilmes formados nos amostradores
4.3.2.1 Identificagao dos fungos em biofilmes nos amostradores PVC

Dos fungos isolados dos biofilmes formados nos amostradores PVC, 55
foram identificados ao nivel de espécie. Os géneros mais abundantes foram:
Pestalotiopsis (29%), seguido de Fusarium (24%), Penicillium (16%), Curvularia
(15%) e Trichoderma (13%). O género Aspergillus com (4%) foi o menos

abundante.
4.3.2.2 ldentificac&o dos fungos em biofilmes formados nos amostradores MF

Foram identificados 323 dos fungos dos biofimes formados nos
amostradores MF. Fusarium foi o género mais abundante (58%), seguido de
Trichoderma (17%), Aspergillus (16%). Penicillium, Cladosporium , Acremonium e
Curvularia foram menos abundantes com (4%, 2%, 15% e 0,6%

respectivamente).

Considerando os fungos nos biofilmes dos amostradores PVC e MF (Tabela
14), os géneros Fusarium, Trichoderma, foram comuns aos dois tipos de
amostradores figurando entre os mais abundantes. Aspergillus, Penicillium e
Curvularia, alternam como mais abundantes num tipo de amostrador e menos
abundantes no outro. Entretanto estes géneros ocorreram como mais abundantes
na agua e estdo presentes aderidos e colonizando biofilmes dos reservatorios.
Como ja mencionado, respresentantes destes géneros s&o reconhecidos como
patdgenos oportunistas, alergénicos e produtores de micotoxinas, os resultados
confirmam um fato j& reconhecido: os biofilmes servem de reservatério de
patégenos incluindo fungos e fonte de contaminacdo (HAGESKAL, et al., 2009;
SIQUEIRA, et al., 2013).



99

Curiosamente o género Pestalotiopsis figurou como mais abundante e
ocorreu em todos os pontos de coleta que receberam amostradores PVC (ETA,
EDF e HC). Pestalotiopsis spp € um fungo filamentoso conhecido como Patégeno
de planta e também ocorre como edofitico. Responsavel por perdas econémicas,
causando doencas e reducdo na prpoducdo de macga, mirtilo, coco, castanha,
gengibre, videira, goiaba, aveld, lichia, mangueira, orquidea, péssego, etc.(
MAHARACHCHIKUMBURA, et al.,, 2013, 2014). Varias espécies tem sido
recuperada de solo, aguas correntes poluidas, madeira, efluentes de fabricas de
papel etc. Algumas espécies tem sido associadas a infec¢gdes de humanos e de
nimais (SUTTON, 1999; MONDEN et al., 2013)

Tabela 14 - Frequéncia relativa de distribuicdo dos fungos dos biofilmes em amostradores
PVC e MF nos pontos de amostragem

Pontos de amostragem ETA RU EDF HC

Tipo de Amostrador PVC MF _PVC* MF_PVC MF PVC MF

Especies Frequéncia relativa (%)

Acremonium Link - 2,2

Aspergillus flavus Link - 3,4 2,5 2,2
Aspergillus neoniveus Samson,

Peterson, Frissvad & Varga - 0,6

Aspergillus parasiticus Speare - 1,2 1,2 29
Aspergillus fumigatus Fresen 0,3 - 1,8
Aspergillus Niger Tiegh (ccomplexo) - 1,8 2,8
Cladoporium cladosporioides Fresen - 1,5

Curvularia pallescens Boedijn 9,1 - 3,6 1,8
Curvularia lunata Wakker, Boedijn - 0,6

Fusarium Solani Mart, Sacc 10,9 52 - 73 56

Fusarium lateritium Nees 55 - 0,3

Mucor SSP Fresen - 0,3

Penicillium citrinum Thom 12,7 - 0,9 1,2 2,2
Penicillium jankzewskii K.M. Zaleski 3,6 -

Pestalotiopsis karstenii Sacc. E. P.

Syd., Stevaert. 12,7 - 12,7 3,6
Trichoderma aureoviride Rifai - 4,0 3,7
Trichoderma harzianum Rifai 10,9 2,2 - 71 1,8

*N&o houve amostrador PVC no RU

Fonte: Oliveira H.M, 2015.

Fusarium solani foi a espécie mais abundante nos biofilmes, mostrou a
habilidade de aderir tanto em placas de PVC como nas membranas do

amostrador MF. Ocorreu na ETA com a maior frequéncia relativa (562% no PVC e
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10,9% no MF) e EDF (7,3%.no PVC e 5,6% no MF). Uma vez que esteve
também presente na agua em todos os pontos de coleta (Tabela 14), ndo é
surpreendente que ocorra nos biofilmes desenvolvidos nos amostradores imersos
nos reservatorios.

Fusarium spp € abundante no solo como saproéfita, mutualista, parasita de
plantas e animais, dentro de habitacbes e em ambientea aquaticos. Muitas
especies de Fusarium formam complexos, como é o caso de F. solani e F
oxysporum, responsaveis por 80% das fusarioses me humanos. Nos sistemas de
agua, especies de formam biofilmes em canalizagées de PVC (cloreto de polivnil).
Fusarium forma biofiimes em lentes de contato e a agua do sistema de
encanamento foi apontada como principal reservatério ambiental para infeccoes
de olhos por Fusarium (SHORT, et al., 2011).

Penicillium ocorreu em todos os pontos de coleta, tanto nos amostradores
PVC quanto MF, P. citrinum compartilha o mesmo valor (12,7 %) de freqiéncia
relativa que Pestalotiopsis karstenii.

O género Trichoderma, aqui representado pelas espécies T. aureoviride e T.
harzianum, ocorreu em todos os pontos de amostragem. T. harzianum foi o mais
frequente. Esse fungo normalmente encontrado no solo e folhas em
decomposicdo mas também causam infeccoes no homem e em animais. A
maioria de infecgdes de Trichoderma em humanos é ausada por Trichoderma
longibrachiatum mas outras espécies incluindo T harzianum, detectado neste
trabalho sdo citadas mais ocasionalmente como causas de doengas em humanos
( Denis, et al., 2014).

4.5 DETECCAO IN SITU DOS FUNGOS NOS BIOFILMES
4.5.1 Biofilmes em placa multipogos
4.51.1 Teste 1

Foi detectado, in situ, o biofilme de A. fumigatus com inéculo de 10°/mL em
R2B, formado em placa multipogos, nos tempos 24, 48 e 72 h, apos coloragio
com CW (Figura 8).

Numa analise qualitativa das imagens de epifluorescéncia percebe-se que

em placas de multipogos a cinética de formacgao do biofilme exibe fase inicial de
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adesao e germinagédo dos esporos em 24 h, desenvolvimento e ramificagao do
micélio expansdo em 48 h, espessamento do micélio formando aglomerados
maiores e consolidagao do biofilme em 72 h.

Figura 8 - Deteccdo de biofilme em placa de multipogos. Teste 1:Biofilme de Aspergillus

fumigatus— ap6s coloragdo com CW (A e B) - 24 h, germinacdo de esporos. (C e D) — 48 h,
expansao do micélio. Na (Figura 9 E e F) - 72 h, espessamento do miccélio, biofiime estabelecido.

24 h

24 h

Fonte: Oliveira H.M, 2015.

Os resultados mostram que em placas de pogos o biofilme monoespécie de
A. fumigatus se estabelece plenamente em 72h. Entretando deve-se levar em
consideragcao que o meiode cultura R2A apesar de ter baixo teor de nutrientes,

ainda é bastante rico em relagdo a agua potavel que em tese, € muito pobre em
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nutrientes. Por esta razdo nos testes seguintes usou-se R2A com

cconcentraacao resuzida em 50%.
4.51.2 Teste 2

Detectou-se biofime de A fumigatus 10°/mLde R2B 50%, formado em placa
multipogos, nos tempos 72 e 96 h, apds coloragdo com CW, a viabilidade foi
comprovada com FDA (Figura 10). As imagens de microscopia de
epifluorescéncia apés coloragdo com CW (Figura 10 A e B) mostraram biofilme de
A. fumigatus bem estabelecido nas 72 h, mesmo com a fonte de nutrientes
reduzidas para 50% da concentracdo normal, as células se apresentam viaveis

como evidenciado pelo fkuorescéncia verde do FDA (Figura 10 C e D).

Figura 9 - Detecgao de biofilme em placa de multipogos. Teste 2: Biofilme de A. fumigatus 10%/mL
em R2B 50%— apés coloragdo com CW. (A e B ) — biofilme de 72 h corado com CW. Em (C )-
biofilme de 72h e D - biofilme de 96 h ambos corados com corante de viabilidade FDA.

Fonte: Oliveira H.M, 2015.

A atividade metabdlica foi verificada com Fun1 (Figura 11), A coloragédo com
Fun 1 (Figura 11 E e F) confirmou pela imagem das estruturas cilindricas
intravacuolares - CIV’s (Figura 11 Fa e Fb) que o biofilme exibiu atividade
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metabdlica mesmo em baixa disponibilidade de nutrientes como é tipico dos

sistemas de agua de consumo humano.

Figsura 10: Detecgéo in situ de biofilme em placa de multipogos. Teste 2 :Biofilme de A. fumigatus:
10°/L em R2B 50%, com 72 h. (E e F) - biofilme apds coloragdo com corante de atividade FUN 1.
(Fa e Fb) ampliagbes de F, para visualizagdo dos ClVs.

Fonte: Oliveira H.M, 2015.

O biofilme monoespécie de A. fumigatus 10°/mLem R2B 50%, de 96 h
formado em placa de multipocos foi testado in situ com sonda PNA FISH probe4
Fumigatus especifica para A fumigatus. A sonda hibridizou bem, os micélios
foram visualizados exibindo fluorescéncia vermelha tipica da sonda, mostrando a
adequabilidade e sensibilidade da sonda PNA-FSH na deteccéo in situ de

A.fumigatus em biofilme formados nas placas de multipogos (Figura 11 A e B).
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Figura 11 - Deteccao in situ de biofilme em placa de multipogos. Teste 2 :Biofilme de 96 h A.
fumigatus 10°/mL em R2B 50%. Ae B - apos hibridizagdo com a sonda PNA-FISH - probe4
Fumigatus.

Fonte: Oliveira H.M, 2015

4.5.1.3 Teste 3

A formacdo do biofilme misto de A. fumigatus + P. brevicompactum,
concentragdo dos esporos 5 x 10* mL™" + 5 x 10*mL™", em meio R2B 50%, de 16
h, em placa de multipogos foi detectada com sonda PNA-FISH probe4Fumigatus
+ CW. A Hibridizacao in situ do biofilme, com sonda PNA-FISH, permitiu distinguir
os filamentos de A. fumigatus das estruturas do P. brevicompactum por
diferenciacdo entre o que estava corado em azul e nao estava
correspondentemente corado em vermelho. Pois o CW corou ambos A. fumigatus
e P. brevicompactum com fluorescéncia azul, enquanto s6 A. fumigatus
fluoresceu em vermelho tipico da sonda PNA-FISH. Deste modo estruturas
coradas em azul sem imagem correspondente em vermelho, foram do Penicillium

brevicompactum (Figuras 12 e 13).

Figura 12 - Detecgao in situ de biofilme em placa de multipogos. Teste 3 Biofiime de 16 h A.
fumigatus + P. brevicompactum, 10%/mL em R2B 50%. Um mesmo campo fotografado com filtro
azul para calcofluor White (A) e com filtro verde para fluorescéncia vermelha (B) - apds hiridizagao
com a sonda PNA-FISH probe4 Fumigatus. Sobreposi¢do das imagens (A+B)
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Figura 13 - Deteccao in situ de biofilme em placa de multipogos. Teste 3 Biofilme de 16 h A.
fumigatus + P. brevicompactum, 10°/mL em R2B 50%. Um mesmo campo fotografado com filtro
azul para calcofluor White (C) e com filtro verde para fluorescéncia vermelha (D)- apés
hibridizagdo com a sonda PNA-FISH probe4 Fumigatus. Sobreposi¢cdo das imagens (C+D)

Fonte: Oliveira, H.M, 2015
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Nas imagens as estruturas destacadas pelo retdngulo exibem fluorescéncia
azul do CW (Figura 12 A e C) e ndo apresentam imagem correspondente no
mesmo campo com fluorescéncia vermelha da sonda PNA FISH especifica para
A. fumigatus.

Na sobreposicado (A+B) e (C+D) é possivel distinguir a estrutura corada so
em azul (P. brevicompactum), enquanto as de A. fumigatus aparecem em tom
lildas, resultante da sobreposicdo do azul com vermelho. representando o A.
fumigaatus unico que se cora em azul (CW) e vermelho da sonda PNA-FISH
probe4 Fumigatus.. O P. brevicompactum cora s6 em azul pois ndo tem RNAr
alvo pra sonda PNA-FISH. Conclui-se que a estrutura (morfologicamente
semelhante a um conidioforo em A e uma estipe em C) é do P. brevicompactum.

Na sobreposigcédo das imagens (A+B e C+D) pode-se notar a predominancia
de estruturas de Aspergillus fumigatus com fluorescéncia simultdnea em vermelho
e azul. Tem-se em aberto aqui, uma questao a investigar: se ha predominancia de
germinagao do Aspergillus fumigatus quando inoculado junto P. brevicompactum
ou algum mecanismo diferencial na adesdo de modo que o P. brevicompactum
praticamente néo participou do biofilme formado na placa de pocos nas condicdes

do teste.
4.5.2 Biofilmes em reator propella
4.5.2.1. Ensaio1

No ensaio de formagao de biofime em reator Propella, com indculo A.
fumigatus 1x10° esporos por mL, duracdo 96 h dias, meio R2B, 500 rpm. Inciou-
se em batelada (circuito fechado) nas primeiras 16 h e depois em continuo. O

biofilme foi detectado in situ com Calcofluor White (Figura 14 e 15).
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Figura 14- Deteccao in situ de biofilme no reator Propella. Ensaio 1: Biofilme de A. fumigatus em
cupom PVC apés coloragdo com CW. A e B estagio inicial germinagdo com 24 h. C e D expansao
do biofilme com 48 h.

C
Fonte: Oliveira H.M, 2015.

Figura 15- Deteccao in situ de biofilme no reator Propella. Ensaio 1: Biofilme de A. fumigatus em
cupom PVC apés coloragdo com CW. E e F biofilme formado com 72 h. G e H biofilme de 96 h.

Fonte: Oliveira H.M, 2015.
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Numa analise qualitativa da cinética inicial de formacgao do biofilme por A.
fumigatus em R2B, com base nas imagens vé-se o estagio inicial de germinagéo
e alguma filamentacéao nas 24 h (Figura 14 A e B), com expansao do micélio em
48 h (Figura 14 C e D) e mais pronunciada até 72 h (Figura 14 E e F) com
biofilme formado. Nas 96 h (Figura 14 G e H) visualmente a expans&o parece
menos pronunciada comparativamente ao intervalo 24-48 h pois nao evidencia
uma camada continua como a que se formou em placas de pogos no mesmo
tempo de formacao (96h). As imagens confirmam a habilidade do A. fumigatus
para formar biofilmes em condi¢des proximas as do sistema de abastecimento de
agua, exceto pela maior disponibildade de nutriente, nas condigcbes acima
descritas. Vale salientar que neste ensaio a concentragdo do R2B esta em 100%
e portanto um teor de nutriente superior ao da agua. O biofilme em formagéao
mostrou expans&o pronunciada nas 72 h, entretando no tempo seguinte (96 h),
nao houve avango signiificativo na formagdo de uma camada consistente e
continua de micélio, como ocorreu no caso das placas de pocos. Podendo-se
supor que a expansdo nao foi acompanhada de correspodente adesdo e
enredamento das hifas.

4.5.2.2. Ensaio 2

Formacao de biofilme em reator Propella, com inéculo A. fumigatus 1x10°
esporos por mL, meio R2B concentragdo 50%, duragdo 72 e 96 h 450 rpm. A
deteccdo in situ com CW (Figura 16 e 17) e microscopia de epifluorescéncia,
permitiu uma analise qualitativa da cinética inicial de formacao dos biofilmes por
A. fumigatus em R2B 50%. As imagens de mostraram neste ensaio, que a
germinacgao foi escassa nas 24 h (Figura 16 A e B). Observam-se pouquissimas
estruturas que sugerem esporos iniciando germinagao, praticamente ausentes.
Nao foi evidenciado o desenvolvimento micelial nas 48 h (Figura 17 A e B).
Obsevou-se que com reducdo de 50% nos nutrientes e sem bateladas, a
formacéo do biofilme ndo se consolidou para este tempo e condi¢des de ensaio.
Este ensaio foi em continuo e a retirada de um periodo inicial em batelada pode
ter interferido negativamente na adesao inicial. Com a redugédo de nutriente é

possivel que os fendmenos de formacédo do biofilme necessitem de um prazo



109

maior para se acontecer. Nado houve formacdo de biofime para o tempo e
condicdes deste ensaio.

Figura 16 - Deteccao in situ de biofilme no reator Propella. Ensaio 2: Biofilme de A. fumigatus em
cupom PVC apés coloragdo com CW. A e B cupom com 24 h,

A

Magnification: 30 x

Fonte: Oliveira H.M, 2015.

Figura 17 - Deteccao in situ de biofilme no reator Propella. Ensaio 2: Biofilme de A. fumigatus em
cupom PVC apés coloragao com CW. A e B cupom com 48 h,

Fonte: Oliveira H.M, 2015.

45.2.3. Ensaio 3

Formacgao de biofilme misto em reator Propella, com in6culo A. fumigatus +
P. brevicompactum, concentragdo dos esporos 5x10*/mL + 5x10% mL, meio R2B
50%, duracao 4 dias, 500 rpm. O ensaio foi todo em continuo e a detecgao in situ
com CW + PNA FISH + FUN 1429 (Figura 18 e 19) com objetivo de testar a
formacgao de biofilme misto com os dois dos géneros que foram mais abundantes
na agua do istema.

Uma analise qualitativa da cinética inicial de formacao do biofilme misto de
A.. fumigatus e P. brevicompactum em R2B 50 %, corado com CW. Nas imagens

podem ser visualizados esporos germinando e que a germinagao ocorreu porém
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foi escassa nas 24 h (Figura18 A e B). No tempo 48 h (Figura 18 C e D), nao foi
detectado o crescimento do micélio indicando que a germinagao foi insuficiente ou
que o pouco que germinou nao aderiu na superficie do cupom. Pelas imagens
constata-se que nao se consolidou a formacéo do biofilme misto até 48 h e nas
condicdes testadas. A redugao de 50% nos nutrientes e a auséncia do periodo de
batelada pode ter influenciado negativamente na formag&o do biofilme misto.

Figura 18 Detecgéo in situ de biofilme no reator Propella. Ensaio 3: Biofilme misto de A. fumigatus
e P. brevicompactum em cupom PVC apds coloracdo com CW (A e B) cupom com 24 he (C e D)
com 48 h

Fonte: Oliveira H.M, 2015.

A deteccao in situ do mesmo biofilme misto do ensaio 3 foi realizada com
sonda PNA-FISH para visualizacdo do micélio de A. fumigatus pela exibicao de
fluorescéncia vermelha e com sonda molecular DNA FISH para visualizagdo do
micélio misto jaque a sonda DNA-FISH FUN 1429 exibe fluorescéncia verde para
ambos os fungos (Figura 19).

A hibridizagao com sonda DNA-FISH FUN 1429 (Figura 19 A) e com sonda
PNA-FISH (Figura 19 B) ndo produziu um nivel de sinal detectavel. Nas imagens
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de microscopia de epifluorescéncia ndo sao visualizadass estruturas com sinal

fluorescente vermelho nem verde.

Entre as possiveis causas pode-se supor que as sondas nao hibridizaram
como previsto pela escassez de filamentos, dando baixo sinal de fluorescéncia.
Na auséncia de biofilmendo se pode afirmar que as sondas ndo tinham a
capacidade potencial de hibridizar. Surge aqui um topico para estudos futuros:
testar fatores que influenciam negativamente a formacgao do biofilm e em seguida
otimizar a os protocolos DNA-FISH e PNA-FISH para uso nos coupons do reator

Propella, como temperatura, tempo, solugdes de hibridizac&o, lavagem etc.

Figura 19 Deteccao in situ de biofilme no reator Propella.Ensaio 3: Biofilme misto de A. fumigatus

e P. brevicompactum em cupom PVC com 48 h. Apds hibridizagdo com sonda DNA-FISH (19 A) e
com PNA-FISH probe4 fumigatus (19 B).

Oliveira H.M, 2015.

45.2.4. Ensaio 4

Formacgao de biofilme misto em reator Propella, com inéculo A. fumigatus +
P.brevicompactum, concentragdo dos esporos 5x10%/mL + 5x10*mL, em meio
R2B 50%, duragao 48 h, 400 rpm. O ensaio foi todo em continuo e a detecgéo in
situ foi feita com CW + PNA FISH +FUN 1429 (Figuras 20). A diferenca entre este
ensaio e o anterior foi que o protocolo PNA-FISH foi feito no laboratério da
empresa BIOMODE Biomolecular Determination, em Braga, onde o kit foi
produzido, para se verificar se algum equivoco no protocolo ou solugao seria a

causa do baixo nivel de sinal fluorescente.
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Figura 20 Deteccgao in situ de biofilme no reator Propella. Ensaio 4: Biofilme misto de A.
fumigatus e P. brevicompactum em cupom PVC, biofilme com 48 h. A - Apods hibridizagao
com sonda PNA-FISH probe4 fumigatus (20 A). Apés coloragdo com CW (20 B) e biofilme
com 72 h ap6s hibridizagao in situ com sonda DNA-FISH FUN 1429 (20 C e D).

Fonte: Oliveira H.M, 2015.

As imagens permitiram avaliar qualitativamente, que a mesma auséncia de
sinal detectavel e a nao visualizacdo de estruturas fungicas florescentes do
ensaio anterior se repetiu, mostrando que o ensaio 4 (Figura 20 A, B, C e D)
reproduziu a auséncia de sinal detectavel que o ensaio anterior, possivelmente
pela formacao insuficiente de biofilme para este tempo e parametros do ensaio.
Nao foram observadas estruturas fungicas suficientes para hibridizagdo das
sondas. Novos ensaios serdo necessarios para testar possiveis fatores

intervenientes na ades&o e germinagao, hibridiagdo das sonda PNA-FISH.

45.2.5. Ensaio 5

Formacéo de biofilme misto de fungos e bactéria em reator Propella. Além

dos fungos introduziu-se no ensaio a bactéria Pseudomonas reactans, que foi
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isolada de agua em Portugal. Usou-se iné6culo de fungos A. fumigatus + P.
brevicompactum + P. reactants, concentragdo dos esporos 5x10*/mL + 5x10*/mL
+ 1x10°/mL, em meio R2B 50%, duracdo 48 h, 400 rpm, todo em continuo. A
Deteccao in situ foi feita com sonda PNA FISH + Dapi (Figura 21).

Figura 21 Detecgaoin situ de biofilme no reator Propella. Ensaio 5: Biofilme misto de
inéculo A. fumigatus+ P. brevicompactum + P. reactans em coupon PVC. Em A - biofilme
de 24 h, apds hibridizagdo com sonda PNA-FISH probe4Fumigatus e B- apds coloragao
com Dapi. Em C e D biofilme de 48 h - apés hibridizagao com sonda PNA FISH probe 4
Fumigatus e coloragao com Dapi, respectivamente.

/ eSporOS
e O

T -

>

Fonte: Oliveira H.M, 2015.

As imagens exibem baixo sinal de fluorescéncia da sonda PNA-FISH na
auséncia de estruturas fungicas fluorescentes (Figura 21 A e C). Entretanto a
coloragdo com Dapi mostra um biofilme com bactérias misturadas com os esporos
fungicos numa matriz (Figura 21 B e D).

Mesmo nao havendo germinagao dos esporos fungicos no tempo do teste,
foi possivel observar uma maior quantidade de esporos possivelmente embebidos
na matriz do biofilme. A falta de sinal da sonda PNA-FISH pode ser explicada pelo
fato de que a sonda nao hibridiza esporos, que oferecem resisténcia a entrata da

sonda, e nao ocorreu germinagao e crescimento micelial para hibridizagdo da
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sonda. Mais ensaios serdo necessarios para verificar as condi¢des do teste que
torne possivel a formacao dos biofilmes e as interacdes nos biofilmes mistos. Em
condigdes reais os biofimes na rede de distribuicdo de agua sséao
predominantemente misto e as bactérias sdo apontadas como primeiras
colonizadoras e promotoras de biofiimes. E possivel que algum fator interferente
na adesado e producdo de matriz tenha dificultado aformacédo de biofilmes nas

condi¢des dos ensaios realizados no reator Propella.
4.5 .3 Biofilmes nos amostradores placas PVC

Os biofilmes nas placas de PVC foram formados durante 22 meses,
periodo em que os amostradores ficaram imersos nos reservatoérios, sujeitos as
mesmas varia¢des de temperatura, nutrientes etc que ocorreram no sistema,

inclusive sob mesmo regime hidraulico.

4.5.3.1 Biofilmes nos amostradores PVC na ETA e EDF

Os fungos filamentosos colonizaram os biofilmes formados nas placas de
PVC inseridas nos amostradores imersos nos reservatérios da ETA e EDF. Os
biofilmes foram detectados in situ por meio da coloragdo com CW (Figura 22). Foi
possivel visualizar os filamentos, compativeis com hifas de fungos filamentosos
nos biofilmes formados in situ nos reservatorio da ETA (22 Ae B) e EDF (22 C e
D), principalmente nos trechos em que se posicionaram mais superficialmente nos
biofilmes. A presenca de muitos sedimentos aderidos ao PVC deu ao biofilme
aspecto esponjoso (Figura 22 B e C) com muitas reentrancias e orificios. Na
(Figura 22 B) foi possivel observar filamentos penetrando os orificios irregulares
do biofilme (seta), compativeis com filamentos fungicos nos biofilmes formados
nos reservatorio da ETA (Figura 22 A e B) e EDF (Figura 22 C e D). Estes dados
sdo compativeis com os dados do isolamento de fungos nos amostradores PVC
(ver Grafico 2), onde ETA apresentou maior abundancia de fungos, seguida de
EDF.
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Figura 22 Detecgéo in situ de biofilmes formados em placas PVC no reservatério da ETA. (Figura
22 A e B) e de EDF (Figura 22 C e D) apés coloragcao com CW. Estruturas compativeis com
fungos filamentosos colonizando o biofilme formiado por 22 meses

Fonte: Oliveira H.M, 2015.

4.5.3.2 Biofilmes amostradores PVC no HC

Os biofimes se formaram nas placas PVC inseridas nos
amostradores que foram imersos no reservatério HC (Figura 23 A e B). As
imagens mostraram a ocorréncia de residuos e reentréncias, mas o biofiime é
aparentemente mais claro.

Entretando ndo foram visualizados filamentos fungicos colonizando o
biofilme nos amostradores analisados, As imagens mostram s uma estrutura
compativel com esporo germinando (Figura 23 A), mas muito escasso, mostrando
a baixa frequéncia de fungos nos biofilmes neste reservatério. Este resultado
possivelmente € consequéncia das menores densidades mostradas na
quantificacdo dos fungos na agua, neste reservatério. E sdo coerentes com o
issolamento de fungos nos mesmos tipos de amostradores (Grafico) onde HC é o

ponto com menor ocorréncia de fungos nos biofilmes.
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Figura 23 Detecgéo in situ de biofilme formados em placas PVC no reservatério do HC por 22
meses, a pos coloragdo com CW

Fonte: Oliveira H.M, 2015.

Observa-se a escassez de estruturas fungicas (Figura 20), visualizando-se
apenas uma estrutura compativel com esporo em germinagao, mostrando a baixa
frequéncia de fungos nos biofilmes neste reservatorio. Este resultado
possivelmente € consequéncia das menores densidades mostradas na
quantificacdo dos fungos na agua, neste reservatério. Por sua vez as
densidadesbmais baixas deveu-se provavelmente a uma aplicagdo mais

sistematica de cloro e intensa vigilancia no reservatério HC.

5 CONCLUSOES

Os resultados confirmaram que as aguas em todos os reservatorios
examinados apresentaram fungos filamentos e em densidades significativas. A
ocorréncia de espécies patdgenas/oportunistas, alergénicas ou produtoras de
toxinas nas aguas dos reservatorios fazem do sistema de abastecimento um meio
de disseminagao destes fungos que poderdo chegar aos consumidores finais
pelas vias de ingestao, contato ou aerossolizagao dos mesmos. A detecgao in situ
de fungos filamentosos em biofilmes predominantemente nos reservatorios ETA e
EDF onde a cloracdo se mostrou falha, mostrou que a cloragdo pode funcionar
como uma barreira inicial para a ocorréncia de fungos e biofilmes nos
reservatorios. A contrapartida também foi evidenciada com menor densidade de
fungos na agua e néo deteccao de filamentos fungicos (apenas poucos esporos
em germinagao) nos biofilmes dos coupons analisados do reservatério HC, onde

foi aplicada cloragdo suplementar. A combinacdo das condi¢des tipicas dos
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reservatorios estudados e as caracteristicas fisico-quimicas da agua como baixo
ou nenhum teor de cloro, altas turbidez e temperaturas, disponibilidade de
carbono organico e oxigénio dissolvido favoreceram a ocorréncia de fungos e
biofiilmes no sistema de abastecimento da UFPE. Com base nestas evidéncias
pode-se concluir que os reservatorios (principalmente naqueles onde faltou a
barreira da cloragdo), se constituiram pontos de vulnerabilidade do sistema com
relacdo a deterioragcéo da qualidade da agua.

As placas de pogos foram uma vantajosa estratégia para detecgao in situ e
avaliagao da cinética inicial de formacao de biofilmes. O reator Propella mostrou-
se adequado para simular as condi¢gdes do sistema no estudo da cinética inicial
de formacao dos biofilmes. Entretanto, ensaios adicionais serdo necessarios para
estabelecer ajustes nas ccondigbes dos testes e outros fatores de modo a testar
parametros como concentragcdo do meio de cultura, tempo de ensaio, influencia
de bateladas iniciais nos ensaios, e interagbes entre os organismos em biofilmes
mistos. O Aspergillus fumigatus demonstrou capacidade para formar biofilme
monoespécie nas placas de pocos e no reator Propella. Com relacido aos
biofilmes mistos, mais ensaios serdo necessarios para ajuste dos parametros, de
modo a obter biofilme nos cupons PVC.

A sonda PNA-FISH mostrou-se um método eficaz para detecgao in situ de
Aspergillus fumigatus em biofilmes misto nas placas de pogos. Contudo nos
coupons do reator Propella os protocolos das sondas DNA-FISH e PNA-FISH nao
puderam ser bem avaliados, devido a formacgao insuficiente de biofilmes mistos. O
uso de fluorocromos associados a técnicas fluorescentes foram validos para
deteccao in situ de biofilmes. Permitindo avaliacdo qualitativa e teste de
viabilidade e atividade metabdlica. Considerando algumas espécies de fungos
isolados neste trabalho sdo conhecidos produtores de toxinas ou de metabdlitos,
outros emergem como patdgenos oportunistas de humanos, além dos problemas
organolépticos, uma maior atengédo deve ser dada a presenga desses organismos
na agua de abastecimento e maiores cuidados com os reservatérios onde a agua

fica exposta a riscos de degradagao da qualidade.
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MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES

A tabela 15 descreve os meios de cultura utilizados para as analises
micoldgicas de quantificagdo, isolamemnto, identificagcao e formagéo de biofilmes
em placas de pocos e no reator Propella. A tabela 16 as solu¢gdes usadas nos

Tabela 15, meios de cultura utilizados no experimento

experimentos

Referéncia ou

Meio de cultura ) Finalidade Formulacao
procedéncia

R2A (suplemen- Difco- Becton, Quantificagao Extrato de levedura 0,05%,
tado com cloran- Dickinson and proteose de peptona 0,05%,
fenicol) Company-Sparks, casaminoacidos 0,05%, dextrose 0,05%,
USA amido soluvel 0,05%, 0.3 g piruvato de
sodio 0,03%, fosfato dipotassico 0,03%,
sulfato de magnésio 0,005%, agar 1,5%
e cloranfenicol 0,01% em 1 L de agua

destilada, pH 7,2 £ 0,2
R2B (caldo) Preparado a partir Nutriente para A mesma do R2A , porém sem Agar e

dos reagentes

R2B (caldo) 50% Preparado a partir

dos reagentes

SDA - Saboraud Preparado a partir

dextrose agar (su-  dos reagentes
plementado com
cloranfenicol)

BDA - Batata Preparado a partir

dextrose agar dos reagentes

MEA — Agar extrato Blakeslee (1915)

de malte

CYA - Czapek PITT; HOCKING,

Yeast Extract Agar (1973)

CZ - Czapek Dox Formulado

Solution Agar Czapek(1902),
modificado
Dox (1910).

por

por

formacgao
biofilme

de

Nutriente para

formacgao
biofilme
Quantificacao

Isolamento

identificagcao

Isolamento
identificagcao

Identificagédo

Identificagéo

de

e

sem cloranfenicol
A mesma do R2B com redugéo de 50%
na concentragao

Peptona 1%, dextrose 4%, agar 1,5% e
cloranfenicol 0,01% em 1 L de agua
destilada, pH 5.4-5.8.

Extrato de batata 20%, glicose 2% e
agar 15% em 1 L de agua destilada, pH
6.8-7.0.

Extrato de malte 2%, peptona 0,1%,
glicose 2%, Agar 1,5% em 1 L de agua
destilada, pH 5,0-5,5

Sacarose 3%, nitrato de soédio 0,3%,
fosfato dipotassico 0,1%, sulfato de
magnésio 0,05%, cloreto de potassio
0,05%, sulfato ferroso 0,001%, extrato
de levedura 0,5%, Agar 1,5% em 1L de
agua destilada.

Solugdo de Czapek 10 mL, fosfato de
potassio bibasico 0,1%, sacarose 3%,
Agar 1,5%, em 1 L de agua destilada,

pH 6,0-6,4

Solugéo Czapek:

NaNO; 30 g;

KCL 5¢g;
MgSO,.7H,0O 5g; FeS0,.7H,0
0,1g;

ZnSO4.7H20 0,1 g;
CuS0O4.5H20 0,05g;
Agua destilada100 mL

Fonte: Oliveira H M, 2015
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Referéncia ou

Meio de cultura Finalidade Formulagéao
procedéncia
CZ - Czapek Dox Formulado por Identificacado Solugdo de Czapek 10 mL, fosfato de
Solution Agar Czapek(1902), potassio bibasico 0,1%, sacarose 3%,
modificado por Agar 1,5%, em 1 L de agua destilada,
Dox (1910). pH 6,0-6,4
Solugéo Czapek:
NaNO; 30 g;
KCL 5g;
0,1g;
ZnSO4.7H20 0,1 g,

CuS04.5H20 0,05g;
Agua destilada100 mL

Fonte: Oliveira H M. 2015

Tabela 16 Solugdes utilizadas nos experimentos

Solugéo Finalidade

Preparagao

Sol Estoque de
fosfato de potas-
sio monobasico

Preparagao da agua de
diluicao tamponada

Preparagao da agua de
diluicdo tamponada

Solugao estoque
de cloreto de
magnésio

Agua de diluicao
tamponada

Preparacgao das dilui-
¢des das amostras e
lavagem dos funisde
filtragcao durante o
processo de filtragao
entre amostras
consecutivas.

Dissolver 34 g de KH,PO,, em500 mL
dd agua destilada.

Se necessario ajustar o pH para 7,2
adicionando pequenas quantidades de
hidréxido de sédio 1 N (preparado
dissolvendo 4,0 g de hidroxido de sodio
em 100 mL de agua destilada.

Completar para 1000 mL com agua
destilada

Dissolver 81,1 g de MgCl,.6H,O em
agua destilada e completar para 1000
mL.

Adicionar 1,25 mL da solugdo estoque
de fosfato de potassio monobasico e 5
mL de solugéo de cloreto de magnésio,
dentro de um frasco autoclavavel de
boca larga (cap. 1000 mL) e diluir para
1000 mL com agua destilada.

OBS: antes da utilizagdo das qualquer
alteragdo da turbidez ou presenca de
material em suspensdo. Em caso
afirmativo, a solugdo devera ser
descartada solugdes acima, verificar se
ha e nova solugao preparada.

Fonte; Oliveira H M, 2015
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Solugéo salina com

tween 80

Solugéo corante
azul de lactofenol
ou azul de algodéao

Solugéo de
hipoclorito de sodio
15% viv

Solugéo de Etanol
70%

Solugao de Etanol
80%

Tampao de
hibridizagdo DNA-
FISH

Tampéo de
lavagem

Preparagao da
suspensao de esporos
de fungos

Agua de diluicao
tamponada

Coloragao de laminas
para visualizagao das
estruturas no
microscoépio
Desinfeccao do reator
Propella

Para desidratagao de
biofilme no protocolo
DNA-FISH
Para desidratagao de
biofilme no protocolo
DNA-FISH

Para hibridizagao da
sonda no protocolo
DNA-FISH

Etapa de lavagem no
protocolo DNA-FISH

NaCl 0,85 g mais 0,05g Tween 80 em
100 mL e agua destilada. A solugao deve
ser esterilizada em autoclave a 121 °C
por 5 min.

Adicionar 1,25 mL da solugdo estoque
de fosfato de potassio monobasico e 5
mL de solugéo de cloreto de magnésio,
dentro de um frasco autoclavavel de
boca larga (cap. 1000 mL) e diluir para
1000 mL com agua destilada.

OBS: antes da utilizagao das qualquer
alteragao da turbidez ou presenga de
material em suspensdo. Em caso
afirmativo, a solugdo devera ser
descartada solugdes acima, verificar se
ha e nova solugao preparada.

Fenol fundido: 200 mL/L; Acido latico:

200 mL/L; Glicerina branca: 400 mL/L;

Azul de algodao: 0,5 g/L; Agua purificada:

200 mL/L.

Medir em proveta 150 mL de solugéo de

hipoclorito se s6dio comercial (2 a 2,5%)

e completar para 1000 mL

Medir 736,8 de alcool 96 °GL (=95%) em
baldo volumétrico e completar para 1000
com agua destilada

Medir 842,1,8 de alcool 96 °GL (=95%)
em balao volumétrico e completar para
1000 com agua destilada

360 uL de NaCl 5M, 40 yL de TRIS 1M,
300 yL de formamida, 130 pyL de agua
ultrapura (MilliQ), 4 yL de SDS 10%, em
tubo eppendorf de 2 mL.

1 mL de TRIS 1 M, 3180 pL de NaCl 5 M,
e ajustar para 50 mL em um tubo de
Falcon com agua ultrapura. Adicionar 50
ML de SDS 10% e homogeneizar em
vortex.
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