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INTRODUCAO

Na maioria das redes de 4gua potéavel, a interface entre 4gua e a parede da canalizagdo € um local
para acumulagio de matéria orgnica, de microrganismos, € onde ocorre a multiplicagao e colonizagio
microbiana. A comunidade microbiana formadora de biofilmes inclui bactérias, fungos filamentosos,
leveduras, protozoérios € outros microrganismos. Todavia, a contribuicdo de fungos filamentosos na
formagdo de biofilmes nos sistemas de distribui¢io de agua potavel ainda ¢ uma area pouco estudada, se
comparada A contribuigio das bactérias j4 reconhecida [1]. Contudo, qualquer que seja a natureza dos
microrganismos num biofilme, ao colonizarem a rede de distribuigdo, provocardo problemas
operacionais, deterioragdo da qualidade da 4gua com implicagdes na saude publica e perdas econdmicas
para empresa de saneamento. No biofilme os microrganismos estdo mais resistentes a acdo de
agentes quimicos e fisicos, como aqueles usados no procedimento de higienizagdo. Com o
presente trabalho visamos detectar in sifu a presenga de biofilmes fingicos, na rede de distribui¢do de
dgua potavel, na area metropolitana do Recife, Pernambuco, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Prepara¢do das amostras: Quatro tubos de PVC, de varios didmetros, foram obtidos da rede de
distribuicio gerida pela COMPESA. Para preparagdo das amostras, cada tubo foi seccionado em pegas de
1 cm’ tendo havido o cuidado de manter o tubo arrefecido durante a operagdo de corte. Apds esta
operagio as amostras foram lavadas com 4gua destilada ¢ esterilizada ¢ mantidas no escuro ¢ umedecidas.

Coloragées: Para a detecgdo de fungos filamentosos in situ nos biofilmes presentes nas amostras, foi
utilizado a técnica de coloragdo com Calcofluor White M2R [2] que tem a capacidade de se ligar a
quitina, polissacarideo presente nas paredes celulares dos fungos. Para este efeito, foram adicionados a
cada amostra 100 pl de Calcofluor com concentragio de 25 uM e mantidos em ambiente escuro durante
10 min. Em seguida, as amostras foram lavadas com 200 pl de 4gua destilada estéril e coradas com 100 pl
de DAPI (4,6-diamino-2-fenil indol) na concentragdo de 0,1mg/ml, durante 10 min no escuro. Por ultimo,
as amostras foram novamente lavadas com 200 pl de agua destilada.

Microscopia: Ap6s coloragio as amostras foram observadas utilizando o microscopio de epifluorescéncia
Olympus BX 51 com luz de excitagdo ultravioleta nos 346 nm, ¢ aquisi¢io de sinal no azul para os dois
corantes usados. E de referir que o azul respectivo a coloragio com Calcofluor é mais intenso e mais
brilhante do que aquele observado com o DAPIL Este ultimo corante permite visualizar a componente
bacteriana presente nos biofilmes. As objectivas utilizadas foram UPlanFL N 10X/0,30 e 40X/0,75.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A observagio microscopica das amostras permitiu-nos detectar filamentos fiingicos em 25% das
amostras, ou seja, apenas um dos quatro tubos estudados. As estruturas flngicas existentes no tubo
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apresentam um tamanho razoavelmente maior quando comparado com o tamanho das bactérias e sdo bem
visiveis e detectaveis com a objectiva 10X/0,30 (Fig. 1). Adicionalmente, a sua estrutura filamentosa em
forma de micélio associada a natureza quitinosa posta em evidéncia pela coloragio com Calcofluor
revela-nos a presenca destes microrganismos iz situ na tubagem da rede de distribuigdo de agua potavel,
na area metropolitana de Recife. Casos semelhantes foram observados em outros paises, como Portugal
[4], Franca, Reino Unido e Letonia. Deste modo constatamos que a técnica com os fluorocromos
apresenta a facilidade, como neste caso usando o Calcofluor e o DAPI, de estudar in situ a composigio
dos biofilmes no que diz respeito ao envolvimento de fungos filamentosos e bactérias.

Figura 1. Deteccdo de filamentos fungicos intimamente relacionados com a matriz bacteriana nas amostras
observadas em microscopio de epifluorescéncia usando a objectiva 10X/0,30 apds coloragio Calcofluor/DAPI.

CONCLUSOES

O uso de fluorocromos especificos permitiu a detec¢do de microrganismos de forma quase
imediata, quando comparado com o uso de métodos tradicionais de microbiologia, como sdo por exemplo
aqueles métodos que utilizam meios de cultura. Os fungos filamentosos estdo presentes na rede de
distribuicdo de 4gua potavel na area metropolitana de Recife e necessitam de ser mais estudados quanto
ao seu papel ecolégico neste ambiente, para garantir um efectivo controle de qualidade da 4gua fornecida
a populacgio.
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