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l. Resumo

Nos sistemas de abastecimento e distribuicdo de agua para consumo humano, as
superficies internas das torneiras podem estar em contacto direto com agua néo-estéril,
potenciando o desenvolvimento de biofilmes. Os biofilmes podem alojar diversos
microrganismos patogénicos, facto que representa um potencial fator de risco de doencas
associadas a ingestdo de agua. A integridade dos sistemas de abastecimento e distribui¢do
de &gua € particularmente critica em estabelecimentos utilizados por grupos de risco (p.ex.,
escolas), devendo ser monitorizada regularmente. O objetivo deste estudo foi avaliar a
qualidade da agua, assim como 0s riscos associados a presenca de biofilmes em torneiras
de espagos escolares.

A amostragem foi realizada em torneiras de casas de banho, cantinas e bebedouros de sete
escolas, num total de trinta e seis amostras de agua, trinta e trés superficies internas de
torneiras, e vinte e dois arejadores. Para ambas as amostras, agua e superficies, foram
avaliados os seguintes parametros: Bactérias Coliformes, Escherichia coli, Numero de
colénias a 22°C e 37°C, Clostridium perfringens, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus coagulase positiva. O cloro residual livre, pH e a temperatura foram
igualmente determinados nas amostras de agua. Foi também analisado o estado de higiene
de vinte e nove superficies internas de torneiras através do método de detecdo de

Adenosina Trifostafo (ATP) por bioluminescéncia.

Na generalidade as amostras de agua cumpriam as recomendacdes legais, a excecdo do
namero de coldnias a 22°C e 37°C (30,6% e 19,4%, respetivamente), e cloro residual livre
(8,3% <0,2mg/L e 47,2% >0,6 mg/L). Na avaliacdo microbiolégica das superficies internas
das torneiras observou-se contagens elevadas do nimero de coldnias a 22°C (de 5x10! a
6x10® UFC [unidades formadoras de coldnias]/unidade de amostragem) e 37°C (de 4,5x10*
a 6,2x10° UFC/unidade amostragem) em 66,7% e 72,7% das amostras, respetivamente, e
86,4% e 100% dos arejadores, respetivamente. Neste Gltimo ponto de amostragem foi
também detetado Clostridium perfringens, Bactérias coliformes, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus coagulase positiva em 13,6%, 9,1%, 9,1%,
45% e 18,2% das amostras, respetivamente. A analise de ATP evidenciou uma

higienizacéo débil em 17,2% das torneiras.
I



Estes resultados indicam a presenca de biofilmes nas superficies internas e arejadores de
torneiras, sugerindo deficiéncias na integridade dos sistemas de abastecimento e
distribuicdo de 4gua em algumas escolas. No presente estudo, Staphylococcus coagulase
positiva foram encontrados simultaneamente nas amostras de agua, superficies internas das
torneiras e arejadores, o que sugere que os biofilmes parecem representar um fator de risco
para a qualidade da agua. A definicdo de planos de higienizacdo das superficies internas
das torneiras e arejadores poderd ser uma forma de minimizar a presenca biofilmes que

alojam bactérias patogénicas oportunistas que parecem provir do utilizador.

Palavras-chave — Biofilmes; Desinfecdo da agua; Contaminacdo microbiologica;
Qualidade da agua para consumo humano; Sistemas de abastecimento e distribuicdo de

agua; Torneiras.



Il.  Abstract

In drinking water distribution systems, the inner surfaces of the taps may be in direct
contact with non-sterile water, which can promote the development of biofilms. The
biofilms can harbor several opportunistic pathogens, which represent a potential risk factor
for waterborne diseases. The integrity of the water distribution systems is particularly
critical in establishments used by vulnerable groups (e.g. schools) and should be monitored
regularly. The aim of this study was to evaluate the water quality, as well as the risks

associated with the presence of biofilms in taps of schools.

The sampling was performed in taps of bathrooms and canteens and drinking fountains of
seven schools, for a total of thirty-six water samples, thirty-three internal surfaces of taps,
and twenty-two aerators/flow straighteners. For both samples, water and surfaces, the
following parameters were assessed: Coliform bacteria, Escherichia coli, Heterotrophic
plate counts (HPC) at 22°C and 37°C, Clostridium perfringens, Pseudomonas aeruginosa
and coagulase-positive Staphylococcus. The free residual chlorine, pH and temperature
were also determined in water samples. It was also analyzed the hygiene status of twenty-
nine internal surfaces of taps using the method of detection of Adenosine Triphosphate
(ATP) by bioluminescence.

In general, the water samples complied with legal requirements, except for HPC at 22°C
and 37°C, (30.6% and 19.4%, respectively) and free residual chlorine (8.3% <0.2 mg/L and
47.2% >0.6 mg/L). The microbiological evaluation of the inner surfaces of taps showed
high counts of HPC at 22°C (5x10* to 6x10® CFU [colony-forming units]/unit sample) and
37°C (4.5x10! to 6,2x10° CFU /unit sample) in 66.7% and 72.7% of samples, respectively,
and 86.4% and 100% of flow straighteners, respectively. In the latter sample point, it was
also detected Clostridium perfringens, coliform bacteria, E. coli, Pseudomonas aeruginosa
and coagulase-positive Staphylococcus in 13.6%, 9.1%, 9.1%, 4.5% and 18.2%,
respectively. The analysis of ATP showed a weak cleansing in 17.2% of the taps. These
results indicate the presence of biofilms in the internal surfaces and aerators/flow
straighteners of taps, suggesting deficiencies in the integrity of the water supply and

distribution systems in some schools.



In the present study, coagulase-positive Staphylococcus was found simultaneously in water
samples, internal surfaces of the taps and aerators/flow straighteners, which suggests that
biofilms seems to represent a risk factor for water quality. The definition of sanitation
plans for the internal surfaces of taps and aerators/flow straighteners could be a practice to
minimize the presence of biofilms, which can harbor opportunist pathogenic bacteria that

seem to derive from the users.

Keywords: Biofilms; Drinking water distribution systems; Drinking water quality;

Microbiological contamination; Taps; Water disinfection.
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QUALIDADE DA AGUA PARA CONSUMO HUMANO: RISCOS ASSOCIADOS A PRESENCA DE
BIOFILMES EM TORNEIRAS DE ESPACOS ESCOLARES.

Introducao

A &gua representa um bem essencial a manutencdo da vida, pelo que deve ser acessivel a
comunidade, e apresentar condigdes de potabilidade como ser salubre, limpa e isenta de
qualquer perigo para a satde publica (WHO, 2003a; artigo 8° do Decreto-Lei n.° 306/2007
de 27 de agosto). Geralmente € distribuida a sociedade por sistemas de abastecimento
publico, que tém obrigatoriedade de controlar a qualidade da dgua para consumo humano,
atividade enquadrada legalmente em Portugal pelo Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de
agosto.

No entanto, os parametros estabelecidos legalmente para a avaliacdo da qualidade da agua,
por si sO, podem ndo traduzir todos os riscos associados ao consumo da mesma. Nas
superficies das canalizacbes podem ser formados biofilmes que possuem uma grande
diversidade microbiologica e sdo compostos essencialmente por bactérias, onde se podem
alojar microrganismos patogénicos que ndo sdo detetados e/ou comummente pesquisados
nas amostras de controlo da qualidade da adgua (Flemming et al., 2002; Berry et al., 2006;
Wingender & Flemming, 2011; Simbes & Simdes, 2013). Desta forma, o controlo da
qualidade da agua, pode ndo refletir uma possivel presenca de biofilmes nos sistemas de

abastecimento e distribuicdo.

Em situacdes de pressdo exercida pelo fluxo de agua sobre as canalizacGes, a integridade
dos biofilmes é comprometida uma vez que partes dos mesmos podem soltar-se para a
agua, e consequentemente originar varias ameagas a salde publica. Caso seja ingerida,
pode comprometer a salde dos consumidores, principalmente individuos mais vulneraveis
como criancas, idosos ou imuno-deficitarios (WHO, 2006; Wingender & Flemming, 2011).
Para além disso, através do contacto, pode ocorrer a disseminacdo de microrganismos para

outros locais e constituir outros focos de contaminagé&o.

A avaliacdo da qualidade da agua € largamente executada e alvo de diversos estudos, no
entanto a analise de biofilmes no contexto de sistemas de abastecimento e distribuicdo ndo
¢ tdo explorada. As torneiras sdo o Ultimo ponto do sistema de distribuicdo até ao
consumidor, e sdo utilizadas muitas vezes pelas criangas para beber diretamente. Esta
situacdo pode ser problematica pela possivel transmissdo bidirecional de microrganismos,

potencialmente patogénicos como Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.
1



QUALIDADE DA AGUA PARA CONSUMO HUMANO: RISCOS ASSOCIADOS A PRESENCA DE
BIOFILMES EM TORNEIRAS DE ESPACOS ESCOLARES.

Objetivos

O objetivo geral deste estudo consistiu na avaliagcdo da qualidade da &gua para consumo
humano considerando os riscos associados a presenca de biofilmes em torneiras de espagos

escolares.

A presente dissertacdo € composta por trés capitulos. No Capitulo | serd apresentada uma
revisdo bibliogréafica do tema, com a abordagem de varios assuntos pertinentes, desde o
enguadramento legal da qualidade da agua destinada ao consumo humano, a formacdo de
biofilmes e repercussdes associadas a sua presenca em sistemas de abastecimento e
distribuicdo de agua. O Capitulo Il ird expor os materiais utilizados bem como as
metodologias adotadas no procedimento experimental deste trabalho. Finalmente, no
Capitulo 111 serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos em relacdo a anélise
microbioldgica e fisico-quimica das amostras de agua, a andlise microbioldgica das
superficies internas das torneiras e arejadores, e a andlise bioquimica das superficies

internas das torneiras e arejadores, e apuradas as principais conclusdes do estudo.
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1. Gestao dos recursos hidricos

Na Declaragdo Universal dos Direitos Humanos de 1948 sdo definidos respetivamente nos
artigos 3° e 25° os direitos a vida, e a viver com saude e bem-estar (United Nations, 1949).
A &gua tem uma importancia vital, e é utilizada diariamente para satisfacdo de varias
necessidades basicas como a ingestdo, a alimentacdo e a higiene, devendo por isso, ser

acessivel, disponivel a comunidade e propria para consumo humano.

De 1990 a 2015, 2,6 milhdes de individuos passaram a utilizar fontes de agua potavel,
contudo 663 milhdes, habitantes sobretudo de zonas rurais, continuam privados deste
direito. Atualmente tém acesso a agua potavel, 96% da populacdo urbana e 84% da
populacdo rural (UNICEF & WHO, 2015). A utilizacdo de dgua ndo potavel causa varias
adversidades a saude, como as doencas diarreicas que sdo responsaveis pelo maior nimero
de mortes com origem na &gua, sendo em grande maioria criangcas com menos de cinco
anos, habitantes de paises em desenvolvimento (WHO, 2003a). De 1990 a 2012 a
mortalidade provocada por doencas diarreicas desceu de 2,9 milhdes para 1,5 milhdes de
mortes (WHO, 2014).

Como recurso natural de extrema importancia, torna-se fulcral a sua gestdo de forma
sustentavel. Em Portugal, a Lei n.° 58/2005 de 29 de dezembro, alterada e republicada pelo
Decreto-Lei n.° 130/2012 de 22 de junho, que transpdem para a ordem juridica nacional a
Diretiva Quadro da Agua (Diretiva n.° 2000/60/CE do Parlamento Europeu e do Conselho,
de 23 de outubro), aprova a Lei da Agua e estabelece as bases e o quadro institucional

para a gestdo sustentavel das aguas.

A referida Lei define principios de gestdo da agua, para além dos designados na Lei de
Bases do Ambiente, como o valor social da agua, a gestdo integrada das aguas e dos
ecossistemas, a dimens@o ambiental, entre outros (artigo 3° do Decreto-Lei n.° 130/2012 de
22 de junho).

Para o planeamento e gestdo das aguas, a unidade utilizada é a Regido Hidrografica,
baseada na respetiva Bacia Hidrografica. Portugal possui dez Regides Hidrogréaficas:
Minho e Lima (RH1), Cavado, Ave e Leca (RH2), Douro (RH3), Vouga, Mondego, Lis e

4
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Ribeiras do Oeste (RH4), Tejo (RH5), Sado e Mira (RH6), Guadiana (RH7), Ribeiras do
Algarve (RH8), Acores (RH9), Madeira (RH10), sendo que as regides hidrograficas do
Minho e Lima, do Douro, do Tejo e do Guadiana, compartilham bacias hidrograficas com
Espanha (artigo 6° do Decreto-Lei n.° 130/2012 de 22 de junho).

A Agéncia Portuguesa do Ambiente, 1.P. é a entidade que assume funcbes de Autoridade

Nacional da Agua, para aplicacéo da Lei da Agua.
2. Regime da qualidade da agua destinada ao consumo humano

Em Portugal, a qualidade da agua destinada ao consumo humano € regida pelo Decreto-
Lei n.° 306/2007 de 27 de agosto. Este procede a revisdo do Decreto-Lei n.° 243/2001 de 5
de setembro, que transpds a Diretiva n.° 98/83/CE, do Conselho de 3 de novembro para
ordem juridica interna. A autoridade competente pela coordenacdo e fiscalizacdo da
aplicacdo do referido Decreto-Lei é a Entidade Reguladora dos Servicos de Aguas e
Residuos (ERSAR), anteriormente designada de Instituto Regulador de Aguas e Residuos
(IRAR).

No artigo 2° do Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de agosto sdo enunciados entre outros, as
responsabilidades das entidades gestoras, a classificacdo dos sistemas de abastecimento e a
funcdo das redes de distribuicdo. As entidades gestoras sdo responsaveis pela exploracdo
e gestdo de um sistema de abastecimento publico de agua para consumo humano,
garantindo o cumprimento dos requisitos explicitos no Decreto-Lei, e assegurando que a
agua seja salubre, limpa e equilibrada. Os sistemas de abastecimento publico englobam
0s equipamentos e infraestruturas desde a captacdo da agua até a sua distribuicdo. Podem
ser classificados como sistemas de abastecimento publico em alta, que executam o
represamento, a captacdo, a elevacao, o tratamento, o armazenamento e a adugdo de agua,
e sistemas de abastecimento publico em baixa, responsaveis pelo armazenamento,
elevacdo e distribuicdo de agua para consumo. Esta distribuicdo da agua desde os
reservatorios, captacdes ou estacOes de tratamento de agua até aos ramais de ligacao é feita
através da rede de distribuicdo composta por todas as tubagens e acessorios envolvidos.
Os sistemas de distribuicdo prediais englobam as canalizac¢Ges, acessorios e aparelhos
desde os ramais de ligacdo até as torneiras dos consumidores.

5



QUALIDADE DA AGUA PARA CONSUMO HUMANO: RISCOS ASSOCIADOS A PRESENCA DE
BIOFILMES EM TORNEIRAS DE ESPACOS ESCOLARES.

De acordo com o artigo 10° do Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de agosto a verificacdo da
conformidade dos pressupostos da legislacdo e feita atraves do controlo da qualidade da
agua e do cumprimento dos valores paramétricos fixados para os critérios definidos. Nas
situagcBes de agua distribuida pela rede publica, a referida verificacdo € executada no
interior de uma instalacdo ou estabelecimento numa torneira onde a &gua retirada seja
utilizada para consumo. Em situagcdes que se comprove que o incumprimento dos valores
paramétricos € atribuivel ao sistema de distribuicdo predial ou a sua manutencdo, a
responsabilidade ndo é da entidade gestora, exceto em instalacbes em que a agua é
fornecida ao publico como escolas e hospitais. Neste caso, a entidade gestora tem que
informar os responsaveis do estabelecimento ou instalacdo, a autoridade de salude e a
autoridade competente, a ERSAR. A autoridade competente, consultando se necessario a
autoridade de salde, pode apresentar ao responsavel da instalacdo, medidas e prazos para
resolucédo da situagdo, informando as entidades gestoras envolvidas. N&o sendo resolvida a
situacdo de incumprimento, e caso esteja em risco a saude publica, a entidade competente
considerando o parecer da autoridade de salde pode ordenar a suspensdo do abastecimento

de agua.

Anualmente as entidades gestoras tém de elaborar um Programa de Controlo da
Qualidade da Agua (PCQA) que tem que ser aprovado pela entidade competente (artigo
14° do Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de agosto). O controlo da qualidade da agua
engloba controlos de rotina e controlos de inspecdo, tendo uma frequéncia minima de
amostragens definida mediante o volume de agua fornecida na zona de abastecimento
(anexo Il do Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de agosto).

De acordo com o artigo 6° anexo | e anexo Il do Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de
agosto, com os controlos de rotina pretende-se obter de forma regular informagdes sobre
a qualidade organolética e microbioldgica da agua, para avaliar a eficacia do tratamento.
Sdo avaliados parametros como Escherichia coli, Bactérias Coliformes, Desinfetante
Residual, Numero de Coldnias a 22°C e 37°C, Clostridium perfringens, pH, Cheiro e
Turvacdo. O controlo de inspecéao tem como finalidade a verificagdo do cumprimento dos
valores paramétricos fixados no referido Decreto-Lei, relativos a parametros

microbiologicos, quimicos e indicadores. Os dados da qualidade da agua devem ser
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publicados para consulta publica, e enviados a respetiva autoridade de salde (artigo 17° do
Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de agosto).

A vigilancia sanitaria da 4gua para consumo humano fornecida pelas entidades gestoras é
assegurada pela Autoridade de Saude, que deve, entre outras funcdes, realizar a avaliagdo
de risco para a saude publica considerando a qualidade da &gua, e executar andlises
complementares ao PCQA (artigo 30° do Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de agosto). Neste
ambito, o Departamento de Saude Publica da Administracdo Regional de Salide elabora
um documento com orientacGes para a execucdo do Programa de Vigilancia Sanitaria de

Aguas para Consumo Humano (PVSACH) na sua area de atuac&o.

Este programa engloba trés vertentes: (1) a higio-sanitaria e tecnoldgica referente a
verificacdo das condicGes de higiene e seguranca e técnico-operativas das infraestruturas e
do funcionamento, bem como das medidas de gestdo e manutencdo da qualidade da agua e
dos equipamentos; (2) a analitica, relativa a realizacdo de analises para avaliacdo da
qualidade da agua, e a verificacdo do cumprimento do PCQA,; e (3) a epidemioldgica, que
compara e interpreta informacGes obtidas por diversos programas para a avaliacdo do risco

gue o consumo da agua pode comportar para a populacdo (ARSN, 2013).
3. Sistemas de tratamento de dgua para consumo humano

A 4gua para consumo humano, até ser distribuida a populacao, € submetida a vérias etapas
ao longo do sistema de abastecimento. A agua € captada, sujeita a tratamento numa
Estacdo de Tratamento de Agua (ETA), que associa Varios processos (e.g., coagulacao,
floculacdo, sedimentacdo e desinfecdo) que garantem a sua qualidade, seguidamente é
armazenada em reservatorios e por ultimo distribuida para abastecimento da populacdo
(Figura 1).
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Captagdo Tratamento (ETA) Armazenamento Distribui¢do

+Agua «Coagulacéo «Transporte da +Distribui¢do da
subterranea «Floculagio agua para agua para

«Agua - Sedimentacio reservatorios abastecimento

superficial Filtrago da populacéo

* Desinfecédo

Figura 1. Etapas de um sistema de abastecimento de agua para consumo humano.

A primeira etapa, a captacdo, consiste na recolha da agua que pode ser de origem
superficial ou subterrdnea. A agua subterranea encontra-se em reservas comummente
designadas de aquiferos, onde é acumulada por consequéncia da infiltracdo da agua da
chuva eque ao atravessar varias camadas de solo vai sofrendo filtracdo (Paix&o, 1999).
Geralmente tem melhores propriedades que a agua superficial, sendo menos vulneravel a
contaminacdo e por isso livre da maioria de patogénicos, que quando ocorrem tém
normalmente origem na superficie da terra devido a atividades industriais, agricolas ou

pecuarias (Ojo et al., 2012).

As aguas superficiais, provenientes de rios, lagos e albufeiras, estdo disponiveis em maior
quantidade, no entanto tém indices de qualidade mais baixos devido a contaminacgéo a que
estdo sujeitas, necessitando assim geralmente, de mais processos de tratamento em relagao

as aguas subterraneas (Paixao, 1999; Li et al, 2016).

As aguas mais utilizadas para consumo sdo as superficiais, cujas classes de qualidade e
valores inerentes (ano 2009) apresentam-se na Figura 2 (INE, 2012). Cerca de 14% das
aguas superficiais apresentam uma qualidade indesejavel classificada como “Ma” ou
“Muito Ma” e cerca 77,8% apresentam uma qualidade da agua aceitavel, no entanto desse
valor, apenas 36,1% ¢ referente a “Excelente” ou “Boa”, sendo a maior percentagem

relativa a uma qualidade da 4gua “Razoavel” com 41,7%.
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CLASSES DE QUALIDADE DAS AGUAS SUPERFICIAIS PARA CONSUMO
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Figura 2. Percentagem relativa as classes de qualidade de aguas superficiais utilizadas para abastecimento publico em

Portugal Continental (ano de 2009). Adaptado de INE (2012).

Em 1991, 80% da populacdo portuguesa era servida por sistemas publicos de
abastecimento e distribuicdo de &gua, valor que subiu para 96% em 2009 (PORDATA,
2015). O tratamento da agua para consumo humano numa ETA depende da sua origem.

Relativamente ao tratamento da agua para consumo, 0s processos mais utilizados séo: (1)
coagulacao; (2) floculacdo; (3) sedimentacdo; (4) filtracdo; e (5) desinfecdo. A coagulacéo
ocorre devido a adicdo de sais de aluminio ou ferro na agua que provocam a agregacao das
particulas coloidais em suspensdo, que ao colidirem umas com as outras vao aumentando
de tamanho, formando-se assim flocos, processo designado de floculacédo (Matilainen et
al., 2010; Moghaddam, et al., 2010). Por acdo da gravidade, ocorre a sedimentacao, que
consiste na deposicdo dos flocos no fundo de um tanque, separando-se assim da agua e
diminuindo consideravelmente a turvacdo da mesma (EPA, 2016a). No interior dos flocos
ou particulas coloidais torna-se mais dificil a acdo dos desinfetantes o que pode estimular o
crescimento bacteriano, sendo assim importante a reducdo da turbidez da agua (WHO,
2011). Posteriormente, ocorre a filtracdo, processo no qual a agua percorre filtros
compostos por materiais porosos, normalmente areia, apropriados para a retencdo de
particulas de menor dimensdo que possam ainda estar em suspensdo na agua (Fret et al.,
2016). Por fim procede-se a desinfecdo, onde é aplicado um agente desinfetante,
importante para diminuir o0 numero de microrganismos, manter um teor de desinfetante

residual, e impedir a proliferacdo de microrganismos patogénicos (Mi et al., 2015).
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Os agentes desinfetantes utilizados podem ser fisicos como a radiacdo ultravioleta (UV),

ou quimicos como por exemplo o0 ozono e o cloro.

A radiacdo UV é emitida por baixa pressdo e tem acdo biocida que inativa protozoarios,
bactérias, bacteriofagos, leveduras, virus, fungos e algas. No entanto, a sua acdo pode ser
inibida pela turvacdo da dgua uma vez que esta pode impedir que 0s microrganismos sejam
expostos a radiacdo UV (WHO, 2011). A sua utilizagdo pode inativar Cryptosporidium e
Giardia, mas ndo é eficaz em todos os patogénicos. Este agente desinfetante penetra na
parede celular e atua no genoma dos microrganismos impedindo a sintese de Acido
Ribonucleico (RNA) e a replicacdo de Acido Desoxirribonucleico (DNA) (Guerrero-
Latorre et al., 2016). A utilizacdo de radiacdo UV tem a vantagem de ndo formar produtos
toxicos na agua (ao contrario do ozono e do cloro), porém ndo possibilita um efeito de
protecdo residual na dgua devendo assim ser aplicado um desinfetante secundario (EPA,
2003).

O ozono gasoso (0Os), geralmente utilizado como desinfetante primario, € um poderoso
oxidante que reage com substancias quimicas organicas presentes na agua, aumentando a
sua biodegradabilidade e facilitando o processo de coagulacdo/floculacdo. Em termos de
vantagens, o0 Oz necessita de menor concentragdo e menos tempo de contacto do que outros
desinfetantes, como por exemplo o cloro, para executar a desinfecdo microbioldgica, e
reduz a possibilidade de producdo de subprodutos clorados como os trihalometanos,
podendo, no entanto, ser formados compostos como acidos carboxilicos resultantes da
reacdo entre 0 0zono e a matéria organica natural (Papageorgiou et al., 2014). A sua
utilizacdo é importante na resolucdo de problemas de odor e sabor das aguas produzidos
pelo composto 2-Metil-isoborneol sintetizado por varios microrganismos, que é removido
pelo ozono (Audenaert et al., 2010). E mais eficaz que o cloro na inativagdo de virus,
Cryptosporidium e Giardia, no entanto tem como desvantagem o facto de ser toxico e
corrosivo, o que dificulta a sua utilizacdo e requer sistemas de ozonizagdo complexos
(EPA, 2003). Além disso, 0 ozono, ndo fornece um teor de desinfetante residual, havendo
por isso a necessidade de uma posterior adigdo de cloro para garantir a qualidade da &gua
ao longo do sistema de distribuicdo (WHO, 2011).

10
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Atualmente, o desinfetante mais utilizado é o cloro pela sua eficicia e permanéncia na
agua para além do momento de injecdo, uma vez que mantém concentracfes residuais ao
longo da rede de distribuicdo de &gua, controlando assim potenciais contaminacdes, e
prevenindo doencas infeciosas de origem hidrica (WHO, 2011).

3.1 A utilizagéo do cloro como agente desinfetante

O cloro é utilizado sob a forma de cloro gasoso (Cl.), hipoclorito de sédio (NaClO) ou
hipoclorito de calcio (Ca(ClO).), que em contacto com a &gua se dissociam em ido
hipoclorito (CIO") e 4cido hipocloroso (HOCI), tendo este dltimo um efeito germicida 100
vezes superior ao primeiro (IRAR, 2007; WHO, 2011).

Para a escolha do tipo de cloro a utilizar, deve ser considerada a quantidade de desinfetante
necessaria, a facilidade de operacdo, o custo associado, as condi¢@es de armazenamento e
seguranca. Sendo mais econémico, o cloro gasoso é mais utilizado em grandes instalacdes,
o0 hipoclorito de sédio em instalagdes mais pequenas uma vez que é de aplicacdo mais fécil,
e o hipoclorito de célcio aplicado normalmente quando ndo existe energia elétrica no local
de injecdo (IRAR, 2007).

Séo varios os fatores que podem influenciar a eficacia do cloro: (1) concentracéo, (2)
temperatura da agua, (3) concentracdo hidrogenidnica (pH), (4) tempo de contacto, (5)

extensdo da rede e (6) o estado de conservacao das condutas (IRAR, 2007).

A concentragdo de cloro necesséria varia mediante a resisténcia dos microrganismos a
eliminar, no entanto deve ser sempre garantido um teor de cloro residual livre ao longo de
todo o sistema de distribuicdo (IRAR, 2007).

A temperatura tem influéncia na cinética de inativacdo patogénica, aumentando o poder
desinfetante do cloro com o aumento da temperatura da agua, tornando-se mais eficaz na
eliminacdo de microrganismos como protozoarios (e.g., Giardia) e virus (EPA, 2003;
IRAR, 2007). No entanto, a temperaturas mais elevadas o crescimento bacteriano é
estimulado, situacdo que potencia a formacdo de subprodutos do cloro como o0s

11
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trihalometanos (THM) e os acidos haloacéticos (AHA) que resultam da reacdo do
desinfetante com matéria organica (EPA, 2003; IRAR, 2007).

O pH da agua interfere com o desempenho do cloro na desinfecdo, na medida em que
aguas alcalinas (pH mais alto) necessitam de concentracdes mais elevados de cloro residual
livre e um tempo de contacto maior (WHO, 2006). Um pH mais baixo contribui para uma
desinfecdo mais eficaz devido a predominéancia de HOCI, em detrimento de CIO", ido que
ocorre mais frequentemente em aguas com pH alto e provoca uma diminuicao na eficacia
da desinfecdo (IRAR, 2007). Apesar de a um pH mais baixo a inativacdo de protozoarios e
virus ser mais eficaz, e ser reduzida a possibilidade de formacdo de subprodutos de cloro,
podem surgir problemas como a corrosdo de materiais no sistema de distribuicdo ou a
precipitagdo de algumas substancias inorgénicas (EPA, 2003). Associado & corrosdo dos
materiais torna-se suscetivel a migracdo de metais provenientes das canalizacdes e tubos

para a agua de consumo, desencadeando a potencial exposi¢do humana (WHO, 2007).

O tempo de contacto € uma estimativa do tempo necessario de detengdo da &gua num
local onde ocorre a injecdo do cloro, para a desinfecdo da mesma (EPA, 2003). Uma

desinfecdo eficaz requer no minimo 30 minutos de tempo de contacto (IRAR, 2007).

A extensao da rede é importante na eficacia do cloro uma vez que ao longo da rede de
distribuicdo o cloro é consumido ao reagir com substancias presentes na agua, e para evitar
potenciais contaminacdes microbioldgicas, devem existir postos de recloragem (EPA,
2003; IRAR, 2007).

Relativamente ao estado de conservacdo das condutas sdo varios os fatores que
favorecem o consumo do desinfetante residual livre podendo permitir contaminacfes na
rede de distribuicdo, sendo eles: as hidrodindmicas do fluxo (velocidade, periodo de
residéncia), as caracteristicas das tubagens (tipo de material, idade) bem como a
presenca/formacao de biofilmes (IRAR, 2007).

12
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4. Formagcao de biofilmes em sistemas de abastecimento e distribuicéo

de 4gua

Os sistemas de abastecimento e distribuicdo de agua controlam regularmente a qualidade
da mesma para garantir a sua potabilidade e ndo representar uma ameaca a satde publica.
Este controlo baseia-se na execucao periodica de analises com a frequéncia estabelecida na
legislacdo aplicavel. No entanto, os resultados analiticos da qualidade da agua podem néo
representar a situacdo real da rede de distribuicdo. A &gua proveniente dos sistemas de
abastecimento e distribuicdo ndo é estéril e 0s processos de tratamento podem ndo remover
totalmente os microrganismos, o que pode facilitar a proliferacdo dos mesmos ao longo da
rede de distribuicdo (Sun et al., 2014).

A &gua proveniente dos sistemas de abastecimento e distribuicdo ndo é estéril e os
processos de tratamento podem ndo remover totalmente os microrganismos, 0 que pode
facilitar a proliferacdo dos mesmos ao longo da rede de distribui¢do (Sun et al., 2014). Os
biofilmes sdo formados por um conjunto complexo de comunidades microbianas
organizadas funcionalmente e envolvidas por uma matriz de substancias poliméricas
extracelulares, excretadas pelos proprios microrganismos, e que formam uma camada
viscosa e gelatinosa (Mains, 2008; Simdes & Simdes, 2013). Estas substancias sdo
essencialmente biomoléculas como polissacarideos, proteinas, lipidos, acidos nucleicos,
glicopeptideos, e lipopolissacarideos que juntos formam uma espécie de glicocalix,
importante para a manutencdo da integridade do biofilme (Ma et al., 2006; Cortes et al.,
2011).

As substancias poliméricas extracelulares formam uma rede tridimensional que liga
fortemente umas células as outras, o que auxilia na fixacdo dos biofilmes as superficies
tornando dificil a sua remogdo mesmo perante tensées mecénicas (p. ex., hidrodindmica do
fluxo). Estas substancias participam também na captacdo de nutrientes ambientais como
carbono, azoto e fosfato e atuam como um sistema digestivo externo porque contém
enzimas extracelulares proximas das células, importantes para a digestdo de

macromoléculas e aquisi¢do de nutrientes (Flemming & Wingender 2010).
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Para além das substancias poliméricas celulares, outro mecanismo tem extrema
importancia na formacéo de biofilme - 0 quorum sensing, que consiste num processo pelo
qual ocorre comunicacdo e obtencdo de informacdo entre bactérias sobre a densidade
populacional no ambiente envolvente, através da segregacdo de sinais quimicos,
igualmente designados de auto-indutores (Keller & Surette, 2006). Ao longo do
crescimento bacteriano sdo entdo libertados os auto-indutores, que quando atingem um
nivel limiar, sdo detetados pelas bactérias, que respondem alterando sua expressao genética
(Reading & Sperandio, 2005). Este método de coordenacdo do comportamento das células,
esta envolvido em diversas situagdes como a sobrevivéncia em condicOes adversas ao seu
crescimento, a regulacdo da expressdo genética da viruléncia, a esporulacao, a resisténcia a

antibidticos e a formacao de biofilme (Bai & Rai, 2011).

Os sinais quimicos, na forma de moléculas de sinalizacdo que influenciam a formacéo de
biofilme sdo: (1) oligopéptidos produzidos por bactérias gram positiva como
Staphylococcus aureus, (2) auto-indutor-2 (Al-2) segregado pelas bactérias gram negativa
e gram positiva, e (3) N-acil-homoserina lactonas (AHLSs) produzidas pelas bactérias gram
negativa, por exemplo Pseudomonas aeruginosa (Keller & Surette, 2006; Jiang & Liu,
2012).

Os biofilmes tém a capacidade de resistir a agentes desinfetantes como o diéxido de
carbono e o cloro, que apesar de reduzirem o namero de bactérias na agua, tém um efeito
muito reduzido na concentracdo de bactérias presentes nos biofilmes (Bridier et al., 2011).
Assim, 0 nimero de bactérias na agua pode ndo indicar necessariamente a presenca ou
auséncia de biofilme. Flemming et al., (2002) reportaram que apesar de apenas 5% das
bactérias serem detetadas no controlo de qualidade da agua, 95% podem estar nas
superficies das canalizagcdes. Os valores microbioldgicos dos biofilmes variam bastante: o
numero de células totais pode ser entre 10* a 108 células/cm?, e o numero de

microrganismos heterotréficos entre 10 a 10° UFC/cm? (Wingender & Flemming, 2011).

4.1 Fatores que influenciam a formac&o de biofilmes

Varios fatores podem influenciar a formagéo e crescimento de biofilme, entre os quais: (1)

as condi¢Oes hidraulicas/ velocidade do fluxo da &gua, (2) a temperatura da agua, (3) a
14
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disponibilidade de nutrientes, (4) a concentracdo de desinfetante, (5) e os materiais que
constituem os tubos do sistema de distribuicdo (Norton & Lechevallier, 2000; Zacheus et
al., 2001; Lehtola et al., 2006; Wingender & Flemming, 2011; Inkinen, et al., 2014).

As condicgdes hidraulicas afetam o desenvolvimento e a manutencdo do biofilme. O
caudal da agua é importante para o transporte de nutrientes, a adesdo dos microrganismos
as superficies e seu desprendimento (Donlan, 2002; Stewart, 2012). Quando a velocidade
do fluxo da &gua € baixa torna mais dificil a disponibilizacdo de nutrientes e oxigénio aos
microrganismos integrados nos biofilmes dificultando o seu crescimento, ao contrario do
que acontece com uma velocidade de fluxo mais alta. Assim, uma velocidade de fluxo de
agua maior parece favorecer o crescimento microbiano, porém a forga exercida sobre as
superficies pode provocar mais facilmente um desgaste e desprendimento de massa de
biofilme (Gomes et al., 2014).

A temperatura da Aagua pode fazer variar a sua qualidade, sendo o crescimento
microbiano favorecido a temperaturas mais altas, uma vez que as contagens microbianas
mais elevadas ocorrem nos sistemas de dgua quente em comparagdo com 0s sistemas de
agua fria (Bagh et al., 2004; WHO, 2011, Inkinen et al., 2014).

A disponibilidade de nutrientes é proporcional a formacao de biofilme, ou seja, quanto
mais nutrientes existir, mais biofilme é formado (Wingender & Flemming, 2011). A fonte
de nutrientes pode ser a agua, no entanto, os proprios materiais das canaliza¢bes dos
sistemas de abastecimento e distribuicdo, como os plasticos e os antioxidantes, fornecem
compostos biodegradaveis que podem ser também uma fonte de nutrientes (Rogers et al.,
1994; Keevil, 2002).

A comunidade microbiana presente nos sistemas de abastecimento e distribuicdo de agua
pode também ser afetada pela concentragdo do desinfetante (EPA, 2002). Recentemente,
Mi et al. (2015) estudaram o impacto do cloro em biofilmes, e concluiram que a dose é um
fator relevante uma vez que em aguas com doses mais baixas de desinfetante foi
encontrada uma maior diversidade de microrganismos em biofilmes, ao contrario do que
aconteceu em aguas com doses de desinfetante mais altas que apresentavam menor

guantidade de microrganismos (Mi et al., 2015).
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O tipo de materiais que constitui os tubos utilizados nos sistemas de abastecimento e
distribuicdo de agua parece também influenciar o desenvolvimento de biofilmes. A
borracha quando utilizada em acessorios da rede de distribuicdo parece criar condi¢fes
para o crescimento microbiano através do fornecimento de nutrientes. Kilb et al., (2003)
concluiram no seu estudo que valvulas com revestimento de borracha usadas na rede de
distribuicdo apresentavam frequentemente um crescimento visivel de biofilmes, mesmo
nos casos em que tal ndo acontecia nas superficies das tubagens. As amostras de agua
apresentavam bactérias coliformes, as mesmas que estavam presentes nas valvulas, e foram
identificados varios microrganismos entre eles Citrobacter, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter, Klebsiella oxytoca e Aeromonas hydrophila. Também a libertacéo de fosforo
pelo plastico parece potenciar o desenvolvimento de biofilme que ocorre de forma mais

rapida em canalizacGes de plastico do que em canalizacGes de cobre (Lehtola et al., 2004).

4.2 Potenciais consequéncias da formacéo de biofilmes

A presenca de biofilmes pode alterar as propriedades organoléticas da &gua e causar
degradacéo das tubagens do sistema de distribuicdo (Gomes, et al., 2014). A fixacdo dos
biofilmes nas superficies dos sistemas de abastecimento e distribui¢do pode provocar a sua
corrosdo por degradacdo dos materiais da sua constituicdo como metais e polimeros,
corrosdo esta que por sua vez facilitard a aderéncia de mais microrganismos (Fang, et al.,
2002; Zhang et al., 2015).

Geralmente os biofilmes sdo compostos em maior nimero por bactérias, devido ao seu
tamanho pequeno, taxa de crescimento, capacidade de adaptacdo e de producdo de
substancias poliméricas extracelulares, podendo estar presentes embora em menor

quantidade virus, protozoarios, algas e fungos (Simdes & Simdes, 2013).

Apesar das bactérias presentes nos biofilmes serem normalmente microrganismos
ambientais ndo patogénicos, estes podem alojar microrganismos patogénicos que estejam
presentes na agua mesmo abaixo do limite de detecdo, tornando-se uma fonte de
contaminagdo da mesma, e consequentemente um problema de saude publica (Berry et al.,
2006; Wingender & Flemming, 2011). Normalmente, partes de biofilmes desprendem-se

das superficies quando é exercida uma grande pressao, e sdo entdo libertados para a agua.
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A ingestdo de dgua contaminada, o contacto com a pele, mucosas, olhos ou ouvidos ou
inalacdo de aerossois com agentes patogenicos pode provocar infecdo, principalmente em
pessoas mais vulnerdveis como criangas, idosos ou imuno-deficitarios (WHO, 2006;
Wingender & Flemming, 2011).

A presenca de biofilmes pode também reduzir a concentracdo de desinfetante disponivel
para a inativacdo de agentes patogénicos na agua, uma vez que reage com o desinfetante
(Berger et al., 2000). Desta forma, e para assegurar os niveis de desinfetante necessarios,
por vezes é aumentada a dose de desinfetante, situacdo que pode ter outras repercussoes
para a saude publica, tal como a potencial presenca de subprodutos como os trihalometanos
(THM) (EPA, 2002). As formas de exposi¢do do consumidor a THM séo a ingestéo de
agua, o contacto dérmico, e a inalagdo p.ex. no chuveiro devido a sua volatilidade (WHO,
2006).

Devido ao seu caracter carcinogénico, e aos efeitos que comporta no sistema nervoso
central, figado, rins e coragdo (EPA, 2001a), os THM pertencem ao grupo de parametros
quimicos a analisar em aguas para consumo humano, com um valor paramétrico de 100
ug /L (Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de agosto).

5. Parametros de avaliacédo da qualidade da agua para consumo

humano
A qualidade da agua para consumo humano € caracterizada pela avaliacdo de parametros

fisico-quimicos e microbioldgicos, cujos valores paramétricos e recomendaveis encontram-
se fixados no Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de agosto.

5.1 Parametros fisico-quimicos
Os parametros fisico-quimicos frequentemente avaliados sdo o pH, a temperatura, e o valor
de desinfetante residual que normalmente € o cloro. No entanto, para além dos referidos,

sdo varios os parametros fisico-quimicos que devem ser avaliados, como p.ex. THM,

nitratos, nitritos, chumbo, arsénio, turvacao, condutividade.
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5.1.1 pH

O pH ou potencial de hidrogénio, indica a acidez ou alcalinidade/basicidade de uma
solucdo, numa escala de 0 a 14, tendo uma solucéo &cida um pH menor que 7, uma solugéo

alcalina/basica um pH maior que 7, e uma solugdo neutra um pH igual a 7.

A maioria das &guas potaveis ttm um pH entre 6,5 e 8,5, valor que pode baixar com o
aumento de concentracdo de dioxido de carbono (CO2) na éagua (WHO, 2007).
Recomendacdes internacionais referem que para um pH de 6-8 o cloro residual livre deve
ser entre 0,4-0,5 mg/L, enquanto que a um pH entre 8-9 o valor de desinfetante deve ser
aumentado para 0,6 mg/L, e a um pH superior a 9, a desinfecdo por cloro pode ser ineficaz
(WHO, 2006).

A legislacdo portuguesa, no Decreto-Lei n.° 306/2007, de 27 de agosto, define para as

aguas de consumo humano, o valor paramétrico de > 6,5 e <9 unidades de pH.
5.1.2 Temperatura

A 4gua para consumo humano deve apresentar uma temperatura semelhante & temperatura
ambiente, ajustada a época sazonal. N&o existe enquadramento legal que estabeleca valores

paramétricos relativamente a temperatura da dgua para consumo humano.

No entanto, para além das aguas frescas serem preferiveis para consumo, nas aguas mais
quentes torna-se mais dificil a manutencdo da concentracdo de cloro residual devido a
diminuicdo da sua estabilidade, situacdo que torna mais propicio o crescimento
microbiano, o aparecimento de problemas relacionados com a cor, sabor, odor da agua e a
corroséo das tubagens (WHO, 2011).

Este parametro deve ser medido no mesmo ponto de amostragem e em simultdneo com o
desinfetante residual, uma vez que a eficacia deste ultimo é sensivel a temperatura (EPA,
2003).

5.1.3 Desinfetante residual

O desinfetante residual mais utilizado no tratamento de agua potavel é o cloro. Pela sua
eficdcia na desinfecdo, mas também por garantir uma quantidade de desinfetante que

permanece na Agua apOs O tratamento, representa uma protecdo contra eventuais

18



QUALIDADE DA AGUA PARA CONSUMO HUMANO: RISCOS ASSOCIADOS A PRESENCA DE
BIOFILMES EM TORNEIRAS DE ESPACOS ESCOLARES.

contaminacdes futuras de pequena dimensdo, garantindo assim, a distribui¢do de agua com
qualidade (WHO, 2003b; WHO, 2011).

O Decreto-Lei n.° 306/2007 ndo estabelece um valor paramétrico, no entanto recomenda

um valor de cloro residual livre em aguas para consumo humano, entre 0,2 e 0,6 mg/L.
5.2 Parametros microbioldgicos

5.2.1 Bactérias Coliformes

Os coliformes incluem bactérias de origem fecal como o género Escherichia, e de origem
ndo fecal ou ambiental. As bactérias de origem fecal fazem parte da flora intestinal do
Homem e de outros animais de sangue quente, enquanto as de origem ambiental estdo

naturalmente presentes no solo e na agua (WHO, 2006).

As bactérias coliformes sdo bacilos gram negativa, oxidase negativa, que podem ser
aerdbias e anaerobias facultativas e ndo formam esporos (Ferreira & Sousa, 2000). Séo
capazes de formar colénias num meio seletivo e diferencial, com a fermentacao de lactose
e producdo de &cido e gas a 36+2 °C, 21+3 h (ISO 9308-1, 2000; Mendes & Oliveira,
2004).

Este parametro € comumente utilizado como indicador da qualidade da agua, pela sua
sensibilidade a desinfecdo (WHO, 2006).

O valor paramétrico estabelecido pelo Decreto-Lei n® 306/2007, de 27 de agosto, relativo a
Bactérias Coliformes em aguas destinadas ao consumo humano, é de 0 N (NUmero) /100

mL.

5.2.2 Escherichia coli (E. coli)

Sendo um coliforme de origem fecal cujo seu habitat natural € o trato intestinal do Homem
e outros animais de sangue quente, estd presente nas fezes, aguas residuais e
acidentalmente em alimentos mal lavados. Este microrganismo, da familia

Enterobacteriaceae, ¢ usado no controlo da qualidade da agua para consumo humano
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como indicador de contaminacdo fecal recente, uma vez que a temperatura da agua e a
disponibilidade de nutrientes num sistema de abastecimento e distribuicdo ndo séo
suficientes para favorecer o crescimento de E. coli (WHO, 2006). A detecdo deste
parametro pode sugerir uma desinfecdo ineficaz ou existéncia de ruturas (fendas) nas

canalizacGes dos sistemas de abastecimento e distribuicdo (WHO, 2006).

E. coli € um bacilo, gram negativa, oxidase negativa, anaerobio facultativo e ndo produtor
de esporos. E uma bactéria coliforme termotolerante que fermenta a lactose a 35-37°C em
menos de 48 horas, suporta temperaturas até 44+0.5°C e produz indol em meio de cultura
de triptofano (WHO, 2001; Mendes & Oliveira, 2004).

A bactéria E. coli tem a facilidade de transitar para um estado viavel mas ndo cultivavel em
situacOes adversas ao seu crescimento e desenvolvimento. Neste estado, as bactérias ndo
crescem nos meios de cultura em que normalmente cresceriam pois apesar de se
encontrarem vivas, apresentam niveis baixos de atividade metabolica, mas podem reverter
na presenca de condigdes ambientais desejaveis para o estado cultivavel e estarem assim

aptas para causar infecdo (Oliver, 2010).

A ingestdo de 4gua contaminada com E. coli pode provocar infe¢do do trato intestinal, com
varios sintomas associados dependendo da estirpe, podendo apresentar diarreia com sangue

nas fezes, dores abdominais, vomitos e nauseas (Barroso et al., 2014; Saxena et al., 2015).

Entre as vérias estirpes de E. coli, tais como a enteropatogénica (EPEC),
enterotdxinogénica (ETEC) e enteroinvasiva (EIEC), a enterohemorragica (EHEC),
particularmente, o sorotipo O157:H7, transmitida geralmente por ingestdo de agua ou
consumo de alimentos contaminados, € um importante patogénico relacionado a surtos de
doengas gastrointestinais (Zhao et al., 2006; Saxena et al., 2015). A E. coli O157:H7
produz toxinas responsaveis por diversos efeitos adversos na saude dos individuos, como
colite hemorragica que provoca diarreia aquosa e ensanguentada, que nos casos em que se
agrava pode desenvolver-se a sindrome hemolitico urémico cujas principais consequéncias

sdo insuficiéncia renal e anemia hemolitica (Garg et al., 2006; Saxena et al., 2015).
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Para aguas de consumo humano, o valor parametrico de E. coli definido no Decreto-Lei n°
306/2007, de 27 de agosto, € de 0 N/100 mL.

5.2.3 NUmero de colénias a 22°C e 37°C

Este parametro diz respeito a uma vasta gama de microrganismos heterotroficos como
bactérias e fungos, que como fonte de carbono utilizam compostos organicos em vez de
CO», bem como bactérias coliformes, e organismos formadores de esporos (WHO, 2006;
Engelkirk & Duben-Engelkirk, 2012). Estando presentes em varios tipos de agua, solo,
alimentos, vegetacdo e no ar (Allen, 2004), estes microrganismos podem desenvolver-se
rapidamente, quer em &gua, quer em superficies que contactam com ela, como nos
biofilmes, sobretudo em situacbes de baixo teor de desinfetante, disponibilidade de
nutrientes como o carbono organico assimilavel, temperatura mais elevada e estagnacéo de
agua (WHO, 2002; WHO, 2006).

A temperatura representa um fator seletivo para este pardmetro. A uma temperatura
moderada (22°C) crescem 0s microrganismos de origem ambiental, enquanto que a
temperaturas mais altas (37°C) crescem 0s microrganismos fecais com origem humana ou
em outros animais de sangue quente, bem como outras bactérias ambientais presentes no
solo ou &guas residuais que sdo capazes de se desenvolver a temperaturas mais altas,
motivo pelo qual este parametro ndo é considerado um indicador de poluicdo fecal, mas
sim um indicador de qualquer tipo de contaminacdo e deterioracdo da qualidade da agua
(Mendes & Oliveira, 2004; Sartory, 2004).

Geralmente estes microrganismos ndo apresentam uma importancia significativa para a
salde puablica, no entanto com a analise deste parametro podem ser incluidas bactérias
patogénicas como Escherichia coli, Pseudomonas e Staphylococcus, uma vez que sao
microrganismos heterotréficos, mas que sdo apenas distinguidos com a utilizacdo de meios
de cultura diferenciais (Allen, 2004).

As principais finalidades da analise deste parametro é a avaliacdo da higienizacdo e
integridade do sistema de distribuicdo, da eficacia do tratamento e desinfecdo, bem como
possivel desenvolvimento de biofilmes (WHO, 2006; WHO, 2011).
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Segundo o Decreto-Lei n° 306/2007, de 27 de agosto, & definido como valor paramétrico a
expressao “sem alteracdo anormal”, que significa que os valores obtidos na andlise deste
indicador ndo devem variar consideravelmente em relacdo ao historico de analises; caso
contrério, a entidade gestora deve apurar as respetivas causas de valores anomalos. Porém,
é recomendavel que o NUumero de coldnias a 22°C e 37°C ndo exceda respetivamente 100
N/mL e 20 N/mL.

VariagOes nos valores destes parametros, acompanhados de alteracdo do odor e sabor da

agua, podem igualmente indicar a proliferacdo de biofilmes (WHO, 2003c).

5.2.4 Clostridium perfringens, incluindo esporos

Clostridium perfringens estd presente no trato intestinal do Homem e outros seres
vertebrados, € uma bactéria anaerobia estrita, gram positiva, em forma de bastonete, sulfito

redutora e formadora de esporos (Mendes & Oliveira, 2004).

Normalmente, estd presente em aguas residuais, nao se multiplica em ambientes aquaticos,
e é uma bactéria cujos esporos sao resistentes inclusive ao processo de desinfecao.
Permanecem, por isso, por longos periodos em locais contaminados evidenciando assim a
sua presenca, uma contaminacdo de origem fecal antiga, prolongada ou intermitente
(Mendes & Oliveira, 2004; WHO, 2008).

Quando ingerido via dgua ou alimentos contaminados provoca gastroenterites, e quando
contacta com feridas provoca gangrena gasosa, uma infecdo grave dos tecidos que pode

levar a morte (Brooks et al., 2001).

O valor paramétrico definido no Decreto-Lei n° 306/2007, de 27 de agosto, relativo a

presenca de Clostridium perfringens em aguas para consumo humano € de 0 N/100 mL.

5.2.5 Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria que esta distribuida pela Natureza,
nomeadamente no solo, agua e plantas. Esta presente, embora em nimero reduzido na flora

intestinal e na pele do ser humano. E um patogénico oportunista que provoca infecdes em
22



QUALIDADE DA AGUA PARA CONSUMO HUMANO: RISCOS ASSOCIADOS A PRESENCA DE
BIOFILMES EM TORNEIRAS DE ESPACOS ESCOLARES.

pessoas com sistema imunitario comprometido, tais como criancgas, idosos e individuos
hospitalizados (Brooks et al., 2001).

E uma bactéria em forma de bastonete, gram negativa, catalase e oxidase positivas,
aerobias, ndo formadoras de enddsporos. Tém mobilidade devido a presenca de um Unico
flagelo e produzem coldnias de coloracdo esverdeada florescente devido a producdo dos
pigmentos pioverdina e piocianina, a uma temperatura de 37°C a 42°C (Ferreira & Sousa,
2000).

Pseudomonas aeruginosa tem a capacidade de resistir e crescer em biofilmes nos sistemas
de abastecimento e distribuicdo de agua potével, e representa a par de outras bactérias
como a Legionella pneumophila, um dos patogénicos oportunistas mais relevantes

associados a doencas relacionadas com a dgua (Wingender & Flemming, 2011).

A principal via de transmissao deste patogénico é pelo contacto com a pele (especialmente
se lesionada), olhos e mucosas (WHO, 2006). Desta forma, para além da ingestdo de &gua,
contacto entre individuos e as superficies das torneiras pode representar uma via de infecao
(Boyle et al., 2012). Numa unidade de cuidados intensivos foi observado um surto de
Pseudomonas aeruginosa que foi transmitida ao paciente pela 4gua, e cuja potencial fonte
de contaminacg&o identificada foi um filtro acoplado numa torneira que apresentava, ao fim
de 31 dias de utilizacdo, uma contaminacdo evidente e presenca de Pseudomonas
aeruginosa (Garvey et al, 2016a). O mesmo estudo sugeriu que a contaminacdo das
torneiras poderia ter origem na eliminacdo de aguas residuais de pacientes nos lavatérios, e

numa deficiente higienizagdo das mesmas (Garvey et al, 2016a).

Esta bactéria representa um grande problema em meio hospitalar pela capacidade de
persistir em meios humidos e contaminar equipamentos, assim como pela sua resisténcia a
desinfetantes, antissepticos e antibidticos, o que facilita a sua disseminacdo. Em termos de
efeitos provoca infeces no trato gastrointestinal, respiratério e urinario, e infeciona zonas
do corpo com cateteres, feridas e queimaduras, podendo em doentes com outras patologias
associadas como diabetes ou fibrose cistica, provocar pneumonia e septicemia, situagoes

que podem ser fatais (Barroso et al., 2014).
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A Pseudomonas aeruginosa tem tambeém a capacidade de transitar para um estado viavel
mas ndo cultivavel na presenca de desinfetantes, falta de nutrientes ou temperatura de agua
desfavoravel (Oliver, 2010). Esta situacdo representa uma agravante da sua presenca em
biofilmes nos sistemas de abastecimento e distribui¢do de agua potével.

No Decreto-Lei n® 306/2007, de 27 de agosto, é estabelecido um valor paramétrico de 0
N/250 mL apenas para aguas colocadas a venda em garrafas ou outros recipientes, nao
sendo este pardmetro abordado na agua destinada ao consumo humano fornecida por redes

de distribuicéo.

5.2.6 Staphylococcus aureus

Esta bactéria faz parte da flora natural do corpo humano, estando presente na pele e nas
mucosas: nariz, nasofaringe, orofaringe, olhos e intestino (Mendes & Oliveira, 2004).
Apresenta uma forma esférica, que se agrupa e forma cachos, gram positiva, catalase
positiva, anaerobio facultativo e tem uma temperatura de crescimento entre os 18°C e 0s
40°C (Ferreira & Sousa, 2000).

Difere-se das restantes Staphylococcus, uma vez que produz coagulase, fator que
representa patogenicidade para o Homem. A coagulase ¢ uma proteina que coagula o
plasma e reage com a protrombina no sangue. Os codgulos formados a volta das bactérias
dificultam a sua ingestdo por células fagociticas, acdo dos anticorpos e outros mecanismos
de defesa (Brooks et al., 2001).

Este parametro € particularmente preocupante em aguas recreativas (p.ex., piscinas,
banheiras de hidromassagem, etc) pela libertacdo do microrganismo do corpo humano para
a agua, ao contrario do que acontece nos sistemas de abastecimento e distribuicdo, onde
apesar de ser detetada ndo esta clara a sua transmissao pela ingestdo de agua (Mendes &
Oliveira, 2004; WHO, 2006). No entanto, o contacto é a via de propagagédo de eleigéo,
podendo ocorrer a infe¢do por Staphylococcus provocada por uma transmissao bidirecional

do microrganismo entre os individuos e as superficies da torneira (Knox et al., 2015).
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Especial relevancia é prestada a Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
internacionalmente conhecida por MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus aureus),
que tal como Staphylococcus aureus sobrevivem em ambientes secos, e podem persistir
muito tempo em superficies tocadas por individuos (Lin et al., 2016). As infe¢des
provocadas por este agente sdo geralmente de origem hospitalar, no entanto, varios estudos
ja apontam a sua existéncia em ambientes ndo-hospitalares como escolas, parques e
livrarias (Lin et al., 2016). Mbogori et al., (2013) detetaram no seu estudo, a presenca de
Staphylococcus aureus e MRSA nos puxadores das portas das salas de aula e das casas de
banho, situacdo que representa uma potencial fonte de infecdo para 0s estudantes,

professores e funcionarios.

Sdao varias as patologias causadas por Staphylococcus aureus e podem ser provocadas por
dois mecanismos diferentes: (1) pela producdo de enzimas extracelulares e toxinas, que
provocam gastroenterites ou intoxicacdes alimentares, com vomitos, febre, dores
abdominais, diarreia; ou (2) pela multiplicacéo e disseminagdo da bactéria em tecidos, que
provoca celulite infeciosa, furinculos, abcessos, infecdes de feridas cirargicas, bem como
osteomielite, endocardite, pneumonia, ou septicemia, podendo demorar varios dias para o

aparecimento dos sintomas (WHO, 2006; Barroso et al., 2014).

Este pardmetro ndo é referido no Decreto-Lei n® 306/2007, de 27 de agosto, ndo existindo
assim valor paramétrico definido para agua destinada a consumo humano. Relativamente a
qualidade da agua em piscinas, ndo existe em Portugal legislacdo especifica, havendo
apenas como referencial a Circular Normativa N° 14/DA da DGS de 21/08/2009. Esta
circular define o Programa de Vigilancia Sanitaria de Piscinas, onde estdo apresentados
valores de referéncia para varios parametros como os Estafilococos produtores de
coagulase cujo valor limite de referéncia é de 0 UFC (Unidades Formadoras de Coldnias)
/100 mL, e o Numero total de Estafilococos com um valor recomendavel < 20 UFC/100

mL.
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6. Avaliacdo do estado de higiene por métodos rapidos

Legalmente estdo apenas definidos valores paramétricos microbioldgicos e fisico-quimicos
para agua de consumo humano, nao existindo nenhuma regulamentacédo para as superficies

que contactam com a agua (canalizacdo, torneiras).

No entanto, existem meétodos rapidos de analise da higienizacdo das superficies, como o de
analise de Adenosina Trifostato (ATP), substancia presente em todas as células vivas e
seus residuos organicos (O’Malley et al., 2016; Watanabe et al., 2016), detetada por

bioluminescéncia.

Este método de leitura direta, pratico e rapido, é largamente aplicado na industria alimentar
e restauracdo no ambito da aplicacdo do sistema de Analise de Perigos e Controlo de
Pontos Criticos (internacionalmente reconhecido como HACCP), e tem caracter essencial
para a garantia da seguranca alimentar (Carrascosa et al., 2012). Este método tem uma
vasta aplicabilidade, podendo ser utilizado em superficies, equipamentos e seus operadores
(O’Malley et al., 2016).

Relativamente aos valores de referéncia, sdo varias as recomendacfes que existem, e que
diversificam em funcdo da utilizacdo/finalidade da superficie em estudo. Murphy et. al,
(1998) concluiram no seu estudo que superficies limpas apresentam valores <100 RLU’s;
superficies entre >100-150 RLU’s tém uma limpeza deficiente (situacdo suspeita) e as
superficies com >150 RLU’s sdo sujas. Os fabricantes de equipamentos de monitorizagao
de bioluminescéncia geralmente consideram que superficies limpas sdo as que apresentem
valores <150 RLU’s e as superficies contaminadas com >150 RLU’s (Carrascosa et al.,

2012).
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CAPITULO II — Material e Métodos
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1. Caracterizacdo da amostra

O presente estudo envolveu a participacdo de sete escolas de trés agrupamentos escolares
pertencentes a uma cidade localizada no Norte Litoral de Portugal, designadamente seis
Escolas Basicas de 1° Ciclo/Jardim-de-infancia com criancas entre os 4 e os 10 anos de
idade, identificadas no estudo de “A” a “F”, e uma Escola Basica de 2° e 3°
Ciclo/Secundaria, com estudantes de idades entre os 10 aos 18 anos identificada como
“G”.

Na Tabela 1 sdo apresentados os dados relativos aos anos de edificacdo, regime de
funcionamento, equipamentos associados ao aquecimento da agua, assim como a
presenca/auséncia de bebedouros nos estabelecimentos escolares amostrados. Quatro
escolas encerram as atividades temporariamente no més de agosto, enquanto as restantes
funcionam durante todo ano. O aquecimento da agua € garantido por cilindro, caldeira e/ou
esquentador e todos os edificios possuem agua quente apenas nas zonas de balneério e
refeitdrios/cantina. No recinto exterior dos edificios de cinco escolas estdo disponiveis
bebedouros para utilizacdo da comunidade escolar. Todas as escolas possuem cantina e/ou

refeitoério.

Tabela 1. Caracteristicas das escolas amostradas: idade e regime de funcionamento dos edificios, método de

aquecimento de agua e disponibilidade de bebedouros nos recreios.

Escola A-n-os de Regime de funcionamento ~ Aquecimento de agua BebedOUIjOS nos
edificacao recreios
A 21 a 40 anos Funciona todo o ano Esquentador Sim
B 6 a 10 anos Encerramento em agosto Cilindro Sim
C <5 anos Encerramento em agosto Caldeira Sim
D > 75 anos Encerramento em agosto Caldeira/cilindro Né&o
E 11 a 20 anos Funciona todo o ano Cilindro/esquentador Sim
F > 75 anos Encerramento em agosto Cilindro Sim
G <5 anos Funciona todo o ano Caldeira Né&o
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Em cada edificio escolar foram selecionados até quatro pontos para fazer as colheitas,
tendo em consideracdo a dimensdo do edificio, 0 nimero de pontos de agua e a sua
utilizacdo. As torneiras amostradas localizavam-se em cantinas, refeitorios, balneérios,
casas-de-banho, e bebedouros, preferencialmente utilizadas pelas criancas para beber. A
amostragem decorreu durante os meses de junho e julho de 2015. Nas escolas E e G, por

serem maiores, foi repetida a amostragem em diferentes pontos de colheita.

No total, foram colhidas: (1) trinta e seis amostras de dgua para analise fisico-quimica e
microbiologica; (2) vinte e duas amostras de arejadores para analise microbiologica; (3)
trinta e trés amostras de superficies das torneiras para analise microbioldgica; e (4) vinte e

nove amostras de superficies para analise de ATP.

2. Procedimento de amostragem

2.1 Amostragem de 4gua para analise microbioldgica

O procedimento adotado nas colheitas de &gua para a analise de parametros
microbioldgicos foi realizado de acordo com a Recomendagdo ERSAR n.° 03/2010 -
Procedimento para a colheita de amostras de agua para consumo humano em sistemas de

abastecimento.

Resumidamente, procedeu-se a desinfecdo da torneira com alcool etilico, de seguida abriu-
se a torneira para escoamento de &gua estagnada durante sensivelmente 5 minutos e foi
colhida a amostra para frascos estéreis. Foram colhidas 36 amostras e em cada ponto de

amostragem foi colhido 1L de &gua.

2.2 Amostragem de arejadores e superficies de torneiras para analise

microbioldgica

A maior parte das torneiras possuiam arejadores/emulsores (Figura 3), vulgarmente
designados de filtros, dispositivos que séo utilizados para a reducdo de consumo de agua e
direcionar o fluxo. Nas torneiras com arejador amovivel (Figura 4A), este foi retirado e

colocado num frasco com 20 mL de agua peptonada e agitado vigorosamente durante 2
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minutos. Também nas torneiras sem arejador (Figura 4B) e com arejador amovivel (Figura
4A) foi realizada amostragem ao bocal e as superficies internas. Nas torneiras com arejador

integrado (Figura 4C) a amostragem incidiu nas superficies do bocal incluindo o arejador.

A amostragem das superficies das torneiras foi realizada, apos terem sido retirados 0s
acessorios (ex. arejadores ou mangueiras), com recurso a zaragatoas estéreis, introduzidas
no bocal das torneiras e rodadas do ponto mais afastado para o mais préximo da saida de
agua. As zaragatoas foram armazenadas em &gua peptonada e tal como todas as outras
amostras mantidas a 5 + 3°C em malas térmicas com termoacumuladores e transportadas

até ao laboratério num limite maximo de 4h apds a colheita.

Figura 3. Arejadores de torneiras.
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Figura 4. A) Torneira com arejador amovivel. B) Torneira sem arejador. C) Torneira com arejador integrado.

2.3 Amostragem de arejadores e superficies internas das torneiras para analise

de ATP

Para a colheita das amostras nas torneiras sem arejador e com arejador amovivel, as
zaragatoas foram introduzidas no bocal das torneiras e rodadas do ponto mais afastado para
0 mais préximo da saida de agua; enquanto que nas torneiras com arejador integrado, a

zaragatoa foi utilizada no arejador, devido a impossibilidade de ser retirado.

3. Analise fisico-quimica

No local de amostragem foi determinada a Temperatura da 4gua, o pH, o Cloro Total, o

Cloro Residual Livre.

3.1 Temperatura

A temperatura da agua foi determinada no local de amostragem com termometro de
infravermelhos (I 620-2100, VWR), que permite uma leitura instantanea da temperatura de
qualquer superficie. Foram realizadas duas medicBes, no sentido de confirmar a

temperatura da agua.
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3.2 pH

Para a determinacdo do pH, foi utilizado o equipamento HI 83099 - COD and
Multiparameter Bench Photometer (HI 83099, Hanna Instruments), um fotémetro que com
base na absorvancia de uma substancia, ou seja, na capacidade de absorver radiagdo

eletromagnética, calcula a sua concentracao.

Este equipamento adapta o0 método Phenol Red, no qual o reagente Phenol Red Indicator
quando adicionado a agua provoca alteracfes de cor na amostra numa gama de tons de

amarelo a vermelho. O equipamento procede a leitura do valor de pH da amostra.

3.3 Cloro

Foram determinados nos locais de amostragem o Cloro Total e o Cloro Residual Livre. O
equipamento utilizado foi o Fotometro Multi-parametro HI 83099 (HI 83099 - Hanna
Instruments), que aplica o método EPA DPD (N-dietil-p-fenileno-diamina) (330.5). A
reagdo entre o cloro e o reagente DPD provoca um tom rosa na amostra, € 0 equipamento

apresenta o valor do parametro a avaliar em mg/L.
4. Analise Microbiologica

A andlise microbiol6gica da agua, das superficies e dos arejadores incidiu sobre os
parametros Bactérias Coliformes, Escherichia coli, Nimero de col6nias a 22°C e 37°C,
Esporos de Clostridium perfringens, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus coagulase

positiva. A metodologia utilizada sera apresentada na Tabela 2.
5. Anélise Bioquimica

O grau de higiene das superficies foi também avaliado recorrendo a analise de
Bioluminescéncia com o equipamento HY-LIiTE (HY-LIiTE 2, Merck). Procedeu-se a
medi¢ao de ATP em RLU’s, no equipamento HY-LITE de acordo com as instru¢des do

fabricante.
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Na presenca de ATP, ocorre a seguinte reacdo entre o substrato luciferina e a enzima
luciferase (Shama & Malik, 2013):

Luciferase

D-Luciferina + ATP + 0, —— Oxiluciferina + AMP + PP; + CO, + hv
Mg2+

Da reacdo resulta a producdo de luz (hv) que é medida em Unidades Relativas de Luz
(URL’s/RLU’s), e ¢ diretamente proporcional a quantidade de ATP detetada, indicando o

nivel de higiene das amostras analisadas (Amodio & Dino, 2014).
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Tabela 2. Metodologia utilizada na analise microbioldgica de agua, superficies internas das torneiras e arejadores.

Parametros

microbioldgicos

Bactérias Coliformes !

Escherichia coli !

N° de col6nias a 22°C 2

Ne de col6nias a 37°C 2

Esporos de Clostridium
perfringens
Pseudomonas

aeruginosa*

Staphylococcus
coagulase positiva®

n.a.: N&o aplicavel;

Volume

100 mL

100 mL

1mL

1mL

20 mL

250 mL

250 mL

Agua

Método
Filtracdo por
membrana
Filtracéo por
membrana

Incorporagéo

Incorporacéo

Incorporagdo em

anaerobiose
Filtracdo por

membrana

Filtracdo por

membrana

Arejadores/superficies
internas das torneiras
Método

Espalhamento

Espalhamento

Incorporacéo

Incorporacgdo

Incorporagdo em

anaerobiose®

Espalhamento

Espalhamento

Meio de cultura

(Pais e fabricante)

Modified Tergitol 7 Agar Base (india,
HIMEDIA Laboratories)
Modified Tergitol 7 Agar Base (india,
HIMEDIA Laboratories)

Nutriente Agar (Italia, Biolife)

Nutriente Agar (It4lia, Biolife)

Meat Liver Agar (india, Fluka) (e parafina
liquida para garantir a anaerobiose)
Pseudomonas Cetrimide Agar (Comunidade
Europeia, VWR Chemicals - BDH Prolabo)

Mannitol Salt Agar (Comunidade Europeia,
VWR Chemicals - BDH Prolabo)

! De acordo com a 1SO 9308-1:2000 - Water quality - Detection and enumeration of Escherichia coli and coliform bacteria.

Incubacédo
(T°Ce
Horas)

(36+2)° C

(21£3) h
(36+2)°C
(21£3) h
(22)°C

(24 +48) h
(37)°C

(24 +48) h
(30)°cC

(24+ 48) h

(37£1)°C
(48)h

(37£1)° C
48) h

2 De acordo com a EN 1SO 6222 - Enumeration of culturable micro-organisms - Colony count by inoculation in a nutrient agar culture médium.

3 Volumes utilizados: 10 mL nas superficies internas das torneiras e 5 mL nos arejadores.

4 De acordo com a ISO 16266:2006 - Water quality - Detection and enumeration of Pseudomonas aeruginosa - Method by membrane filtration.

5De acordo com a NP 4343:1998 - Water quality- Detection and enumeration of Staphylococci.
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Coldnias
tipicas

presuntivas

Cor amarela

Cor amarela

n.a.

n.a.

Cor preta

Cor azul ou

verde

Cor amarela

Testes de
confirmacao
n.a.

Oxidase (-)
Indol (+)

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

Gram (+)
Catalase (+)

Coagulase (+)
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Capitulo III — Resultados e Discussao
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1. Avaliacéo da qualidade microbioldgica e fisico-quimica das

amostras de agua

Os resultados da andlise microbioldgica, e da analise fisico-quimica estdo apresentados,

respetivamente, na Tabela 3 e na Tabela 4.

Tabela 3. Parametros microbiolégicos obtidos nas andlises de amostras de agua (N= 36), e percentagem de amostras

ndo conformes.

Né&o Conformidades

Parametros Valor Paramétrico Valor Valor
Microbiolégicos (@) Minimo Méximo (%) (N° de Escolas
amostras)
Bactérias Coliformes 0 UFC/100 mL 0 0 0 -
E. coli 0 UFC/100 mL 0 0 0 -
N° de colnias a 22:C wouremL®  <30x10'  5g,10:®  306(11)  B,CEG,
N° de colnias a 37:C 20 UECimL® 0 29x10: D 19,4 (7) B,E, G,
Esporos de Clostridium
) 0 UFC/mL 0 0 0 --
perfringens
Pseudomonas aeruginosa 0 UFC/250 mL(C) 0 0 0 -
Staphylococcus coagulase (d)
0 UFC/mL 4 5 11,1 (4) E G

positiva

@ Com base no Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de agosto; ® O valor paramétrico definido ¢ “sem alteragdo anormal” do
historico de analises, no entanto é recomendavel que ndo exceda 100 UFC/mL (22°C) e 20 UFC/mL (37°C); © Valor
paramétrico definido para aguas colocadas a venda em garrafas ou outros recipientes; ( N&o existe regulamentagio para
agua destinada a consumo humano; ) Das 36 amostras, 11 apresentaram valores ndo recomendados, das quais 8 foram
consideradas como Limite Superior do Método (LSM) (300 UFC); @ Das 36 amostras, 7 apresentaram valores nio

recomendados, das quais 6 foram consideradas como LSM.

Do total de amostras analisadas, 30,6 % e 19,4% excederam as recomendacdes do N° de
colonias a 22°C e a 37°C (Tabela 3). Foi considerado que as amostras que excederam 0s
valores recomendaveis estariam em situacdo de ndo conformidade, uma vez que ndo foi
possivel comparar com o histérico de resultados analiticos, como indicado no Decreto-Lei
n.° 306/2007 de 27 de agosto, e verificar assim a (a)normalidade dos valores. Desta forma,

os valores recomendaveis ndo foram respeitados em 30,6% e 19,4% das amostras de agua,
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respetivamente. Para estes parametros os valores maximos obtidos foram expressamente
superiores aos limites legais recomendados, 2,8x10% e 2,9x10% respetivamente. Estes
valores sdo relativos as escolas B, C, E e G, sendo que na escola C foi apenas detetado
crescimento microbiano a 22°C. Estes resultados indicam uma potencial contaminagéo e
deterioracdo da qualidade da dgua (Mendes & Oliveira, 2004; Sartory, 2004). Deficiéncias
ao nivel de higienizacdo e integridade do sistema de distribuicdo e abastecimento, um
processo de tratamento e desinfecdo da agua ineficaz, e a presenca de biofilmes, séo
igualmente potenciais causas para presenca de microrganismos a 22 e 37°C (WHO, 2006;
WHO, 2011).

Os microrganismos heterotréficos a 22°C e 37°C desenvolvem-se rapidamente perante
um insuficiente teor de desinfetante, sendo que uma desinfecdo eficaz, na generalidade,
controla o crescimento, garantindo a qualidade da agua (WHO, 2006). No entanto, nas
escolas E e G, foram detetadas concentracbes elevadas de cloro bem como de
microrganismos heterotréficos a 22°C e 37°C nas amostras de agua. Esta situacdo pode ser
explicada pelo facto de os valores elevados de cloro ndo evitarem 0 crescimento
microbiano quando existe disponibilidade de nutrientes e matéria organica (Lu et al.,
2013). Os biofilmes tém na sua constituicdo matéria organica nomeadamente células de
microrganismos e suas substancias poliméricas extracelulares, envolvendo as células,
protegendo-as da acdo de varios compostos quimicos como antibidticos, biocidas e
desinfetantes (Szewzyk et al., 2000).

Foi detetada a presenca de Staphylococcus coagulase positiva em 11,1% das amostras de
agua, nas escolas E e G. Atualmente, ndo existe enquadramento legal relativo a este
pardmetro em aguas para consumo humano, no entanto, as amostras que apresentaram
crescimento e confirmagdo da presenca deste grupo microbiano, foram consideradas
amostras nao conformes. Apesar deste grupo de Staphylococcus estar associado
principalmente a ingestdo de alimentos e ndo de agua, o contacto e/ou ingestdo de agua
com este microrganismo pode apresentar risco para a salide. O contacto e multiplicacao
em alguns tecidos e/ou a producdo de toxinas e de enzimas extracelulares sdo formas de
patogenicidade destes microrganismos (Mendes & Oliveira, 2004; WHO, 2006; Barroso et

al., 2014). O simples facto de lavar as méos ou beber agua diretamente das torneiras (ato
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ndo recomendavel, mas frequentemente praticado por criancas), pode ter potenciais
implicacbes para a saude, principalmente se existirem lesdes na pele ou mucosas que
contactem com a 4gua. Além disso, a ingestdo das toxinas produzidas por Staphylococcus
coagulase positiva sdo uma causas das intoxicacOes alimentares mais frequentes
(Hennekinne et al., 2012). Portanto, a presenca deste microrganismo em &guas para
consumo humano (e.g. para preparacdo e confecdo de alimentos nas escolas) pode

comprometer também a seguranca alimentar.

Tabela 4. Parametros fisico-quimicos obtidos nas analises de amostras de agua (N= 36), e identificacdo das escolas e da

percentagem de amostras ndo conformes, considerando o valor paramétrico.

Nao Conformidades

R - o Valor Valor
Parametros Fisico-quimicos  \/310r Paramétrico Minimo Méxirmo (%) (N° de
Escolas
amostras)
pH 6,5 pH - 9,0 pH 6,7 7,9 0 -
8,3 (3
(©) B.E
: . (b) (<0,2 mg/L)
Cloro Residual Livre 0,2 mg/L - 0,6 mg/L 0,03 1,03 727) ACDE
(>0,6 mg/L) F, G
Cloro Total mg/L ©) 0,02 1,17 -
Temperatura oC © 21 29,9 =

@ Com base no Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de agosto; ® N&o é estabelecido um valor paramétrico, no entanto,
tratando-se de um parametro indicador, é recomendado no Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de agosto, um valor de cloro

residual livre entre 0,2 e 0,6 mg/L; ) No existe regulamentacéo para agua destinada a consumo humano.

A concentracdo de cloro residual livre nas amostras de agua foi inferior ao minimo
recomendado (0,2 mg/L) em 8,3% das amostras, nas escolas B e E (Tabela 4). Nestas
situacOes, ndo foi garantido um teor de cloro residual livre minimo necessario para evitar o
crescimento microbiano (WHO, 2011). Baixos valores de desinfetante residual podem ser
um indicio de presenca de biofilmes, pela reacdo do cloro com microrganismos e matéria
organica, que pode consequentemente levar a uma reducdo de desinfetante residual (Berger
et al, 2000). Nao sendo garantida uma concentragéo residual de desinfetante, e perante a
presenca de microrganismos na agua, pode ser facilitada a colonizagdo de microrganismos

nas superficies das canaliza¢fes e/ou em biofilmes ja existentes (WHO, 2011).
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Em 47,2% das amostras de dgua a concentracdo de cloro residual livre foi superior ao
valor maximo recomendado (0,6 mg /L), situacdo que pode ser alarmante, pela potencial
presenca de THM que sdo formados em medida proporcional a quantidade de cloro
residual livre e de matéria organica disponivel (Liang & Singer, 2003).

As altas concentracdes de cloro, podem surgir devido a um aumento de dose de
desinfetante, que segundo a WHO (2006), deve ser aumentado para mais de 0,5 mg/L
apenas como resposta a potenciais surtos de doencas transmitidas pela agua, ou em
situaces em que é detetada uma contaminacao fecal num sistema de abastecimento (EPA,
2002). As concentracOes de desinfetante residual livre superiores a 0,6 mg/L, ndo evitaram
a presenca de Staphylococcus coagulase positiva e microrganismos heterotréficos a 22°C e
37°C nas amostras de agua nas escolas E e G. A presenca destes microrganismos nas
amostras de agua, pode ter origem nas torneiras e seus arejadores, uma vez que Sdo
superficies em contacto com a agua, que oferecem caracteristicas propicias ao crescimento
de bactérias, como a acumulacdo de matéria organica que é utilizada como fonte nutritiva,

e consequentemente potenciam o desenvolvimento de biofilmes (Zewzyk et al., 2000).
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2. Analise microbioldgica das superficies internas das torneiras e arejadores

As amostras das superficies internas das torneiras e dos seus arejadores foram analisadas relativamente a pardmetros microbiol6gicos cujos
resultados sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Valores obtidos na analise microbioldgica das superficies internas das torneiras e arejadores, percentagem de amostras positivas e identificagédo das escolas.

Superficies internas das torneiras (N=33) Arejadores (N=22)
Parametros . . » o . »
) o Valor Minimo Valor Méaximo Amostras Positivas Valor Minimo Valor Méaximo Amostras Positivas
Micrabiol6gicos UFClunidade d UFClunidade d UFClunidade d UFClunidade d
( unidade de ( unidade de (%) (N° de ( unidade de ( unidade de (%) (N° de
amostragem) amostragem) Escolas amostragem) amostragem) Escolas
amostras) amostras)
Bactérias Coliformes 0 0 0 -- < 3,0 x 10* < 3,0 x 10t 18,2 (4) D,F,G
E. coli 0 0 0 - <3,0 x 10t 28x10 9,1(2) D,G
. 1 6 A B, C, P 6 A B, C, E,
N° de coldnias a 22°C 50 x 10 62 x 10 66,7 (22) 21x10 29x10 86,4 (19)
: ' E.F,G ' ‘ F,G
N° de colénias a 37°C ! ° 72,7 (24) B.C 2 ° 100 (22) ABG
e col6nias a 37¢ ,
45x10 6,0 x 10 D.EF G 1,6 x 10 7 %10 DEFG
Esporos de Clostridium Limite Superior do
) 0 0 0 -- -- . 9,1(2) C
perfringens Metodo
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 - - 7.7 % 102 45 (1) E
Staphylococcus coagulase 3
<3,0 x 101 2.6 x 10 9,1 (3) E <3,0 x 101 <3,0 x 101 18,2 (4) E,G

positiva
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Na analise microbioldgica as superficies internas das torneiras (N=33) e aos arejadores
(N=22), apenas estes Ultimos apresentaram Bactérias Coliformes e E. coli. Nas escolas D,
F e G foram detetadas Bactérias Coliformes em 18,2% das amostras, e nas escolas D e G
E. coli em 9,1%. (Tabela 5). As Bactérias Coliformes sdo um bom indicador da qualidade
da agua pela sua sensibilidade a desinfecdo. A presenca destes microrganismos nos
sistemas de distribuicdo e abastecimento de dgua pode indicar: (1) ineficacia da desinfecdo
ou perda de desinfetante ao longo da rede; (2) limpeza e integridade de rede
comprometidas; (3) possivel presenca de biofilme; (4) e/ou intrusdo de agua contaminada
no sistema de abastecimento (Clark et al., 1996; Rompré, et al., 2002; WHO, 2006). A
presenca de E. coli pode indicar que as escolas lesadas estejam perante uma contaminacao
fecal recente, infiltracdes na rede de distribuicdo e/ou uma deficiente desinfecdo (WHO,
2006).

Nas escolas D e G, foram detetadas nos arejadores, Bactérias Coliformes e E. coli em
simultaneo, no entanto, os valores de cloro foram superiores a 0,6 mg/L (Tabela 5),
situagdo que invalida as causas relacionadas com o desinfetante. A escola F apresentou
Bactérias Coliformes, mas nao foi detetada E. coli. Esta situacdo pode ser explicada pelo
facto das Bactérias Coliformes poderem ser de origem ambiental, ndo fecal (WHO, 2006),
ou tratar-se de uma ndo detecdo de E. coli em estado viavel mas ndo cultivavel (Oliver,
2010).

Em todas as escolas foi detetada a presenca de microrganismos totais heterotréficos a
22°C e 37°C nas superficies internas das torneiras e arejadores, com a exce¢do da
escola D onde ndo foram encontrados resultados positivos na pesquisa de microrganismos
totais a 22°C em ambas as situacdes (Tabelas 5). O nivel de contaminacdo destes
equipamentos/materiais variou entre 5x10% e 6,2x108 UFC/unidade de amostragem e de
4,5%x10' e 6x10° UFC/unidade de amostragem, para os microrganismos heterotroficos a
22°C e a 37°C, respetivamente. Este Ultimo pardmetro foi identificado em 100% das
amostras de arejadores. Wingender & Flemming (2011) indicam que o ndmero de
microrganismos heterotroficos dos biofilmes varia normalmente entre 10* a 108 UFC/cm?.
Os valores obtidos neste estudo sugerem a potencial presenca de biofilme, que pode ter

influenciado a acdo do cloro residual livre. A reagdo do cloro com o conteddo dos
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biofilmes (microrganismos e matéria organica), pode originar uma reducdo da
concentracdo de desinfetante residual, e comprometer assim, a qualidade da agua (Berger
et al, 2000).

Foram detetados esporos de Clostridium perfringens nos arejadores da escola C, em
9,1% das amostras (Tabela 5). Nao foi possivel quantificar os esporos, considerando-se
assim Limite Superior do Método. A presenca dos esporos desta bactéria pode ser
indicador de uma contaminacdo de origem fecal prolongada e intermitente (Mendes &
Oliveira, 2004). No momento da amostragem o teor de cloro residual livre foi superior ao
recomendado, no entanto, 0s esporos sao estruturas resistentes formadas por multicamadas
que suportam variadas condi¢fes adversas como a radiagdo UV, calor, presenca de
desinfetantes, caréncia de nutrientes e produtos quimicos (Pepper et al., 2009). Os esporos
sendo estruturas diferentes das células vegetativas, possuem maior resisténcia, razdo que
pode justificar uma provavel contaminacdo antiga, ou em local mais distante (EPA,
2001b).

A bactéria Pseudomonas aeruginosa foi identificada nos arejadores da escola E,
correspondente a 4,5% dos casos, com um valor maximo de 7,7x10? UFC/unidade de
amostragem (Tabela 5). A contaminagdo por Pseudomonas aeruginosa pode ter origem na
agua onde naturalmente pode estar presente, ou num consumidor que por contacto a tenha
transferido, ja que esta presente no intestino e pele do ser humano (Brooks et al., 2001).
Na escola E, foram detetadas em simultaneo, colonias a 22°C e 37°C, microrganismos
heterotréficos, que segundo Rusin, et al. (1997) incluem frequentemente Pseudomonas
aeruginosa. A presenca deste patogénico oportunista parece ser comum em biofilmes,
tendo ja sido verificada a capacidade de resisténcia e desenvolvimento deste patogénico
oportunista em sistemas de abastecimento e distribuicdo de &gua para consumo
(Wingender & Flemming, 2011; Vaz-Moreira et al., 2012), e em sistemas de distribui¢éo
prediais (Moritz, et al., 2010). Também outros microrganismos patogénicos oportunistas
como a Legionella spp. e Mycobacterium spp., apesar de ndo terem sido pesquisados neste
estudo, ocorrem naturalmente em ambientes aquaticos, persistem e desenvolvem-se em

biofilmes nos sistemas de abastecimento e distribuicdo de agua, sendo considerados
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microrganismos preocupantes, principalmente quando presentes espécies patogenicas na

agua (Wingender & Flemming, 2011).

Os Staphylococcus coagulase positiva foram detetados no interior das torneiras e nos
arejadores em 9,1% e 18,2% das amostras, designadamente, na escola E e nas escolas E e
G, respetivamente, com valores entre 1x10' e 2,6x10° UFC/unidade de amostragem
(Tabela 5). O ser humano pode ser portador assintomético de Staphylococcus aureus
(coagulase positiva), e pode representar uma fonte de contaminagdo de torneiras,
bebedouros ou outras superficies. Desta forma, a presenca destes microrganismos nas
torneiras e arejadores é preocupante devido a possibilidade de transmisséo bidirecional do
microrganismo entre os individuos e as superficies contaminadas (Knox et al., 2015). Os
Staphylococcus coagulase positiva foram detetados em torneiras com arejador integrado de
instalacBes sanitarias, local onde sdo utilizadas geralmente para higienizacdo das maos. As
superficies internas das torneiras e os arejadores, podem ter sido a fonte de contaminacao
da agua, ou vice-versa, uma vez que nas escolas E e G foram detetados concomitantemente
Staphylococcus coagulase positiva nas amostras de agua, torneiras e arejadores (Tabelas 3
e 5). Nos locais onde foram detetados Staphylococcus coagulase positiva, foi igualmente
verificada a presenca de microrganismos heterotroficos a 37°C. Nestes microrganismos
podem-se incluir os Staphylococcus coagulase positiva que tém uma temperatura de
crescimento entre os 18°C e os 40°C (Ferreira & Sousa, 2000). No presente estudo, a
qualidade microbiolégica da agua podera ter sido influenciada pela presenca de biofilmes
no sistema, com a possibilidade de conter varios microrganismos por sucessao microbiana,
incluindo microrganismos potencialmente patogénicos, como Staphylococcus coagulase

positiva.

Szewzyk et al. (2000) apontam para o facto de apenas uma pequena porc¢ao da populagdo
de biofilme ser pesquisada: a cultivavel nos respetivos meios de cultura utilizados. A
analise bioquimica de superficies surgiu neste estudo como forma de complementar a
andlise microbiologica. Na década de 1980, a analise de ATP como meio de quantificagdo
de células, foi largamente utilizada em varios estudos relacionados com a influéncia de

materiais no crescimento microbiano (Szewzyk et al., 2000).
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3. Andlise bioquimica das superficies internas das torneiras
Neste estudo, foi avaliada a higienizagdo das superficies internas das torneiras (N=29) para

analise da potencial presenca de biofilmes, através da aplicacdo de métodos rapidos

(conteddo em ATP), e cujos resultados sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores obtidos na analise de bioluminescéncia nas amostras das superficies internas das torneiras,

percentagem de amostras com valores superiores ao de referéncia, e identificacdo das escolas.

Superficies internas das torneiras (N=29)

Amostras com valores superiores ao de

Parametro ) ) ] L.
Valor de Referéncia Valor Minimo Valor Maximo referéncia
(RLU’s) (RLU’s) (RLU’s) (%) (N° de
Escolas
amostras)
Bioquimico 100 4 260 17,2 (5) ACD

RLU’s — Unidades de Luminescéncia Relativa

Uma vez que a literatura diverge relativamente aos valores de referéncia, optou-se por

considerar o critério mais exigente, designadamente 100 RLU’s (Murphy et. al, 1998).

Os valores de bioluminescéncia variaram entre 4 e 260 RLU’s, sendo que 17,2% das
amostras excederam o valor de referéncia de 100 RLU’s, nomeadamente nas escolas A, C
e D. Estas escolas apresentaram também valores elevados de colonias a 22°C e 37°C nas
superficies internas das torneiras (Tabela 6), pelo que os resultados relativos ao deficiente
estado de higienizacdo sdo coerentes. No entanto, apesar das restantes escolas também
terem apresentado valores elevados nos referidos parametros, na analise de
bioluminescéncia isso ndo foi evidenciado, como é o caso das escolas E e G, que no geral
expdem um panorama mais critico de contaminacdo (Tabela 7) e apresentaram valores
entre 5e 60 RLU s e 8 e 27 RLU'’s, respetivamente (inferiores aos detetados nas escolas A,
CeD).

De acordo com os resultados este método de andlise pode ndo ser representativo da
contaminacdo microbiologica existente, o que vai de encontro com o referido por outros
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estudos que concluiram que o teste de bioluminescéncia ndo deve substituir a analise
microbiologica tradicional, geralmente mais fidvel (Larson et al., 2003; Carrascosa et al.,
2012).

Esta discrepancia pode também ter sido causada pela estratégia de amostragem, que
contemplava primeiramente a realizacdo da colheita para analise microbioldgica de
superficies, e s6 depois a amostragem para analise de bioluminescéncia. Esta situacdao pode
ter comprometido os resultados por eventualmente, na amostragem de superficies para

analise microbioldgica, a quantidade de biofilme e microrganismos ficar diminuida.
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4. Riscos associados pela presenca de biofilmes nas torneiras e

arejadores e a sua relacdo com a qualidade da 4gua

Na Tabela 7 é apresentado um resumo do estado da qualidade microbioldgica da 4gua e do
potencial aparecimento de biofilme nas superficies internas das torneiras e arejadores

pesquisados nas sete escolas, designadas de A a G.

Tabela 7. Resumo dos resultados ndo conformes/positivos obtidos para os parametros microbioldgicos avaliados nas

amostras de agua, superficies internas das torneiras e arejadores das diferentes escolas amostradas.

Escolas
Parametros A B C D E F G

Qualidade de 4gua

Bactérias Coliformes

E. coli
N° de coldnias a 22°C X x X X
N° de coldnias a 37°C X X X

Esporos de Clostridium perfringens

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus coagulase positiva - -
Cloro Residual Livre (< 0,2 mg/L) X x

Cloro Residual Livre (> 0,6 mg/L) X X X X x x

Superficies Internas das torneiras

Bactérias Coliformes

E. coli
N° de colénias a 22°C X x X x X X
N° de coldnias a 37°C X X X X X X X

Esporos de Clostridium perfringens

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus coagulase positiva -

Bactérias Coliformes X X X
E. coli X X
N° de coldnias a 22°C X X X X x
N° de coldnias a 37°C X X X X X x

X
X
Esporos de Clostridium perfringens X
Pseudomonas aeruginosa -
Staphylococcus coagulase positiva -
A cinzento escuro estdo destacados microrganismos com potencial patogénico, e a cinzento claro indicadores de

contaminacéo fecal.
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Na generalidade, as amostras de agua evidenciaram uma menor contaminacdo
microbiologica, relativamente as superficies internas das torneiras e arejadores. Estes
resultados corroboram o fundamento de Flemming et al. (2002), que referem que a maior
parte das bactérias encontra-se nas superficies do sistema de distribuicdo, em biofilmes, e
ndo na &gua. Hipoteticamente, esta diferenca pode dever-se ao facto de o poder
desinfetante do cloro ser superior nas bactérias presentes na agua, do que nas inseridas em
biofilmes, que oferecem mais resisténcia devido, entre outros fatores, a matriz de

substancias poliméricas extracelulares em que séo envolvidos (Bridier et al., 2011).

Os resultados deste estudo sugerem alguns indicios de contaminacdo da agua pelos
biofilmes associados as torneiras e arejadores. As superficies internas das torneiras
apresentaram os valores mais elevados nos parametros N° de coldnias a 22°C e 37°C (6,2 x
10% e 6 x 106 respetivamente), e Staphylococcus coagulase positiva (2,6 x 10%) que foram
detetados em simultaneo nas amostragens das trés tipologias (dgua, superficies internas das
torneiras e arejadores). Estes valores podem ter como causa, o formato da canalizacdo, uma
vez que em canos de menor didmetro, como é o caso das torneiras, a formacéo de biofilmes
parece ser potenciada (WHO, 2003c). Comparativamente aos arejadores, as superficies
internas das torneiras possibilitam uma maior area disponivel para crescimento e
desenvolvimento dos microrganismos heterotroficos, razdo que pode justificar a maior

concentracdo de colonias a 22°C e 37°C.

No entanto, os arejadores apresentaram uma maior diversidade de microrganismos que
poderdo ter mais implicacGes para a salude publica. A estrutura e 0s materiais que
constituem os arejadores podem ter promovido estes resultados, uma vez que s&o
compostos geralmente por filtros de plastico e acessérios de borracha, materiais que
segundo Lehtola et al. (2004) e Kilb et al. (2003) parecem favorecer o crescimento de
microrganismos pelo potencial fornecimento de nutrientes. A retencdo de matéria organica
proveniente da &gua e do contacto com os utilizadores, bem como a estagnacao/depdsito de
agua nos arejadores, e a disponibilizacdo de oxigénio pela interface agua-ar podem
contribuir igualmente para a colonizagdo microbiana e consequentemente o

desenvolvimento de biofilmes nestes acessdrios (Walker et al., 2014).
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Os resultados deste estudo sugerem que os biofilmes presentes nas superficies internas
das torneiras, assim como nos arejadores podem constituir reservatérios de diversos
microrganismos, incluindo os patogénicos oportunistas, podendo ser ou ndo detetados na
adgua. Ao contrario dos Staphylococcus coagulase positiva que foram detetados
simultaneamente nas amostras de agua, nas superficies internas das torneiras e nos
arejadores, a bactéria Pseudomonas aeruginosa identificada nos arejadores, ndo foi
detetada nas amostras de agua. Estes resultados ndo garantem a auséncia do risco de
contaminacdo da agua considerando a possibilidade de estar presente abaixo do limite de
detecdo, ou estar num estado viavel mas ndo cultivavel, e ndo ser assim detetada, mas
representar igualmente uma fonte de contaminacdo (Oliver, 2010). A bactéria
Pseudomonas aeruginosa pode ser libertada do biofilme dos arejadores e
consequentemente estar presente na agua. Os microrganismos presentes nos biofilmes
podem ser libertados com o0 aumento da colonizacdo e pela exercdo de pressdo, para a agua
(Walker et al., 2014; Wingender & Flemming, 2011), situacdo que pode justificar a
presenca de Staphylococcus produtores de coagulase na dgua. A agua contaminada pode
servir como veiculo de disseminagdo dos microrganismos, contaminando/infetando as

superficies, objetos, e individuos com que contacta.

A presenca de microrganismos patogénicos oportunistas, como foi verificado nos
arejadores, que sdo inclusive a parte mais exterior e exposta das torneiras, pode potenciar
a sua transmissdo as criancas que as utilizam, por contacto. As torneiras, os ralos, 0s
lavatdrios e os chuveiros, sdo locais onde ja foi detetada Pseudomonas aeruginosa, que
pela sua facilidade em colonizar biofilmes, resiste por longos periodos na dgua (Walker et
al., 2014). Vaérios estudos expdem a existéncia de surtos de Pseudomonas aeruginosa em
ambiente hospitalar, e apontam como possivel via de transmissdo da bactéria o contacto
direto com a &gua e a torneira ou por contaminagdo cruzada por equipamentos médicos ou
pelas maos dos profissionais de saude (Ambrogi, et al., 2016; Garvey et al, 2016a, Garvey
et al., 2016b). Estes locais merecem especial atencdo pela vulnerabilidade dos seus
ocupantes, tais como criancas, idosos e imuno-deficitarios, para os quais as doses
infeciosas podem ser mais baixas. Através de dgua contaminada, quer por ingestdo, quer
pelo contacto ou pelo consumo de alimentos contaminados, podem sofrer infecbes que

comprometam a sua saude (WHO, 2006).
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(1) Relativamente as instalacdes dos estabelecimentos escolares, a idade dos edificios ndo
parece ter condicionado a qualidade microbioldgica da dgua e a formacéo de biofilmes,
ja que ndo existe um padrdo nos resultados que possibilite uma relacdo entre a
antiguidade do edificio e presenca de biofilmes (Tabelas 1 e 7). Na generalidade as
escolas E (11 a 20 anos) e G (< 5 anos) apresentaram um estado mais critico relativo a
presenca de biofilmes e a qualidade microbiologica da dgua. Nas escolas A (21 a 40
anos), D (> 75 anos) e F (> 75 anos) a dgua cumpria com os valores paramétricos
legais, e ndo apresentou microrganismos patogénicos oportunistas na analise as
superficies das torneiras e arejadores. O tipo e material da canalizacdo, o caudal e o
historico das andlises da agua, sdo dados importantes que devem estar disponiveis. O
material de composic¢do das torneiras € pertinente, na medida em que, como referido
anteriormente, pode potenciar a formacdo de biofilmes e a presenca de patogénicos
oportunistas, essencialmente pela disponibilizacdo de nutrientes (Lehtola et al., 2004;
Kilb et al., 2003). Associado a presenca de biofilmes nas canalizacGes, esta o risco de
desprendimento de partes do mesmo, e de contaminacdo da agua. O caudal da &gua, é
importante por um lado, para o desenvolvimento de biofilmes na medida em que
quanto maior for, disponibiliza uma maior quantidade de nutrientes e oxigénio, mas,
por outro lado, favorece mais facilmente um desprendimento de porcbes de biofilme

pela pressao realizada (Donlan, 2002; Stewart, 2012; Gomes et al., 2014).

Considerando os resultados obtidos, 0s riscos associados a ingestdo de dgua contaminada
por microrganismos patogénicos oportunistas provenientes da eventual presenca de
biofilmes nas superficies das torneiras e arejadores devem ser avaliados nas Escolas.
Segundo o relatdrio do National Research Council (1998), uma avaliacdo de riscos
ambientais para salde deve contemplar: (1) a identificacdo do perigo (contaminantes
microbioldgicos que incluem os potenciais patogénicos que terdo impacto na salde
publica, e que geralmente causam epidemias), (2) a dose-resposta para uma incidéncia na
saude (usualmente em relacdo a microrganismos patogénicos € considerado o grau de
infecciosidade, uma vez que geralmente ndo existe uma concentracdo limiar para a
ocorréncia de infecdo, no entanto, devem ser considerados 0s microrganismos com uma
baixa dose infeciosa), (3) a avaliacdo da exposicao (¢ realizada através de uma estimativa

do volume de agua ingerido e da concentracdo dos patogénicos na agua), e por fim (4) a
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caracterizacdo do risco (deve ser realizada considerando a quantidade de patogénicos e a
dose infeciosa, que ¢ comparada com o “risco aceitavel de infecdo” de sensivelmente de
10, que corresponde a um racio de um caso de infecio em 10.000 pessoas, por ano),
considerando a magnitude do problema (EPA, 2016b; WHO, s/d).

Os dados relativos a probabilidade de ocorréncia de microrganismos patogénicos
oportunistas na agua e a sua infecciosidade sdo apresentados na Tabela 8 (Adaptada de
WHO, 2006 - Guidelines for Drinking-water Quality, Recommendations).

Tabela 8. Microrganismos patogénicos oportunistas potencialmente transmitidos pela agua, sua persisténcia nos
sistemas de abastecimento e distribui¢do de &gua, e infecciosidade relativa considerando a via de infe¢do. Adaptado de
WHO, 2006 - Guidelines for Drinking-water Quality, Recommendations.

Persisténcia nos sistemas

. . Resisténcia Infecciosidade i L
Patogénico de abastecimento e . Via de infegédo
o ] ao cloro (b) relativa (c)
distribuicdo de 4gua (a)
E. coli patogénica, incluindo
a enteropatogénica (EPEC), . . .
L Moderada Baixa Baixa Ingestdo
enterotoxinogénica (ETEC) e
enteroinvasiva (EIEC)
E. coli enterohemoragica . .
Moderada Baixa Alta Ingestdo
(EHEC)
Pseudomonas aeruginosa Capacidade de )
Moderada Baixa Contacto (d)

Multiplicagdo
Staphylococcus coagulase
positiva

(@) Corresponde ao periodo de detegdo para fase infeciosa, em aguas a 20°C, sendo considerado “Curto” até uma
semana, “Moderado” entre uma semana e um més, e “Longo” mais de um més.

(b) Quando o microrganismo em fase infeciosa esta suspenso na agua ap6s tratamento e tempo de contacto
convencional; um microrganismo com uma resisténcia “Moderada” pode nio ser completamente destruido.

(c) Baseado em experiéncias com humanos voluntarios, ou em evidencias epidemioldgicas.

(d) O contacto com a pele (especialmente lesionada), mucosas e olhos € a principal via de infecdo, mas pode infetar via

oral, utentes imunodeprimidos ou com cancro.

Considerando os resultados obtidos, podem ser reunidos alguns elementos relativos as

diferentes fases da avaliagéo de riscos:
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identificacdo do perigo: o0s agentes patogenicos detetados foram Staphylococcus
coagulase positiva e Pseudomonas aeruginosa. A E. coli patogénica e
enterohemorégica foram, por precaucdo, igualmente consideradas (Tabela 8) porque
apesar de ndo terem sido identificadas as estirpes, foi detetada a espécie E. coli.
Relativamente aos Staphylococcus coagulase positiva, ndo existem dados relacionados
com a sua persisténcia em sistemas de abastecimento e distribuicdo de agua, resisténcia
ao cloro e infecciosidade relativa, por este grupo nao ser considerado preocupante em
aguas para consumo humano (WHO, 2006); no entanto, sabe-se que a via preferencial
de infecdo é, a semelhanca da Pseudomonas aeruginosa, o contacto.

dose-resposta: A Pseudomonas aeruginosa, bem como a Legionella spp., e a
Mycobacterium spp, parecem ter doses infeciosas altas para adultos saudaveis (10° -
108) e ser geralmente inofensivos, contudo, para grupos especificos como as criancas,
as doses infeciosas sdo mais baixas e o risco associado pode ser acrescido (Wingender
& Flemming, 2011).

avaliacdo da exposicdo: neste caso especifico, o volume de &agua ingerido e a
concentracdo dos patogénicos na agua pode ser muito varidvel e de dificil previséo,
atendendo a utilizacdo que é atribuida a &gua das torneiras das escolas e que
consequentemente representa vias de infecdo diferenciadas. A dgua de uma torneira de
uma cozinha serd mais utilizada para consumo, logo a via de infecdo sera
principalmente a ingestdo, a de um chuveiro para banhos onde pode ocorrer a inalagdo
de aerossbis contaminados, e a de uma torneira de instalacdes sanitarias serd mais
utilizada para lavar as maos, cuja principal via de infecdo sera o contacto.
caracterizacdo do risco: Apesar dos resultados deste estudo ndo serem suficientes
para proceder a caracterizacdo do risco, a severidade do perigo associado a
microrganismos patogénicos oportunistas pode ser potenciado se estes forem
resistentes a antibidticos. Neste estudo ndo foi testada a potencial resisténcia a
antibidticos por Staphylococcus coagulase positiva e Pseudomonas aeruginosa, como
ja foi reportado nos estudos de Lin et al. (2016), Mbogori et al. (2013) e Vaz-Moreira
et al. (2012). Sabe-se que a MRSA tem incidéncia em meio escolar, uma vez que foi
detetada, em superficies secas e muito tateadas pelos individuos, como os puxadores de
portas das salas de aula e casas de banho (Lin et al., 2016; Mbogori et al., 2013). A

Pseudomonas aeruginosa torna-se igualmente preocupante em escolas uma vez que o
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contacto é a principal via de infecdo, e as criancas/jovens sao um grupo de risco. Com
a agravante de que pode existir Pseudomonas resistente a antibidticos nos sistemas de
distribuicéo e abastecimento de &gua, como o detetado no estudo de Vaz-Moreira et al.
(2012). Mena & Gerba (2009), referem uma maior tendéncia para adquirir infegdes
cuténeas por individuos com menos de 18 anos, que pode estar relacionado com o facto
de estes individuos visitarem com mais frequéncia aguas recreativas, como banheiras
de hidromassagem ou piscinas. Caracteristicas relacionadas com a pele podem
igualmente ter influéncia nesta incidéncia, uma vez que com o crescimento e
envelhecimento, a pele vai sofrendo alteragcbes, como a intensificacdo de secrecOes
sebaceas que ocorre na puberdade, e que sdo importantes na lubrificacdo e
impermeabilizacdo da pele. Assim, individuos adultos, estdo geralmente mais
protegidos, exceto nos casos em que 0 sistema imunitario estd enfraquecido, em que
existe um contacto prolongado com a agua, ou quando a Pseudomonas aeruginosa

penetra na pele através de feridas ou queimaduras (Mena & Gerba, 2009).

Para salvaguardar a qualidade da agua para consumo humano, potencialmente afetada pela
presenca de biofilmes, sugere-se a substituicdo ou a higienizacdo periodica dos arejadores.
Considerando que microrganismos patogénicos oportunistas como Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus coagulase positiva cuja origem poderd ser associada aos
utilizadores, e considerando que a via de infecdo pode ser por contacto, a higienizagao
periodica das torneiras podera evitar a colonizacdo destes microrganismos em biofilmes. E
igualmente recomendavel, uma manutencdo periodica ao sistema de canalizacdo da agua
(especialmente se existirem reservatorios), assim como a implementacdo de boas préaticas
de sua utilizacdo, e.g., evitar tocar no bucal das torneiras quer com as maos, quer com a

boca, e ndo beber dgua diretamente das torneiras.

Neste estudo, foram identificados em amostras de dguas para consumo humano fornecidas
por sistemas de abastecimento e distribuicdo, parametros que ndo sdo geralmente
pesquisados, como a Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus coagulase positiva. A
potencial presenga de biofilmes em torneiras, parece representar um risco para a saude
publica, considerando a possibilidade de contaminagdo da agua, situagdo que parece ter

ocorrido, em alguns casos.
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Conclusao

Os resultados deste estudo indiciam a presenca de biofilmes nas superficies internas das
torneiras e arejadores que parecem representar um fator de risco para a qualidade da dgua
para consumo humano nas Escolas. A analise da qualidade da agua revelou resultados néo
recomendados na contagem de microrganismos totais heterotroficos a 22°C e 37°C,
Staphylococcus aureus (produtores de coagulase) e cloro residual livre, sugerindo a
existéncia de deficiéncias na integridade dos sistemas de abastecimento e distribuicdo de
algumas escolas. Relativamente a andlise das superficies internas das torneiras e
arejadores, foi detetada a presenca de microrganismos que estardo eventualmente
associadas a presenca de biofilmes, sendo eles: bactérias coliformes, E. coli,
microrganismos totais heterotroficos a 22°C e 37°C, Clostridium perfringens, e
inclusivamente organismos patogénicos oportunistas: Pseudomonas aeruginosa e

Staphylococcus coagulase positiva.

Os Staphylococcus coagulase positiva, potencialmente patogénicos para 0 Homem, foram
detetados nas superficies internas das torneiras, arejadores, e na agua, em simultaneo. O
facto de as criancas terem o habito de beber diretamente da torneira, situacdo que pode
originar uma transferéncia bidirecional de microrganismos entre o consumidor e as
superficies, pode representar riscos para a salde da comunidade escolar, especialmente por

se tratar de individuos mais vulneraveis.

Relativamente a caracterizacdo das escolas ndo foi possivel conhecer o material de
constituicdo das canalizagdes, bem como se foram alvo de alguma intervencdo ou
manutencdo. Esta informacdo seria importante, para verificar se o material das

canalizacOes poderia estar associado a alguma influéncia na formac&o de biofilmes.

Um outro dado importante, ao qual ndo obtivemos acesso, foi 0 mapa da rede de
distribuicdo do sistema de abastecimento, com a localizacdo dos reservatérios de agua.
Estes dados seriam pertinentes para, juntamente com a localizagcdo das escolas, testar a
possibilidade de relagdo entre os valores de cloro obtidos nas escolas e a distancia destas

aos pontos de recloragem e reservatorios de agua.
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Outros parametros como a quantidade de matéria organica (carbono organico total), e a
presenca de subprodutos do cloro (como os THM e &cidos haloacéticos), poderiam ser
inseridos na analise da qualidade da &gua, pelo potencial risco para a salde publica. Neste
estudo, 47,2% das amostras demonstraram concentracdes de cloro superiores ao
recomendado (>0,6 mg/L), com um valor méximo de 1,03 mg/L. Na presenca de
concentracdes mais elevados de cloro e de biofilmes, em principio poderdo existir mais
THM e sem produzir efeito permanente na presenca de biofilmes que podem voltar a

surgir.

No sentido de impedir/remover os potenciais biofilmes que podem comprometer a
qualidade da &gua para consumo humano, deve ser estabelecido um plano de higienizacdo
periodica das torneiras e arejadores e sempre que possivel proceder a sua substituicdo,
garantir uma manutencdo periodica ao sistema de canalizacdo da dgua, e implementar boas

praticas de utilizacdo da mesma.
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