Nacional de Satde

Doutor Ricardo Jorge

Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

0O

| . _Seguranca alimentar

)

2016 3
Sy, f g
—— / M - & » A ; -

28 série ‘

_Tratamento de aguas para consumo humano: um episoédio de sobrevivéncia

de cianobactérias

Treatment of water for human consumption: a case of cyanobacterial survival

Carina Menezes', Olga Martins?, Elsa Dias’

elsa.dias@insa.min-saude.pt

(1) Laboratério de Biologia e Ecotoxicologia. Departamento de Saude Ambiental, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

(2) AgdA - Aguas Publicas do Alentejo, S.A.

_Resumo

No verdo de 2015 ocorreu um episodio de mau odor/sabor na agua de
abastecimento proveniente da albufeira do Roxo. Este episddio foi atri-
buido a presenga de um bloom cianobacteriano que incluia espécies
produtoras de compostos volateis (geosmina, MIB). De facto, foi deteta-
da a presenca de cianobactérias na agua tratada, a saida da ETA, ainda
que em densidades relativamente baixas. No entanto, desconhecia-se
se estes organismos mantinham a viabilidade celular e a capacidade de
se desenvolver na rede de distribuicéo, a jusante da ETA e, desta forma,
contaminar a agua para consumo humano. Assim, amostras de dgua co-
lhidas a saida da ETA e no Reservatério de abastecimento publico foram
inoculadas em meio de cultura e o crescimento celular foi seguido por
microscopia o6tica. Apds 30 dias, verificou-se o crescimento algal, o que
demostra que algumas espécies resistiram ao tratamento na ETA e man-
tiveram a capacidade de se reproduzir. Curiosamente, uma dessas es-
pécies foi o Cylindrospermopsis raciborskii, considerada até ha pouco
tempo uma espécie tropical. Ira proceder-se a caraterizagdo molecular
e toxigénica desta espécie. Atualmente esta a decorrer um protocolo de
colaboragéo entre o Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge e
a AgdA, com o objetivo de se estudar a distribuicdo de cianobactérias,
cianotoxinas e compostos volateis na albufeira do Roxo.

_Abstract

In the summer of 2015 an unpleasant odour/taste occurred in the water
for human consumption supplied from Roxo Reservoir. This episode
was attributed to the presence of a cyanobacterial bloom composed
by species producing volatile compounds (geosmin, MIB). In fact, cy-
anobacteria were detected in treated water, at the exit of Water Treat-
ment Plant (WTP), although at relatively low densities. However, it was
unknown if these organisms maintained their viability and the growth
capacity in the distribution network and, as such, to contaminate the
drinking water. Thus, treated water samples collected at the WTP and
at the water deposit were inoculated in culture medium and cell growth
was followed by optical microscopy. Algal growth was observed 30
days after culturing, which shows that some species resisted the
treatment in the WTP and maintained the capacity to reproduce. Inter-
estingly, one of those species was Cylindrospermopsis raciborskii,
considered until recently a tropical species. Molecular and toxigenic
characterization of this species will be carried out. A collaboration pro-
tocol between INSA I.P. and AgdA, is currently being carried out with
the aim of studying the distribution of cyanobacteria, cyanotoxins and
volatile compounds in the Roxo reservoir.

_Introdugéo

O desenvolvimento massivo de cianobactérias (florescéncias)
em reservatérios de agua doce superficial € um fendmeno muito
comum em Portugal (). Trata-se de um problema de saude
publica, uma vez que é frequente a ocorréncia de espécies
produtoras de toxinas. As cianotoxinas predominantes séo as
microcistinas (1), heptapéptidos ciclicos que induzem hepatoto-
xicidade aguda e que sa@o potencialmente cancerigenos para o
Homem (2). Por outro lado, algumas espécies de cianobactérias
produzem compostos organicos volateis (COVs) que alteram as
carateristicas organoléticas da agua, uma vez que conferem um
mau odor e sabor (a terra/mofo) a agua. Na albufeira do Roxo
ocorreu, no verdo de 2015, um denso bloom cianobacteriano
composto por uma grande diversidade de espécies. Inclusiva-
mente, foi detetada a presenga de algumas cianobactérias nas
amostras de agua tratada a saida da Estacdo de Tratamento
(ETA). A agua fornecida as populacdes abastecidas por essa al-
bufeira apresentava um odor desagradavel e a analise dos COVs
(geosmina, MIB), foi positiva. As cianobactérias predominantes
na albufeira (Planktothrix sp., Aphanizomenon sp. e Cylindros-
permopsis sp.) estdo descritas como produtoras desses com-
postos.

_Objetivo

Foi objetivo do presente trabalho, determinar a viabilidade de
cianobactérias sujeitas a processos de tratamento de agua e
avaliar a sua potencial capacidade de desenvolvimento mas-
sivo a jusante da ETA, podendo contaminar e alterar as cara-
teristicas organoléticas da agua distribuida a populacao.
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_Materiais e métodos

Procedeu-se a colheita de amostras de 5 L a saida da ETA e no
reservatorio que serve a populacao afetada. As amostras foram
transportadas sob refrigeragdo para o Laboratério de Biologia
e Ecotoxicologia do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge (INSA), onde foram fixadas (100 mL) com uma solugao de
Lugol para identificagao/quantificacdo das espécies fitoplanctoni-
cas presentes (3). Para concentragao e cultivo in vitro da biomas-
sa, 100 mL de amostra foram filtrados sob vacuo ligeiro e os filtros
(MF-Millipore) foram inoculados em placas de 6 pogos com meio
Z8 (4). Em paralelo, e porque a filtragao poderia interferir com a
viabilidade celular, 100 mL das amostras foram inoculados direta-
mente em frascos de cultura com 500 mL de meio Z8. As culturas
foram mantidas em condigdes de temperatura e luz controladas

(20 + 1 °C; 20 + 4 pmol/m?/s; ciclo 14 h luz/10 h escurido) e o
crescimento algal foi seguido por microscopia ética (Olympus CK
40) de forma a proceder-se ao isolamento/identificagao das estir-
pes que se mantiveram viaveis.

_Resultados

Na tabela 1 indicam-se as espécies fitoplanctonicas presentes
nas amostras fixadas com Lugol.

Cerca de 30 dias apds a inoculagdo em meio Z8 (com ou sem
filtragao prévia), registou-se crescimento de diatoméaceas e
clorofitas nas culturas das amostras da ETA e do Reservato-
rio (figura 1). Adicionalmente, observou-se o crescimento de
C. raciborskii nas culturas da ETA (figura 1).

Tabela 1: [ Espécies fitoplanctdnicas presentes nas amostras recolhidas.

Cianobactérias
Cylindrospermopsis raciborskii
Pseudanabaena limnetica
Aphanizomenon gracile
Diatomaceas

Nitzschia acicularis

Clorofitas

Scenedesmus ellipticus

Saida da ETA

Amostra

Reservatorio

Total

1472 651

1042 383
= 579
30 13
26 =

2570 1627

Figura 1: [ Representagdo das etapas realizadas para confirmag&o da viabilidade das cianobactérias presentes nas amostras.

Inoculagao de 100 mL
de amostra em 500 mL

. de meio Z8

Filtragao de amostra e
inoculagéo dos filtros
em meio Z8

Crescimento algal

Crescimento algal

Cylindrospermopsis raciborskii
isolado da ETA do Roxo
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_Discussao

O presente trabalho demonstra que alguns organismos fitoplanc-
tonicos, designadamente cianobactérias, podem sobreviver
aos processos de tratamento na ETA, mantendo a sua capaci-
dade de reproducéo. Este facto pode significar que a habitual
monitorizacao da &gua bruta e da 4gua a saida da ETA pode
subestimar eventuais riscos, uma vez que 0s organismos que
sobrevivem ao tratamento, mesmo em concentracdes muito re-
duzidas na agua tratada, podem potencialmente desenvolver-
se a jusante, nos reservatorios ou rede de distribuicéo, e por
em causa a qualidade da agua fornecida as populacoes.

A ocorréncia de cianobactérias na albufeira do Roxo esteve
associada a degradagao da qualidade hidrica devido a produ-
cao de COVs, responsaveis pela alteracdo das carateristicas
organoléticas da agua. Os blooms cianobacterianos densos e
persistentes, como neste caso, podem interferir com a eficién-
cia dos tratamentos na ETA, pondo em causa a qualidade da
agua para consumo humano. O problema agrava-se quando
as espécies cianobacterianas que resistem aos tratamentos
sao potencialmente tdxicas, podendo constituir riscos para a
saude publica.

A espécie C. raciborskii manteve-se viavel apos o tratamento
na ETA, facto que constitui um motivo de preocupacdo em
termos de salde publica. Para além de poder contribuir para
a alteragéo das carateristicas organoléticas da agua, esta
espécie pode produzir alguns tipos de cianotoxinas, desig-
nadamente cilindrospermopsina (hepatotoxina potencialmen-
te carcinogénica) (5). A legislacao nacional ndo contempla
qualquer limite maximo relativamente a esta cianotoxina. De
facto, o C. raciborskii foi considerado até ha pouco tempo
uma espécie tropical, mas atualmente esta a disseminar-se
para regides temperadas (6), designadamente na Europa.
Esta disseminagao tem sido associada as alteracoes climati-
cas, bem como a grande plasticidade e resisténcia desta es-
pécie (6). Em Portugal, nunca foi confirmada a presenca de
C. raciborskii toxico. Desta forma, estamos a proceder ao
isolamento de estirpes a partir de amostras de agua bruta
e tratada, de forma a identificar e confirmar, com base nas
carateristicas morfométricas e por métodos de biologia mo-
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lecular, a variacado e densidade de C. raciborskii na albufeira,
a sua persisténcia na agua tratada, bem como a sua capaci-
dade toxigénica. Caso os resultados das analises de toxinas
sejam positivos, estamos perante a primeira descricao de C.
raciborskii toxico em aguas doces superficiais portuguesas.

_Concluséo

As cianotoxinas podem ser transmitidas ao Homem através das
aguas balneares e de consumo, bem como através de alimentos
contaminados com agua de rega contendo estes compostos.
Esté a decorrer um protocolo entre 0 INSA e a AgdA, com 0 ob-
jetivo de estudar a distribuicéo de cianobactérias, cianotoxinas
e COVs na albufeira do Roxo, utilizada para abastecimento publi-
co e irrigacdo. Este projeto visa identificar as zonas de maior
risco de ocorréncia destes organismos e compostos, bem como
perceber se estas ocorréncias estdo relacionadas com algum
fator fisico-quimico associado a albufeira e/ou algum fator clima-
térico. Pretende-se, portanto, identificar a eventual causa destes
blooms persistentes. Em particular, a albufeira do Roxo constitui
um interessante caso de estudo relativamente a ocorréncia de
C. raciborskii. Espera-se que esta colaboragao entre as duas
instituicoes permita resolver um problema que afeta o dia-a-dia
das populacdes e que pdde por em causa a saude publica.
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