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MONITORIZACAO EM CONTINUO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA DA AGUA E
BIOFILMES ASSOCIADOS UTILIZANDO UM SISTEMA DE CELULAS DE FLUXO

S. M. BRAGANCAL, N. F. AZEVEDO?; L. CHAVESS; T. JUHNA%; C. W. KEEVIL5; M. J. VIEIRA®

RESUMO

A VIMAGUA, Empresa de Agua e Saneamento de Guimardes e Vizela E.I.M., criada em 19 de
Fevereiro de 2002, tem por missdo 0 abastecimento de agua para consumo humano. Como tal, a
manutencdo da qualidade da &gua potavel desde a estacdo de tratamento de &gua até aos
consumidores € uma das nossas preocupagdes. Contudo, os sistemas de distribuicdo de agua potavel
estdo continuamente expostos a um fluxo de matéria organica biodegradavel e de microrganismos.
Estes Gltimos podem formar estruturas nas paredes das condutas — biofilmes — que Ilhes permite uma
maior resisténcia a desinfec¢ao.

Com o proposito de monitorizar a formagao de biofilmes e a sua interac¢ao na qualidade da agua
instalou-se um sistema de amostragem in situ — reactor de células de fluxo - para a monitorizagdo da
formacdo de biofilmes em sistemas de agua potavel, e testar métodos de detecgdo de microrganismos
patogénicos.

Ao longo do tempo foi monitorizado 0 nimero de bactérias cultivaveis e totais, assim como
parametros fisico-quimicos da agua que abastecia o reactor. Em paralelo, foram desenvolvidas sondas
de PNA para a deteccdo rapida de varios microrganismos (Escherichia coli; Helicobacter pylori) e
testadas em laboratorio, estando ja a ser aplicadas no sistema de células de fluxo.
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1. INTRODUCAO

A qualidade da &gua para consumo humano varia muito na Europa, dependendo do pais e da
extensdo de desenvolvimento de cada regido. Contudo, em todos 0s casos a agua para consumo
humano é um produto muito vulneravel em que a sua qualidade pode deteriorar-se durante o transporte
devido a contaminacdo microbioldgica da fonte e do desenvolvimento de biofilmes no sistema de
distribuicao.

Um sistema de distribuicdo de agua potavel ndo pode ser considerado como um sistema inerte,
mas como um reactor complexo, com interac¢des fisico-quimicas e biologicas. Estas reaccdes estdo
ligadas as interac¢bes das condi¢Bes hidrdulicas regentes na fonte, da natureza dos materiais
utilizados, e da qualidade da agua de distribuicdo (Gauthier, 2002).

Na &gua para consumo humano podem detectar-se uma grande variedade de microrganismos
como bactérias, leveduras, fungos, algas e protozoarios que se podem desenvolver nas paredes das
condutas e dos reservatorios, formando biofimes, que mais tarde podem ser introduzidos na agua
circulante por arrastamento ou erosdo. O crescimento microbiano, principalmente o crescimento sob a
forma de biofilmes, assume um papel primordial nas alteracdes subitas da qualidade da &gua nos
sistemas de distribuicdo de agua potével, resultante da eroséo e do desprendimento de porcbes do
biofilme para a agua circulante, influenciando directamente a qualidade da agua. Deste modo, ao
contabilizarem-se apenas 0s microrganismos presentes na fase liquida corre-se o risco de ndo se obter
informacéo correcta do potencial da contaminacdo, uma vez que as espécies microbioldgicas podem
estar presentes tanto na fase liquida como nas paredes dos tubos em forma de biofilmes (Alegre,
1994).

Assim, a monitorizacdo dos biofilmes e o conhecimento e a compreensdo dos factores que
influenciam o seu desenvolvimento em sistemas de distribuicdo de agua, apresenta-se como um passo
fundamental para desenvolver estratégias de prevencao e tratamento para obter 4gua de qualidade em
qualquer ponto do sistema de distribuicdo. Para melhor compreenséo da forma como um biofilme pode
afectar a qualidade da agua e intervir no seu processo de contaminagédo € essencial conhecer o modo
como varios factores influenciam a formagéo desta pelicula biolégica.

A estrutura e a fisiologia de diversas espécies de biofilmes em sistemas de agua potavel é de
grande importancia, especialmente acompanhando problemas de contamina¢do biologica de
massas/sistemas de agua em anos recentes, por exemplo, o surto de Escherichia coli 0157 em
Walkerton, Ontario, Canada (Holme 2003, Hrudey et al. 2003). No entanto, nem todos os
microrganismos presentes na agua para consumo humano sdo prejudiciais para a saude publica.
(Geldreich, 1990).

A pesquisa de microrganismos patogénicos para 0 Homem na agua de consumo € um ponto
importante quando se faz o controlo de qualidade microbiolégica da &gua. Contudo, tais
microrganismos, quando presentes, encontram-se geralmente em pequeno numero pelo que as
dificuldades técnicas da sua detecgdo e isolamento tornam esta anélise impraticvel como método de
rotina. Adicionalmente, certas bactérias patogénicas, tais como o Mycobacterium avium e o H. pylori
demoram muito tempo a crescer em meios convencionais tornando menor a utilidade desta anélise. Por
esta raz&o, recorre-se a uma abordagem indirecta, pesquisando-se grupos de microrganismos aceites
como indicadores de contaminagdo, nomeadamente fecal, e que ocorrem em populacdes mais
elevadas facilitando assim a sua deteccdo e quantificacdo (Cruickshank, 1985). Estes indicadores



incluem grupos (ndo taxonémicos) de microrganismos que por si s6 ndo sao geralmente perigosos mas
que informam acerca de possiveis contactos da &gua com matérias de origem fecal.

No entanto, ja se provou que alguns microrganismos patogénicos podem estar presentes na
agua mesmo quando a E. coli ndo é detectada, pelo que muita da investigacéo realizada actualmente
se centra em estudos de deteccdo rapida de microrganismos patogénicos.

Por exemplo, um estudo recente de Nuno Azevedo et al. (2003) usando um sistema
microscopico e o desenho especifico de uma sonda de &cidos peptido nucleicos (PNA) permite uma
rapida identificagdo in situ do H. pylori em consorcios de bactérias (Fig.1). Adicionalmente, e no ambito
do projecto europeu foram desenvolvidas sondas para E. coli; Legionella pneumophila; Campylobacter
spp. entre outras (Lehtola et al., 2005).

Figura 1 — Imagem de microscopia de epifluorescéncia onde se visualiza H. pylori aderida a superficies
expostas a agua potavel. As setas indicam zonas de H. Pylori. Reproduzido de Nuno Azevedo et al.
(2003).

Estas sondas foram desenvolvidas no ambito do projecto europeu “SAFER” no qual varias
universidades e companhias de agua colaboram no sentido de desenvolver métodos de detec¢do
rapida de microrganismos que causam preocupacdes de saude publica.

Estes métodos permitem uma répida deteccdo (aproximadamente 2 horas) de varios
microrganismos patogénicos, usando a técnica de fluorescéncia in situ hybridization (FISH), para
sequéncias especificas de rRNA.

2. METODOLOGIA
2.1. Esquema de instalacéo

O esquema de tratamento € constituido pelas operacgdes de filtragdo, desinfeccao e estabilizacdo
— correccdo do pH. A agua depois de filtrada e captada nos drenos instalados no sub-leito do rio, passa
por um filtro de carvdo activado. Depois, na conduta elevatdria, & entrada do reservatério de
regularizacdo de bombagem é efectuada a medicdo do caudal de &gua a tratar e é adicionado
desinfectante - cloro gas. Por (ltimo, a agua € sujeita a correccao do pH com a adi¢do de uma solucéo
de hidroxido de célcio.



As células de fluxo encontram-se instaladas num troco da rede, através de um bypass feito na
conduta distribuidora no final da linha de distribuicdo. A instalacdo experimental utilizada para estudar a
formacdo de biofiimes encontra-se esquematizada na Figura 2, formada por um sistema de duas
células de fluxo em paralelo, cada uma com 10 placas de adesdo em PVC, que pretendem simular
pequenos trogos de conduta da rede de distribuicdo. Mais detalhes podem ser encontrados em Pereira

et al. (2002).
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Figura 2 — Representacdo esquematica da instalacdo experimental da instalacdo experimental usada
nos ensaios de formacao de biofilme.

2.2. Andlises efectuadas

As amostras de agua e biofilme foram colhidas periodicamente entre Outubro 2004 e Janeiro
2005. Nas amostras de agua foi monitorizado o cloro livre, pH e temperatura. Em duas ocasifes, foram
realizadas analises mais completas aos parametros da agua depois desta passar nas células de fluxo
(Quadro 1).

Quadro 1 — Analises efectuadas aos parametros da agua que passava nas células de fluxo. Os
resultados sé&o a media de duas amostras.

Parametro (unidade) Valor
Turvagdo (NTU) 0,53
Alcalinidade Total (CaCO3) 16,85
Ca2+ 7,65
Mg2+ 0,8
Na+ 6,3
K+ 11
NH4+ <0,05
HCO3- 20,5
S042- 33
Cl- 9,35
Mn, total <25
NO3- 58
NO2- <0,01
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Para a amostragem do biofilme, foi retirado uma placa de adeséo de cada célula de fluxo e
substituida por outra. As placas de adesédo eram utilizadas quer para a quantificag@o e bactérias totais
e cultivaveis, quer para visualizacdo com microscopia electrénica de varrimento. O tempo entre a
recolha e a analise das placas de ades&o foi sempre inferior a 2 horas.

Algumas das placas de adesdo foram também utilizadas para a deteccéo in situ do H. pylori e da
E. coli. Para tal, foram utilizadas sondas genéticas de &cidos peptido nucleicos — PNA — que foram
desenvolvidas para hibridizar especificamente com o0s microrganismos em estudo. A deteccdo €
efectuada utilizando um microscépio de epifluorescéncia com filtros sensiveis a sonda e demora menos
de 5 horas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 3 observam-se os resultados em termos de bactérias cultivaveis em R2A (CFU/cm?) e
bactérias totais (BT/cm2), obtidos sobre as superficies de adesdo, em cada célula de fluxo.

UFClem2
BT/em2

Figura 3 - Variacdo da concentracdo de bactérias, expressa em termos bactérias cultiviveis
(UFC/cm?) e de bactérias totais (BT/cm2) no biofilme formado nas superficies de adeséo PVC ao longo
do tempo (cada barra corresponde a uma célula de fluxo). As barras de erro representam o desvio
padrdo. As linhas correspondem & concentragdo de cloro livre na agua ao longo do tempo da
experiéncia.

O numero de ceélulas cultivaveis é indetectavel até aos 12 dias de crescimento do biofilme, mas
observa-se crescimento até aos 50 dias de operacdo do reactor, alcancando um valor de 6x102
UFC/cmz. Contudo, um aumento do cloro livre para 0,8 mg/L fez com que o nimero de células
cultiviveis diminui-se para aproximadamente 1x102 CFU/cm2, valores similares aos obtidos entre os 12
e 0s 25 dias de operacdo. N&o € claro, se a curva se manteria em estado estacionario a partir dos 50
dias ou se continuaria a aumentar. Idéntico ao nimero de células cultivaveis, o numero de bactérias
totais s atingiu valores altos (10° BT/cm?2) apds 12 dias. Neste caso, o pico dos valores obteve-se para
os 32 dias, e um pseudo estado estacionario, com pequenas diferencas no nimero de bactérias totais
derivou do balanco entre a adeséo e o desprendimento das bactérias pareceu ser atingido. O aumento
do cloro livre afectou este parametro, e as BT decresceram para 5x105 BT/cm?2 depois dos 50 dias.

Quando se compara os resultados obtidos das duas células de fluxo, observam-se facilmente
algumas diferencas significativas. Estas diferencas, sdo mais notaveis quando se comparam os valores
de UFC. Contudo, nenhuma célula de fluxo apresenta constantemente valores mais elevados, o que
implica que estas variacdes provenientes da heterogeneidade dos biofilmes formados a superficie.

Durante toda a experiéncia, o pH da &gua manteve-se entre os valores de 7 — 7,6, no entanto a
temperatura decresceu lentamente dos 17°C para os 9°C a medida que o Inverno se aproximava.



A visualizagdo de superficies expostas a agua ao longo do tempo por microscopia electronica de
varrimento permitiu visualizar a presenca de diferentes tipos de microrganismos eucariotas
(aparentemente do género Nitzschia spp. e Cyclotella spp.), bem como areas da superficie cobertas
por biofilme.

A observacdo de placas de adesdo apds a hibridizacdo com sondas genéticas permitiu a
identificacdo da E. coli. E importante mencionar que esta detecco ocorreu apesar de os resultados
obtidos através dos meios de cultura usuais terem sido negativos. Resta saber, por isso, se esta
deteccdo apenas se refere a células mortas de E. coli ou se estamos na presenca de células viaveis
mas ndo cultivaveis.

Assim, a utilizacdo de células de fluxo em combinacdo com sondas de PNA poderd ser uma
técnica promissora de deteccdo de microrganismos patogénicos em biofilme em tempo real e um futuro
desenvolvimento desta técnica permitird a deteccdo simultdnea de espécies diferentes na mesma
amostra.
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