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_Resumo

A monitorizacdo da qualidade da &gua para consumo humano relativamente
a presenga de cianobactérias € uma das atribuicdes do Departamento de
Salde Ambiental do Instituto Nacional de Saude. A proliferacdo massiva de
cianobactérias (bloom) em reservatérios de agua doce superficial tem impactos
no ecossistema aquatico, nos procedimentos operativos das estagbes de
tratamento de &gua e acarreta riscos para a saude humana e animal devido a
capacidade toxigénica de algumas espécies cianobacterianas.

Neste trabalho descreve-se a detegdo de uma densidade elevada da espécie
Dolichospermum planctonicum numa amostra de agua tratada, bem como a
presencga de anatoxina-a (neurotoxina).

A legislagdo portuguesa apenas contempla um valor paramétrico de referéncia
para microcistinas (hepatotoxinas). Porém, de acordo com os valores-guia da
Organizagdo Mundial da Salde, a anatoxina-a foi detetada numa concentragéao
abaixo do valor recomendado para agua de consumo humano.

Os resultados alertam para a importancia da monitorizagdo regular de
cianobactérias em agua bruta e tratada e da adequag@o da monitorizagao de
cianotoxinas em fungé@o do potencial toxico das espécies presentes. Por outro
lado, salienta-se a necessidade de integrar os dados de monitorizagéo a nivel
do pals, pois s assim sera possivel conhecer o cenario real de ocorréncia de

blooms téxicos em Portugal, e, em conformidade, adequar a legislagéo nacional.

_Abstract

Monitoring the quality of water for human consumption regarding the
presence of cyanobacteria is one of the attributions of the Department
of Environmental Health of the National Institute of Health (Portugal).
The massive proliferation of cyanobacteria (bloom) in freshwater bodies
has impacts on aquatic ecosystems, on operative procedures at water
treatment stations and presents human and animal health risks due the
toxigenic potential of some cyanobacterial species.

In this work, we describe the detection of a high density of the cyanobacte-
rium Dolichospermum planctonicum in a treated water sample, as well as
the presence of anatoxin-a (neurotoxin).

Portuguese legislation only includes a mandatory level for microcystins
(hepatotoxins). However, according to the World Health Organization
guidelines, anatoxin-a was detected at a concentration below the recom-
mended value for drinking water.

These results alert to the importance of the regular monitoring of cyanobac-
teria in raw and treated water and to the adequacy of cyanotoxins monitoring
according to the toxic potential of the species present in the samples.
Furthermore, the need to integrate data at the country level is emphasized,
as this is the only way to understand the real scenario of toxic bloom
occurrences in Portugal and, accordingly, adapt national legislation.

_Introdugéo

As cianobactérias s@o microrganismos fotossintéticos que
povoam diversos habitats, em particular reservatérios de
agua doce superficial. Nestes reservatorios, as cianobac-
térias ocorrem sobretudo na forma planctonica, fazendo
parte do fitoplancton e desempenhando papéis ecoldgicos
relevantes, uma vez que estdo na base da cadeia tréfica e
produzem oxigénio.

Em massas de agua eutrofizadas, as cianobactérias podem
desenvolver-se massivamente e formar densas quantida-
des de biomassa, a superficie, na coluna de agua e/ou na
margem, designadas de florescéncias ou blooms. Este tipo
de ocorréncias pode representar um risco para a saude
humana e animal, visto que algumas espécies sao produto-
ras de toxinas (cianotoxinas), com potenciais efeitos agudos
ou cronicos. As toxinas mais comuns induzem efeitos hepa-
totoxicos (microcistinas, nodularinas, cilindrospermopsina)
ou neurotdxicos (saxitoxinas e anatoxina-a).

O estudo da ocorréncia de cianobactérias em reservatorios
de agua doce em Portugal remonta a década de 1930, mas
s6 nos anos 90 teve inicio o estudo da toxicidade e distribui-
cao de espécies toxicas com os trabalhos de Vasconcelos
e colaboradores, sobretudo no centro e norte do pafs (1). A
primeira descricdo da ocorréncia de cianobactérias toxicas
em Portugal data de 1993, apds a analise de um bloom do-
minado por Microcystis aeruginosa produtora de microcisti-
nas ocorrido na albufeira de Crestuma (Rio Douro) em 1989
(2). Também em 1993 um episodio associado & morte de 20
pacientes numa unidade de hemodialise em Evora foi atribui-
do a presenca de um bloom de cianobactérias na albufeira
que abastecia a agua a cidade, embora a data ndo tenham
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sido recolhidas amostras em tempo Util para a devida
analise, ndo tendo sido possivel demonstrar aguela relacao
causa-efeito (3-5). A tinica descrigdo em Portugal do impacto
de cianobactérias toxicas na saude animal foi publicada em
2019 (6),

O Laboratério de Biologia e Ecotoxicologia do Departamento
de Saude Ambiental do INSA tem desenvolvido, desde 1996,
atividade de diagnostico de fitoplancton e toxinas associadas
a cianobactérias em amostras de agua doce superficial
destinadas ao consumo humano, incluindo amostras de agua
bruta, amostras recolhidas nas varias fases de tratamento
e amostras de agua tratada, ou a atividades balneares. Por
outro lado, desenvolve atividades de investigagao associadas
a cianobactérias, dispondo de uma colecao de culturas de
cianobactérias vivas, um recurso biolégico com cerca de 180
estirpes isoladas sobretudo de albufeiras portuguesas (7).

A ocorréncia de blooms téxicos é comum em aguas doces
superficiais em Portugal (3-5) e embora os varios tipos
de toxinas sejam detetados, a legislacdo portuguesa (&)
apenas contempla o valor paramétrico de referéncia para as
microcistinas em &gua destinada ao consumo humano. Para
aguas balneares nao foi estabelecido, ainda, qualquer valor
paramétrico de referéncia em Portugal. As microcistinas séo
consideradas as toxinas mais comuns e mais estudadas.
Porém, o facto das outras toxinas ndo estarem contempladas
na legislacao limita a sua monitorizagao e, consequentemente,
impede 0 conhecimento acerca da sua ocorréncia e do risco
real que representam. Em 2020, a Organiza¢cdo Mundial da
Saude (OMS) procedeu a uma atualizag@o dos valores-guia
de cianotoxinas (incluindo cilindrospermopsina, anatoxina-a e
saxitoxina) para 4guas de consumo humano e balneares (9.
Estas recomendagdes revelam-se importantes dado o seu
papel na sensibilizacdo das entidades competentes na area
da distribuigdo e controlo da qualidade da agua, relativamente
a monitorizagcdo de um painel de cianotoxinas e ndo apenas
das que tém um valor limite legislado (10).

Em 2020, descrevemos o isolamento e estabelecimento de
culturas vivas de estirpes da espécie Cylindrospermopsis
raciborskii, a partir de amostras de agua tratada recolhidas

a saida de uma estacdo de tratamento de agua (7). Este
resultado demostrou a capacidade destas estirpes de resistir
a0s processos de tratamento e de poderem disseminar-se no
ambiente. A elevada resisténcia e capacidade de adaptacao
desta espécie, previamente considerada tropical, tem sido
associada a sua expanséao para regioes de clima temperado,
como Portugal. Esta espécie esta descrita como produtora
de vérios tipos de cianotoxinas, mas as estirpes que foram
isoladas ndo revelaram potencial toxico.

Neste trabalho voltamos a reportar a ocorréncia de elevadas
concentracbes de cianobactérias numa amostra de agua
recolhida a saida da estacdo de tratamento de agua para
abastecimento publico. Neste caso, para além da cianobactéria
da espécie Dolichospermum planctonicum, foi detetada a
presencga de anatoxina-a na agua tratada.

Estes resultados alertam para o interesse de monitorizar os
varios tipos de cianotoxinas em &guas destinadas ao consumo
humano e atividades balneares e de proceder a andlise dos
dados do pais que, presentemente, se encontram dispersos
por varias entidades, de forma a tragar o panorama nacional
relativamente a ocorréncia de cianobactérias e cianotoxinas nas
massas de agua doce superficial. Este conhecimento permitira
avaliar a adequacéo da legislacdo, ou a necessidade de a
ajustar, relativamente aos valores legais para cianobactérias e
cianotoxinas na agua, tendo em conta as suas varias utilizagdes
e 0s riscos que podem apresentar para a salde humana, animal
e ambiental.

Objetivo

Neste trabalho descreve-se a detecao de uma densidade
elevada da espécie Dolichospermum planctonicum numa
amostra de agua tratada, bem como a presenga de
anatoxina-a (neurotoxina).
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_Materiais e métodos

Amostragem e processamento das amostras

A colheita das amostras foi efetuada no ponto de saida de
uma Estacdo de Tratamento de Agua (ndo identificada por
motivos de confidencialidade) e as amostras foram mantidas
refrigeradas até ao laboratério. A amostra inicial de 1L foi
subdividida em aliquotas e processada de acordo com as
andlises a efetuar: 300 mL de amostra foram fixados com
uma solucdo de Lugol e mantidos a temperatura ambiente
para analise de fitoplancton; 5 mL de amostra, em duplica-
do, foram mantidos a -20°C até determinacao de cianotoxi-
nas; 40 mL de amostra fresca foram usados para avaliar a
viabilidade de cianobactérias e a eventual germinacao de
acinetos (esporos de resisténcia) presentes na amostra.

Andlise de fitopldncton

A ldentificacdo e quantificacdo de fitoplancton foi realizada
por microscopia dtica com contraste de fase (microscopio
Olympus CK40) pelo método de Utermohl (12). Resumidamen-
te, a amostra fixada foi sedimentada em camara de sedimen-
tagdo de 50mL durante 48h e observada ao microscopio.
As espécies fitoplanctdnicas presentes foram identificadas e
quantificadas. A identificagdo taxondémica baseou-se em ca-
racteristicas morfologicas distintivas e chaves de identifica-
cao de acordo com o anexo D da norma EN 15204:2006 (12),

A caracterizacdo morfométrica de cianobactérias de interes-
se foi realizada por microscopia ética pela medicao das di-
mensoes celulares das células vegetativas (n=50), acinetos
(n=27) e heterocistos (n=32). Adicionalmente, foram adqui-
ridas imagens da amostra e das cianobactérias presentes.
Foi utilizado o microscépio Nikon Eclipse Ts2R com camara
DS-Fi3 e as medigdes foram realizadas com o software Nikon
NIS-Elements.

Determinagéo de cianotoxinas

A anélise de cianotoxinas foi realizada por método imunoen-
zimatico (Enzyme Linked Immunosorbent Assay - ELISA), re-
correndo a kits comerciais ABRAXIS® especificos para cada
toxina (Cilindrospermopsina, 522011; Saxitoxinas, 522558;
Microcistinas, 520011; Anatoxina-a, 520060, Gold Standard
Diagnostics, Horsham, PA, USA).

Avaliagdo da viabilidade de cianobactérias presentes na dgua
tratada

Uma aliquota de 20 mL da amostra fresca foi filtrada sob
vacuo ligeiro através de membranas de 0,45 ym (MF-Millipo-
re, Darmstat, Germany) de forma a concentrar a biomassa
cianobacteriana. Os filtros foram lavados com um volume
de 20 mL de meio Z8 (13) para um frasco de cultura, que foi
mantido numa camara de cultura em condigdes de luz e tem-
peratura controladas (20 + 1°C; 20 + 4 ymol m-2 s-1; ciclo 14
h luz/10 h escuro). Este frasco foi observado ao microscédpio
ao longo do tempo para avaliar a capacidade de crescimen-
to (viabilidade) das células vegetativas e a eventual germina-
cdo dos acinetos (esporos de resisténcia). Em paralelo foi
também inoculado um volume de 20 mL de amostra direta-
mente em meio Z8, sem o passo de filtracdo, para salvaguar-
dar eventuais danos celulares das espécies presentes na
amostra induzidos pelo vacuo. Adicionalmente, foram isola-
dos acinetos da amostra para placas de 6 pogos contendo 6
mL de meio Z8 para avaliar a sua capacidade de germinacgao.

Resultados

Identificacdo e quantificagdo de fitoplancton

Na figura 1A pode observar-se o0 aspeto microscopico da
amostra de agua tratada. A anélise de fitoplancton revelou a
presenca de quatro grupos de organismos fitoplanctonicos,
maioritariamente cianobactérias (tabela 1). A espécie domi-
nante foi Dolichospermum planctonicum, descrita como pro-
dutora de anatoxina-a (14). A densidade de cianobactérias
de 926 células/mL corresponde a cerca de metade do valor
regulamentado - 2000 células/mL - para as massas de agua
doce superficiais destinadas ao consumo humano ().
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Figura 1: [} Caracteristicas morfoldgicas da cianobactéria Dolichospermum plantonicum observada na amostra

de 4gua tratada (apds fixagéo).

A) Aspeto geral da amostra com células vegetativas (V), acinetos (A) e heterocistos (H) caracteristicos desta espécie; B) Tricoma com
acineto (seta); C) Tricoma com heterocisto intercalar (seta); D) Tricoma com células vegetativas. Ampliagdo de 200x (A) e 600x (B-D).

Barra de escala = 10 ym.

Tabela 1: ] Identificagdo e quantificagdo de organismos fitoplanctdnicos.

Grupo Fitoplancténico

Densidade
(células/mL)

Cianobatérias 926
Dolichospermum planctonicum 886
Outras cianobactérias 40
Diatoméceas 5
Clordfitas 75
Criptéfitas 2
Total 1008
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Determinagéo de cianotoxinas

Os resultados da quantificagao de cianotoxinas por ELISA
(tabela 2) revelaram a presenca de anatoxina-a (neurotoxi-
na) na amostra, compativel com a espécie cianobacteriana
dominante (Dolichospermum planctonicum). Foi detetada
uma concentracao de 0,23 pg/L, inferior ao valor-guia pro-
posto pela OMS para agua bruta para consumo humano, re-
lativamente a uma exposi¢ao aguda (30 pg/L).

Tabela 2: [ Quantificagao de cianotoxinas por ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay).

Cianotoxina Resultado
(bg/L)
Microcistinas < 0,15 (LQ)
Cilindrospermopsina < 0,02 (LQ)
Saxitoxina < 0,05 (LQ)
Anatoxina-a 0,23

LQ - Limite de quantificagdo

Caracterizagdo morfométrica de Dolichospermum
planctonicum

A espécie Dolichospermum planctonicum detetada na amos-
tra forma coldnias filamentosas (tricomas) compostas por cé-
lulas vegetativas de forma circular (figura 1B) e com diametro
de 8,5 £ 0,3 mm (tabela 3). Para além de células vegetativas,
os tricomas desta espécie podem apresentar heterocistos
(células diferenciadas com capacidade para fixar o0 azoto at-
mosférico) e acinetos (células diferenciadas que sobrevivem
em condigdes ambientais adversas e que germinam quando
as condigoes sdo novamente favoraveis, garantindo a sobre-
vivéncia da espécie). A forma dos varios tipos celulares e as
respetivas dimensoes estao de acordo com o que esta escri-
to na bibliografia para esta espécie (15).

Tabela 3: [} Dimensées celulares das células vegetativas,
heterocistos e acinetos da espécie Dolichospermum
planctonicum (um).

Dimensdes celulares (um)

Tize @2l Média £ dp (minimo;maximo)

Células Vegetativas A 8,6+0,3

D t , ,

(n=50) ameto (7.7:9,0)
Heterocistos Dia 10,3 £ 0,3
(n=32) lametro (9,7:10,9)
. 26,6 + 2,0

Comprimento S
Acinetos (20,4;27.7)
(n=27) 15,5 + 1,2
Largura (13,9:19,5)

Viabilidade de Dolichospermum planctonicum apds
inoculagdo em meio de cultura

Ainoculacao de amostra fresca em meio Z8 (com ou sem fil-
tracao prévia) ndo resultou no crescimento de colénias de
D. planctonicum. O facto de as células néo terem tido a ca-
pacidade de se dividir quando colocadas num meio de cul-
tura (Z8) e em condicdes de luz e temperatura adequados
ao crescimento cianobacteriano indica que as células vege-
tativas ja nao estariam viaveis. De facto, observou-se que
os tricomas (colonias filamentosas de células vegetativas)
perderam a sua integridade ao longo do tempo.

Os acinetos inoculados em meio Z8 mantiveram a sua mor-
fologia ao longo do tempo, embora ndo tenham germinado.
Ressalve-se, porém, que a germinagao de acinetos pode ser
um processo moroso, mesmo quando colocados em condi-
cOes de luz, temperatura e meio de cultura adequados. A
germinagao destes acinetos continuara a ser monitorizada.

_Discussao e conclusdes

Neste trabalho descrevemos a detec@o de cianobactérias
numa amostra de agua tratada colhida a saida de uma estagao
de tratamento de agua (ETA) para abastecimento publico. A
densidade de cianobactérias registada (926 células/mL) esta
acima do que é expectavel encontrar em aguas tratadas, de
acordo com a monitorizacéo realizada no DSA ASBE. Esta
situac@o acontece ocasionalmente, quando ocorrem blooms
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intensos de cianobactérias na massa de agua doce
superficial de origem (agua bruta), e o respetivo sistema de
tratamento ndo é totalmente eficaz na remocao de densidades
fitoplanctonicas tao elevadas.

Ja previamente tinhamos reportado uma situagao similar (1),
Nesse caso, identificou-se a presenca de cianobactérias
numa densidade de 2514 células/mL, maioritariamente de
Cylindrospermopsis raciborskii. Isolaram-se tricomas desta
espécie, a partir da amostra de agua tratada, para meio
de cultura e, apés 30 dias da inoculacdo, observou-se o
crescimento celular, indicando que as células estavam viaveis
e com capacidade para se multiplicarem.

No presente caso, a espécie dominante foi Dolichospermum
planctonicum, uma cianobactéria descrita na literatura como
produtora de vérias cianotoxinas, incluindo a anatoxina-a.
Este composto alcaloide, com acdo neurotdxica, foi detetado
neste estudo, embora existam ainda poucas descri¢des da sua
ocorréncia em Portugal (5). De acordo com os valores-guia das
cianotoxinas para agua de consumo humano publicados pela
OMS, verificamos que a concentracdo de anatoxina-a detetada
na amostra € inferior ao valor-guia para uma exposicao aguda
(30 pg/L) (10),

A legislacao portuguesa relativa a qualidade da agua para
consumo humano inclui apenas as microcistinas, com um
valor-guia de 1 ug/L, visto serem consideradas as cianotoxi-
nas mais comuns e mais estudadas. No entanto, o estabele-
cimento de valores de referéncia para outras cianotoxinas
(incluindo a anatoxina-a) pela OMS reforca a necessidade
de monitorizar mais do que microcistinas. O facto de nao
haver regulamentagao nacional relativa as outras toxinas im-
plica que ndo se proceda a sua devida monitorizacéo, o que
nédo contribui para gerar evidéncia cientifica sobre a sua real
ocorréncia e que justifique a sua inclusdo na legislacéo. E
uma “pescadinha de rabo na boca”.

De qualquer forma, uma analise pontual nao nos permite inferir
0 histérico de contaminacéo da massa de agua na origem
e a saida da estacéo de tratamento com cianobactérias
toxicas, e, consequentemente, ndo nos permite inferir o
risco de exposicdo humana a cianotoxinas nesse sistema de
abastecimento.

A tentativa de obter uma cultura viva das cianobactérias
presentes na amostra, em condigdes laboratoriais controladas,
foi infrutifera, revelando que as células ndo resistiram ao
tratamento na ETA. Porém, a presenca de acinetos indica o
potencial desta espécie para germinar, quando as condigoes
voltarem a ser favoraveis, o que pode significar que a
ETA pode "concentrar” estas células e liberta-las para o
meio exterior, inoculando células dormentes da espécie D.
plantonicum no solo ou em massas de agua doce superficial.

Em conclusao, este trabalho alerta para a importancia de
proceder a uma monitorizagao regular de cianobactérias e,
quando justificavel, das suas toxinas associadas em agua para
consumo humano (agua bruta e tratada), de forma a identificar
0 risco potencial de exposi¢ao das populagdes a este tipo de
toxinas. De salientar, também, a importancia da integragao dos
dados a nivel do pals, pois s6 assim sera possivel conhecer
0 cendrio real de ocorréncia de blooms toxicos em Portugal,
e, em conformidade, adequar a legislacdo nacional.
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