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RESUMO

A qualidade da agua € muito importante para a saude e bem-estar do ser humano, e
o0 sistema de abastecimento publico deve fornecer agua de qualidade e em
quantidade suficiente para toda a populacdo. As estacdes de tratamento de agua
constituem o principal caminho para obtencdo de agua de qualidade. Quando isso
nao ocorre, Vvarios problemas podem afetar a populagéo, pois esta passa a consumir
agua com qualidade inadequada com o risco constante de surgimento de varias
doengas. A potabilidade microbiologica é determinada pela verificacdo da presenca
de bactérias do grupo coliformes (totais e termotolerantes) indicadores da possivel
presenca de agentes patogénicos causadores de doencas de veiculacdo hidrica.
Entretanto os coliformes totais e coliformes termotolerantes tém certas limitacdes,
principalmente, no que se refere a predicdo do risco de infecgcBes por outros
microrganismos. A eliminacdo de microrganismos em 4&gua tratada reduz a
competicdo, favorecendo a multiplicagdo de bactérias resistentes ao cloro como as
do género Mycobacterium freqiientemente isoladas de aguas tratadas e cloradas.
Considerando a ndo indicacdo da pesquisa de micobactérias nos exames
laboratoriais de rotina para controle de qualidade de agua para consumo humano e
outros usos, o0 objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de micobactérias
ambientais no sistema de abastecimento de agua de origem superficial da cidade de
Araraquara — SP e avaliar a agua distribuida a popula¢cédo de acordo com os padrdes
de potabilidade exigidos pela legislacdo vigente. Foram analisadas 40 amostras de
aguas, assim distribuidas: dez de agua bruta colhidas na Estacdo de Tratamento de
Agua (ETA); dez colhidas apés filtracdo; dez colhidas no reservatdrio apés cloracéo
e dez na rede de distribuicdo. As dez amostras coletadas apds tratamento estavam
em concordancia com a Portaria 518/2004 quanto a coliformes totais, coliformes
termotolerantes/E.coli. e em relacdo aos parametros de turbidez, pH e cor aparente;
apenas o cloro residual estava fora do padrdo quando avaliado na rede de
distribuicdo. Foram recuperados 43 isolados de micobactérias e caracterizados com
relacdo a velocidade de multiplicacdo e formacdo de pigmentacdo. Todos o0s
isolados foram submetidas ao PCR-PRA. As micobacterias identiifcadas foram M.
lentiflavum, M. parafortuitum, M. genavense, M gordonae, M. fortuiutum, M.
confluentis, M. duvalii, M. avium subespécie paratuberculose e M. szulgai. Concluiu-
se que a agua é importante fonte de micobactérias ambientais provavelmente
relacionadas a varias doencas humanas, sugerindo-se a realizagcdo de
acompanhamento continuo desses microrganismos no sistema de agua potavel.
Palavras chave. Micobactérias, agua, abastecimento publico



ABSTRACT

Water quality is very important for the health and well being of humankind and the
public supply system to provide water quality and quantity sufficient for the entire
population. The water treatment is the main way to obtain water quality. When this
does not occur several problems can potentially affect the population that is
consuming inadequate water with the constant risk of emergence of various diseases
for the community. The microbiological potability is mainly determined by verifying the
presence of coliform bacteria (total anf fecal), which indicate faecal contamination,
one of the most responsible for the transmission of water-borne diseases for the
population, however the total coliforms and fecal coliforms have certain limitations
especially with regard to predicting the risk of infections by other pathogens. The
elimination of microorganisms in treated water reduces competition by favoring the
growth of bacteria resistant to chlorine as the genus Mycobacterium frequently
isolated from treated and chlorinated water. Given the failure to mention the
demonstration of mycobacteria in routine laboratory tests for quality control of
drinking water and other uses, this research aims to verify the presence of
environmental mycobacteria in the system of water supply, the source surface and
groundwater, the city of Araraquara - SP and assess whether the water distribution
systems meets the standards of potability required by law.We analyzed 24 water
samples from Station Water Treatment (ETA), all of which were after treatment in
accordance with the Decree 518/2004 concerning the total coliforms and fecal
coliforms(thermotolerant),with respect the parameters of turbidity, pH, apparent color
and chlorine residual, only this last was the culprit when analyzed in the distribution
network. Of the 24 water samples, 15 (62.5%) were positive for isolation of
mycobacteria Recovery of 35 strains which were characterized with respect to speed
of growth and formation of pigment. Only 43 strains were subjected to PRA. In raw
samples there was predominance of rapidly growing mycobacteria, and having his
profile characterized by PRA and with M. parafortuitum, M. genavense M gordonae,
M. fortuiutum, M. confluentis, M. duvalii, M. avium subespécie paratuberculose e M.
szulgai (slow-growing non-pigmented). Already in less contaminated waters, the
isolates had profiles characteristic of M. lentiflavum. With these preliminary results
suggest that water is an important source os mycobacteria. The environmental
mycobacteria are involved in a variety of human diseases, so it is hecessary to carry
out continuous monitoring of mycobacteria in the drinking water system.

Key words: water, public supply, environmental mycobacterium



CAPITULO 1

INTRODUCAO

A agua € o elemento fundamental da vida. Seus multiplos usos séo
indispensaveis a um largo espectro das atividades humanas, onde se destacam,
entre outros, o abastecimento publico e industrial, a irrigacédo agricola, a producao
de energia elétrica e as atividades de lazer e recreacdo, bem como a preservagao
da vida aquatica.

O abastecimento de agua, cada vez mais, tem preocupado 0s gestores
publicos, pois a falta de acesso a agua de qualidade tem sido considerada fator de
risco para a saude. Quando as estacfes de tratamento de agua sdo construidas ou
operadas de forma irregular, a agua produzida pode ser de risco a saude da
populacao.

A Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de S&o
Paulo (CETESB) é o 6rgao responséavel pelo acompanhamento da qualidade das
aguas dos rios e reservatorios do Estado de S&o Paulo. Essa demanda é atendida
por meio da rede de monitoramento, onde a caracterizacdo da qualidade da agua é
realizada por meio de analises de variaveis fisico- quimicas e bioldgicas, tendo como
base a Portaria n° 518/2004, do Ministério da Saude (BRASIL, 2004), sendo essa, a
normativa que estabelece os procedimentos e responsabilidades relativas ao
controle e a vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e que também
define seu padrdo de potabilidade. Também, essa portaria determina os valores
maximos permitidos para parametros fisico-quimicos e o0s indicadores
microbiolégicos (coliformes totais e coliformes termotolerantes/E. coli ).

Espécies de enterobactérias do género Escherichia, juntamente com os
géneros Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella, sdo os principais representantes do
grupo coliforme. Os coliformes totais e coliformes termotolerantes possuem certas
limitagGes, principalmente, no que se refere a predicdo do risco de infeccbes por
outros microrganismos. Por terem um tempo de vida relativamente curto e por serem
susceptiveis aos processos de tratamento de agua, esses microrganismos tornam-
se indicadores ineficazes de contaminacdo da agua por protozodrios e virus, além

da ocorréncia de algumas bactérias potencialmente patogénicas, que podem
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multiplicar-se no sistema de distribuicio de &gua como as micobactérias,
Aeromonas, Legionella (SZEWZYK et al., 2000).

As recomendacdes dessa portaria indicam que 0s rumos para a avaliacdo da
qualidade das aguas de consumo tornam-se cada vez mais complexos devido a
qualidade decrescente da &gua bruta captada em mananciais deteriorados,
reforcando que acdes nas areas de saneamento ambiental sdo dindmicas e devem
refletir as continuas alteracdes ambientais.

A grande maioria das aguas de abastecimento distribuidas para a populacao
tem sua origem em rios, ou seja, agua superficial e, quase na sua totalidade, os
tratamentos sdo convencionais utilizando as etapas de mistura rapida, coagulacao,
floculacéo, sedimentacao, filtracdo e desinfec¢do. (PARDO, 1996).

A cloracao é utilizada para desinfec¢éo residual no sistema de abastecimento,
para impedir a recontaminacao da agua e para manter os padrdes microbioldgicos
dos primeiros pontos da desinfeccdo (RODRIGUEZ et al., 2008). Todavia, com a
eliminacdo de microrganismos em agua tratada reduz a competicdo favorecendo o
crescimento de bactérias resistentes ao cloro como as do género Mycobacterium,
sendo essas frequientemente isoladas de aguas tratadas e cloradas (LEITE, 1991,
DAILLOUX et al.,, 1998. TAYLOR, 2000; FALKINHAM, 2003; GOMILA; RAMIREZ;
LALUCAT, 2007).

A maioria das micobactérias ambientais ndo € patogénica para humanos,
entretanto, algumas espécies podem se comportar como oportunistas e, portanto,
podem ser responsaveis por doenca em pessoas com maiores predisposicdo como
criancas, idosos e imunodeficientes (LE DANTEC et al., 2002; SEPTEMBER,;
BROZEL & VENTER, 2004; TORVINEN et al, 2004; VAEREWIJCK, 2005;
HILBORN et al., 2006).

Portanto, como a agua é um insumo indispensavel a vida, necessita-se de um
monitoramento da sua qualidade, observando o0s parametros e padrdes
determinados pela legislacdo em vigor para aguas destinadas ao consumo humano,
como variaveis fisico-quimicas e microbiolégicas, além da pesquisa complementar
de outros microrganismos que podem estar presentes nas aguas naturais e/ou
tratadas que oferecerem riscos a saude. Entre esses microrganismos, mais
recentemente, as bactérias ambientais do género Mycobacterium, podem ser

potencialmente patogénicas para os humanos e estes microrganismos, por serem
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resistentes a cloracgédo, justificam a realizacdo sistematica de pesquisas para sua
deteccdo como avaliagdo complementar na rotina laboratorial podendo auxiliar em
acOes de controle mais eficaz resultando em melhor garantia da qualidade da agua

consumida pelos usuarios.

1.1 Tratamento da Agua

A agua para o consumo humano deve ser potavel, significando assim que ela
esteja livre de microrganismos patogénicos ou sustancias que possam prejudicar a
saude (PARSEKIAN, 1998). Para que sejam alcancados esses quesitos sao
utilizados processos de tratamento que tornem os parametros fisico-quimicos e
microbiolégicos coerentes com indicadores de qualidade, uma vez que esses

processos sao compreendidos pelas seguintes etapas.

1.1.1 Coagulacéo e Floculacao

O processo de coagulacdo tem a finalidade de transformar as impurezas da
agua que se encontra em suspensao fina em estado coloidal. No inicio do processo,
sdo adicionados no canal de entrada da ETA, solucdes de Cal e o Cloreto Férrico ou
sulfato de aluminio. Em seguida, a agua é encaminhada para o tanque de Pré-
Floculacdo para que o coagulante e a cal se misturem uniformemente no liquido,

agindo, portanto de uma forma homogénea e efetiva. (DAAE, 2010).

Na etapa da floculacdo, a agua € submetida a uma agitacdo mecanica para
possibilitar que os flocos se agreguem com o0s sélidos em suspensédo, permitindo

desta forma, uma decantacdo mais rapida (DAAE, 2010).

1.1.2 Decantacao e Filtragéo

J4, a etapa de decantagdo tem o objetivo de remover as particulas em
suspensdo mais densas que a agua por acdo da gravidade. Para um melhor
resultado, o percurso da agua floculada para os decantadores deve ser o menor

possivel e em condicbes que evitem a quebra dos flocos ou que impecam a
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sedimentacdo das particulas. Assim, as particulas mais densas que a gua irdo se
depositar no fundo do decantador (DAAE, 2010).

No processo da filtracdo acontece a retencdo de particulas soélidas por meio
de membranas ou leitos porosos e nas ETAs, ha a utilizacdo de filtros de carvéo
ativo, areia e cascalho. Para o funcionamento dos filtros, € necessaria a realizacdo
de dois controles: a) Controle do nivel de &gua; b) Controle da vazéo de entrada de

agua decantada para os filtros e saida de agua filtrada (DAAE, 2010).

As ETAs possuem filtros rdpidos que funcionam por acdo da gravidade e sob
pressdo. Sdo lavados a contra-corrente (inversdo de fluxo) com uma vazao capaz

de assegurar uma expansao adequada para o meio filtrante (DAAE, 2010).

1.1.3Cloracgéo e Fluoretagao

ApOs a remocdo de todas as impurezas, adiciona-se um desinfetante,
geralmente o cloro, que tem por finalidade inibir a multiplicacdo microbiana. O cloro
€ um dos principais agentes bactericidas e deve estar presente numa determinada
concentracdo para que a agua mantenha-se adequada durante todo o trajeto de
abastecimento (BRASIL, 2004). Na saida da ETA o cloro residual livre na dgua deve
estar com uma concentracdo de, no minimo, 0,5 mg/L e em qualquer ponto da rede
de distribuicdo a concentracdo minima deve ser de 0,2 mg/L (BRASIL, 2004).

Na etapa final, realiza-se a fluoretacdo que visa proporcionar uma medida
segura e econdmica de auxiliar na prevencéo da carie dental infantil. Nas ETAs, é
utilizado o fldor sob a forma de Acido Fluorsilicico sendo que as dosagens de flior
utilizadas para o tratamento da agua devem seguir as normas convencionais dos
padrdes de potabilidade (0,6 a 0,8mg/L) (DAAE, 2010).
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Figura 1 — Esquema Geral do Processo de Tratamento de Agua realizado nas ETAs.

1.2 Controles fisico-quimicos da 4gua

ApOs todos o0s processos para a purificacdo e desinfeccdo da agua, deve ser
realizado um controle analitico para verificar se a agua, que serda distribuida para a
populacdo, esta isenta de sustancias toxicas e microrganismos patogénicos. Para
isto, controles analiticos s&o realizados rotineiramente e consistem em exames
guimicos, fisicos e microbiolégicos (BRASIL, 2004).

Os controles quimicos tém por finalidade quantificar sustancias inorganicas,
tais como cadmio e arsénico, substancias organicas, como benzeno e acrilamida,
agrotoxicos, como metolacloro e atrazina, desinfetantes e produtos secundarios da
desinfeccdo, como o cloro e pH. Também, estas sustancias devem obedecer a
concentracbes maximas estabelecidas para que ndo ofereca risco a populagédo
(BRASIL, 2004). Os controles fisicos, como padréao de cor e turbidez, determinam a
concentracdo de materiais dissolvidos e em suspensdo presentes e estes devem
estar em niveis seguros para que nao afetem a qualidade do abastecimento.

Dos 33 parametros fisicos quimicos de qualidade da agua, os mais utilizados

na sua avaliagcédo séo:

1.2.1 Turbidez

A turbidez é uma caracteristica da agua que resulta da presenca de particulas
em estado coloidal, em suspensao, matéria organica e inorganica finamente dividida,

plancton e outros organismos microscopicos. Expressa a interferéncia a passagem
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de luz através do liquido. Portanto, simplificadamente, ela verifica a transparéncia da
adgua. A turbidez da &gua bruta é um dos principais parametros de selecdo de
tecnologia e controle operacional dos processos de tratamento. Em mananciais
superficiais, pode apresentar variacfes significativas entre periodos de chuva e
estiagem.

Na agua filtrada, a turbidez assume a funcdo de indicador sanitario e néo
meramente estético. A remocao da turbidez mediante filtracdo indica a remocéao de
particulas em suspensao, incluindo cistos e oocistos de protozoarios.

A turbidez da &gua apos a pré-desinfeccéo, precedida ou ndo de filtracdo, é
também um parametro de controle da eficiéncia da desinfec¢é@o, no entendimento de
gue particulas em suspensdo podem proteger os microrganismos da acdo do
desinfetante (OMS,1995).

1.2.2 Cloro residual

Um dos mais importantes atributos de um desinfetante é a sua capacidade de
manter residuais minimamente estaveis apos sua aplicacdo e apés as reacdes na
agua, sendo esta uma das principais vantagens do cloro.

Na saida do reservatério, a avaliacdo do cloro residual cumpre papel de
indicador da eficiéncia da desinfeccdo. No sistema de distribuicdo, a manutencédo de
cloro residual objetiva prevenir a pds-contaminacdo, e a sua avaliagdo também
indica a seguranca da agua distribuida. Assim, o cloro residual € um paradmetro
indicador da potabilidade microbiolégica da agua. Em geral, considera-se que 0s
problemas de odor e sabor na dgua sdo mais sentidos em concentra¢cdes acima de
1mg/L e que nenhum efeito adverso a saude é observado até teores de cloro livre de
5mg/L (OMS, 1995).

1.2.3 pH

Ele é determinado pelo grau de acidez ou basicidade; também & um fator
importante de qualidade da agua, selecionando os organismos que nela vivem,
alterando processos biologicos e tornando-a, mais ou menos recomendavel ao

consumo humano. O pH da agua potavel deve ser préximo ao neutro e estar entre
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6,0 e 9,0 para que possa ser utilizado para o abastecimento publico (CONDINI,
1998).

As alteracbes bruscas de pH de uma agua podem causar desaparecimento
de seres presentes na mesma, os valores fora da faixa recomendada podem alterar
o sabor, além de que podem contribuir para corrosdo do sistema de distribuicdo de
agua, ocorrendo com isso, extracdes de outros metais como, por exemplo, ferro e

cobre que dificultam ainda mais a descontaminacao das aguas (MATOS,1999).

1.2.4 Cor

A cor é uma medida que indica a presenca na agua de substancias
dissolvidas, ou finamente divididas (material em estado coloidal). Assim como a
turbidez, a cor € um parametro de aspecto estético de aceitacdo ou rejeicdo do
produto (SABESP, 2010).

De acordo com a Portaria 518/04 do Ministério da Saude o valor maximo
permissivel de cor na agua distribuida € de 15,0 U.C. (BRASIL, 2004)

1.3 Doencas de veiculacéo hidrica

Os patdégenos existentes na agua podem se classificar em quatro grupos,
tendo por base as caracteristicas quimicas, fisicas e fisiologicas. Por ordem
crescente de complexidade tém-se os virus, bactérias, protozoarios e helmintos
(PEDLEY, 2004). Os microrganismos normalmente presentes na agua podem ter o
seu habitat nas aguas de superficie, podendo ter sido transportados por enxurradas,
provir de esgotos domésticos e outros residuos organicos que atingiram a agua.

Os patégenos associados a agua sao também transmitidos por alimentos e,
como tal, € de dificil determinacdo a origem de muitas das infeccbes esporadicas, a
ndo ser que haja uma falha no processo de tratamento de agua, uma desinfeccéo
deficiente, ou a elevada entrada de agua contaminada. A ocorréncia de bactérias
patogénicas como Salmonella, Shigella, Vibrio e Campylobacter sdo raramente
encontradas, todavia, uma grande variedade de patogénicos oportunistas como
Aeromonas, Pseudomonas e algumas espécies de Mycobacterium comumente
encontrados em aguas (FRICKER, 2003).
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A espécie e numero de patdgenos variam tempordria e espacialmente,
dependendo da sazonalidade das infec¢cdes humanas e das caracteristicas dos
sistemas aquiferos, além do que as doencas microbianas e sua severidade variam
acentuadamente com o microrganismo (PEDLEY, 2004), podendo variar entre
doencgas “simples” como a gastrenterite até fortes diarréias que podem ser fatais,
como a febre tiféide, entre outras.

As doencas relacionadas com a agua podem ser causadas tanto por agentes
microbianos como por agentes quimicos, sendo que as primeiras apresentam
carater infeccioso ou parasitdrio e podem penetrar no organismo por via
predominantemente oral ou via cutdneo-mucosa. Podem ser classificadas como
doencas de transmissdo hidrica ou doencas de origem hidrica. As primeiras
caracterizam-se pela funcdo da dgua como veiculo do agente infeccioso enquanto
que as segundas derivam da presenca de certas substancias contidas na agua em
teores inadequados. (UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, 2010). Entretanto,
de um modo geral, em termo microbiolégico, as doencas de transmisséo hidrica tém
maior relevancia.

As doencas de transmissao hidrica trazem consequéncias ao aparelho
intestinal pela presenca na agua de excre¢fes humanas ou de animais infectados.
Podem ser originadas por diversos tipos de microrganismos patogénicos, entre 0s
quais, bactérias, protozoarios, vermes (helmintos), larvas e virus; se destacam
doencas como a febre tifdide, cblera e doencas gastrointestinais (UNIVERSIDADE
ESTADUAL PAULISTA, 2010).

A Tabela 1 apresenta uma relacdo de organismos patogénicos e suas
respectivas caracteristicas, de modo a facilitar a visualizacdo da importancia relativa
de cada microrganismo na transmissdo de doencas via abastecimento de &agua.
Verifica-se que os fatores que favorecem a transmissdo de doencas sédo a
sobrevivéncia prolongada na agua, a possibilidade de reproducdo na agua,

particularmente em sistemas de distribui¢o, a resisténcia elevada a desinfeccéo.
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Tabela 1. Organismos patogénicos de veiculag&o hidrica e transmisséo fecal-oral e sua importancia para o abastecimento de
agua.

Agente patogénico Importancia Persisténcia na Resisténcia ao
para saude agua® cloro®
Bactérias
Campybobacter jejuni. Consideravel Moderada Baixa
Escherichia coli patogénica Consideravel Moderada Baixa
Salmonella typhii Consideravel Moderada Baixa
Outras salmonelas Consideravel Prolongada Baixa
Shigella spp. Consideravel Breve Baixa
Vibrio cholerae Consideravel Breve Baixa
Yersinia enterocolitica Consideravel Prolongada Baixa
Pseudomonas aeruginosae Moderada muﬁi?)(ljiserlr;-se Moderada
Aeromonas spp. Moderada muﬁi?)(ljisg;-se Baixa
Virus
Adenovirus Consideravel - Moderada
Enterovirus Consideravel Prolongada Moderada
Hepatite A Consideravel - Moderada
e sy consnae : -
Virus de Norwalk Consideravel - -
Rotavirus Consideravel - -
Protozoarios
Entamoeba hystolitica Consideravel Moderada Alta
Giardia lamblia Consideravel Moderada Alta
Cryptosporidium parvum Consideravel Prolongada Alta

- desconhecido ou n&o confirmado

#Periodo de detecgdo da fase infecciosa na 4gua a 20°C: breve, até uma semana; moderada, de uma semana a um
més; prolongada, mais de um més.

® Quando a fase infecciosa encontra-se em estado livre na agua tratada com doses e tempos de contato tradicionais.
Resisténcia moderada, o agente pode n&do acabar completamente destruido; resisténcia baixa, o agente acaba
completamente destruido. Fonte: OMS (1995)
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Alguns organismos podem causar sérios agravos a saude muitas vezes
podendo ser letais, por exemplo, a febre tifide, célera e hepatite. Outros séo
responsaveis por consequéncias mais amenas, como as diarréias provocadas por
rotavirus e Cryptosporidium que podem se agravar quando acomete grupos
vulneraveis, como idosos, criangas subnutridas ou individuos imunocomprometidos.
Embora possivel, a associacdo de doencas causadas por helmintos com o consumo
de agua € menos freqiente, sendo o consumo de alimentos e 0 contato com solo
contaminado os modos de transmissédo mais frequientes (BRASIL, 2007).

Problemética crescente esta relacionada a transmisséo de protozoarios, como
Giardia e Cryptosporidium. A giardiase e criptosporidiose sdo doencas de
veiculacdo hidrica que incluem a participacdo de animais domésticos e silvestres e
do homem (THOMPSON, 2000) e tem como principais fontes de contaminacao 0s
esgotos sanitarios e as atividades agropecuéarias. Sua remocdo no processo de
tratamento de agua é mais dificil que dos demais organismos patogénicos e as
técnicas de pesquisa em amostras de agua ainda estdo em fase de consolidacéo.
(BRASIL, 2007).

Na Tabela 1 a listagem dos organismos patogénicos possiveis de transmissao
via abastecimento de agua para consumo humano néo é definitiva, sendo cada vez
mais frequentes as evidéncias de transmissédo de doencgas “emergentes”. Verifica-se
gue a tabela possui muitas incertezas que ainda cercam 0s riscos associados aos
virus; os protozoarios também tem sido identificados como agentes de surtos
associados com o consumo de agua, incluindo Cyclospora, Isospora, Microsporidium
e Toxoplasma.

A persisténcia desses microrganismos na agua € afetada por varios fatores
como as caracteristicas e estado de manutencdo do sistema de distribuicdo de
agua, tempo de permanéncia e estagnacdo do sistema, quantidade de carbono
residual, efeitos da luz solar, carga organica da agua e temperatura, sendo esse
altimo um dos fatores mais importantes (PRESCOTT, HARLEY, KLEIN, 1999).

A deplecéo de cloro na 4gua também é um fator que possibilita a persisténcia
dos microrganismos patogénicos. Isso pode ocorrer por incidéncia da radiagao solar
qgue quebra as ligacdes instaveis do cloro, a existéncia de urina que reduz o cloro

livre disponivel e ao arejamento que consome o cloro livre (GILBERT, BLAKE,1998).
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A concentracgdo de cloro residual livre entre 0,2 e 0,5 mg/L é, geralmente, suficiente
para controlar a densidade de microrganismos na agua.

A multiplicacdo de bactérias patogénicas no interior de protozoarios, isto €, a
associacdo dessas com o0s protozoarios livres resultam numa estratégia de
sobrevivéncia no ambiente. Assim, 0s protozoarios servem ndo s6 de reservatorio
para manutencdo de bactérias patogénicas no ambiente mas também como vetor de
transmissao de doencas humanas e animais (PEDLEY, S., et al. 2004).

A persisténcia dos microrganismos na agua tem sido alvo de discusséao por
muitos autores devido ao fato do estado adquirido por muitas bactérias patogénicas
designado como estado latente, que pode contribuir para um aumento da sua
persisténcia no ambiente. Alguns propdem que essas mudancas reguladas ao nivel
estrutural e funcional representam uma estratégia para a sobrevivéncia do
microrganismo, enquanto que outros argumentam que € meramente uma condi¢do
na qual as células se tornam progressivamente debilitada até que finalmente morrem
(PEDLEY, S., et al. 2004).

De acordo com a primeira hipotese, a laténcia desses microrganismos
permite-lhes a sobrevivéncia, fato que lhes propicia um aumento na probabilidade de
infectar o hospedeiro e causar doenca. Por outro lado, isso pode traduzir-se numa
estratégia regulada para a sobrevivéncia na medida em que na presenca de
condicBes favoraveis a bactéria € capaz de reverter para um estado viavel ou
infeccioso (MIGUEL, 2007).

A existéncia desse tipo de células tem sido descrita para uma grande
variedade de microrganismos dos quais se destaca Campylobacter, Aeromonas,
Legionella e membros da familia Enterobacteriaceae (MIGUEL, 2007).

Outro fator que contribui para a presenca e sobrevivéncia de microrganismo
no sistema de abastecimento de agua € a presenca de biofilmes, pois este confere
aos microrganismos patogénicos um ambiente adequado a sua sobrevivéncia e
proliferacdo. Os biofilmes sdo constituidos por populacdes de bactérias bem
adaptadas que representam um ecossistema de dificil erradicacéo e a sua formacgéo
ocorre quando se desenvolvem condicdes quimicas e fisicas adequadas a
colonizacédo do sistema na interface da rede de distribuicdo, além da presenca de
nutrientes suficientes, temperatura estavel e resisténcia a produtos de desinfeccgéo.

Ressalta-se que os biofilmes albergam uma grande quantidade de bactérias
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encontradas em aguas para 0 consumo, pois é nele que ocorre 0 crescimento
microbiano mais significativo (BERGER, CLARK, REASONER, 2000).

Alguns organismos sdo capazes de colonizar sistemas de distribuicdo e
podem ser transmitidos via inalacdo de aerossois, como as bactérias do género
Legionella e os protozoarios Naegleria fowleri e Acanthamoeba spp., que sdo o0s
agentes, respectivamente, de encefalite meningocécica amebiana e meningite
amebiana. Entretanto, varias bactérias, usualmente de vida livre como as
Pseudomonas aeruginosa, Flavobacterium, Acinetobacter, Klebsiella, Serratia e
Aeromonas, reconhecidamente patogénicas oportunistas, também apresentam a
capacidade de colonizar sistemas de distribuicdo de agua, constituindo um risco a
saude de grupos populacionais vulneraveis (BRASIL, 2007). A Tabela 2 apresenta
as principais vias de transmissao de patdégenos relacionados com a agua. (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2004).

Tabela 2 - Vias de transmissdo para patogénicos relacionados com a 4gua.

Inalacao e aspiracéo

Ingestéo o Contato
(aerossois)
Pele, membranas,
Gastrointestinal Respiratoério mucosas, feridas,
olhos
Bactérias Virus Protozqarlos €
helmintos

. Cryptosporidium Mycobactérias (ndo Mycobactérias (ndo

Campylobacter spp. Adenovirus parvum tuberculosas) tuberculosas)

E. coli Enterovirus Dranquncu!us Naegleria fowleri Pseudqmonas

medinensis aeruginosas

Salmonella spp. Hepatite A Giardia intestinalis L. pneumophila Burkholderla_

pseudomallei
Vibrio cholerae Rotavirus Toxoplasma gondii Achantamoeba spp.

Yersinia spp.

Mycobactérias (nao
tuberculosas)

Fonte : World Health Organization, 2004. Com adaptacdes.

1.4 Microrganismos indicadores de contaminacdao fecal

Os controles microbiolégicos visam pesquisar microrganismos indicadores de
contaminagdo como 0s coliformes totais e termotolerantes e contagem total de

microrganismos heterotroficos (BRASIL, 2004).
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Idealmente, em termos de seguranca para a saude pubica, a dgua devia ser
analisada para todos os potenciais patogénicos de modo a determinar a sua
presenca ou auséncia. No entanto, os diferentes tipos de patdégenos com
possibilidade de estarem presentes e as diferencas nos métodos requeridos para o
isolamento de cada um inviabilizam a andlise de todos estes microrganismos, em
amostras de agua (PEDLEY, S., et al. 2004). Além disso, os patégenos podem nao
ser detectados, pelo fato de poderem estar abaixo dos niveis de deteccdo ou pela
falta de um método de deteccdo apropriado, porém 0s microrganismos podem
permanecer presentes numa densidade que represente um nivel de risco inaceitavel
(PEDLEY, S., et al. 2004).

Dadas as dificuldades de isolamento rotineiro de microrganismos patogénicos
em amostras ambientais, desde os primordios da Microbiologia Sanitaria sugeriu-se
que a indicacdo de contaminacdo fosse determinada prioritaria e rotineiramente,
através de indicadores microbiol6gicos da presenca de material fecal no meio
ambiente. HA mais de um século, os organismos que tem melhores resultados séo
as bactérias do grupo coliforme, comumente designados por microrganismos
indicadores fecais (BASTOS, et al., PEDLEY, S., et al. 2004 ).

As caracteristicas conferidas aos indicadores permitem a sua utilizagdo como
ferramenta na identificacdo e quantificacdo de processos de remocao, tanto no
laboratério como em estudos de campo (MIGUEL, 2007). Podem, portanto indicar
nao so6 poluicdo fecal, mas também avaliar a eficacia do tratamento.

Os microrganismos indicadores utilizados nas anélises de rotina pertencem a
varios grupos, de entre o0s quais, coliformes totais, coliformes fecais
(termotolerantes), Escherichia coli, Enterococos fecais, esporos de Clostridios
sulfitoredutores e bacteriofagos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1993).
Entretanto os indicadores de contaminacdo fecal sdo os mais utilizados para
assegurar que a agua esta livre de patdogenos entéricos sendo que o principal
indicador de contaminacao fecal utilizado € a bactéria Escherichia coli (WILKINSON
et al., 1995) cuja presenca indica que a 4gua, em algum instante, teve contato com
material fecal (TORTORA; BERDELL; CASE, 2000).

De acordo com PELCZAR, CHAN e KRIEG (1996), um microrganismo para
ser utilizado como indicador, deve possuir as seguintes caracteristicas:

= Estar presente em aguas poluidas e ausentes nas néo poluidas;
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= Estar presente quando microrganismos patogénicos estao presentes;
= Sobreviver melhor e por mais tempo na agua do que os patogénicos;
= Serinofensivo ao ser humano;

= Ser facilmente detectado por testes laboratoriais rapidos.

A rigor, ndo ha um Unico organismo que satisfaca simultaneamente todas
essas condicbes. Na auséncia de um indicador ideal, deve-se trabalhar com o
melhor indicador: aquele que apresente a melhor correlagdo com os riscos a saude
implicitos na contaminacdo da agua. Os indicadores de utilizacdo tradicional e quase

universal sdo as bactérias do grupo coliforme.

1.4.1 Coliformes totais

O grupo das bactérias Coliformes totais compreende varios géneros como
Enterobacter, Klebsiella, Escherichia, Serratia e Citrobacter, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. Estdo presentes nas fezes, vegetais e solo, sendo utilizadas
como indicadores de contaminacéo fecal, mas também incluem espécies de origem
nao fecal que se encontra em ambientes aquaticos nao poluidos (OMS, 1995).

Essas bactérias se caracterizam por serem gram-negativas, aerobias ou
anaerobias facultativas, ndo formadoras de esporos e com forma de bastonete. Séo
capazes de crescer na presenca de sais de bilis ou outros agentes superficiais
ativos, possuem propriedades inibidoras do crescimento semelhantes e séo capazes
de hidrolisar a lactose a 35-37°C com producéo de &cido, gas e aldeido entre 24 e
48 h. Elas também possuem oxidase negativa e, por definicdo exibem atividade [3-
galactosidase (OMS, 2004).

Os coliformes totais tém sido largamente reconhecidos como indicadores
microbianos da qualidade da agua para consumo devido a sua facil deteccdo e
enumeragdo, o que lhes confere uma importante funcdo secundaria como
indicadores da eficiéncia do processo de tratamento da agua no que respeita a
remocao de bactérias fecais. Pode também ser usados na avaliagdo do grau de
tratamento necessario para aguas de diferente qualidade e para definir alvos de
execucado de remocao bacteriana (OMS, 1993), bem como para avaliar a limpeza e
integridade dos sistemas de distribuicdo e a potencial presenca de biofilmes. No
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entanto, como indicador da desinfec¢éo, a analise a estes microrganismos € lenta e
menos fidedigna do que medidas diretas ao desinfetante residual (OMS, 2004).

Sua aplicacdo se restringe praticamente a avaliacdo da qualidade da agua
tratada, onde sua presenca pode indicar falhas no tratamento, uma possivel
contaminacdo apoOs tratamento ou ainda a presenca de nutrienteS em excesso
(OMS, 2004).

1.4.2 Coliformes termotolerantes/E. coli

Bactérias coliformes termotolerantes correspondem aos coliformes totais que
hidrolisam lactose com producdo de gas mesmo quando incubadas a temperaturas
elevadas, entre 44 e 45,5°C (PELCZAR, CHAN e KRIEG, 1996).

Nesse grupo de microrganismos tem grande destaque a espécie Escherichia
coli como um indicador da ocorréncia de contaminacao fecal recente, em aguas
tratadas ou ndo tratadas, pois raramente se encontra na auséncia deste tipo de
poluicdo. E considerada uma das bactérias indicadoras fecais mais especificas e
facilmente detectaveis e que se encontra em maior numero nas fezes (acima de
10°g de fezes). E um habitante normal e dominante do aparelho digestivo dos
mamiferos, contudo, algumas das suas estirpes, causadoras de doencas, tém sido
isoladas de 4guas de torneiras e fontes de agua potavel. Observa-se que a analise
de E. coli nem sempre é facil, devido a incerteza na determinagdo da natureza
patogénica das suas estirpes (INDICATOR ORGANISMS AND WATER QUALITY
CRITERIA). Como membro da familia Enterobacteriaceae ela é capaz de fermentar
lactose ou manitol a 44°C, dentro de 24 h. Pode ser distinguida dos outros
coliformes fecais pela capacidade de produzir indol a partir de triptofano, ou pela
producao, em algumas estirpes, da enzima B-glucuronidase (WATER QUALITY AND
PUBLIC HEALTH, 2002) e/ou capacidade de hidrolisar acido 4-metilumbeliferil-B-D-
glucorénico (MUG) emitindo fluorescéncia quando observado a luz UV apés 2412 h
a 44+0,5°C (APHA, 2005). Ressalva-se ainda que a susceptibilidade a desinfeccéo
seja semelhante a de muitas bactérias patogénicas. Todavia, permanece como o
melhor indicador biolégico para aguas de consumo e protecao da saude publica.

Como a qualidade da agua potavel é determinada basicamente pelo numero

de microrganismos cultivaveis presentes, certos microrganismos como Legionella
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pneumophila e Mycobacterium podem néo ser detectados nas técnicas baseadas
em métodos cultivaveis por serem de dificil isolamento e quantificacdo (WILLIAMS et
al., 2004; VAEREWICK et al., 2005), o que se deve ao fato de ndo se conseguir
aplicar a mesma condicdo ambiental em que os mesmos se desenvolvem (HEAD;
SAUNDERS; PICKUP, 1998). Com a desinfeccdo geral da populacdo de bactérias
na agua em tratamento, pretende-se eliminar patégenos especificos, porém isto ndo

reflete a atividade real dos microrganismos no sistema (MOMBA et al., 2000).

1.5 Micobactérias ambientais

As micobactérias pertencem ao género Mycobacterium, Unico da familia
Micobacteriaceae, filo Actinobacteria, Classe Actinobacteria, subclasse,
Actinobacteridae, ordem Actinomycetales, subordem Corynebacterineae (BRENNER
et al., 2005).

Detinha-se somente o conhecimento dos patdégenos denominados como
Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium leprae, causadores de tuberculose e
lepra, respectivamente, que ao contrario de micobactérias ambientais oportunistas,
nao se encontram associadas a casos de contaminacgéo pela agua.

Recentemente, tem-se vindo a estudar outro tipo de micobactérias, as quais
tém adquirido bastante importancia, na medida em que os casos de doencas a elas
associadas tém aumentado devido, muito provavelmente, ao aumento de individuos
imunodebilitados (EATON, A.D, et al., 2005). Estes microrganismos designam-se por
micobactérias atipicas, ou mais comumente, micobactérias néo tuberculosas (NTM).

Essas micobactérias apresentam forma bacilar, retos ou ligeiramente curvos,
medem cerca de 0,2 a 0,6um de largura e 1 a 10pym de comprimento, pleomorficos,
aerobios ou microaerofilos, imoveis e ndo possuem esporos ou capsulas (HOLT et
al., 1994).

As micobactérias possuem uma parede celular de estrutura prépria composta
de quatro camadas que apresenta uma organizacdo diferente de outros
procarioticos. O peptideoglicano € a camada mais interna da parede e que tem a
finalidade de conferir-lhe rigidez, composto por acido N-glicolimuramico em vez de

acido N-acetiimuramico, encontrado na maioria de outras bactérias.

25



7

A camada seguinte € o arabinogalactano que se liga ao peptideoglicano
atravées de ligacbes fosfodiéster. Estes estdo ligados covalentemente ao
arabinogalactano onde estéo os acidos micolicos que representam cerca de 60% da
parede celular micobacteriana, esses se constituem de lipidios que consistem
basicamente de &cidos graxos de cadeia longa incomuns, com 60 a 90 atomos de
carbono. A camada mais externa € composta de diferentes lipideos, incluindo os
glicolipidios, sulfolipidios, os fenolglicolipidios, os peptidioglicolipidios e o0s
lipoarabinomanano (Figura 2). A complexidade da parede micobacteriana, em
particular a riqueza de lipidios complexos, explica as propriedades da resisténcia
das micobactérias aos agentes fisicos e quimicos (RASTOGI, 2001).

Estes acidos micdlicos formam uma cobertura que permite a micobactéria ser
resistente a dessecacdo, podendo sobreviver por periodos prolongados em
condicdes extremas. Essa protecdo confere a resisténcia a antibidticos, pois a
grande maioria € incapaz de penetrar a parede celular (PRIMM et al. 2004).

Fosfolipidios Peptideoglicano Lipideo + LPS Porina
=3
W -'*_
Ac. Micélicos Lipideos Lipoarabinogalactano Arabinogalactano

Figura 2: Representacédo esquematica da parede bacteriana de: A. organismos Gram-positivos; B. organismos
Gram-negativos; C. Micobactérias.
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A definicdo desse género baseia-se em trés critérios importantes:
porcentagem de citosina e guanina do DNA compreendida entre 31 a 71%, sintese
de acidos micdlicos e resisténcia a descoloracdo por alcool-acido (principio da
técnica de Ziehl-Neelsen). (LEVY-FREBAUT e PORTAELS, 1992).

Tradicionalmente, as micobactérias ndo tuberculosas sdo agrupadas em
quatro grupos, de acordo com o chamado sistema de Runyon (Figura 3)
(GANGADHARAM, 1980; SOLAR et al., 2005 JARZEMBOWSKI & YOUNG, 2008).
Nesta classificacdo, inicialmente proposta por Timpe e Runyon nos anos 50
(PIERSIMONI & SCARPARO, 2008) as micobactérias ndo tuberculosas sé&o
divididas com base na sua taxa de multiplicagdo e produgcdo de pigmento
(GANGADHARAM, 1980; SOLAR et al, 2005 SIVASANKARI et al., 2006;
JARZEMBOWSKI & YOUNG, 2008; PIERSIMONI & SCARPARO, 2008). Assim, 0s
grupos | a lll compreendem as micobactérias de crescimento lento (detectaveis em
meio sélido a partir de sete dias), enquanto que o grupo IV é constituido por
micobactérias de crescimento rapido (detectaveis em meio sélido em menos de sete
dias) (GANGADHARAM, 1980; ADEKAMBI. & DRANCOURT, 2004;
JARZEMBOWSKI & YOUNG, 2008). As micobactérias ndo tuberculosas de
crescimento lento estdo subdivididas em 3 grupos, encontrando-se no grupo | as
fotocromogéneas (produtoras de pigmentos apenas na presenca da luz), no grupo Il
as escotocromogéneas (produtoras de pigmentos na auséncia de luz) e no grupo Il
as ndo cromogéneas (ndo produtoras de pigmentos) (GANGADHARAM, 1980;
JARZEMBOWSKI & YOUNG, 2008).
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Micobactérias Nio

Tuberculosas
~ ~ ~ ~
Crescimento lento Crescimento rapidol
(=7 dias) (=7 dias)

- S o J
~ N N ~ ~ ~
Grupol Grupo II Grupo IIT Grupo IV

Fotocromogéneas Escotocromogéneas Nio Cromogéneas
) M scrofulaceum M avium M fortuitum
M kansasii ) )
M. gordonae M haemophilum M abscessus
M marinum
M szulgai M mabnoernse M chelonage

Figura 3. Classificacdo de micobactérias ndo tuberculosas segundo o sistema de Runyon. S&o
apresentadas algumas espécies exemplificativas de cada um dos grupos (Adaptado de Ledo et al.,
2005).

As micobactérias podem ser amplamente encontradas na natureza (CARSON
et al., 1978; LEAO et al., 2005; SOLAR et al., 2005; AL-MAHRUQI et al., 2009). As
micobactérias ndo tuberculosas estdo presentes numa grande variedade de
reservatérios ambientais, incluindo a agua, solo, aerossois, poeiras, protozoarios,
animais e no Homem (CARSON et al., 1978; STAUFFER et al., 1998; LE DANTEC
et al., 2002; FALKINHAM, 2003; PRIMM et al., 2004; SOLAR et al.,, 2005;
HARTMANS et al., 2006). Na sua maioria, estas micobactérias habitam no solo, mas
estdo igualmente presentes na agua doce e salgada (mar). O Homem esta
regularmente em contacto com micobactérias ndo tuberculosas, ao inalar ou ingerir
particulas do ambiente, Agua ou alimentos contaminados (PRIMM et al., 2004; LEAO
et al., 2005; MARINHO et al., 2008; HUSSEIN et al., 2009).

Destacam-se como principais vias de transmissdo das NTM a ingestao e a
inalacdo. As doencas causadas resultam de uma série de fatores e predisposicdes
em relacdo ao ambiente envolvente do microrganismo e do presumivel hospedeiro

e, normalmente, ndo séo transmitidas entre individuos (MIGUEL, 2007).
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Um dos modos de transmissdo mais comuns ocorre através da formacéo de
aerossois. As bolhas de ar elevam-se através da &gua capturando particulas,
quimicos e microrganismos dos quais se incluem as micobactérias devido as suas
propriedades hidroéfobas que lhes permite a adsor¢do as bolhas (LUMB, R., et al.
2004). Quando na superficie da agua, as bolhas se arrebentam e resultam em gotas
expelidas para o ar que atingem tamanhos adequados a entrada nos espacos
alveolares do pulméao.

O maior potencial de contaminacdo por parte destes microrganismos esta em
spas do que em piscinas, isso se deve a pequena capacidade de agua,
temperaturas elevadas, arejamento vigoroso da &agua e elevada carga de
contaminantes organicos, que promovem, nNo Seu conjunto, um ambiente ideal ao

rapido crescimento destes microrganismos (LUMB, R., et al. 2004).

1.5.1 Classificacdo das micobactérias

O género Mycobacterium, atualmente, esta constituido por 175 espécies e 11
sub-espécies, descritas na lista de espécies bacterianas com nomes aprovados
(EUZEBY, 2008, PRASITE, 2010). das quais aproximadamente cerca de 60 podem
causar doenca no Homem (JARZEMBOWSKI & YOUNG, 2008; WU, LU & LAI,
2009).

Algumas dessas espécies, isoladas freqlientemente de materiais biolégicos
humanos, foram classificadas de acordo com o seu grau de patogenicidade em:
estritamente patogénicas, patogénicas, potencialmente patogénicas, patdégenos
raros ou sapréfitas (TSUKAMURA, 1984). Outras espécies, com descricdo recente

na literatura, ainda néo foram incluidas nessa classificacédo (Tabela 3).
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Tabela 3: Espécies do género Mycobacterium segundo velocidade de crescimento e patogenicidade ao homem
(Compilagdo de: GOODFELLOW E MAGEE, 1998; LEAO et al., 2004).

CRESCIMENTO RAPIDO

CRESCIMENTO LENTO

Espécie patogénica
M. abscessus
M. chelonae
M. farcinogenes?®
M. fortuitum subsp. fortuitum

M. fortuitum
acetamidolyticum

M. mucogenicum
M. perigrinum
M. porcinum?®

M. senegalense®

subsp.

M

M.

M.

Espécie ndo patogénica

. agri

aichiense

alvei

. aurum

. austroafricanum

. brumae

. chitae

. chlorophenolicum
. chubuense

. confluentis

. diernhoferi

. duvalii

. fallax

. flavenscens

. gadium

. gilvum

. hassiacum

. hodleri

. komossense

. madagascariense

. mageritense

Espécie patogénica
M. africanum
M. asiaticum
M.avium subsp. avium
M. avium subsp. silvaticum ?

M. avium
paratuberculosis

M. branderi

M. celatum
M.conspecum
M. genavense
M. haemophilum

M. intermedium

<

.interjectum

M. intracellulare
M. kansasii

M. lepraemurium ?
M. malmoense

M. marinum

M. microti ®

M. scrofulaceum
M. shimoidei

M.simiae

subsp.

Espécie ndo patogénica
M. cookie
M. gastri
M. gordonae
M. hiberniae

M. lentiflavum

M. nonchromogenicum
M. terrae
M.triplex

M. trivale
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Cont. Tabela 3: Espécies do género Mycobacterium segundo velocidade de crescimento e patogenicidade ao homem
(Compilacdo de: GOODFELLOW E MAGEE, 1998; LEAO et al., 2004).

CRESCIMENTO RAPIDO CRESCIMENTO LENTO

Espécie patogénica Espécie ndo patogénica Espécie patogénica Espécie ndo patogénica
M. pulveris M. szulgai
M. rhodesiae M. tuberculosis
M. smegmatis M. ulcerans
M. sphagni M. xenopi
M. smegmatis M. bovis
M. sphagni

M. thermoresistibile
M. tokaiense

M. moroikaense

M. neoaurum

M. obuense

M. parafortuitum

M. phlei

a aA - . .
— patogénico para animais

As espécies estritamente patogénicas incluem as do complexo M.
tuberculosis que causam tuberculose humana e/ou animal e M. leprae que causa a
hanseniase.

As espécies classificadas como potencialmente patogénicas ou patégenos
raros, incluem diversas espécies que podem causar infecgbes pulmonares,
ganglionares, cutaneas e infecgbes disseminadas em humanos
imunocomprometidos.

De acordo com David et al. (1989), entre as micobactérias estritamente
patogénicas estdo o Mycobacterium leprae e o complexo M. tuberculosis com as
espécies M. africanum, M. bovis, M. canetti, M. caprae, M. microti, M. pinnipedii e M.
tuberculosis. As micobactérias M. abscessus, M. chelonae, M. fortuitum e M.
peregrinum estédo classificadas como potencialmente patogénicas de multiplicacdo

rapida.
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Falkinham (2002) identificou espécies patogénicas de multiplicacdo lenta
como M. avium, M. genavense, M. intracellulare. M. kansasii, M. lentiflavum, M.
simiae. M. xenopi.

Essas espécies sdo ubiquas no ambiente, podendo ser resistentes ao
processo de cloracdo utilizado para tratamento de &gua de piscinas ou para
consumo humano. Elas, também, podem ser resistentes ao glutaraldeido e a sua
replicacdo ocorre mesmo em condi¢cdes de escassez de nutrientes. Sendo assim,
essas caracteristicas, quando somadas a procedimentos inadequados de
desinfeccdo e esterilizacdo, além de procedimentos invasivos, médicos ou ndo,
criam um cendrio favoravel a ocorréncia de infec¢cdes como verifica-se na Tabela 4.
(LE DANTEC et al., 2002).

Tabela 4. Micobactérias de crescimento lento e suas infeccdes

Espécies micobacterianas Infeccbes em seres humanos
M. avium Pneumonia, linfadenite cervical em criangas, bacteremia na AIDS, tenossinovite
M. genavense Bacteremia na AIDS.
M. haemophilum Dermatite, bacteremia, linfadenite cervical
M. intrecellulare Pneumonia, tenossinovite
M. kansasii Pneumonia, dermatite, bacteremia na AIDS
M. lentiflavum Pneumonia, linfadenite cervical, bacteremia
M. malmoense Pneumonia, linfadenite cervical, bacteremia
M. marinum Dermatite, bacteremia
M. scrofulaceum Pneumonia, linfadenite cervical em criangas, dermatites, bacteremia
M. simiae Pneumonia, bacteriana
M. terrae Pneumonia, infec¢gBes nas juntas, bacteremia na AIDS
M. ulcerans dermatite
M. xenopi Pneumonia, bacteremia

Falkinham, 2002.

As micobactérias isoladas em aguas potaveis de multiplicacdo lenta que
podem causar infecgbes sao causadas por M. kansasii e M. xenopi (FALKINHAM,
2002; PRIMM et al., 2004).

Ha trés espécies de micobactérias de multiplicagdo rapida que sao
consideradas de grande importancia: Mycobacterium abscessus, Mycobacterium
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chelonae, e Mycobacterium fortuitum, que sdo patdgenos oportunistas e nao
saprofitas. Membros dessas espécies habitam naturalmente os rios, lagos e também
aguas potaveis das cidades. Assim como as micobactérias de multiplicacdo lenta,
elas sao resistentes a antibioticos e a desinfetantes (SCHLOSSBERG, 2006). Essas
micobactérias, ndo somente, podem causar doencas pulmonares, mas também

infecgdes hospitalares conforme consta na Tabela 5.

Tabela 5: Micobactérias de crescimento rapido e suas infec¢des

Espécies micobacterianas Infec¢des em seres humanos
Mycobacterium abscessus Pulmonar, pneumonia, otite, abcessos de inje¢bes
Mycobacterium chelonae Pulmonar- Pneumonia Otite Peritonite Bacteremia (AIDS)
Mycobacterium fortuitum Pulmonar- Pneumonia Infecgdes cirargicas Catéteres

hospitalares Bacteremia (AIDS)

Falkinham, 2002.

1.5.2 Técnicas de identificacdo

Os métodos de identificagdo convencionais por testes bioquimicos, para além
de complexos, sdo demorados e requerem entre 2 a 4 semanas depois do
isolamento inicial.

O meio de cultura mais utilizado para a multiplicagdo de micobactérias é o
meio Lowestein-Jensen (L.J) (Figura 4). Esse meio reacional € a base de ovo com
pH neutro (pH 7,0) embora muitas micobactérias prefiram pH acido entre 5,4 e 6,5,
além de apresentar uma grande capacidade de tamponamento (IIVANAINEN et
al.,1997; NEUMANN et al ., 1997; PFYFER et al., 2003).

Figura 4. Meios de cultura utilizados. A= Meio de Lowenstein-Jensen; B= Midllebook 7H10.

33



Utiliza-se, também, para o isolamento de micobactérias, meios a base de agar
que apresentam algumas vantagens como a visualizagdo mais rapida das colbnias e
0 acréscimo de substancias como o glicerol. A utilizagdo do cicloheximida e do verde
de malaquita serve como antifungico inibindo, dessa forma, o crescimento de
colénias de outros microrganismos (PFYFER et al., 2003; STINEAR et al, 2004).
Outra vantagem de meios a base de agar ocorre quando acontece contaminacao,
pois, meios a base de ovos podem se liquefazer, o que ndo acontece com meios a
base de agar (PFYFER et al., 2003).

Estabelecer os meios de cultura e as condi¢cdes para incubacdo das mesmas
€ de grande importancia, jA& que esses fatores influenciam no isolamento
(IVANAINEN, 1995; PFYFER et al., 2003).

Normalmente a incubacdo ocorre a 37°C e as placas tém de ser
periodicamente observadas durante um periodo de incubacdo de 3 a 8 semanas
(EATON, A.D, et al., 2005). A cultura bacteriana é avaliada quanto a morfologia, taxa
de crescimento e outros parametros bioquimicos.

No isolamento destes microrganismos por métodos correntes ha limitacoes
devido a perdas durante a transferéncia, aderéncia e descontaminacdo. A
descontaminacdo realiza-se antes da inoculacdo no meio de cultura, esse
procedimento é necessario para a eliminacdo de microrganismos de crescimento
mais rapido que os micobactérias. Esse pré-tratamento é baseado na resisténcia
das micobactérias aos alcalis, detergentes e acidos por isso esses agentes Sao
utilizados como descontaminantes (JENKINS, 1991). Essa descontaminacao
guimica apenas € possivel devido a natureza da superficie rica em lipidios que |hes
confere maior tolerdncia a quimicos, todavia, também elimina algumas
micobactérias, se bem que em menor extensdo, levando a uma sub contagem da
populacdo (PEDLEY, S., et al. 2004).

1.5.3 Caracterizacao e identificagao

Apesar dos testes fenotipicos terem sido o método de selecdo na
identificacdo de espécies, muitos sdo os problemas a ele inerentes, especialmente
no que respeita ao tempo de identificacdo inicial e & observacdo de mudancas
bioquimicas que levam tempo adicional para que, as NTM isoladas, metabolizem
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substratos especificos ou exibam determinadas caracteristicas. Por outro lado, além
das caracteristicas fenotipicas ndo serem estaveis, muitas das espécies de
micobactérias ndo sao identificaveis por métodos convencionais (EATON, A.D, et al.,
2005).
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Figura 5. Coloragdo de Ziehl Nellsen . A - Positivo para Micobactérias; B - negativo para Micobactérias

Sempre que possivel, as micobactérias devem ser identificadas até espécie,
porém muitas apresentam padrbes bioquimicos semelhantes, podendo existir
variagfes até mesmo dentro da mesma espécie (VINCENT et al., 2003).

A parede celular das micobactérias, responsavel pela morfologia bacilar, tem
em sua constituicdo quimica diversos lipideos, entre eles os acidos micélicos. A
ligacdo de alguns desses lipidios com o corante Fucsina gera complexos que sao
responsaveis pela caracteristica tintorial de resisténcia a descoloracéo por solucdes
alcool-acidas, apresentada pelas células bacterianas que séo entdo designadas
como Bacilos Alcool Acidas Resistentes (BAAR) (BRASIL, 2008).

O método de Ziehl Neelsen baseia-se na propriedade de alcool-acido
resisténcia e sua utilizacdo é recomendada pelo Ministério da Saude (BRASIL,
2008). Esta coloracéo € um método de diferenciacdo de outras bactérias. A Figura 5
demonstra esta diferenciacdo entre as bactérias positivas para alcool acidos
resistentes e as bactérias negativas para essa caracteristica. A metodologia classica
de identificacdo de micobactérias por caracteristicas fenotipicas € bem estabelecida,
padronizada e de baixo custo, entretanto existe uma limitacdo quando ha um grande
namero de estirpes bacterianas sendo estudadas. Devido a essa limitagdo, métodos
alternativos séo utilizados como o estudo dos acidos micélicos por cromatografia e

investigacbes que usam sondas, amplificacbes e sequenciamento de acidos
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nucléicos. Para correta identificacdo, recomenda-se a combinacdo de testes
fenotipicos com testes genotipicos (VINCENT et al., 2003).

Os testes minimos para a identificacdo das micobactérias sdo: velocidade de
multiplicacdo, temperatura preferencial de multiplicacdo, formacdo de pigmento,
producdo de niacina, reducao de nitrato, arilsulfatase 3 e 14 dias, hidrolise do tween
80, catalase, uréase, crescimento em NaCl 5%, captura de ferro, pirazinamidase
(VINCENT et al., 2003; LEAO et al., 2004).

Outras analises podem ser realizadas para a complementacao dos resultados
como a analise de &cido micdlicos, que podem variar o tipo estrutural, mas nao
apresentam mais do que dois pontos de insaturacdo. Esses acidos micolicos de
cadeia longa apresentam uma propriedade fenotipica estavel entre as espécies de
micobactérias. Cada espécie ou grupo de espécies sintetiza um conjunto de acidos
micdlicos, cujo perfil ou padrdo sdo revelados pelas técnicas de cromatografia
(GOODFELLOW e MAGEE, 1998).

1.5.4 Identificacdo genotipica

Para a identificacdo molecular de micobactérias, muitos métodos foram
desenvolvidos como hibridizacdo, sequenciamento de DNA e testes baseados em
PCR (“Polymerase Chain Reaction”) (LEAO et al., 2004). Em 1993, Telenti e
colaboradores aprimoraram a técnica do PRA (“PCR-Restriction endonuclease
analysis”) desenvolvida, em 1992, por Plikaytis e colaboradores (BRUNELLO et al,
2001; VINCENT et al., 2003, CHIMARA et al, 2008). Nesta técnica, é feita a PCR da
sequéncia do gene hsp65, que codifica a proteina de choque térmico (“heat shock
protein”) de 65-kDa. Esse gene é altamente conservado entre as espécies de
micobactérias, mas também apresentam regides hiper variaveis usadas para a
identificacdo das diferentes espécies (TORTOLI, 2003). O fragmento amplificado de
439 pares de base (pb) € submetido a digestdo com as enzimas de restricdo BstEIll e
Haelll (TELENTI et al., 1993).

Os produtos da digestédo sédo separados por eletroforese em gel de agarose,
onde aparecem como bandas cujos padrdes sao, normalmente, espécie-especificos.
Entretanto, existem diferentes espécies com padrdes similares e espécies com
padrées multiplos (TORTOLI, 2003). Para a interpretacao dos resultados do PRA, foi

desenvolvido um banco de dados na Internet, 0 PRASITE
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(http://app.chuv.ch/prasite), onde podem ser encontrados 175 padroes de PRA
(LEAO et al., 2004, PRASITE, 2010).

Outras técnicas de identificacdo podem utilizar sondas de DNA como
AccuProbe® que utiliza sondas para a deteccdo de rRNA especifico para
confirmacdo em cultura de M. tuberculosis, M. kansasii, MAC e M. gordonae, e 0
produto da hibridizac&o é detectado por luminémetro (VINCENT et al., 2003; LEAO

et al., 2004). O teste INNO-LIPA baseia-se na hibridizac&o reversa de um espacador

(ITS — “Internal Transcribed Spacer’) de aproximadamente 280 pares de bases,
localizado entre as regides 16S e 23S do rRNA. (VINCENT et al., 2003; LEAO et al.,
2004).

O seguenciamento do DNA, normalmente utiliza a seqiéncia de 16S-rDNA
(DNA ribossomal 16S), uma molécula altamente conservada, com alteracbes em
certas posi¢cdes que sdo espécies-especificas. O sequenciamento do ITS 16S-23S é
um complemento ao seqiienciamento do gene 16S-rRNA, diferenciando espécies
relacionadas como M. kansasii e M. gastri, que apresentam sequéncia do gene 16S-
rRNA idénticas, mas sequéncias do ITS 16S-23S conseguem distinguir essas duas
espécies (VINCENT et al., 2003; LEAO et al., 2004). Outros métodos utilizados sdo
sequenciamento do gene gyrB, rpoB, hsp65, dnaJd, o gene que codifica a proteina
32-kDA, recA e gene da superoxido dismutase, “microarrays”, “spoligotyping”
(VINCENT et al., 2003; LEAO et al., 2004).

1.5.5 Surtos e casos esporadicos de infeccdes por micobactérias

Um numero crescente de casos e surtos de infeccbes causadas por
micobactérias de multiplicacdo rapida tém sido relatado em publica¢des nacionais e
internacionais (WALLACE, 1983). Um surto foi descrito na cidade de Edmonton no
Canada, onde ocorreram 85 casos de lesdes cutdaneas em pés e maos. Os
pacientes eram, em sua maioria, criancas que faziam atividade de recreacdo em
uma piscina publica. O periodo de incubacéo variou de 15 a 119 dias. M. abscessus
foi isolado das lesbes de 16 pacientes e da agua da piscina utilizada pelos pacientes
(DYTOC et al., 2005).

No Brasil, Hinrichen (2007); Viana-Niero et al., (2008), realizaram investigagao
de um surto ocorrido na cidade de Belém no estado do Para envolvendo 311
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pacientes, de fevereiro de 2004 a junho de 2005. Foram incluidos, no estudo, 58
pacientes que realizaram cirurgia laparoscopica, um paciente com abscesso ap0s
injecdo e oito pacientes que se submeteram a mesoterapia. Os microrganismos
isolados tiveram multiplicagcéo rapida e ndo eram pigmentadas. ApGs a realizacdo do
PRA, os perfis eram comuns ao Mycobacterium abscessus, M. massiliense e M.
bolletii.

De 2001 a marco de 2008 foram notificados 1937 casos infeccbes causadas
por micobactérias de multiplicacdo rapida a Rede Nacional de Investigacdo de

Surtos e Eventos Adversos em Servigos de Saude (Tabela 6).

Tabela 6 : Distribuicdo anual dos casos confirmados de infec¢des causadas por micobactérias de multiplicagdo rapida a Rede
Nacional de Investigacéo de Surtos e Eventos Adversos em Servigos de Salde, por unidade federada.

ANO
UF 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 Sl TOTAL
BA
DF 1 10 3 4 18
ES 1 4 219 36 260
GO 2 22 22 23 69
MG 13 13
MS 1 1
MT 1 9 36 46
PA 3 1 7 248 27 3 25 314
PE
PI
PR 1 127 15 143
RJ 10 527 416 16 969
RO
RS 11 70 9 14 104
sP

TOTAL 3 1 7 249 a1 584 896 13 143 1937

*S| = sem informag&o da data da cirurgia/ procedimento ou sob investigagao
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OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo isolar e identificar micobactérias ambientais e

avaliar alguns parémetros de qualidade da agua do sistema de abastecimento

publico da cidade de Araraquara — SP.

Determinar presenca/auséncia de indicadores de contaminacdo, coliformes

totais e termotolerantes/E. coli.

Avaliar aspectos de qualidade fisico-quimica da agua distribuida a populacao
Estimar a freqUiéncia de recuperacdo de micobactérias ndo tuberculosas em
amostras de &gua superficial, antes e depois de tratadas e na rede de

distribuicao.

Identificar as espécies de micobactérias isoladas pelos métodos classicos e

pela técnica do PRA.

Comparar dois meios de cultura para o isolamento de micobactérias.

Avaliar a eficiéncia do processo de tratamento mecéanico convencional e de

desinfeccdo para remocédo das micobactérias.
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CAPITULO 2

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE MICOBACTERIAS EM AGUAS TRATADAS
PROVENIENTES DO SISTEMA DE ABASTECIMENTO DE ARARAQUARA-SP
2010.

RESUMO

A gqualidade da agua € muito importante para a saude e bem-estar do ser humano, e
o sistema de abastecimento publico deve fornecer agua de qualidade e em
guantidade suficiente para toda a populacdo. As estacfes de tratamento de agua
constituem o principal caminho para obtencdo de agua de qualidade. Quando isso
nao ocorre, varios problemas podem afetar a populacéo, pois esta passa a consumir
agua com qualidade inadequada com o risco constante de surgimento de varias
doencas. A eliminacdo de microrganismos em agua tratada reduz a competicao,
favorecendo a multiplicacdo de bactérias resistentes ao cloro como as do género
Mycobacterium freqientemente isoladas de aguas tratadas e cloradas.
Considerando a ndo indicacdo da pesquisa de micobactérias nos exames
laboratoriais de rotina para o controle de qualidade de agua para consumo humano
e outros usos, o objetivo deste trabalho foi verificar a presenca, isolar e identificar as
micobactérias ambientais no sistema de abastecimento de &gua de origem
superficial da cidade de Araraquara — SP. Foram analisadas 40 amostras de aguas,
assim distribuidas: dez de agua bruta colhidas na Estacédo de Tratamento de Agua
(ETA); dez colhidas apés filtracdo; dez colhidas no reservatério apos cloracéo e dez
na rede de distribuicdo. Foram recuperados 43 isolados de micobactérias e
caracterizados com relacdo a velocidade de multiplicacdo e formacédo de
pigmentacdo. Todos os isolados foram submetidas ao PCR-PRA. As micobacterias
identiifcadas foram M. lentiflavum, M. parafortuitum, M. genavense, M gordonae, M.
fortuiutum, M. confluentis, M. duvalii, M. avium subespécie paratuberculose e M.
szulgai. Com esses resultados, concluiu-se que a agua é importante fonte de
micobactérias ambientais provavelmente relacionadas a varias doencas humanas,
sugerindo-se a realizacdo de acompanhamento continuo desses microrganismos no
sistema de agua potavel.

Palavras Chaves: Agua, abastecimento publico, micobactérias ambientais.

ABSTRAT

Water quality is very important for the health and the population welfare, and the
public supply system must provide water quality and sufficient quantity for the entire
population. Treatment stations water, are the main way to obtain water quality. When
this doesn’t occurs, several problems can affect the population, in this case, using
water with poor quality is a constant risk of emergence causing various
diseases. The elimination of microorganisms in treated water reduces competition,
encouraging the multiplication of chlorine resistant bacteria as Mycobacterium genus
frequently isolated from treated and chlorinated water. Considering the lack of
indication from examinations of mycobacteria routine laboratory for quality control of
drinking water and other human uses, the objective was to verify the presence isolate
and identify the environmental mycobacteria in the system water source surface of
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Araraguara - SP. We analyzed 40 water samples, distributed as follows: ten water
gross collected at Station Water Treatment Plant (WTP), harvested after ten filtration;
ten collected in the reservoir after chlorination and ten in the network
distribution. Were recovered 43 isolates of mycobacteria and characterized with the
time multiplication and speed training pigmentation. All isolates were subjected to
PCR-PRA. The mycobacteria were identified as M. lentiflavum, M. parafortuitum, M.
genavense, M gordonae, M. fortuiutum, M. confluent, M. duvalii, M. avium
subspecies paratuberculosis and M. szulgai. With these results, was concluded that
water is an important source of environmental mycobacteria probably related to
several human diseases, suggesting the carrying out continuous monitoring of the
microorganisms in the system drinking water.

Key works: water, public supply, environmental mycobacterium

1 INTRODUCAO

O abastecimento de agua, cada vez mais, tem preocupado 0s gestores
publicos, pois a falta de acesso a agua de qualidade tem sido considerada fator de
risco para a saude. Quando as estacfes de tratamento de agua sdo construidas ou
operadas de forma irregular, a agua produzida pode ser de risco a saude da
populacao.

A cloracao é utilizada para desinfec¢éo residual no sistema de abastecimento,
para impedir a recontaminacdo da agua e para manter os padrées microbiol6gicos
dos primeiros pontos da desinfeccdo (RODRIGUEZ et al., 2008). Todavia, com a
eliminacdo de microrganismos em agua tratada reduz a competicdo favorecendo o
crescimento de bactérias resistentes ao cloro como as do género Mycobacterium,
sendo essas freqlentemente isoladas de aguas tratadas e cloradas (LEITE, 1991,
GOMILA; RAMIREZ; LALUCAT, 2007).

Detinha-se somente o conhecimento dos patdégenos denominados como
Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium leprae, causadores de tuberculose e
lepra, respectivamente, que ao contrario de micobactérias ambientais oportunistas,
nao se encontram associadas a casos de contaminacéo pela agua.

O género Mycobacterium, atualmente, esta constituido por 175 espécies e 11
sub-espécies, descritas na lista de espécies bacterianas com nomes aprovados
(PRASITE, 2010). das quais aproximadamente cerca de 60 podem causar doenca
no ser humano (JARZEMBOWSKI & YOUNG, 2008; WU, LU & LAI, 2009).

Recentemente, tem-se vindo a estudar outro tipo de micobactérias, as quais

tém adquirido bastante importancia, na medida em que os casos de doencgas a elas
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associadas tém aumentado devido, muito provavelmente, ao aumento de individuos
imunodebilitados (EATON, A.D, et al., 2005). Estes microrganismos designam-se por
micobactérias atipicas, ou mais comumente, micobactérias ndo tuberculosas (NTM).

A maioria das micobactérias ambientais ndo é patogénica para humanos,
entretanto, algumas espécies podem se comportar como oportunistas e, portanto,
podem ser responsaveis por doenca em pessoas com predisposi¢do como criangas,
idosos e imunodeficientes (VAEREWIJCK, 2005; HILBORN et al., 2006).

As micobactérias podem ser amplamente encontradas na natureza (CARSON
et al., 1978; SOLAR et al., 2005; AL-MAHRUQI et al., 2009). As micobactérias ndo
tuberculosas estdo presentes numa grande variedade de reservatérios ambientais,
incluindo a agua, solo, aerossois, poeiras, protozodarios, animais e no ser humano
(PRIMM et al., 2004; HARTMANS et al., 2006).

Os procedimentos utilizados para o isolamento de MNT por métodos
convencionais sdo complexos e demorados, pois exige varias semanas para o
crescimento adequado das coldnias e as vezes, a identificacdo precisa por testes
bioquimicos ndo é possivel. Por essa razdo, os métodos para identificacao
genotipica da micobactéria tém sido desenvolvidos e utilizados nos ultimos anos
(LEITE et al., 2005).

O PRA (PCR - Anadlise de restricdo enzimatica) € um método de diagnostico
diferencial para micobacterias, este método foi descrito por Telenti et al. (1993),
onde é baseada na amplificacdo de 439pb do gene hsp65 por PCR em seguida o
produto amplificado € submetido a digestdo com as enzimas de restricdo BstEIl e
Haelll. Deste modo o PRA demonstra ser uma ferramenta facil e rapida para
identificar as varias espécies de micobactérias (SEOK et al., 2006).

Os objetivos deste estudo foram isolar e identificar micobactérias ambientais
da agua do sistema de abastecimento publico e avaliar a eficiéncia do processo de
tratamento mecéanico convencional e de desinfeccdo para remocdo das

micobactérias.

2 MATERIAIS E METODOS
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2.1 Amostras de 4gua

Entre novembro de 2009 e agosto de 2010, as amostras de agua foram
obtidas em uma Estacdo de Tratamento de Agua na cidade de Araraquara - SP em
trés pontos: entrada da estacdo de tratamento de agua (AB), saida dos filtros (AF),
reservatorio de agua (AR) e na rede de distribuicdo (AD), sendo 500ml de amostras
de A.B.; 1L de A.F.; A.D e 2L de amostra de A.R, todas colhidas em frascos de vidro
estéreis, sendo que nos frascos de amostras de agua tratadas continham 1mL
tiossulfato de sodio a 10% . Foram colhidas 10 amostras em cada ponto, totalizando
40 amostras. As amostras foram acondicionadas em recipiente térmico e
transportadas para a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNESP/Araraquara)

onde foram processados por métodos bacteriolégicos e moleculares.

2.2 Procedimento de isolamento (LEITE et al., 1991)

2.2.1 Aguas tratadas

As amostras foram filtradas sobre pressdo negativa em membranas filtrantes
de nitrocelulose estéreis de 47 mm de diametro e 0,45 ym de porosidade (Millipore).
A seguir as membranas foram maceradas com 10 mL de solucdo salina tampé&o
fosfato (PBS - pH 7,2) estéril, agitadas por 5 minutos. Essas suspensfes foram
utilizadas para os procedimentos de isolamento de micobactérias.

O material retido na membrana foi tratado com 5 mL de solucdo de acido
sulftrico a 4,0% por 10 minutos em temperatura ambiente, com gotas de vermelho
de fenol 0,4% como indicador de pH. Decorrido esse tempo, a neutralizagao foi
realizada com a adi¢cdo de 900 uL de solugédo de hidroxido de sodio a 30% e gotas
de solucéo de hidroxido de sodio a 3% para ajuste final do pH (pH=7,0). Em seguida,
a solucdo foi centrifugada a 2500 x g por 20 minutos, e descartando-se o
sobrenadante. Os sedimentos foram ressuspensos em 2 mL de PBS e aliquotas de
0,2 mL dessa suspensado foram semeadas em quatro tubos contendo meio de
cultura solido denominado Lowenstein-Jensen (LJ) sendo que dois tubos foram
incubados a temperatura de 30°C e outros dois a 37°C. Além disso, foram semeados
aliguotas em dois tubos com meio Middlebrook 7H10, sendo incubados nas duas
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temperatura citadas. Os tubos incubados foram verificados semanalmente quanto a
formacdo ou n&do de colonias. Tomou-se o cuidado de deixar os tubos inclinados
para que houvesse evaporacdo da agua excedente.

O material retido na membrana foi tratado com 5 mL de solucdo de acido
sulfarico a 4,0% por 10 minutos em temperatura ambiente, com gotas de vermelho
de fenol 0,4% como indicador de pH. Decorrido esse tempo, a neutralizacao foi
realizada com a adigdo de 900 pL de solucao de hidroxido de sédio a 30% e gotas
de solucéo de hidroxido de sodio a 3% para ajuste final do pH (pH=7,0). Em seguida,
a solucdo foi centrifugada a 2500 x g por 20 minutos, e descartando-se o
sobrenadante. Os sedimentos foram ressuspensos em 2 mL de PBS e aliquotas de
0,2 mL dessa suspensdo foram semeadas em quatro tubos contendo meio de
cultura solido denominado Lowenstein-Jensen (LJ) sendo que dois tubos foram
incubados a temperatura de 30°C e outros dois a 37°C. Além disso, foram semeados
aliquotas em dois tubos com meio Middlebrook 7H10, sendo incubados nas duas
temperatura citadas. Os tubos incubados foram verificados semanalmente quanto a
formacdo ou ndo de coldnias. Tomou-se o cuidado de deixar os tubos inclinados
para que houvesse evaporacao da agua excedente.

As colbnias suspeitas foram confirmadas como sendo de bacilos alcool-acido
resistente (BAAR) pela técnica de coloracdo de Ziehl-Neelsen descrita por Brasil
(2008). Em seguida, foram ressemeadas em LJ ou 7H10 e incubadas nas
temperaturas originais de isolamento (30° ou 37°C) e guardadas para identificacédo

posterior da espécie.

2.1.2 Agua bruta

As amostras de agua bruta foram concentradas em membranas filtrantes de
nitrocelulose estéreis de mesma porosidade (Millipore), porem houve a necessidade
de trés troca de membrana, essa pratica foi necessaria em decorréncia a elevada
turbidez . Ap0s filtracdo foi realizada a maceracdo da membrana em solucdo salina
tampao fosfato (PBS - pH 7,2) estéril, agitadas por 5 minutos. Ao material retido na
membrana, foi adicionado 7 mL do meio Brain Heart Infusion (BHI), e incubados por
6 horas a 37°C para induzir a passagem de possiveis esporos presentes na agua
para forma vegetativa, uma vez que esses sobrevivem a descontaminacdo e

liquefazem todo meio de LJ, impossibilitando a recuperacdo de BAAR (COSTELLAT
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et al., 1977). Passado esse periodo, o material foi centrifugado a 2500 x g por 20
minutos e os sobrenadantes descartados. Os sedimentos foram, posteriormente,
tratados com 5 mL de solugdo de acido sulfurico a 4,0% por 10 minutos a
temperatura ambiente com uma gota de vermelho de fenol a 0,4% como indicador
de pH. A partir desse ponto, foram seguidos 0s mesmos procedimentos

desenvolvidos para as aguas limpas.
2.3 Velocidade de crescimento das colbnias e producao de pigmento.

Da suspens&o bacilar a 10 inoculou-se 0,1 mL em trés tubos de L.J. sendo
um dos tubos envolto em papel aluminio (tubo escuro — E). O tubo E e um dos tubos
descobertos (tubo claro — C;, incubado nas mesmas condi¢des de temperatura que o
tubo E) foram incubados na temperatura de 30°C e o segundo tubo descoberto C; foi
incubado na temperatura de 37°C.

As culturas nos tubos C; e C, foram examinadas no terceiro e sexto dias e
depois semanalmente, anotando-se a quantidade de dias necessarios para a
visualizacdo das col6nias. As micobactérias que formarem colénias em menos de 7
dias foram consideradas de multiplicacdo rapida e as outras de lenta. Quando o
crescimento das colbnias foi visivel nesses tubos, o tubo C3, duplicata do tubo E, foi
exposto a luz de uma lampada de 40 watts, a 30 cm de distancia, durante duas
horas. Antes da exposicao, foi tomado o cuidado, de afrouxar a tampa do tubo para
a entrada de oxigénio, essencial para a producdo dos carotendides. O tubo foi
reincubado durante 24 horas, e ao término desse periodo, o tubo E foi descoberto e
comparado ao tubo C; exposto.

Foi considerada cepa escotocromdgena, quando o tubo E apresentou
pigmentacdo igual ao tubo C;; cepa ndo cromogena, quando as cepas dos dois
tubos ndo apresentaram pigmentos; e cepa fotocromégena, quando sé o tubo C;

apresentou pigmento.

2.4 Procedimentos moleculares
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2.4.1 Técnicas do PRA - Andlise da PCR (TELENTI et al., 1993).

Tanto para a detecgdo de DNA micobacteriano nos sedimentos das amostras
processadas, como para a identificacdo dos isolados de micobactérias, utilizou-se a
técnica de PRA (PCR-Restriction Enzyme Analysis) com amplificacdo do gene hsp65
e andlise do polimorfismo dos fragmentos de restricio apds digestdo, com as
enzimas BstEll e Haelll (Telenti et al., 1993). A extracdo do DNA dos sedimentos
das amostras de liquidos e solucdes foi realizada de acordo com o protocolo de
Silva et al. (2001) com modificagbes. Para tanto, um volume de 100 uL dos
microtubos contendo 1 mL da amostra centrifugada foi transferido para um
microtubo de 1,5 mL contendo 100 uL de tampéao TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM
EDTA; 1% Triton X-100). A amostra foi incubada a 100°C por 10 min, armazenada a
—20°C sendo esse processo repetido por trés vezes. Terminada a termdlise os
microtubulos foram centrifugados a 1310 x g por cinco minutos e do sobrenadante 5

ML foram submetidos a PCR.

A PCR para confirmacgdo de amplificacdo de DNA foi realizada conforme Leéo et
al. (2004), em um volume preparado para a mistura reativa contendo 38 pL de
Master Mix (PROMEGA) e 0,5 pl de cada primer Tb11 (ACC AAC GAT GGT GTG
TCCAT)eTb 12 (CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT), 2 yL de Taq DNA Polimerase
e 1,0 uL da amostra de DNA extraida. Os parametros de amplificacdo foram: 94°C
por 1’; 45 ciclos de 94°C por 1’, 60°C por 1’ e 72°C por 1’; e um ciclo final de 72°C
por 10’. Para a confirmagao da amplificacéo do fragmento do gene hsp65 (439 pares
de bases), 5 pL do produto da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 4%.

Apods a confirmagao de amplificacdo, duas aliquotas de 10 pyL do produto da
PCR foram digeridas, respectivamente, com 10 U da enzima de restricdo BstEll (a a
37°C) e Haelll (a 37°C), ambas por até 16 horas. Para a visualizagdo dos produtos
de digestdo, os mesmos foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose a
4% juntamente com padrdes de tamanho de fragmentos de DNA (25 e 50 pares de
base). A separacédo eletroforética foi realizada em tampdo TBE e com Master Mix.
Alem de pesos moleculares de 25 e 50pb. As amostras foram submetidas a
eletroforese a 80 Volts. Posteriormente foi fotografado pelo Sistema de

Fotodocumentacao Alpha Imager® comercializado pela Aphalnnotech. Os tamanhos
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das bandas foram determinados visualmente. As andlises dos padrbes de restricdo
obtidos e as cepas foram de acordo com a base de dados do site
(http://app.chuv.ch/prasite/indexhtml) PRASITE, 2000.

2.5 Andlise estatistica

Para as diferencas estatisticas dos dados referentes a temperatura de
incubacdo e meio de cultura utilizados, foi utilizado o teste de Kruskal - Wallis. Para
a realizacao de tal teste, foi necessaria a utilizacdo do programa BIOSTAT versao
4.0. Valores de probabilidade de 5%, ou menos, foram considerados significantes
(ARANGO, 2001).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 40 amostras de agua colhidas, houve a recuperacdo de cerca de 23% de
micobactérias ambientais em amostras de 4gua bruta, 47% em amostras colhidas na
saida no filtro, 13% em amostras de agua do reservatério e cerca de 17% em
amostras colhidas na rede de distribuicdo. Cinqlenta por cento de amostras de agua
bruta tiveram seu meio de cultura liquefeito e os 27% restantes dessas amostras nao
teve o crescimento de coldnias visiveis e ou foram negativas para BAAR. Os outros
pontos de colheita as porcentagens restantes néo tiveram crescimento de colonia
visivel ou foram negativas para o BAAR.

A ocorréncia de isolamento de micobactérias nos locais amostrados foi de
30,2% em aguas tratadas (dguas do reservatério e da rede de distribuicdo) e de
69,8% nas amostras sem tratamento. Em estudo de Leite (1989), foi isolado de
29,4% em amostras de aguas de rios e lagos e de 4,2% em amostras de aguas
tratadas. Entretanto Santos (2005), isolou 90,5% de micobactérias sapréfitas nas
aguas de rede de distribuicdo de Lisboa, Kanai (2006), isolou 91,7% de
micobactérias em aguas tratadas, Jordédo (2008), apos tratamento com cloro em
aguas naturais também conseguiu isolar micobactérias em todos os pontos de
colheita da amostra de uma fazenda produtora de leite de bufalas da regido de Séo
Carlos - SP. A Figura 6 evidencia as porcentagens de isolamento das micobactérias

em cada ponto de colheita das amostras.
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Figura 6: Porcentagem de isolamento de micobactérias nos diversos pontos de colheita de amostras. Araraquara SP, 2010.

Falcéo et al., (1993), analisando amostras de agua provenientes de diversas
fontes,verificaram que o0s Unicos organismos potencialmente patogénicos,
encontrados em amostras de agua tratada e nascentes, eram de micobactérias
ambientais. Miyatomoto et al., (2000),verificaram que isolados de Mycobacterium
spp sobrevivem a exposi¢cdo ao cloro em concentracdo de 4mg/L por mais de 60
minutos. Vaerewijck et al., (2005), relataram que as micobacterias ambientais tem
capacidade de multiplicar em baixas concentracdes de nutrientes, formam biofilmes
e interagem com protozoarios. De acordo com Kasda (1983), o nivel de pureza das
aguas é importante para a proliferacdo de micobacterias, que crescem mal onde ha
grande numero de outros microrganismos.

Mediante o0 exposto e tendo a premissa que as aguas de rede de distribuicao
de agua sdo submetidas ao tratamento com cloro e baixas concentracbes de
nutrientes que inibem o desenvolvimento de outros microrganismos é coerente
deduzir que os fatores relatados podem manter as micobacterias viaveis em redes
de distribuicdo de agua, inclusive em aguas de torneira.

Os resultados desta pesquisa confirmam o exposto acima, pois em 69,89%
das amostras de aguas tratadas observou-se o isolamento de micobactérias, sendo
esse resultado justificado pela resisténcia do género Mycobacterium a cloracéo, fato
este que difere em outras bactérias e virus (LE DANTEC et al., 2002; RODRIGUEZ
et al., 2008). Esta resisténcia é devida a parede celular complexa das espécies
pertencentes ao género Mycobacterium. Nas 4guas tratadas ocorre a reducdo de
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microrganismos pela cloragéo o que reduz a competicao e favorece a sobrevivéncia
e multiplicacdo de bactérias resistentes ao tratamento (LEITE, 1991).

A resisténcia das micobactérias ao cloro dificulta o controle nos sistemas de
distribuicdo, ja que esses microrganismos podem ser isolados em diversos pontos
da rede de distribuicdo (GERBA et al., 2003; SANTOS, 2005). Outros fatores que
contribuem para a sobrevivéncia desses microrganismos incluem concentracdo de
matéria organica, acumulo de sedimentos, associacdo a biofilmes, interacdes com
protozoarios, concepcfes de redes, sistemas hidraulicos e caracteristicas do
material da agua canalizada do sistema de distribuicdo (VAEREWIJCK et al., 2005;
VAN INGEN, 2009).

Os resultados evidenciaram uma pequena porcentagem de isolados de
micobactérias no reservatorio da ETA Fonte, no entanto, houve uma presenca maior
de micobactérias na rede de distribuicdo, concordando com os estudos de
Falkinham (2001).

De acordo com a Tabela 9, observa-se que houve um total de 43 espécies de
micobactérias isoladas, sendo que 42 (97,67%) foram isolados do meio L.J. e
somente 1 (2,33%) foram isoladas do Agar Middlebrook 7H10.

Tabela 9: Comparacdo entre os meios de cultura e temperatura de incubacgdo utilizados no isolamento de
micobactérias das amostras.

Meio / Bruta Saida dos Reservatoério Rede de

filtros distribuicéo
Temperatura °C ¢

L.J.
30°C 3 13 3 4
37°C 8 6 2 3
7H10
30°C 0 1 0 0
37°C 0 0 0 0
T.A.P* 11 20 5 7

A andlise estatistica Kruskal - Wallis dos resultados dos isolamentos
demonstrou que houve diferenca significativa (p< 0,05) entre os meios de cultura.

Entretanto, ndo foi detectado diferencas significativas em relacdo as temperatura de
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incubacdo. Com os resultados da Tabela 9 se pode inferir que o0 meio L.J € mais
sensivel que o meio 7H10.

Ao analisar a porcentagem de recuperacdo de micobactérias de acordo com
a temperatura de incubacdo, nota-se que os melhores resultados foram obtidos
gquando as amostras foram incubadas a 30° (55,81%). Recupero de 44,19% foi
verificado a temperatura de incubacdo de 37°C. NEUMANN et al. (1997); KANAI
(2006) e JORDAO (2008), também obtiveram os melhores resultados na
temperatura de 30°C.

A temperatura de 30°C tem sido a mais indicada para o isolamento de
micobactérias ambientais. Véarios autores obtiveram resultados semelhantes aos
encontrados no presente trabalho (NEUMANN et al., 1997). Segundo Vaerewijck et
al., (2005), para se isolar micobactérias é imprescindivel considerar a temperatura
de incubacédo, dando preferéncia aquela préxima a temperatura do habitat natural.
Contudo € necesséria a utilizacdo de mais de uma temperatura de incubacao, visto
gue essa pode se tornar seletiva.

Em relacdo aos meios de culturas, o L.J. foi mais eficaz no isolamento de
micobacterias, quando comparados ao meio de Middlebrook 7H10, o meio a base
de &gar — Midllebook 7H10, proporcionou uma recuperacao de apenas 2,33%, sendo
um isolado na saida do filtro de agua, nédo se verificou em outros pontos de colheita
o crescimento de nenhuma colénia visivel quando semeado no meio 7H10.

E possivel que a diferenca encontrada seja devido a utilizacdo de diferentes
quantidades de tubos semeados (2 de L.J. para 1 de 7H10) proporcionando uma
maior quantidade de inocuos em L.J. e assim ampliando a possibilidade de
isolamento. Entretanto pode-se deduzir que ambos os meios sao indicados para o
isolamento de amostras ambientais (RESTREPO et al., 2009)

O meio de L.J. semeados com amostras da entrada da agua bruta,
apresentou uma elevada contaminacéo. Este fato ocorreu devido a perda do tubo
em decorréncia da hidrélise do meio, o que impossibilitou, desta forma, o
crescimento das micobactérias.

Nos resultados observou-se um maior isolamento de micobactérias de
multiplicacéo lenta.

Em principio, a identificacdo das micobactérias foi realizada através dos

métodos fenotipicos. Esses testes consomem muito tempo para a execucao,
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principalmente para verificar a velocidade de crescimento das colonias dessas
espécies, ja que a multiplicacdo das micobactérias € mais lenta do que outros
microrganismos (COVERT et al. 1999).

A identificacdo fenotipica foi realizada em 43 isolados, sendo identificados
37,2 de micobacterias de multiplicacdo rapida e 62,8% de multiplicacdo lenta,
conforme observado na Tabela 9.

Na agua bruta, houve uma maior proliferacio de micobactérias de
multiplicacdo rapida, diferentemente das amostras colhidas a partir da saida dos
filtros onde houve maior predominio de micobactérias com coldnia de crescimento
lento.

A elevada taxa de recuperacdo de micobactérias de multiplicacdo lenta em
aguas menos contaminadas pode ser explicada pela eliminacédo de grande parte de
microrganismos presentes devido ao processo de tratamento de &gua, reduzindo
dessa forma a competicdo. Kazda (1983), afirma que o nivel de pureza das aguas é
importante para a proliferacdo de micobactérias, pois tem baixa capacidade de
competicdo onde ha grande namero de microrganismos. Pelos resultados obtidos
por Leite (1989), verifica-se esta concordancia, pois das 36,7% micobactérias de
crescimento lento, 23,9% foram isoladas a partir de 4gua tratada.

Com relacdo a formacdo de pigmentos nas espécies isoladas em agua bruta,
houve predominio de micobactérias ndo pigmentadas. Entretanto, em aguas
colhidas na saida dos filtros e rede de distribuicdo houve preponderancia de
espécies escotocromégenas.

Os 43 isolados tiveram seu DNA bacteriano extraido e submetido a
PCR/PRA. Na Figura 7, sdo apresentados os resultados do PCR empregando os
pares de primers Tb1ll e Th1l2 para amplificacdo do fragmento do gene hsp65,
utilizando o programa de amplificacdo proposto por LEAO et al. (2004), com

algumas modificagdes.
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(439 bp)

Figura 7: Gel de eletroforese a 1% das amostras de DNA micobacteriano submetidas a amplificacdo pelos primers
Th11 e Th12 (439bp). CN = controle negativo. CP = controle positivo.

As Figuras 8, 9 apresentam a digestdo do DNA de 17 isoladas de
micobactérias. A Figura 8 mostra o gel de agarose a 4% com o resultado da
digestdo do DNA pelas enzimas de restricdo BstE Il e Hae Il do DNA dos isolados
de micobactérias enumeradas de 1 a 9 e na Figura 9 as estipes enumeradas de 10 a
17. Ao lado esquerdo, estdo os resultados da digestdo do DNA das amostras pela
enzima de BstE Il e do lado direito estdo os resultados da digestdo das amostras

pela enzima Hae Ill. Também, estdo no gel, os marcadores de peso molecular de 50
pb e 25 pb.
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Figura 8. Gel de eletroforese a 4% das amostras de DNA submetidas a digestdo pelas enzimas de
restricdo BstE Il e Hae 111.0s isolados micobacterianos estdo numerados de 1 a 9.

59



10 11 12 13 14 15 16 17 10 11 12 13 14 15 16 17

.
.

'

‘
T

R

BstE 11 -

Figura 9. Gel de eletroforese a 4% das amostras de DNA submetidas a digestdo pelas enzimas de
restricdo BstE Il e Hae 111.0s isolados micobacterianos estdo numerados de 10 a 17.

Todos os 43 isolados de micobactérias que foram obtidas das amostras de
agua, cujos resultados de identificacdo fenotipica e molecular foram comparados
com os padrdes estabelecidos no site htpp://app.chuv.ch/prasite/index.html, Esses
isolados foram submetidos ao PRA onde 97,67% tiveram o perfil identificado pelo
PRASITE.

Os resultados foram concordantes com a identificacdo molecular pela técnica
do PRA. Das micobacterias de multiplicacdo rapida, sete (16,3%) foram identificadas
como M. parafortuitum, seis (14%) M. fortuitum, uma (2,3%) M. confluentis, duas
(4,6%) M. duvalii. Das micobactérias de multiplicacdo lenta nove (21%), através da
técnica do PRA foram identificadas como M. lentiflavum, uma (2,3%) M. genavense,
10 (23,2%) M. gordonae, uma (2,3%) M. avium subespécie paratuberculosis, seis
(14%) M. szulgai identificado pelo PRASITE, apenas um perfil ndo foi identificado
pela ferramenta utilizada.

A néo identificacdo desse perfil pode ter sido ocasionada por cultura mista de
micobactérias ou devido ao nimero reduzido de bacilos alcool acido resistente na
amostra analisada. Nesse sentido deve ser salientado que a técnica do PRA, desde
a sua descricdo por Telenti (1993), foi idealizada para a identificacdo de
micobacterias a partir de coldnias isoladas em meio de cultivo. Entretanto, com a
evolucdo cientifica da técnica, se estuda seu uso diretamente nas amostras
buscando acelerar a identificacdo de espécies de micobacterias (SILVA et al., 2001).
Além disso, de acordo com Cortelli et al., (2003), o numero de UFC presente na
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amostras € vital para que as técnicas moleculares apresentem positividade. Por
esse motivo alguns autores submetem o produto amplificado a um novo ciclo de
amplificacdo, aumentando assim a chance de deteccdo do microrganismo em
estudo (ZAMBON & HARASZTHY, 1995).

A técnica do PRA foi de grande valia para a identificacdo de micobactérias.
Este método ainda néo foi introduzido em muitos laboratdrios devido ao seu alto
custo e necessidade de pessoal treinado em técnicas moleculares quando
comparado a metodologia classica de identificacdo de micobactérias. A técnica do
PRA pode ser criticada devido a padrdes confusos, falta de uma padronizacdo na
determinacdo; variacdo nas distdncias das bandas apds a corrida no gel e
frequentes descricbes de novos padrdes para novas espécies e variados padroes
para as espécies polimorficas que vem a dificultar a interpretacdo dos resultados
(HAFNER et al., 2004).

Na Tabela 10, também se visualiza o local de isolamento, temperatura de
incubacdo no qual estirpe se multiplicou, velocidade de crescimento da col6nia,
formacdo de pigmento, os perfis encontrados PRA e as espécies de micobactérias
identificadas pelo PRASITE.
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Tabela 10. Identificagdo local da colheita, da temperatura de incubacgdo, velocidade de crescimento,

pigmentacéo e resultados do perfil do PCR/PRA (BstEll e Haelll).

Local Temp °C Cresc. Pigmentacédo BstEll Haelll PRA
AF 37 Lento Escotocromoégeno - - N&o identificado
AF 37 Lento Escotocromégeno  440/0/0 145/130/0 M. lentiflavum
AB 30 Réapido N&o pigmentada 440/0/0 145/90/60 M. parafortuitum
AB 30 Réapido N&o pigmentada 440/0/0 145/90/60 M. parafortuitum
AF 30 Lento Escotocromdgeno  440/0/0 145/130/0 M. lentiflavum
AB 30 Ré4pido Nao pigmentada 440/0/0 145/90/60 M. parafortuitum
AF 37 Lento Escotocromogeno  440/0/0 145/130/0 M. lentiflavum
AB 30 Ré4pido Nao pigmentada 440/0/0 145/90/60 M. parafortuitum
AF 37 Lento Escotocromogeno  440/0/0 145/130/0 M. lentiflavum
AF 37 Lento Escotocromdgeno  440/0/0 145/130/0 M. lentiflavum
AB 30 Rapido N&o pigmentada 440/0/0 145/90/60 M. parafortuitum
AB 30 Rapido N&o pigmentada 440/0/0 145/90/60 M. parafortuitum
AF 37 Lento Escotocromdgeno  440/0/0 145/130/0 M. lentiflavum
AB 30 Ré4pido Nao pigmentada 440/0/0 145/90/60 M. parafortuitum
AF 37 Lento Escotocromogeno  440/0/0 145/130/0 M. lentiflavum
AF 37 Lento Escotocromogeno  440/0/0 145/130/0 M. lentiflavum
AF 37 Lento N&o pigmentada  320/115/0 125/105/0 M. genavense
AD 30 Rapido N&o pigmentada 235/120/85 145/120/60 M. fortuitum type 1
AF 30 Rapido  Escotocromdgeno  440/0/0 195/90/60 M. confluentis
AR 30 Lento Escotocromoégeno  440/0/0 145/110/80 M. szulgai
AR 37 Rapido  Escotocromégeno 235/120/85 145/120/60/55 M.fortuitum type 1
AD 37 Rapido  Escotocromdgena  440/0/0 145/110/80 M. szulgai
AD 30 Lento Nao pigmentada 235/120/85 145/120/60 M. fortuitum type 1
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Cont. Tabela 10. Identificagdo local da colheita, da temperatura de incubacao, velocidade de crescimento,
pigmentagao resultados do perfil do PCR/PRA (BstEll e Haelll).

Local Temp °C Cresc. Pigmentacéo BstEll Haelll PRA

AD 30 Lento N&o pigmentada 235/210/0 130/105/0 M. avium subsp
paratuberculosis

AB 30 Lento Escotocromoégena 235/120/85 160/115/60/0 M. gordonae type 1

AB 30 Rapido  Escotocromégena  440/0/0 145/125/60 M. duvalii type 1

AF 30 Lento Escotocromogena 235/130/85  265/130/0 M. gordonae type 2

AF 30 Lento Escotocromégena 235/130/85 140/120/95 M. gordonae type 6

AD 30 Lento Escotocromogena  440/0/0 130/105/70 M. szulgai

AF 30 Lento Escotocromogena 235/130/85  140/120/95 M. gordonae type 6

AD 30 Lento Escotocromogena 235/130/85 140/120/95 M. gordonae type 6

AF 30 Ré4pido Nao pigmentada 235/120/85 145/120/60 M. fortuitum type 1

AD 37 Lento Escotocromogena  440/0/0 130/105/70 M. szulgai

AF 30 Lento Escotocromodgena 235/130/85  140/120/95 M. gordonae type 6

AF 30 Lento Escotocromogena  440/0/0 130/105/70 M. szulgai

AB 37 Lento Escotocromogena 235/130/85  265/130/0 M. gordonae type 2

AD 37 Rapido N&o pigmentada 235/120/85 145/120/60 M. fortuitum type 1

AR 30 Lento Escotocromogena 325/125/0 160/140/80 M. gordonae type 4

AF 30 Lento Escotocromogena  440/0/0 130/105/70 M. szulgai

AR 37 Lento Escotocromogena 325/125/0  140/110/100 M. gordonae type 8

AR 37 Lento Escotocromogena 325/125/0  140/110/100 M. gordonae type 8

AF 30 Lento Escotocromdgeno  440/0/0 145/130/0 M. lentiflavum

Araraquara, 2010.

As micobactérias identificadas como M. parafortuitum, pode ser classificado
como patégeno raro e ou saprofita (PRASITE, 2010), possue multiplicacéo rapida e
néo é pigmentada. Ela foi recuperada em amostras de agua do Sul da Africa, em um
estudo realizado por Tsukamura; Meulen; Grabow (1983). KANAI (2006) obtiveram
recuperacdo dessa micobactérias em aguas destinadas ao abastecimento publico.

Em nosso estudo, os resultados indicam que a micobactéria identificada como
M. lentiflavum foi a segunda espécie mais isolada principalmente em aguas menos

contaminadas.
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O M. lentiflavum € uma micobactéria descrita no ano de 1996 e foi isolada de
amostras clinicas (SPRINGER et al., 1996). Fenotipicamente € caracterizada como
sendo de crescimento lento e escotocromogena que segundo Ledo et al., (2004),
nado tem sido isolada do meio ambiente. Entretanto, o trabalho realizado por
Torvinen et al., (2004) constaram que 90% das micobactérias isoladas de amostras
agua pertenciam a espécie Mycobacterium lentiflavum nos 16 sistemas estudados
em oito localidades da Finlandia. Kanai (2006), recuperoucom éxito esta
micobactéria; 51% dos isolados do estudo de Lee (2008) também foram
identificados como M. lentiflavum. Resultados semelhantes de recuperacdo foram
obtidos por Torvinen et al., (2004); Jorddo (2008); Lee (2008). Nesses estudos, 0s
autores sugerem que esses microrganismos podem ser onipresentes na agua
(KANAI 2004; LEE 2008).

A principio M. lentiflavum foi considerada de baixo risco a saude humana
associada a sua baixa viruléncia (TORTOLI, et al., 2005). Entretanto atualmente o
M. lentiffavum sabe-se que esta envolvido em varias infecgcdes como pneumonia,
linfadenite cervical, bacteremia (FALKINHAN, 2003, LEAO et al., 2004).

A espécie identificada como sendo Mycobacterium genavense trata-se de um
microrganismo exigente, com necessidades especiais de multiplicagcdo. Esse
patbgeno ambiental, ja foi recuperado de ambientes naturais como o solo, aguas
provenientes de rios, lagos, sistemas de distribuicio de agua e animais.
(HILLEBRAND et al., 1999; THEUB et al.,, 2010). Essa micobactéria foi detectada
pela primeira vez em 1990 em um paciente humano com a (AIDS) Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (BOTTGER, 1990), e identificado taxonomicamente em
1993 (BOTTGER et al.,, 1993). Estudos sugerem que 10% - 15% das infecgbes
disseminadas por micobactérias em pacientes com AIDS é causada pelo M.
genavense (CHEVRIER et al., 1999; LEDWON, 2009).

Mycobacterium genavense tem sido reconhecido como um patégeno
emergente com o advento da AIDS (LORENZEN et al., 2009). Os quadros clinicos
das infeccbes sdo semelhantes aos relatos das infecgdes disseminadas pelo
complexo MAC que inclui a febre, perda de peso, dor abdominal,
hepatoesplenomegalia, anemia e eventualmente a morte. (WALD et al.,, 1992,
DUMONCEAU et al., 1995). De acordo com Realini et al. (1998) o pH acido favorece

a multiplicacdo de M. genavense, 0 que € pertinente com o resultado encontrado,
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uma vez que a recuperacdo desse microrganismo foi realizada na entrada de agua
do manancial na ETA Fonte, onde o pH da amostra encontrava-se ligeiramente
acido.

M. gordonae foi a micobactéria mais freqiiente e correspondem a 23,3% de
todos os isolados. Esta € uma micobactéria ndo patogénica, escotocromogenas de
multiplicacédo lenta, sendo amplamente distribuida no solo e na dgua (LALANDE,et
al., 2001). Vale ressaltar que o M. gordonae também é conhecido como
“escotocromogeno de agua de torneira” por ser muito frequente nos sistemas de
agua de abastecimento e distribuicdo (VAEREWIJCK et al., 2005). Apesar de ser
considerada uma micobactéria raramente patogénica ja foi indicada como agente
etiologico de casos de surtos de micobacterioses em pacientes
imunocomprometidos ou com pessoas infectadas com a imunodeficiéncia humana
(ECKBURG, et al., 2000).

Jordao (2008) estudando aguas de uma fazenda produtora de leite de bufala
isolou M. gordonae em cerca de 81,81% de suas amostras colhidas no corrego,
torneiras e biofilmes. Num outro estudo com aguas destinadas ao abastecimento
publico da cidade de Sao Carlos- SP, Kanai (2006), também isolou M. gordonae em
suas amostras. Na Franca, Lalande,et al., (2001) obtiveram de recuperacao de M.
gordonae em 69% das aguas de refrigeracdo amostradas de um hospital.

O M. fortuitum é uma espécie comumente isolada a partir de agua tratada
(VAEREWIJCK, 2005), afirmacao que esta em concordancia com nossos resultados
onde as amostras ja haviam passado por algum tipo de tratamento.

Das infec¢gbes cutaneas causadas por micobactérias crescimento rapido M.
fortuitum € responsavel em 60% das infeccbes causadas nos individuos
imunocompetentes, sendo que raramente causa doenca pulmonar (SHARBATI et
al., 2009).

Uma micobactéria isolada que possui grande importancia clinica e faz parte
do complexo MAC é M. avium subspécie paratuberculosis. Essa micobactéria possui
a mesma sequéncia de rRNA 16S do M. avium subsp. avium (BANNANTINE,
ZHANG, KAPUR, 2003; KIRSCHNER, et al.,1993). M. avium subsp. paratuberculosis
difere de M. avium subsp. avium por possuir uma taxa de multiplicagédo mais lenta e
possui uma exigéncia para micobactina na cultura (BANNANTINE, ZHANG, KAPUR,
2003; KIRSCHNER, et al.,1993).
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A preocupacéao com os efeitos na saide humana que a micobactéria M. avium
subespécie paratuberculosis tem aumentado ultimamente. O M. avium
subsp. paratuberculosis é conhecido por ser o agente causador da doenca de
Johne, uma doenca inflamatéria intestinal em bovinos e ovinos (FALKINHAM,
1993). Esse microrganismo também pode estar ligado a etiologia da doenca de
Crohn, uma doenca inflamatoria do trato gastrointestinal humano (CHAMBERLIN et
al., 2001; PICKUP et al., 2005). A rota de transmissdo possivel para M. avium subsp.
paratuberculosis para os seres humanos acontece através do consumo de agua
contaminada, alimentos ou agua potavel (CHAMBERLIN et al., 2001). Em um estudo
recente de Pickup et al. (2005), verificaram que uma via de transmissao possivel de
M. avium subsp. paratuberculosis para os seres humanos seria a inalacdo de
aerossois. Essas micobacterias possuem o crescimento de colbnia lenta, variando
de uma a duas semanas, ou até meses (LEHTOLA et al., 2006).

Estudos realizados por Lehtola et al., (2006), na Finlandia conseguiram
identificar em amostras de aguas e biofilmes M. avium subsp. paratuberculosis. Em
2005, Whan et al. (2005), identificou 15 das 192 amostras de agua como sendo M.
avium subsp. paratuberculosis. Nos Estados Unidos Beumer et al.,, (2010)
desenvolveram um método para deteccdo dessa micobactéria em aguas potavel e
em biofilmes de torneira onde obtiveram resultados positivos.

Com relagdo a M. szulgai, esta foi isolada pela primeira vez em 1972. A
revisdo da literatura inglesa revelou um total de 53 casos de infeccbes humanas
causadas por este organismo, principalmente infecgdes pulmonares. Kanai (2006);
Pryor et al., (2004), Chang et al., (2002) isolaram essa micobactéria de suas
amostras de aguas colhidas em aguas com destino ao consumo humano e aguas
rede de distribuicao.

Neste estudo destacamos isolamentos de duas micobacterias que nao séo
comumente encontradas em amostras de agua, que sdo M. confluentis e M duvalii.
Estas micobacterias na sua maioria sédo isolados de amostras do trato respiratdrio
(HAASE et al., 1994). Estes dois isolados foram encontrados em amostras de agua
oriundos de amostras colhidos da saida do filtro e entrada da agua na estacéo de
tratamento, respectivamente.

O pouco isolamento de micobacterias detectaveis no reservatorio de agua e

a presenca de micobacterias no sistema de distribuicdo de 4gua tratada podem ser
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explicados pela presenca da formagéo de biofilmes nas tubulagbes. A capacidade
das micobactérias de formar biofilmes tem sido demonstrada recentemente (HALL-
STOODLEY; LAPPIN-SCOTT, 1998; MARTINEZ, TORTORELLO, KOLTER,
1999). Na Alemanha, 90% das amostras de biofilme a partir de tubos de diversos
sistemas de distribuicdo continham micobactérias, sugerindo que os biofilmes de
micobactérias estao presentes na colecao de quase todos os sistemas de tubulacéo.

Segundo Leéo et al., (2005), os biofiimes podem ser importantes fontes de
micobacterias ambientais e sendo responsaveis por pseudo-infeccbes e por
doencas.

A elevada hidrofobicidade das micobactérias e a sua resisténcia aos
antibioticos, desinfetantes e metais pesados, permitem a formacdo dos biofilmes
numa variedade de superficies organicas (plasticos, borracha, silicone, celulose
entre outras) e superficies inorganicas (cobre, vidro, etc.) (LEAO et al., 2005). Foram
ja descritos biofilmes contendo micobactérias tanto em ambientes sintéticos, como
em sistemas naturais, embora os biofilmes em ambientes naturais sejam menos
documentados (LEAO et al., 2005).

A presenca de micobactérias ndo de tuberculose nos biofilmes pode
consequentemente apresentar um impacto na saude do homem, pois elas podem
ser responsaveis por problemas de contaminacéo e doencas (LEAO et al., 2005).

Alguns autores consideram que a existéncia de micobacterias nos sistemas
de abastecimentos de agua pode ser a forma de infectividade do ser humano (LE
DANTEC et al., 2002), fato esse amparado no reconhecimento das micobacterias
como patégenos oportunistas (VAEREWIJCK et al., 2005). Assim, seres humanos
debilitados, estariam mais expostos a adquirir micobacterioses através do sistema
de distribuicdo de dgua contaminados por micobacterias ambientais.

Aguas tratadas e utilizadas em moradia, industrias, hospitais, escolas entre
outros, as referidas espécies sdo reconhecidas como importante fonte de
micobacterias, e consideradas como reservatério principal para surtos envolvendo
micobacterias.

Esses resultados sugerem, portanto que a agua é uma importante fonte de
micobactérias. As micobactérias ambientais estdo implicadas em uma variedade de

doencas humanas. Dai a necessidade de realizar o acompanhamento continuo de
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micobactérias no sistema de agua potavel e estudar o risco potencial para a saude
humana gerado pelas espécies néo identificadas.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DE ALGUNS PARAMETROS DE QUALIDADE DA AGUA DO
SISTEMA DE ABASTECIMENTO PUBLICO DA CIDADE DE ARARAQUARA - SP,
2010.

RESUMO

O consumo humano da &gua fora dos padrbes de potabilidade constitui-se
fator de risco e agravos a saude. O abastecimento de agua, cada vez mais, tem
preocupado o0s gestores publicos, pois a falta de acesso a 4gua de qualidade tem
sido considerada fator de risco para a saude. Quando as estacdes de tratamento de
agua sao construidas ou operadas de forma irregular, a 4gua produzida pode ser de
risco a saude da populacdo. No Brasil, a Portaria do Ministério da Saude, 518, de
marco de 2004, estabelece os valores maximos permissiveis (VMP) para as
caracteristicas bacteriolégicas, organolépticas, fisicas e quimicas da agua potavel. O
objetivo deste estudo foi avaliar alguns parametros da qualidade da agua, para
consumo humano, quanto as caracteristicas bacteriolégicas e fisico-quimicas da
Estacdo de Tratamento de Agua Fonte da cidade de Araraquara. Para este fim,
realizaram-se andlises bacteriolégicas e fisico-quimicas, comparando-se 0s
resultados encontrados aos parametros estabelecidos na legislacao federal vigente.

Palavras chave: Agua, qualidade da 4gua e abastecimento publico.

ABSTRAT

Human consumption of water outside the potability standards constitutes
risk factor and injury to health. Water supply, increasingly, has worried policy makers,
because the lack of access to water quality has been considered a risk factor for
health. When water treatment plants are built or operated in a manner
irregular, the water produced can be a risk to health. In Brazil, the Ordinance of the
Ministry of Health, 518, March, 2004 establishes the maximum allowable (MAV) for
the characteristics bacteriological, organoleptic, physical and chemical properties of
drinking water. The This study aimed to evaluate some parameters of water quality,
for human consumption, as the characteristics of bacteriological and physical-
chemical treatment plant Water Source of Araraquara. To this end, there were

75



bacteriological and physical-chemical, comparing the results to the parameters
established in Federal legislation in force.

1 INTRODUCAO

A agua é o elemento fundamental da vida. Seus multiplos usos sao
indispensaveis a um largo espectro das atividades humanas, onde se destacam,
entre outros, o abastecimento publico e industrial, a irrigacdo agricola, a producéo
de energia elétrica e as atividades de lazer e recreacdo, bem como a preservacao
da vida aquatica.

O abastecimento de agua, cada vez mais, tem preocupado 0s gestores
publicos, pois a falta de acesso a agua de qualidade tem sido considerada fator de
risco para a saude. Quando as estacfes de tratamento de agua sdo construidas ou
operadas de forma irregular, a agua produzida pode ser de risco a saude da
populacao.

A Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de Sé&o
Paulo (CETESB) é o 6rgao responséavel pelo acompanhamento da qualidade das
aguas dos rios e reservatorios do Estado de Sdo Paulo. Essa demanda € atendida
por meio da rede de monitoramento, onde a caracterizacdo da qualidade da agua é
realizada por meio de analises de variaveis fisico- quimicas e bioldgicas, tendo como
base a Portaria n° 518/2004, do Ministério da Saude (BRASIL, 2004), sendo essa, a
normativa que estabelece os procedimentos e responsabilidades relativas ao
controle e a vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e que também
define seu padrdo de potabilidade. Também, essa portaria determina os valores
maximos permitidos para parametros fisico-quimicos e o0s indicadores
microbiolégicos (coliformes totais e coliformes termotolerantes/E. coli ).

Espécies de enterobactérias do género Escherichia, juntamente com os
géneros Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella, sdo os principais representantes do
grupo coliforme.

As recomendacdes dessa portaria indicam que os rumos para a avaliagdo da
qualidade das aguas de consumo tornam-se cada vez mais complexos devido a
gualidade decrescente da éagua bruta captada em mananciais deteriorados,
reforcando que acfes nas areas de saneamento ambiental sdo dinamicas e devem

refletir as continuas alteragcdes ambientais.
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Portanto, como a 4gua é um insumo indispensével a vida, necessita-se de um
monitoramento da sua qualidade, observando o0s parametros e padroes
determinados pela legislacdo em vigor para aguas destinadas ao consumo humano,
como variaveis fisico-quimicas e microbiolégicas. Justificam a realizacéo sistematica
de pesquisas para auxiliar em acdes de controle mais eficaz resultando em melhor
garantia da qualidade da 4gua consumida pelos usuarios.

O objetivo deste estudo foi analisar algumas variaveis fisico-quimicas e
bacteriol6gica da agua utilizada para consumo produzida na Estacdo de Tratamento

Fonte da cidade de Araraquara.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Locais de colheita das amostras

A cidade de Araraquara conta com trés unidades de captacdo de agua
superficial, ribeirdo das Cruzes, Anhumas e Paiol, que juntas formam o sistema de
abastecimento de &gua superficial. As trés unidades de captacdo extraem
aproximadamente 34.650m3 de agua por dia, o que corresponde a cerca de 50% do
total das 4guas de abastecimento de Araraquara.

As bacias Cruzes (34 Km?2) e Paiol (18 Km?), devido a grande urbanizacao,
estdo sujeitas a ameaca de subsisténcia das captacdes ali existentes, com
implicac@es ja evidentes na disponibilidade quali-quantitativa da agua. J4, Anhumas
com 93km?, possui cultivo intenso de cana-de-acucar, que esta causando erosao e
assoreamento e representa um grande potencial de contaminagdo por produtos
agrotoxicos. (DAAE, 2008).

Para o desenvolvimento desta pesquisa, foram colhidas amostras na ETA
Fonte, e na rede de distribuicdo da mesma. O processo de tratamento utilizado € o
convencional e compreendem as etapas de clarificacdo (coagulacao-floculacéo,

seguida de decantacao), filtracéo e desinfeccdo com cloro gasoso (DAAE, 2008).

2.2 Amostras de agua

Entre novembro de 2009 e agosto de 2010, as amostras de agua foram obtidas

em uma Estacdo de Tratamento de Agua na cidade de Araraquara - SP em trés
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pontos: entrada da estacdo de tratamento de agua (AB), saida dos filtros (AF),
reservatério de agua (AR) e na rede de distribuicdo (AD). Foram colhidas 10
amostras durante o periodo em cada ponto, totalizando 40 amostras.

Para a coleta da amostra da agua na entrada da Estacdo de Tratamento de
Agua foi utilizado um coletor estéril. O coletor foi mergulhado de forma a evitar que
fosse coletada a amostra em area préxima a parede. A amostra foi transferida para
frasco estéril fechado imediatamente e transportado ao laboratério.

As amostras apos filtracdo, nos reservatorios de distribuicdo e na rede de
distribuicdo foram colhidas de torneiras: A torneira foi desinfetada com solugéo de
alcool 70 e aberta completamente escoando por 3 a 5 minutos; em seguida reduziu-
se a vazdo e colheu-se a amostra para andlise bacteriolégica em frasco esteéril
contendo 1 mL de tiossulfato de sodio a 10%; em seguida foram colhidas as
amostras para analises fisico-quimicas. Depois de fechados os frascos foram
identificados e as amostras foram acondicionadas em recipiente térmico e
transportadas para a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNESP/Araraquara)
onde foram processados por métodos bacteriolégicos mantidos sob refrigeracdo

durante o transporte e até o inicio das analises (APHA, 2005).

2.3 Determinacgéo de coliformes totais e fecais

As amostras foram colhidas em frascos descartaveis com capacidade de 100
mL, contendo tiossulfato de sodio. A determinagcdo de coliformes totais e fecais foi
realizada utilizando a tecnologia Enzimatica com Substratos Cromogénicos (ONPG e
MUG).

Em 100 mL da amostra da agua, foi adicionado o meio de cultura, disponivel
comercialmente em embalagens individuais para volume de 100 mL de amostra, ja
esterilizado. O frasco foi fechado e agitado vigorosamente, até que todos os
granulos fossem dissolvidos; apds a agitacdo foi incubado em estufa em
temperatura de 35,0+0,5° C por 24* 2 horas. Ap0s esse prazo foi realizada a leitura e
verificado o desenvolvimento de cor amarela que significava amostra positiva para
coliformes totais. As amostras positivas para coliformes totais foram expostas a luz
ultravioleta (365 nm) e a ocorréncia de fluorescéncia azulada significava presenca

de E. coli.
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2.4 Determinagdo das variaveis fisico-quimicas

As amostras colhidas no reservatorio de distribuicdo e na rede de distribuicao
foram analisadas quanto ao cloro residual livre, turbidez, cor aparente e pH
empregando as seguintes metodologias e aparelhagem, seguindo recomendacdes
da APHA (1998).

- Cloro residual livre: DPD — Espectrofotbmetro HACH DR 2500.
- Turbidez: Nefelométrico — Turbidimetro DEL LAB DLM 2000B
- Cor aparente: Colorimetro Visual DLNH-100, Del Lab).

- pH: potenciométrico — pHametro Qualxtrom 8010

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A &gua potavel para consumo humano deve estar limpida, inodora e sem
sabor, livre de substancias toxicas e microrganismos prejudiciais a satude (BRASIL,
2004).

Os resultados referentes ao numero e porcentagem de amostras como
presenca ou auséncia de coliformes totais e termotolerantes/E. coli em cada ponto
de colheita, atendendo ou ndo ao padréo estabelecido pela portaria 518 de 24 de
marco de 2004, encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo das amostras indicando a presenca e auséncia de coliformes totais e E. coli
por 100 mL de amostra de agua, em cada ponto de colheita. Araraquara-SP, 2010.

Coliformes totais E.coli

presenca auséncia presenca Auséncia
Ponto de colheita (%) (%) (%) (%)
Entrada ETA 10 (100,0) 0 (0,0) 10 (100,0) 0 (0,0)
Saida dos filtros 2 (20,0) 8 (80,0) 1(10,0) 9 (90,0)
Reservatoério 0 (0,0) 10 (100,0) 0 (0,0) 10(100,0)
Rede de 0 (0,0) 10 (100,0) 0 (0,0) 10 (100,0)
distribuicéo
Total 12(30,0) 28(70,0) 11 (27,5) 29 (72,5)
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Na pesquisa de coliformes totais e E.coli, verificou-se que as amostras
colhidas a partir do reservatorio da ETA Fonte estavam de acordo com a legislacéo
vigente que impde que a agua distribuida a populacdo seja isenta de coliformes
totais e termotolerantes/ E. coli a partir da saida do reservatorio da ETA e na rede de
distribuicdo (BRASIL, 2004).

A presenga de coliformes totais e termotolerantes/E.coli indica presenga de
risco a saude da populacao, e foi encontrada somente em amostras de agua bruta.
Segundo Santos (2007), apds a agua passar pelos processos convencionais de
tratamento, esta ndo deve apresentar riscos para a saude publica, pois este
processo tem a finalidade de eliminar boa parte da carga microbiana presente e
também substancias quimicas toxicas, que podem estar presentes na agua do
manancial. Desta forma, os indicadores pesquisados ndao foram mais encontrados
apos passar pelos métodos convencionais de tratamento, estando, portanto as
amostras de agua tratada de acordo com a Portaria n° 518 de 25 de marco de 2004
(BRASIL, 2004).

Os dados referentes a variaveis fisico-quimicas de amostras tratadas
encontram-se na Tabela 2. Segundo os resultados, verifica-se que a variavel pH
esta em concordancia com a Portaria 518 do MS de 2004, apresentando no final do
processo de tratamento uma média de pH 6,61. J& na rede de distribuicdo essa
média aumenta para pH 8,02. Esses dados sdo importantes para otimizar 0s
processos de tratamento e preservar as tubulacdes contra corrosao e entupimento
das mesmas (SABESP, 2010).
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Tabela 2. Resultado das variaveis fisico-quimicas avaliadas nas amostras de agua colhidas na ETA Fonte e rede

de distribuicdo. Araraquara-SP. 2010.

pH

Colheitas Turbidez T/INTU Cloro mg/L Cor aparente uH
AR, 6,19 0,22 0,3 2
AD; 7,50 0,50 0,1 4
AR 7,62 0,20 1,0 2
AD; 7,95 0,33 <0,1 3
AR3 6,46 0,36 1,0 3
AD3 7,83 0,40 <0,1 3
ARy 6,48 0,36 0,9 3
AD,4 7,80 0,51 <0,1 4
ARs 7,05 0,34 1,0 3
ADs 7,99 1,09 <0,1 9
ARg 6,32 0,23 2,0 3
ADsg 9,14 0,65 1,0 7
AR 6,83 0,20 0,5 5,0
AD; 7,18 0,93 <0,1 2,5
ARg 6,44 0,26 1,0 2,5
ADg 9,10 0,48 <0,1 2,5
ARy 6,33 0,20 1,5 0
ADq 8,11 0,36 0,5 2,5
ARy 6,35 0,21 1,0 1,0
AD1g 7,60 0,36 <0,1 1,0

Padrdes fisico-quimicos estabelecidos pela Portaria n° 518 de 25/03/2004. AB — Entrada de agua na ETA/

AF — Agua da saida dos filtros/ AR- Agua do reservatério/ AD — Agua de distribuicéo. Araraquara, 2010.
( )* Valores entre parénteses — Padrédo da Portaria do Ministério da Salde n° 518 de 2004.
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Nas estacOes de tratamento de aguas, sdo varias as unidades cujo controle
envolve as determinacdes de pH. A coagulacédo e a floculagdo que a agua sofre
inicialmente € um processo unitario dependente do pH; existe uma condicao
denominada “pH 6timo” de floculagdo que corresponde a situagdo em que as
particulas coloidais apresentam menor quantidade de carga eletrostatica superficial.
A desinfeccdo pelo cloro é outro processo dependente do pH. Em meio &cido, a
dissociacdo do acido hipocloroso formando hipoclorito € menor, sendo 0 processo
mais eficiente. A propria distribuicdo da agua final € afetada pelo pH. Sabe-se que
as aguas acidas sdo corrosivas, ao passo que as alcalinas sédo incrustantes. Por
isso, o pH da &gua final deve ser controlado, para que os carbonatos presentes
sejam equilibrados e ndo ocorra nenhum dos dois efeitos indesejados mencionados
(SABESP, 2010).

O pH pode ser considerado umas das variaveis ambientais mais importantes
e ao mesmo tempo é considerado umas das mais dificeis de se interpretar, devido a
sua complexidade resultante dos inumeros fatores que podem influencia-lo. Diversos
microrganismos que podem interferir no pH do meio, através de processos de
decomposicao e respiracao, onde a liberacdo de CO,, ou seja, formacédo de acido
carbonico e liberacdo de ions H* , deixa o pH ligeiramente acido. Podendo ainda
sofrer influencia chuvas, e ar atmosférico (ESTEVES, 1988). Nas amostras
analisadas a média de variacdo de pH foi de 6,8.

Alguns desses fatores como microrganismos e chuvas ja citados coincidem
com os resultados verificados nas amostras, onde se observaram microrganismos
como os coliformes totais e E.coli com coleta em periodo de chuvas.

O pH também define o carater acido, neutro ou béasico de solucbes, o que &
considerado muito importante, pois a maioria dos organismos aquaticos esta
adaptada a neutralidade e uma mudanca brusca poderia acarretar desaparecimento
de seres vivos aquaticos. Com o pH fora da faixa estabelecido, podem ocasionar
sabor nas aguas e contribuir para corrosdo da rede de distribuicdo da mesma
(CETESB, 2002).

Segundo a SABESP (2010), a variavel turbidez é um “parametro de aspecto
estético, de aceitagdo ou rejeicdo do produto”. Sendo assim, esse parametro
consiste no grau de reducao de intensidade que um feixe de luz sofre ao atravessa-

bY

lo no qual esse comportamento ocorre devido a presenca de particulas em
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suspensao na agua (PIVELLI, 2000), tendo o valor maximo permissivel de até 5,0
UNT para ser distribuida a populagdo (BRASIL, 2004). Verifica-se, entdo, que esse
parametro em todas as amostras estavam de acordo com a Portaria, apresentando
uma média de 0,26 UNT no reservatoério e tendo um aumento na rede de distribuicéo
com media de cerca de 0,56 UNT.

A &gua entregue aos consumidores deve apresentar uma concentracdo
minimo 0,2 mg/L de cloro residual livre (BRASIL, 2004). No reservatorio de
distribuicdo, todas as amostras estdo dentro do limite minimo permitido, entretanto
guando as amostras foram colhidas na rede de distribuicdo, todas se apresentaram
abaixo do limite estabelecido, permitindo assim, a sobrevivéncia e /ou a
multiplicacdo de microrganismos que venham a adentrar o sistema de distribuicao.

O cloro que ¢é adicionado no tratamento deve estar presente em toda rede de
distribuicdo para que a agua se mantenha segura e livre de microrganismos
patogénicos (CRUMP et al., 2004).

A avaliacao do cloro residual no reservatorio de agua da ETA Fonte constatou
que todas as amostras estavam dentro da faixa de 0,2 a 2mg/L™ estabelecido pela
Portaria 518/2004 (BRASIL, 2004). Entretanto, o teor de cloro residual encontrado
na rede de distribuicdo apresenta-se abaixo do limite exigido. Em estudos realizados
em Nova Iguacgu - RJ, por D’Aguilla et al. (2000), foi constatado que o ter de cloro
nas residéncias estava abaixo do limite preconizado, e ainda sugeriu que a causa
principal deste decréscimo era a falta de manutencdo nos reservatérios. A
manutencao de redes também € importante, pois a presenca de matéria organica e
outros fatores consomem todo o cloro livre comprometendo, portanto sua acao
bactericida (VAN DER KOOIJ et al., 1999).

Os niveis do parametro cor relacionam-se com a presenca de solidos
dissolvidos, principalmente materiais em estado coloidal organico e inorganico
(PIVELLI, 1998). De acordo com a Portaria 518/2004, o valor maximo permissivel de
cor na 4gua distribuida a populagéo € de 15,0 u.H.

Conforme analisado, o paradmetro cor aparente apresentou resultados
coerentes com a Legislacdo vigente, cujos resultados encontraram-se dentro do
permitido nas amostras colhidas nas saidas dos filtros. Em alguns pontos na rede de

distribuicdo, houve um aumento no valor da cor aparente o que pode ser explicado
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pela presenca de ferro ou manganés, e ainda pela decomposicdo da matéria
organica na agua (BRANCO 1978; VON SPERLING, 1996; RAMOS, LEITE, 2006).

Pivelli (2000), afirma que a cor e a turbidez possuem um papel importante no
tratamento convencional da &gua, pois seus niveis de quantificacdo estdo
associados aos processos de coagulacao e floculagéo. Ele ressalta ainda, que em
adguas naturais com teores elevados de cor e baixa turbidez causam problemas,
nesta fase de tratamento, pela auséncia de particulas maiores que servem como
nacleo para flocos. Para resolver esse problema, € utilizado cloro nessa etapa para
que ocorra a oxidacao da matéria organica, responsavel pelo excesso de cor.

Considerando que o periodo de que algumas colheitas de amostras
coincidiram com as chuvas, pode-se afirmar que o aumento da cor na agua bruta
seja decorrente da lixiviacdo vertical que provoca o carregamento do solo para
dentro do rio (PAYNE, 1986; BONOTTO, 2002).

Com base nos resultados do presente experimento, sugere-se que deve
haver um maior controle sobre a quantidade de cloro na rede de distribuicdo, pois
guando o mesmo ndo esta em concordancia com estabelecido pela legislacédo
vigente, pode haver recontaminacéo provocados por bactérias do grupo coliformes
totais e coliformes fecais/E.coli podendo causar diversas doencas na populacéo

consumidora de agua fornecida pela estacdo de tratamento.

4 CONCLUSOES

Todas amostras do reservatorio e da rede de distribuicdo estdo de acordo
com o padrdao de potabilidade para coliformes totais e E. coli. Entretanto, com
relacdo as variaveis fisico-quimicas algumas amostras da rede de distribuicdo

apresentaram discordancia com a legislacéao vigente .
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