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RESUMO: A qualidade da agua é o fator individual mais importante para garantir a satide publica. O objetivo das estagées
de tratamento de agua é fornecer um suprimento seguro de agua potavel para a populacdo, garantindo a auséncia e
limitando o crescimento de qualquer microrganismo que possa estar associado a patogenicidade. Independente do meio
de desinfeccdo, é comum as bactérias regredirem durante o tratamento e distribuicdo da agua. As bactérias sdo autdctones
na dgua potavel e em sua grande maioria, ndo podem ser cultivadas em laboratério. No entanto, as contagens baseadas
em placas de cultivo séo o método mais usado mundialmente como um parametro geral de qualidade microbiana de
agua potavel. Diversos estudos demonstraram a presenga de microrganismos na agua potavel ou em biofilmes utilizando
técnicas mais sensiveis como a citometria de fluxo, que ainda nao é utilizada no Brasil com esta aplicacdo. Este método é
utilizado para enumeracao direta das concentrac¢des totais de células na dgua, utilizando marcadores de acidos nucléicos
fluorescentes e deteccdo de caracteristicas especificas de cada célula (single-cell). Existem na literatura relatos de deteccao
de microrganismos, alguns patégenos, em agua de distribuicdo, reforcando a importancia de tais achados para a saude
coletiva. Além disso, os estudos existentes concentram-se em paises onde ndo existem caixas d’dgua residenciais no circuito
de distribuicao, um elemento que pode deteriorar a qualidade da dgua nele armazenada. O objetivo geral deste estudo foi
verificar e quantificar a presenca de bactérias em caixas d’agua residenciais, através da técnica de citometria de fluxo.

Palavras-chave: Rede de agua tratada, agua potdvel armazenada, paradmetros microbiolégicos da agua, dgua potdvel,
bactérias.

ABSTRACT: Water quality is the most important factor that ensures public health. The purpose of water treatment plants is to
provide a safe supply of drinking water to the population, ensuring the absence and limiting the growth of microorganisms that
may be associated to pathogenicity. Regardless of the means of disinfection, it is common for bacteria to regress during the water
treatment and distribution. Most drinking water bacteria cannot be grown in cultures. However, counts based on culture plates
are used worldwide as a general parameter of microbiological quality of drinking water. Several studies have demonstrated the
presence of microorganisms in drinking water or biofilms using more refined techniques such as flow cytometry, which is still not
commonly used in Brazil with this application. This method is used for direct enumeration of total cell concentrations in water,
using fluorescent nucleic acid markers and detecting specific characteristics of each cell (single-cell). There are reports in the
literature of microorganisms detection, some pathogens, in distribution water, reinforcing the importance of such findings for
public health. In addition, the existing studies focus on countries where there are no residential water tanks in the distribution
circuit, an element that can deteriorate the quality of the water stored there. The general objective of this study was to verify and
quantify the presence of bacteria in residential water tanks, using the flow cytometry technique.

Keywords: Drinking water network, stored drinking water, water microbiological parameters, drinking water, bacteria.
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1. INTRODUCAO

A qualidade da agua é o fator individual mais
importante para garantir a saude publica (Madigan
et al., 2016). As doencas transmitidas pela agua
sao um problema global que causam mais de
2,2 milhdées de mortes por ano (Ramirez-Castillo
etal., 2015). O objetivo das estacdes de tratamento
de agua é fornecer um suprimento seguro de
agua para a populacdo. De uma perspectiva
microbiolégica, isto significa a auséncia de
quaisquer bactérias patogénicas e limitar qualquer
crescimento descontrolado durante a distribuicao
da agua. Para este fim, os sistemas de tratamento
utilizam multiplas barreiras higiénicas, como por
exemplo, ozonizacao, filtracdo por membranas,
desinfeccdo por UV e cloracdao (Hammes et al., 2008).
Independentemente do processo de desinfeccao,
é comum as bactérias regredirem durante o
tratamento e distribuicao para concentracdes na
faixa de 102 a 10* bactérias.mL" (Hoefel et al., 2003).
Em muitas partes do mundo, o fornecimento de
agua potavel é garantido através do acesso a uma
fonte comum ou a uma conexao de agua dentro do
domicilio. Verifica-se principalmente nos paises em
desenvolvimento, que aagua éfornecidaapenasem
determinados intervalos de tempo durante o dia.
Embora conectado a um sistema de fornecimento,
0 usudrio ainda tem que armazenar agua para ter
uma quantidade suficiente durante os periodos de
nao fornecimento (Jensen et al., 2002). Ademais, em
locais onde o fornecimento urbano é relativamente
estavel, o historico de interrupgdes contribuiu paraa
cultura de construcao de reservatérios domésticos,
conhecidos no Brasil como caixas d'agua (Lima,
1978).

As bactérias sdao autéctones na agua potavel e
podemos encontra-las em altas concentracoes
na 4agua da torneira ou até mesmo na agua
mineral engarrafada (Hammes et al., 2008). Estes
microrganismos proliferaram livremente na agua
ou em biofilmes, ou seja, em colbénias envoltas
por material adesivo, geralmente de natureza
polissacaridica, aderidas a superficie dos tubos
ou reservatoérios de agua (Madigan et al., 2016).
Com efeito, existem muito mais bactérias na agua
potavel do que as que podem ser cultivadas em
cultura de laboratério (Hammes et al., 2008). Desta
forma, patégenos transmitidos pela dgua, como
Escherichia coli, Helicobacter pylori e Vibrio cholerae,
frequentemente permanecem de maneira viavel
na agua potdvel, mas em estado ndo cultivavel, o
que significa que métodos baseados em cultura
podem gerar falsos negativos (Ramirez-Castillo
etal.,, 2015). No entanto, as contagens de placas sdo
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usadas mundialmente como um parametro geral
de qualidade microbiana no tratamento de agua
potavel e distribuicdo. As concentracdes totais de
bactérias normalmente nao sao consideradas como
parametro para o tratamento de agua potavel
(Allen, Edberg e Reasoner, 2004).

Diversos estudos demonstraram a presenca de
microrganismos na dgua potdvel ou em biofilmes,
utilizando citometria de fluxo (Berry, Xi e Raskin, 2006;
Hoefel et al, 2003; Leclerc e Moreau, 2002; Rinta-
Kanto et al., 2004). A citometria de fluxo refere-se a
andlise de particulas suspensas em relacdo a como
elas dispersam luz ou fluorescéncia ao passar através
de um raio laser. Tais particulas incluem bactérias,
protozodrios, virus, fragmentos celulares, detritos
inorganicos e assim por diante. O equipamento
carrega a amostra para uma camara de foco que
forca as particulas suspensas a um alinhamento em
fila Unica. O fluxo focado passa por um laser que
ataca individualmente cada particula. Os sensores
medem até que ponto cada particula dispersa a
luz frontalmente e lateralmente, assim como varios
parametros de fluorescéncia de cada particula, e
envia essas medidas para um computador para
exibicdo e andlise (Safford e Bischel, 2019).

A citometria de fluxo é um método rapido e
eficaz de contagem de particulas que fornece
vdrias informacdes sobre a microbiota presente
em amostras de agua (Hammes e Egli, 2010).
Os dados de dispersdao e fluorescéncia indicam
caracteristicas das células, como tamanho relativo,
complexidade e conteudo de acidos nucléicos e,
portanto, pode servir como uma “impressdo digital”
da comunidade microbiana presente em uma
amostra de dgua (Koch et al., 2014). A distribuicdo
das populagdes microbianas em um citograma
pode ser utilizada como indicador da qualidade
da agua, contaminacdao e atividade bacteriana
(Hammes e Egli, 2010; Prest et al, 2013). Deste
modo, é possivel discriminar bactérias com alto
conteudo de acido nucleico (HNA) daquelas com
baixo conteudo de acido nucleico (LNA) (Lebaron
et al, 2002). Um aumento na concentracdo da
populacdo de bactérias HNA pode representar
contaminacao da dgua potavel (Prest et al., 2013).
Além disso, esta distin¢cao possibilita uma avaliacao
do estado fisiologico das bactérias, o que é uma
questao critica, especialmente no que diz respeito
a presenca de bactérias patogénicas (Kahlisch
etal., 2010; Prest etal., 2013). E importante destacar
relatos de deteccdo de patdégenos em estudos de
agua potavel, como Legionella spp. (Emtiazi et al.,
2004), Pseudomonas aeruginosa (Falkinham et al.,
2015), Cryptosporidium spp. (Nichols, Campbell e
Smith, 2003), Helicobacter spp. (Park, Mackay e Reid,
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2001), Mycobacterium avium (Falkinham, Norton
e Lechevallier, 2001), reforcando a importancia
da vigilancia de sistemas de distribuicdo e
armazenamento de agua potdvel para a saude
coletiva.

Um ponto importante é que esses estudos
concentram-se em paises onde nao existem caixas
d'dgua residenciais no circuito de distribuicao,
elemento que pode contribuir para a deterioracao
da qualidade dgua nele armazenada (Campos et al.,
2009; Lima, 1978). Nao existem estudos publicados
que analisem a presenca de microrganismos na
agua nos circuitos de distribuicdo e em caixas
d'dgua utilizando métodos independentes do
cultivo como a citometria de fluxo.

Por certo, o uso da citometria de fluxo em ambientes
aquaticos naturais estda bem estabelecido.
Existem protocolos consolidados para enumerar
microrganismos  encontrados no ambiente
plancténico (Gasol e Moran, 2015). Contudo,
0 uso da citometria de fluxo para deteccdo de
microrganismos na agua potavel em circuitos de
distribuicao e armazenamento, encontra limitaces
devido as concentracdes muito baixas desses
microrganismos. Isso dificulta o alcance dos niveis
de sensibilidade necessarios (Prest et al., 2013).

2. 0BJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi verificar e
quantificar a presenca de bactérias em caixas
d'dgua residenciais, através da técnica de citometria
de fluxo. Os objetivos especificos foram: (1) validar
o uso da técnica de citometria de fluxo para
quantificacdo de bactérias em agua tratada por
meio deteste de sensibilidade e de comparagaocom
outro método altamente especifico (microscopia
de epifluorescéncia); (2) avaliar as caixas d'agua

residenciais e o tempo de limpeza destas como
fatores que podem influenciar no crescimento
bacteriano em dgua potavel.

3. METODOLOGIAS

Inicialmente procedemos a validacao e adequacao
dos protocolos de citometria de fluxo para
ambientes aquaticos naturais, ja consolidados,
para a aplicacdo em aguas tratadas, com baixas
concentragdes de  microrganismos.  Assim,
realizamos um experimento de diluicdes e analises
sucessivas de uma amostra de ambiente natural
com a finalidade de validar os protocolos e avaliar a
sensibilidade e os ajustes de parametros necessarios
do citdbmetro de fluxo.

Obtivemos do banco de amostras do Laboratério
de Biodiversidade e Processos Microbianos do
Departamento de Hidrobiologia da Universidade
Federal de Sao Carlos, uma amostra de agua
superficial de um reservatério da regido
(Reservatoério do Lobo, em Itirapina-SP), tipicamente
contendo a uma concentracao da ordem de 10°
[bactérias].mL". Tais amostras sao condicionadas
em criotubos de 2-5 mlL, fixadas com 1% de
formaldeido (conc. final) e congeladas (flash-freeze)
em nitrogénio liquido e armazenadas em
ultrafreezer a -80 °C.

A amostra foi descongelada e diluida com agua
miliQ de forma sequencial (Fig. 1). Nas tréplicas da
amostra foi adicionado corante de acidos nucleicos
SYTO-13 (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, EUA) a
razao de 1% do volume, e deixado por cerca de 10
min.noescuro paracompletaracoloracdo e executar
a leitura no citdbmetro de fluxo. O equipamento
utilizado foi um citdbmetro FACScalibur da Becton &
Dickinson com um laser de emissdo azul (488 nm).

D1 [10°] D2 [107] D3 [102] D4 [10] D5 [10]
2mL — 2mL — 2mL —
200 |JL|)1+ 200 I‘ILD2+ 200 |JL|)3+ 200 “LN+
T 18mLge 1,8 mL ypo 1.8 mL yp0 T 1Bmlyye -
r
200 pLp + 500 plp; + 500 pLp; + 500 pLpy + 500 plps +
2L Syto13 L Syto13 L Syto13 SuL Syto13 SpL Syto13

Figura 1. Diluicao e replicacdo das amostras.
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As bactérias sao detectadas pela sua assinatura
em um citograma de dispersao lateral (SSC-H: Side
Scatter 90°) vs. fluorescéncia verde (FL1-H) (Gasol e
Giorgio, Del, 2000; Giorgio et al., 1996). A aquisicao
de dados foi realizada com o software CellQuest-
Pro. A andlise de dados foi feita com o software
FlowJo V10.

O experimento foi realizado duas vezes para
avaliar os ajustes dos parametros de velocidade de
processamento e aquisicao de dados do citbmetro.
No primeiro experimento as amostras foram lidas
em baixa velocidade (Low: 11,2 ul min™) e aquisicdo
de 5 minutos, ja no segundo experimento, foi usada
uma velocidade mais alta (High: 54,2 ul min™") com
aquisicao de 5.000 eventos ou até o esgotamento
da amostra.

As amostras das caixas d'agua residenciais foram
realizadas a partir de convite e assinatura de termo
de participacdo de moradores do municipio de Sdo
Carlos (Estado de Sao Paulo), os quais consentiram
na realizacao da amostragem em suas residéncias.
Os locais foram escolhidos buscando maior
abrangéncia possivel da area do municipio. Foram
coletadas 36 amostras de dgua nas caixas d'agua
residenciais e, em alguns casos, também nos
circuitos de entrada destas. Coletamos amostras
diretamente das torneiras das residéncias dos
circuitos da caixa d’dgua residencial e na entrada
de 4gua no domicilio (dgua da rede publica de
abastecimento). Apds desinfeccdo das torneiras
com alcool 70% e um periodo de espera de 5
minutos com &gua corrente, as amostras foram
coletadas com uso de luvas e frascos estéreis de
50 mL. A fixacao de 3,6 mL de amostra com 400 pL
de formaldeido 10% (conc. final 1%) filtrado por
membrana de 0.22 mm e tamponado com bdrax,
foi feita diretamente no local. As amostras foram
acondicionadas em caixa térmica e encaminhadas
prontamente (t<2h) até o laboratério para
congelamento rapido em nitrogénio liquido
(flash-freeze) e guardadas em ultrafreezer a -80 °C.
A validacao dos resultados da citdmetria de fluxo
foi feita por comparacdo com a microscopia de
epifluorescéncia, um método direto e especifico,
utilizado somente em pesquisas. Para a confeccao
das laminas de microscopia, foram reservados
45 mL de cada amostra e adicionado 0,1% de
corante de acidos nucleicos DAPI (4',6-Diamidino-
2-phenylindole dihydrochloride) e apds espera de
5 minutos no escuro, as amostras foram filtradas a
baixa pressao num filtro de policarbonato negro
0.22 ym de 25mm de diametro em cima de um
backing filter de nitrato de celulose de 45 pm de
poro. Apos retirada e secagem do filtro ao abrigo da
luz, foram montadas aslaminas com 6leo deimersao
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para epifluorescéncia, e posteriormente congeladas
e analisadas em um microscépio Zeiss Primovert
com aumento de 1000x, com fonte de luz para
epifluorescéncia e filtro DAPI (excitacao UV/emissao
azul). Apés a visualizacao das bactérias, a contagem
das mesmas foi realizada de maneira sistematizada
e em 20 campos aleatérios, realizando no final um
calculo padrédo de estimativa da concentragdo total
de bactérias em cada amostra. Os campos foram
registrados e fotografados.

4. RESULTADOS

No experimento de diluicdes e andlises sucessivas
foram detectadas bactérias em todas as amostras
replicadas, através dasuaassinaturaemum citograma
com dispersdo lateral (SSC-H) fluorescéncia verde
(FL1-H). Com base no tamanho e na intensidade
da fluorescéncia, podemos identificar e separar as
células bacterianas do ruido de fundo (Fig. 2).

Bactérias '

FLI-H

Figura 2. Citograma de quantificacdo de bactérias
coradas com SYTO-13 em uma das amostras. SSC-H:
dispersao lateral de luz, FL1-H: fluorescéncia verde.

Aabundancia de bactériasem ambos os experimentos
de diluicbes sucessivas resultou em regressdes
significativas, com um melhor ajuste no experimento
realizado em alta velocidade (Fig. 3a e 3b).

N6s observamos bactérias na maioria das amostras
residenciais de agua selecionadas através da
microscopia de epifluorescéncia. As células
bacterianas podem ser observadas e contabilizadas
por meio da fluorescéncia e andlise da morfologia
das células (Fig.4).

As abundancias de células obtidas por citometria
de fluxo e microscopia de epifluorescéncia foram
da mesma ordem de grandeza na maior parte das
amostras (Fig. 5).



108

Detecgdo de bactérias na dqua tratada e armazenada em reservatdrios domésticos utilizando citometria de fluxo

cells ml"!
=)
=
s

10¢

Dilution

10°

104

cells ml™"
g

102 T T T T
10% 10+ 103 102 107 100

Dilution

Figura 3. Regressao de abundancia de bactérias (cell mL") em funcao do grau de diluicdo em velocidade Low
(r=0,85 e p <0,001) (a) e High (r’= 0,99 e p <0,001)(b).

Figura 4. Amostra 16_C em microscopia de epifluo-
rescéncia no campo 5 corada com DAPI num aumento
de 1000x.
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102

107

T
108

Citometria [Bactérias.mL’j]

Figura 5. Comparacao da concentracao de bactérias
(bactérias.mL") obtida por citometria de fluxo e micro-
scopia de epifluorescéncia (tracejado indica a linha 1:1)

No6s detectamos bactérias em todas as caixas
d’dgua amostradas utilizando a citometria de fluxo,
com abundancia de bactérias entre 10°-10° mL",
mais elevada em uma caixa d'agua domiciliar de
um bairro residencial e menos elevada na agua
do circuito de entrada de uma residéncia de outro
bairro (Fig. 6).

Figura 6. Mapa dos locais onde foram coletadas as
amostras com as respectivas concentracdes de bactérias
nas caixas d'agua [bactérias mL"].

Os resultados da concentracao de bactérias das
amostras de dgua das caixas d’dgua residenciais e do
circuito de entrada das mesmas onde havia acesso,
bem como o tempo relatado pelos residentes desde
a Ultima limpeza da caixa d’agua foram compilados
(Tab. 1).

Observamos uma relacao significativa entre a
abundancia de bactérias detectadas na dgua dos
circuitos de entrada com a abundancia de bactérias
detectadas na agua das caixas d’agua em cada
residéncia (Fig. 7).
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Tabela 1. Concentracdo de bactérias detectadas nas amostras de agua de caixas
d’dgua residenciais e na entrada do domicilio (dgua da rede), e tempo desde a ultima
limpeza da caixa.

D Caixa d’agua Entrada Ultima limpeza da caixa d’agua
(bactérias mL") (bactérias mL™") (anos)
000 6.00x103 Nao acessivel 4
000_BF1 6.00x103 Nao acessivel 4
000_BF2 3.26x10° Nao acessivel 4
001 1.27x10* Nao acessivel 20
001B 1.51x10* 2.68x10° 20
002 1.72x10* Nao acessivel 8
003 6.01x10? Nao acessivel 2
004 1.42x10° 1.52x10* 1
005 4.60x10° 7.65x103 1
006 3.27x10° 2.85x103 2
007 2.53x103 7.48x10? 5
008 2.15x10* 4.05x10* 1
009 1.83x10° 1.35x10° 3
010 4.95x10° Néao acessivel 10
011 1.91x10° 1.06x10° 5
012 1.95x10° 3.43x10° 10
013 7.07x103 Nao acessivel 0,25
014 4.32x10° 1.42x10° 7
015 6.38x10% 6.53x102 2
016 5.08x103 7.48x102 6
017 7.12x10? 4.54x10? 2
018 5.97x10? 3.44x10? 4
10 2x104
.
% 2x10¢
& 104 .
g E
9] 0
o g 10
© k3
> o
[0} om
T 10°
[l
.% 5x10°
o T T T

T T
10° 10 10° 10°

Circuito de entrada [Bactérias.mL'w]

Figura 7. Regressao linear entre a concentracao de bac-
térias no circuito de entrada e na caixa d'agua
("= 0,549 e p=0,002).

Em relacdo a andlise do efeito do tempo da
limpeza das caixas d'dgua sobre a concentragao
de bactérias detectadas, apds categorizacao dos
intervalos relatados, observamos variabilidade
nos resultados, sem diferencas significativas entre
intervalos, segundo a analise de variancia one-way
ANOVA (p = 0,059) (Fig. 8).
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<2anos 2ab5 anos >5 anos

Figura 8. Concentracao de bactérias detectadas
(bactérias.mL') em funcdo dos tempos de limpeza das
caixas d'agua.

5. DISCUSSAO

Nesse trabalho, além de detectar e quantificar
a abundancia de bactérias autéctones em agua
tratada e armazenada em caixas d’agua residenciais,
buscamos validar a sensibilidade da citometria de
fluxo como um método para tal propésito.
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Como esperado, no experimento de diluicoes
observamos uma diminuicao das concentragdes
enquanto  diluidas, contudo com  maior
sensibilidade no segundo experimento, realizado
em velocidade de andlise alta (high). Em
velocidade low, observamos maiores taxas de erro,
possivelmente devido ao volume amostrado muito
pequeno (cerca de 50 ul em low contra 500 pul em
high), comparado com o volume morto no sistema
de fluido do citdmetro. Este experimento valida a
sensibilidade da citometria de fluxo na contagem
de particulas em baixa concentracao como aquelas
gue ocorrem em agua tratada, reforcando o que em
outros paises ja foi extensivamente explorado em
estudos que avaliaram a remocao de bactérias no
tratamento de agua, rebrota e mudancas sazonais
no microbioma (Besmer e Hammes, 2016; Hammes
etal, 2010; Hassard et al., 2019; Prest et al., 2016).
Em relacdo a comparacdo da citometria de fluxo
com a microscopia de epifluorescéncia, sabe-se
que a citometria de fluxo vem sendo empregada
had muito tempo em estudos para avaliar as
concentragdes de bactérias apds o tratamento
da agua, inclusive com a utilizacdo de sistemas
automatizados para deteccao (Besmer et al., 2014;
Hammes et al, 2008). Ainda assim, trata-se de
uma tecnologia pouco explorada neste contexto
e pouco conhecida no Brasil para tal finalidade.
Ja foi amplamente demostrado que existe baixa
correlacao entre os dados obtidos com citometria
de fluxo e o método convencional de contagens
em placas heterotréficas (Nevel, Van et al., 2017),
uma vez que cerca de 99% das bactérias nao sao
cultivaveis em placas com meio rico (Thom et al.,
2022). Assim, estudos para validacao e comparacao
da citometria de fluxo com outros métodos de
deteccao direta de bactérias com alta sensibilidade,
como a microscopia de epifluorescéncia, sao
importantes.

A contagem de células por microscopia é uma
metodologia estabelecida e pode ser combinada
com uma ampla gama de corantes fluorescentes
ou ndo fluorescentes (por exemplo, DAPI, laranja
de acridina) e marcadores (por exemplo, anticorpos
marcados) para avaliar bactérias totais, bactérias
vidveis ou grupos especificos. Além de algumas
abordagens automatizadas (Zeder e Pernthaler,
2009), a microscopia é muito trabalhosa de
demorada, e depende do operador para aplicacao
rotineira e, portanto, é usada predominantemente
como ferramenta de pesquisa (Nevel, Van et al.,
2017). No nosso estudo comparativo observamos
uma tendéncia de equiparacdo dos resultados
entre os dois métodos, contudo trés amostras
correspondentes as maiores concentracdes

detectadas na citometria, se desviaram um pouco
da linha 1:1, com maiores concentracdes obtidas
na microscopia. Provavelmente a existéncia de
algumas particulas coradas (nao bacterianas) nestas
amostras podem ter inflacionado esses valores. Os
corantes fluorescentes como DAPI (um dos mais
comumente utilizados para contagem de bactérias
por epifluorescéncia) ligam-se preferencialmente
a acidos nucleicos, mas podem se ligar de maneira
nao especifica a membranas celulares, em razao de
algumas caracteristicas intrinsecas, como cargas
idnicas e peso molecular (Gasol e del Giorgio, 2000).
Em relacao a abundancia de bactérias detectadas
nas amostras de dgua potavel residenciais, 0s nossos
resultados (10% a 10° bactérias.mL") equiparam-se a
de outros estudos que utilizaram a citometria de
fluxo. Em um estudo no lago Zurich, a abundancia
de bactérias caiu de 10° para 10° bactérias.mL’
apods o tratamento por ozonizacao (Hammes et al.,
2008). Em um estudo que avaliou a viabilidade e a
aplicabilidade da citometria de fluxo automatizada,
cerca de mil pontos de andlise foram obtidos de
um reservatorio subterraneo de dgua potavel em
Dubendorf, resultando nas concentracées médias
de 10? bactérias.mL’, demonstrando a viabilidade
deste método para investigacao de ecossistemas
aquaticos dinamicos em alta resolucao temporal
(Besmer et al, 2014). Em um estudo para validar
um protocolo de quantificacdo de bactérias
e deteccao de alteracbes em comunidades
bacterianas aquaticas na Suica, as concentracoes
bacterianas em agua potdvel estavam na faixa de
10® a 10° bactérias. mL', além disso, os autores
demonstraram o potencial da citdmetria de fluxo
para aplicagées de monitoramento de dgua potavel
(Prestetal., 2013).

Com base em estudos anteriores, seria de esperar
um aumento das concentracdes de bactérias em
aguas estagnadas como caixas d'dgua. Estudos
prévios demonstraram por meio de qPCR que as
concentragdes de bactérias de filtros comercias
aumentam apds os periodos de estagnacao (Clark
et al., 2022). De maneira correlata, neste estudo
observamos uma correlagdo positiva entre a
concentragdo de bactérias na agua entregue
pela empresa de saneamento e na concentracdao
de bactérias na caixa d'agua residencial. Em trés
residéncias a concentracdo de bactérias na agua
de entrada foi até maior do que nas caixas d'agua,
possivelmente isto decorre do fato de uma amostra
instantanea estar sujeita as variacdes do momento
da coleta. Também observamos alguns pontos
extremos, como a amostra /ID-004, que apresentou
elevada concentracao de bactérias, tanto na
caixa d'dgua quanto no circuito de entrada, o que
pode sugerir uma possivel contamina¢ao da agua
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naquele bairro. J&4 a amostra ID-008, possui maiores
concentragdes que ja eram esperadas, uma vez que
se trata de um ponto contendo mistura com agua
de poco artesiano.

Ao analisarmos o possivel efeito do tempo de
limpeza das caixas d'dgua sobre a concentracao
de bactérias detectadas, observamos de maneira
presumida em algumas amostras, associacao
direta entre a concentracao de bactérias e o tempo
elevado desde a ultima limpeza da caixa d'agua.
No entanto, o numero de amostras nao permitiu
observar uma relagao estatisticamente significativa.
Uma vez que que a concentracdo de bactérias na
agua do circuito de entrada parece ser um fator
primordial na determinacdo da concentracdo nas
caixas d'agua, o fator tempo de limpeza pode se
confundir com esse fator. Sabe-se que o tratamento
da agua em geral é proposto como detentor de um
efeito deterministico na contamina¢do microbiana,
selecionando microrganismos que sobrevivem
aos processos de filtragdo e desinfecgao (Lin et al.,
2014; Pinto, Xi e Raskin, 2012). E provavel que esse
efeito diminua com a distancia e o tempo do
tratamento, onde o crescimento e a perturbacdo do
biofilme agregado as tubulacdes e ao reservatério
se tornam mais proeminentes. Neste ponto, efeitos
estocdsticos podem ser mais propensos para
explicar a abundancia de microrganismos, somando-
se também outros fatores estocdasticos como divisao
celular, morte e imigracao, que sao muitas vezes
determinantes no estabelecimento e crescimento de
comunidades procaridticas (Sloan et al., 2006). Desta
maneira, 0 microbioma da dgua potdavel é dinamico
devido ao tratamento, tempo de estagnacao da dgua
e localizacdo dos reservatorios (Clark et al., 2022;
Douterelo et al., 2016; Prest et al., 2013).

Para ajudar as concessionarias de agua a
fornecer agua potavel segura, € necessario um
monitoramento intenso, e melhor conhecimento
das consequéncias e impactos tanto no microbioma
quanto na prevaléncia de patégenos. Atualmente,
nao existem estudos cientificos que demonstrem
o tempo e a forma de crescimento das populagdes
microbianas em caixas d’agua residenciais. Existem
recomendag¢des empiricas para limpeza das caixas
d'dgua anualmente, baseadas em aspectos fisicos
como turbidez, e na observagao do crescimento de
biofilme na parede dos reservatérios (Campos et al.,
2009; Momba et al., 2000). Este estudo corrobora
essas recomendacdes, no entanto nao foi possivel
determinar qualafrequénciaideal de limpezadestes
reservatorios baseando-se nas concentracdes de
bactérias obtidas. Por outro lado, o nosso estudo
evidencia a necessidade de um monitoramento
mais intenso e eficaz, aplicando metodologias
mais rapidas e sensiveis para 0 monitoramento da
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rede de tratamento, distribuicao e armazenamento
de agua potavel para o consumo humano, e a
citometria demonstrou ser um método eficaz para
esse monitoramento.

CONCLUSOES

Confirmamosaexisténciadeabundanciadebactérias
em todas as amostras de caixa d'dgua, bem como
nos circuitos de entrega de agua, em concentragdes
condizentes com os resultados de estudos com
agua potavel realizados em outros paises (Besmer
et al, 2014; Hammes et al., 2008; Pinto, Xi e Raskin,
2012; Prest et al, 2013). Observamos uma forte
correlacdo entre as concentracdes de bactérias na
agua entregue pela empresa publica de saneamento
e a dgua presente nas caixas d'agua residenciais, com
maiores concentragoes de bactérias nesta, em geral.
A concentracdo de bactérias mostra uma grande
dependéncia da qualidade da agua do circuito
entrada, sendo este um fator que se confunde com
o tempo de limpeza da caixa d’agua para explicar
as abundancias de bactérias detectadas. Ou seja, o
tempo de limpeza da caixa d'agua nao ira influenciar
na qualidade da 4gua se esta ja for entreque com
uma concentra¢ao de bactérias elevada.

Validamos o método de citometria de fluxo para
deteccdo e quantificacdo de microrganismos em
agua potavel, com melhor ajuste de sensibilidade do
equipamento em velocidade de amostragem High
(54,2 ul min™) com aquisicdao de 5.000 eventos ou
até o esgotamento da amostra com um volume de
500 uL. A aplicacao da citometria de fluxo se revelou
uma ferramenta muito Util no monitoramento do
crescimento bacteriano apos a estacdo de tratamento
e permite averiguar possiveis contaminacdes em
determinados locais da rede.

Nossos resultados mostram que empresas
de saneamento deveriam buscar meios de
implementacdo da citometria de fluxo como
ferramenta conjunta de monitoramento do processo
de tratamento, distribuicdo e armazenamento
de 4dgua potdvel, principalmente para deteccao e
quantificacdo esporadica de bactérias, tal como ja se
faz atualmente em outros paises (Besmer et al., 2014).
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