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Resumo

A presenca de espécies dos protozoarios Cryptosporidium e de Giardia em
agua, principalmente as destinadas ao consumo humano, assumiu nos ultimos 22
anos grande importancia em Sadde Puablica devido & veiculagdo hidrica de suas
formas infectantes. Esses protozoarios causam gastroenterites no ser humano e
em diversas espécies animais. A transmissdo desses protozoarios ocorre pela via
fecal-oral mediante a ingestdo de agua ou de alimentos contaminados, ou pelo
contato direto (pessoa-a-pessoa ou animal-pessoa; transmissdo zoonética). A
persisténcia de oocistos e cistos no ambiente € a grande resisténcia aos
processos de desinfeccdo contribuem com a veiculagdo hidrica desses
protozoarios. Numerosos surtos de gastroenterite aconteceram nos dltimos 25
anos devido & ingestdo de agua de consumo e involuntanamente aguas
recreacionais contaminadas. No Brasil é crescente a degradacdo de aguas
superficiais ¢ subterraneas devido & deficiéncia de infra-estrutura no sistema de
esgotamento sanitario. Analises realizadas pela Sabesp sobre a qualidade
microbiolégica da agua proveniente das fontes naturais da cidade de Campos do
Jorddo (nordeste do estado de S30 Paulo) revelam que 13, de um total de 22
fontes, apresentaram padrio de qualidade improprio para o consumo humano.
Considerando que a populagido local utiliza amplamente essa agua para ©
consumo (ingestdo e preparo de alimentos) e que a existéncia de situagdes que
implicam em risco potencial de contaminagdo das mesmas s3o freglentes no
municipio, o objetivo deste trabalho foi investigar a ocorrréncia de Crypfosporidium
sp. e de Giardia sp. em amostras procedentes das principais fontes, durante 12
meses. Para tanto, utilizou-se a técnica de filtragdo em membranas para
concentragcdo e visualizagcdo dos protozoarios aplicando anticorpos monoclonais
fluorescentes. No periodo compreendido entre junho de 2003 € maio de 2004, foi
possivel detectar a presen¢a de, pelo mencs, um dos protozoarios patogénicos
em 25,0% (3/12) das fontes estudadas, com concentragdes que variaram de 0.2 a
0,3 oocistos de Cryptosporidium sp. e 0,07 a 0,1 cistos de Giardia sp. por litro.
Considerando a localizacdo das fontes, ¢ indice de positividade para aquelas
pertencentes a area urbana foi de 33,3% (2/6) enquanto para as da area rural foi
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de 16,7% (1/6). O inquérito parasitdgico realizado em duas comunidades rurais
pertencentes ac municipio revelou que 492% (91/185) das pessoas
apresentavam parasitoses intestinais. A faixa etaria dos participantes variou de O a
72 anos. As prevaléncias dos protozoarios patogéenicos foram: Cryptosporidium sp.
(8,1%), Giardia duodenalis (5,9%), Blastocystis hominis (4,9%) e Entamoeba
histolytica/dispar (2,7%); e dos ndo patogénicos. Enfamoeba coli (19,5%),
lodamoeba biitschiii (4,3%) e Endolimax nana (0,5%). E para os helmintos
intestinais foram: Ascaris [lumbricoides (14,9%); Trichuris ftrichiura (9,7%);
ancilostomideo (1,1%), Taenia sp. (1,1%), Enterobius vermicularis (1,1%) e larva
de nematddeo (1,1%). As diferencas estatisticas ndo foram significantes para as
parasitoses observadas quanto ao sexo (p=0,453) e as diferentes faixas etfaras
(p=0,213). As condigbes ambientais (relevo, disponibilidade hidrica, ocupacao
desordenada, areas de pastagem) e focos de contaminac¢do (esgoto sanitario;
fezes de animais) existentes proximo as nascentes foram fatores que contribuiram
para a contaminagdo das aguas. A auséncia de agua tratada, de sistema de
escoamento sanitario e as condigdes socio-econdmicas das comunidades rurais
incluidas no inquérito parasitolégico podem ter contribuido para a elevada
prevaléncia das parasitoses intestinais.

Palzvras-chave: Cryptosporidium, Giardia, Agua mineral, Nascentes, Doencas
Parasitarias.
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ABSTRACT

The presence of protozoan parasites Cryptosporidium and Giardia mainly in
water destined to the human consumption, assumed in the last 22 years, a great
importance in Public Health due to the water transmission of its infectant forms.
These protozoa cause gastroenteritis in human and in many animal species. The
transmission of these parasites occurs by oral-fecal route, consumption of
contaminated water or food or by the direct contact (person to person, animal to
person or zoonotic transmission). The persistence of oocysts and cysts in the
environment and its resistance to the conventional process of disinfection
contribute to the waterborne transmission of these protozoa. Numerous outbreaks
of gastroenteritis occurred in the last 25 years due to the consumption water and
involuntarily recreational waters contaminated. In Brazil, the degradation of
subteranean and superficial waters is growing due to the deficiency of
infrastructure in the sanitary system. Analyses carried out by the Sabesp about the
microbiological quality of the water originating from the natural springs of the city of
Campos do Jord3o (northeast of the state of S&o Paulo) revealed that 13, out of a
total of 22 springs, presented standard of quality unfit for the human consumption.
Considering that the local population uses broadly that water for consumption
(drinking and food preparation) and that the existence of situations that potentialy
imply risk of contamination is frequent in the town, the pourpose of this research
was to investigate the occurrence of Cryptosporidium sp. and Giardia sp. in
samples originated in the main springs, during 12 months. For this, it was used
membrane filiration technigue and fluorescent monoclonal antibodies for
visualization of ¢cysts and oocysts. From June 2003 to May 2004, it was possible to
detect the presence of, at least, one of the pathogenic protozoan in 25% (3/12) of
the studied springs, with concentrations that varied from 0,2 to 0,3 oocyst of
Cryptosporidium sp. and 0,07 to 0,1 cyst of Giardia sp. per liter. Considering the
jocation of the springs, the index of positivity for those beionging to the urban area
was of 33,3% (2/6) while the ones from rural area was of 16,7% (1/6). The

parasitological inquiry carried out in two rural communities of this town revealed
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that 49,2% (91/185) of the people presented intestinal parasitosis. The age group
of the participants varied from O to 72 years. The prevalence rates of the
pathogenic protozoan were: Cryptosporidium sp. (8,1%), Giardia duodenalis
(5,9%), Blastocystis hominis (4,9%) and E. histolytica/dispar (2,7%), and the non
pathogenic: Entamoeba coli (19,5%), Jodamoeba bitschiii (4,3%) and Endolimax
nana (0,5%); and, for the intestinal helminths were: Ascaris lumbricoides (14,9%);
Trichuris trichiura (9,7%); ancilostomideo (1,1%), Taenia sp. (1,1%), Enterobius
vermicularis (1,1%) and nemathode larvae of (1,1%). The statistical differences
were not significant for the parasitosis observed as regards the sex (p=0,453) and
the different age groups (p=0,213). The existing environmental conditions
(prominence, water availability, disorderly occupation, areas of pasture) and
contamination near the water collection point (presence of sanitary sewer and their
location in pasture areas) provided the contamination of the arising from waters of
the natural springs.

Key Words: Cryptosporidium, Giardia, Mineral water, Springs, Parasitic Disease.
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Introducdo

1- INTRODUGAO

A presenca de espécies de protozodrios do género Cryptosporidium e do
género Giardia em agua, principaimente as destinadas a0 consumo humano,
assumiu nos dltimos 22 anos um papel de extrema importancia em Salde Puablica
em fungdo da capacidade de veiculagdo hidrica das formas infectantes (oocistos e
cistos, respectivamente) desses parasitos (ROSE,1997). A criptosporidiose e a
giardiose sdo doengas que causam gastroenterite no homem & em varias espécies
de animais, com severidade variavel (FAYER et al., 2000).

O género Cryptosporidium descrito por Tyzzer em 1907, agrupa espécies
de protozodrios intestinais que parasitam animais vertebrados com carater
zoondtico e uma espécie, Cryptosporidium hominis, capaz de infectar somente o
homem, em condi¢des naturais (MORGAN-RYAN et al., 2002).

No caso da criptosporidiose, o estado imunologico do hospedeiro exerce
um papel fundamental na definico do quadro clinico: a infecgdo & usualmente de
curta duragio nos individuos saudéveis, sendo o principal sinal clinico um quadro
de diarréia aguda mas, em pessoas que apresentam alteracdes em seu sistema
imunolégico, a criptosporidiose pode ser de longa duragéo, com diarreia cronica
que pode persistir durante toda a vida do individuo uma vez que nao existe uma
droga efetiva contra este protozoario, até o momento.

Apresentam maior risco de aquisicio desta parasitose os individuos idosos,
as criangas até 5 anos de idade, os portadores de deficiéncias nutricionais ou de
infecgdio pelo VIH/SIDA bem como aqueies em tratamento quimioterapicos ou

transplantados (KOSEK et al., 2001 e FAYER et al., 2000).
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Introgucéo

A giardiose é uma parasitose causada pelo protozodrio flagelado Giardia
duodenalis que vive no frato gastrointestinal de humanos e outros mamiferos
incluindo cAes, gatos, bovinos, suinos, ovinos e eqlinos e é considerada, nos dias
de hoje, como uma infecgio re-emergente devido & sua prevaiéncia aumentada
em criancas que freqientam creches, provocando sintomas como diarréia, perda
de peso, dores abdominais e, falha no desenvolvimento fisico e cognitivo
(THOMPSON, 2000).

Entre 1920 e 1930, mais de 50 espécies de Giardia ja tinham sido descritas
e atualmente, com base em caracteristicas morfologicas e especificidade de
hospedeiro, apenas 6 espécies sdo reconhecidas sendo que apenas a Giardia
duodenalis acomete os mamiferos, incluindo animais domésticos e o homem,
conferindo a esta espécie um potencial zoondtico (THOMPSON, 2004).

Estas parasitoses sdo transmitidas pela via fecal-oral, quer pela ingestao de
agua ou alimentos contaminados com oocistos e cistos, usualmente eliminados
nas fezes dos hospedeiros infectados ou pelo contato direto pessoa-a-pessoa,
além da transmissdo zoondtica (animal—homem), princibalmente no caso da
criptosporidiose.

A persisténcia de oocistos e cistos no ambiente, sua habtlidade de
sobreviver aos processos de desinfecgio, a pequena dose infectante sdo fatores
que favorecem a transmissio de espécies de Crypfosporidium e Giardia pela
agua, tomando dificil o controle da veiculagéo hidrica destes protozoaries.

De 1984 a 2002, ocorreram cerca de 69 surtos epidémicos de
criptosporidiose nos Estados Unidos, atingindo aproximadamente 436.232

pessoas devido a ingestdo de dgua contaminada (FAYER et al., 2000). Em paises
2



introducéc

como Reino Unido, Italia, Japfo, Nova Zelandia, Austrélia, ifanda do Norte e
Canada, foram registrados 58 surtos e 38.284 casos desta parasitose (HOWE et
al., 2002; OLIVEIRA, 2005).

O surto de maior proporgao registrado até o momento, foi o de Milwaukee
(Estados Unidos, 1993) que afetou 403.000 pessoas, resuitando em 4.400
hospitalizagbes e 100 mortes, com custo total (referente as hospitalizagGes e
perdas pela baixa produtividade das pessoas envolvidas no surto) de U$
96.244.000 (CORSO et al., 2003).

Uma caracteristica comum a estes surtos € o fato de que, na maioria deles,
as aguas incriminadas atendiam aos padrdes de potabilidade exigidos pela
legislacdo especifica (FAYER et al., 2000). Alguns surtos de criptosporidiose
ocorridos nos Estados Unidos, no periodo de maio de 1984 a jutho de 1295, foram
estudados e constatou-se que as populacOes afetadas consumiram agua
proveniente de fontes naturais, pogos, lagos e rios que estavam contaminadas
com esgoto, fezes de gado ou infiltracbes oriundas de fossas sépticas (SOLO-
GABRIELE e NEUMEISTER , 1996).

A Reacdo de Imunofluorescéncia Direta (RID} com anticorpos monoclonais
especificos para 0s parasitos em questdo e a filiragdo de grandes volumes de
agua (100L-1000L) foram procedimentos amplamente empregados para avaliar a
ocorréncia destes protozoarios no ambiente aquatico, a despeito de limitacdes
inerentes como alta variabilidade e baixa eficiéncia de recupera¢cdo. Em 1996, a
Agéncia de Protecdo Ambiental (E.P.A. USA), iniciou um programa com ¢ objetivo
especificc de identificar e validar métodos analiticos para detecgdo destes

parasitos nas aguas destinadas ao consumo humano. Assim, foram desenvolvidos
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os Métodos 1622 e 1623 que consistem de trés étapas basicas: filtracdo das
amostras, eluigdo ou recuperagdo do material filtrado e visualizagdo dos
protozoarios (USEPA, 1997; 1999).

Embora ndo exista um método de detecgio 100% eficiente, as técnicas de
filtragio em cartucho, floculag&o em carbonato de calcio e filtracdo em membrana
tém mostrado bons resultados nas recuperagdes de oocistos e cistos em agua,
sendo que, quando usadas membranas de acetato de celulose, observou-se uma
melhor extragdo dos protozoarios (SHEPHERD e WYN-JONES, 1996). Entre as
novas metodologias desenvolvidas, o uso de capsulas de filtragéo e a separacao
imunomagnética de oocistos e cistos permitram um aumento significativo da
performance do Método 1623 que permanece como referéncia de analise
(QUINTERO-BITENCOURT et al., 2002).

Apos a concentragdo do material, s&o usadas técnicas de visualizacéo e
quantificacdo dos protozodgrics como a RID e a citometia de fluxo
respectivamente. Corantes fluorogénicos como DAPI (4’ 6-Diamidino-2-
phenylindole) sdo utilizados para evidenciar estruturas morfolégicas intemas dos
oocistos e cistos (SMITH et al., 2002), sendo que atualmente para avaliagao da
infectividade podem ser usados os procedimentos de cultivo celular de
Cryptosporidium e, 0s testes de infectividade em modelos animais para ambos 0s
protozoarios {SLIFKO et al, 1997; ROCHELLE et al, 2002). No caso do presente
estudo, para a analise parasitologica das amostras de &gua de nascentes da
cidade de Campos do Jorddo, foram utilizados os métodos de filtragdo em

membranas e RID para concentragio, visualizacdo e quantificagdo das formas
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infectantes dos protozoarios Cryptosporidium sp. € Giardia sp. de acordo com
Franco e Cantusio Neto, (2002).

A cidade de Campos do Jorddo situa-se no nordeste do estado de SP,
localizada a 180 Km da capital, a uma alfitude média de 1700 metros. De acordo
com o Relatério Técnico do Plano de Bacias de Campos do Jordao (2000), o
turismo & uma das principais fontes de geragé@o de recursos da cidade. Entre os
fatores que contribuem para que um grande numero de turistas seja atraido para a
mesma, estdo o clima cujas temperaturas chegam abaixo de zero nas estagbes
mais frias do ano, as caracteristicas geograficas da cidade e a presenca de varias
fontes hipotermais de agua mineral natural (SZIKSZAY e TEISSEDRE,1981;
SILVA et al, 2002) e que sdc amplamente utilizadas pelos visitantes e pela
populago, por questbes econdmicas e culturais.

A existéncia de aquiferos livres proporciona o surgimento destas fontes que
s30 originadas a partir do afloramento na superficie dos terrenos e do excedente
de agua infiltrada no solo em camadas mais profundas. A outra parcela, bastante
significativa, de aguas subterraneas e que também sdo resultantes da infiltracio
na superficie das terras emersas (ithas e continentes), constitui a umidade do solo,
a qual é suporte fundamental da biomassa vegetal terrestre (REBOUCAS, 2002).

No caso das fontes, a interacio de fatores climaticos, de fatores geologicos
{que regulam suas condigdes de ocorréncia) e as caracteristicas hidrominerais das
rochas aqliferas da 4area em questdo, sdo determinantes da qualidade da agua e
do reconhecido valor social e econémico atribuido a estas aguas minerais naturais

(REBOUCAS, 2002).
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No ano de 2002, a prefeitura do municipio chegou a monitorar mediante
analises de amostras de &gua, a presenga de indicadores microbiologicos em até
42 das fontes de agua mineral natural, utilizadas pela populagio local e pelos
visitantes.

Analises realizadas pela Companhia de Saneamento Basico do Estado de
S30 Paule (Sabesp), sobre a qualidade microbiologica (indicadores
microbiologicos) da agua proveniente das fontes naturais da Cidade de Campos
do Jordao revelam que 13, de um total de 22 destas fontes, apresentaram padréo
de qualidade inadequado para consumo humano, nas ocasifes em que foram
realizadas as analises (Jomal Campos do Jordao & Cia, 09 a 15 de setembro de
2000). Este fato & importante do ponto de vista de saude publica porque a
populacdo do municipio utiliza efetivamente esta agua para fins diversos, entre
eles preparo de alimentos e como agua de beber (SILVA, 2002).

A contaminacdo do lencol freatico e, consequentemente das nascentes,
pode ocorrer de varias formas, entre elas pele processo de drenagem de fezes do
homem ou de animais (NIZEY! et al., 2002), pela infiltragdo de efluentes de fossas
sépticas ou esgoto doméstico (HOWE et al,, 2002), sob a influéncia de fatores
ciimaticos e geolagicos {(REBOUCAS, 2002) e pela falta de protecdo das
nascentes (MACLER e MERKLE, 2000).

Ressalte-se que, de acordo com informacdes fornecidas pela prefeitura de
Campos do Jorddo, algumas das fontes existentes na cidade, frente ac elevado
namero de vezes que apresentaram positividade para bioindicadores, foram
lacradas, porém, a populacdo voltou a utilizar agua das mesmas, principalmente o

segmento de baixa renda.
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Em 2002, o Jornal Campos do Jorddo & Cia divuigou a ocorréncia de um
surto de hepatite do tipo “A” na cidade de Campos do Jorddo o qual foi atribuido a
contaminacio de alimentos e, principalmente, da agua das fontes naturais. As
chuvas podem agravar ainda mais o problema, uma vez que “enxurradas
contaminam os pontos de captacdo de agua e as fontes, com fezes e urina de
animais e do homem e esgoto ou fossas clandestinas” (Jomal Campos do Jordao
& Cia, 07 a 13 de dezembro de 2002).

Qutra questdo relevante ¢ o possivel impacto da descarga de efluentes
domésticos (considerada a estrutura de saneamento basico existente na cidade)
devido ao grande fluxo de turistas durante o invemo; estima-se que neste periodo,
aproximadamente 200 mil pessoas visitem a cidade e que ao redor de 120 mil
turistas fiqguem hospedados em Campos do Jorddo o que representa um aumento
de 266% na populagao residente.

Considerando os fatos acima expostos, toma-se relevante do ponto de vista
de Saude Publica, investigar a ocomréncia dos protozoarios Cryptosporidium sp. e

Giardia sp. na agua proveniente das fontes naturais de Campos do Jordao.
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2 - REVISAO DA LITERATURA.

2.1 — GENERO CRYPTOSFORIDIUM

Os protozoarios do género Crypfosporidium foram inicialmente descritos por
Ernest Edward Tyzzer em 1907, quando estudava o ciclo de um parasito
encontrado nas células epiteliais do ftrato gastrointestinal e fezes de
camundongos. Em 1910, Tyzzer publicou o encontro de Cryptosporidium muris
como a primeira espécie do género e, posteriormente, em 1912, este mesmo autor
publicou mais um trabalho descrevendo oufra espécie, o Cryptosporidium parvum
cujo desenvolvimento ocorria somente no intestino delgado dos camundongos
eliminando, nas fezes, oocistos menores do que os de C. muris (FAYER, 2004).
No periodo compreendido entre 1955 a 2002, novas espécies foram descritas com
base em critérios morfolégicos, bioldgicos e desenvolvimentais (XIAO et al., 2004).

Com relagio & classificagdo taxondmica do Cryptosporidium, nos ultimos
anos, 0 surgimento e uso de técnicas moleculares auxiliaram no esclarecimento
de pontos obscuros da taxonomia e hoje, para sua classificacdo, sao levados em
consideracdo, além dos aspectos moleculares e histopatologicos, a biologia
desenvolvimental e especificidade de hospedeiros (FAYER, 2004; CACCIO et al.,
2005; SMITH et al., 2005).

Os protozoarios do género Cryptosporidium pertencem ao Filo Apicomplexa
(Levine, 1970), a Classe Sporozoasida, subclasse Coccidiasina, ordem
Eucoccidiorida, subordem Eimeriorina € & familia Cryptosporidiidae (LEVINE,
1984; SODRE e FRANCO, 2001).

Os membros deste filo apresentam como caracteristica comum, um

conjunto de estruturas denominado complexo apical (anéis polares, roptrias,
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micronemas, condide e microtubulos) que nas fases extracelulares, esid
relacionado com o movimento e penetracio dos zoitos na célula hospedeira
(BLACKMAN e BANNISTER, 2001).

Os oocistos de Cryptosporium s30 eliminados infectantes e quando
ingeridos pelo hospedeiro susceptivel, soffrem um processc de excistagao
estimulados pela elevagdo da temperatura e condi¢bes do intestino sob agdo dos
liquidos gastricos, liberando 4 esporozoitos méveis que penetram nos enterdcitos
(SMITH et al., 2005).

Os estagios de desenvolvimento subseqlentes sao intracelulares, mas em
ambiente extra-citoplasmatico. Os oocistos séo as Unicas formas encontradas fora
do hospedeiro, medem aproximadamente de 4 a 6 pm, sdo resistentes as
condigbes ambientais e diferem de outros coccidios por serem eliminados ja
infectantes (FAYER, 2004; CACCIO et al., 2005).

A transmissdo das espécies dos protozoarios do género Cryptosporidium
ocorre pela via fecal-oral; diferentes rotas s&o possiveis: o contato direto (humano-
humano, animal-animal, humanc-animal, animal-humano) ou indireto (por meio de
superficies e objetos contaminados com as formas infectantes), também mediante
a veiculagdo hidrica, alimentar e possiveimente aérea (FAYER, 2004; CACCIO et
al., 2005). Todas essas rotas de transmissdo favorecem a ocomréncia deste
protozoario em um grande numero de vertebrados.

Atualmente, 14 espécies dentro do género Crypfosporidium s&o
consideradas validas (C. hominis, C. parvum, C. suis, C. meleagridis, C. canis, C.

felis, C. muris, C. andersoni, C. wrairi, C. baileyi, C. galli, C. serpentis, C.
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saurophilum e C. molnari) e algumas delas apresentam genotipos que expressam
variantes génicas diversas (CACCIO et al., 2005).

Destas, 7 espécies (C. hominis, C. parvum, C. suis, C. meleagridis, C.canis,
C. felis, e C. muris) e dois gendtipos (de “macaco” e de “cervideo”) estao
associadas com a infeccdo humana. Excetuando-se C. hominis cujo ciclo de
transmissdo & acentuadamente antroponético (MORGAN-RYAN, 2002), as demais
espécies apresentam um comportamento zoonético, como iniciaimente atribuido a
essa protozoose (XIAO et al, 2004; FAYER, 2004 e CACCIO et al., 2005).

As espécies C. hominis e C. parvum (gendtipo bovino} sé@o as que ocorrem
com maiores freqiiéncias no ser humano (CACCIO et al., 2000).

Os oocistos podem permanecer estaveis e infectantes em condicles
ambientais, fais como frio e umidade por periodos que variam de semanas a
meses (CACCIO et al., 2005). Alguns experimentos em laboratério avaliam os
efeitos do frio, calor, dessecacdo e radiagdo ultravioleta na sobrevida dos oocistos;
os resultados demonstraram que, quando mantidos até 6 meses em Aagua
destilada sob temperaturas de 0,5°C a 20°C, os oocistos ainda foram capazes de
infectar camundongos. O tempo de sobrevida diminui @ medida que as
temperaturas de armazenamento aumentam, sendo que a 35°C, os oocistos ainda
infectaram camundongos mesmo apos 1 semana de armazenamento (FAYER et
al., 1998). Qutros estudos de infectividade em camundongos ou cultivo celular do
protozodrio revelaram que oocistos mantidos a 15°C em agua esterilizada
permaneceram infectantes por 7 meses (JENKINS et al., 2002) e quando mantidos

em condigBes extremas (como solugdo aquosa com 35% de sal e temperatura de

10



Revisdo da Literatura

18°C) mantiveram a capacidade infectante apos 40 dias (FREIRE-SANTOS et al,.
1999).

Assim como as baixas temperaturas, a auséncia de luz também pode
manter os oocistos infectantes por periodos mais longos (ROBERTSON et al.,
1992). Um aspecto importante ndo sé referente & epidemiologia, mas também em
relacdo & implicagdo em saude publica é que os produtos e dosagens utilizados
como desinfetantes em estacées de tratamentio de agua n&o s&o capazes de
inativar os oocistos (CARPENTER et al., 1999).

A ingestdo de um pequeno numero de oocistos pode causar infecgéo no
hospedeiro; uma dose minima infectante (IDso= 9 a 1042) foi capaz de produzir
infeccdo em voluntarios que receberam 3 diferentes isolados de Crypfosporidium
(OKHUYSEN et al, 1999), porém basta a ingestdo de apenas 1 oocisto
potencialmente infectante para causar infecgdo em um hospedeiro susceptivel,
sobretudo aqueles que apresentam deficiéncia no sistema imunolégico (CACCIO
et al., 2005). O periodo pré-patente da criptosporidiose € de 5 a 28 dias em
humanos e, de 2 a 7 dias em bovinos (SMITH et al., 2005).

Os sintomas da criptosporidiose incluem, em relacdo ao hospedeiro
imunodeficiente, diarréia aquosa, profusa que sera {30 mais severa quanto menor
for o nimero de células CD4 (linfocitos T — auxiliadores da resposta imuney};
usualmente, abaixc de 100 célulasimm® de sangue, o curso € cronico, podendo
levar o individuo ao ébito por desidratacio, estabelecendo-se uma relagéo onde a
severidade da infecgdo depende da extensdo do dano a imunidade celular

(FLANIGAN,1994).
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Em pacientes imunocompetentes, nomalmente a criptosporidiose € uma
doenca autolimitante e de curta duragio (FAYER, 2004).

Um fator extremamente importante & que as drogas inicialmente testadas
contra o protozoario em modelos animais mostraram pouca ou nenhuma eficacia
ou eram toxicas nas doses necessarias para impedir a multiplicacgo do parasito
(FAYER e ELLIS, 1993; THEODOS et al,. 1998), ndo existindo, até o momento,
uma droga realmente eficaz contra o protozoario. A Nitazoxanida vinha sendo
estudada na América Latina desde 1996 como forma de tratamento de
gastroenterites €, em 2002, a FDA (Food and Drug Administration; EUA)} aprovou
o uso deste composto na forma de suspens@o oral como tratamento da diarréia
causada por qupfospéﬁdium em criancas de 1 a 11 anos de idade (FOX e
SARAVOLATZ, 2005).

Em criangas, o protozoario pode causar um transtorno da funcgdo intestinal
relacionado com processos inflamatorios das células intestinais parasitadas, tendo
como conseqiéncia, um periodo maior de diarréia (até 21 meses) apos a infeccao;
esses fatores quando associados as precarias condigbes socioecondmicas e
deficiéncia nutricional contribuem para a mortalidade infantii, mesmo apés os 2
anos de idade: estes dados foram registrados em paises em desenvolvimento
como Brasil, Peru e Guiné-Bissau (KOSEK et al., 2001).

Constituem segmentos de risco para aquisicao de criptosporidiose: criangas
menores que 5 anos de idade, principalmente aquelas que freglientam creches e
em menor extensado, adultos jovens; pessoas idosas; individuos imunodeficientes;
viajantes entre paises, que tém contato direto ou indireto com as fezes de

individuos portadores de diamréia ou animais sintomaticos; pessoas que nadam em
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piscinas ou outras &guas recreacionais. As criancas, 0s idosos € o©0s
imunodeficientes tém um risco maior de apresentar a forma mais severa da
doenca (HUNTER et al., 2004 CACCIO et al., 2005).

A prevaléncia da criptosporidiose é bastante variavel. Baseado na detecgio
dos oocistos em amostras fecais, a taxa de positividade situa-se de 2,6% a 21,3%
na Africa; 3,2% a 31,5% na América Central e do Sul; 1,3% a 13,1% na Asia; nos
paises desenvolvidos, estas taxas sdo menores (0,1% a 14,1% na Europa e 0,3%
a 4,3% na América do Norte) (CACCIO et al., 2005).

No Brasil, os dados de prevaléncia da infecgdo sugerem que o protozoario
€ mais freqliente em criancas na faixa etaria de 0 a 5 anos de idade, assim como,
nos individuos portadores do virus HIV e transplantados, sendo que alguns dados
de prevaiéncia mostram qde as taxas podem ser variaveis: de 1,1% a 17,5% em
criancas saudaveis (MANGINI et al., 1992; GENNAR!I-CARDOSO et al., 1996;
FRANCO e CORDEIRQ, 1996; MEDEIROS et al., 2001; DA SILVA et al., 2003);
de 20,3% a 85,1% em criangas até 6 anos e com diarréia (SCHNACK et al., 2003;
CARVALHO-ALMEIDA et al,. 2006); de 7,0% a 9,3% em adultos HIV positivos
(CIMERMAN et al., 1999; RIBEIRO et al.,, 2004); de 38,0% e 25,0% em pacientes
que sofreram transplante renal ou que fizeram hemodialise (CHIEFF! et al., 1998).
Esses dados podem ser subestimados considerando o fato de que a
criptosporidiose apresenta sinais clinicos semelhantes a outrbs agentes
causadores de gastroenterite o que dificulta o diagnostico clinico (WIEBBELLING
et al.,, 2002). Deve-se levar ainda em consideragdo que para o diagndstico

laboratorial da criptosporidiose, sdo requeridas técnicas especificas de detecgdo
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(inclusive de concentragio e de coloragdo), e profissionais bem ftreinados para a
realizacdo dos exames (SODRE e FRANCO, 2001).

Aproximadamente 49 surtos de gastroenterite devido ao Cryptosporidium
(relacionados & agua de consumo humano) foram registrados entre 1984 a 1999
(FAYER et al., 2000} sendo que a maioria destes surtos ocorreu na América do
Norte, Reino Unido e Japdo, paises pioneiros na pesquisa ambiental deste
protozoario.

O maior dos surtos de veiculagdo hidrica que resultou em criptosporidiose
ocoreu em Milwaukee, Wisconsin, EUA, no inicio de 1993 onde aproximadamente
403.000 pessoas foram afetadas (MACKENZIE et al., 1994; HOXIE et al,, 1997)
sendo que 4.400 individuos necessitaram de atengéo médica; neste periodo foram
registrados 100 casos de Gbito relacionados com a doenga. Em todos os surtos
onde foi possivel conduzir estudos mais detathados, as principais causas destes
episodios foram falhas no sistema de tratamento de agua que muitas vezes, foram
precedidas por fortes chuvas e enxurradas (FAYER et al., 2000).

Em relacdo ao ambiente, a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium foi
amplamente documentada em paises como EUA, Canada, Australia, estando
presentes em 4,0% a 100,0% das 4&guas superficiais examinadas, com
concentracdes variando de 0,1 a 10.000 oocistos por 100 litros (LISLE e ROSE,
1995). Na Ruassia, examinando agua superiicial de rios, Egorov et al,. 2002,
encontraram 23 amostras positivas em um total de 87 examinadas (26%); Smith e
Grimason (2003) apud Fayer, et al., (2004) relataram que em 3700 amostras de
agua, procedentes de 11 paises, 0 a 100% dos espécimens continham 0 - 2527

oocistosflitro.
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2.2 — GENERO GIARDIA

O protozoario Giardia foi descoberto por Van Leeuwenhoek no sécufo XVII;
a partir de entdo, surgiram novas descrigbes e nomenclaturas como segue: em
1859, Lambl descreveu o organismo com grandes detalhes morfoldgicos,
incluindo-o no género Cercomonas, outros pesquisadores nomearam as especies
que ocorriam no homem como Giardia lamblia; em 1882, Kunstler descreveu G.
agilis e nomeou, pela primeira vez, o género Giardia, em 1888, Blanchard propde
o nome lLamblia intestinalis; em 1902, Stiles altera para Giardia duodenalis. Em
1915, G. lambiia é proposto por Kofoid € Christiansen que também propSem G.
enterica. Filice, em 1952, propde as espécies G. duodenalis, G. agilis e G. muris
considerando caracteristicas morfologicas dos trofozoites. Este protozoario
pertencente ao Filo Sarcomastigophora, a Classe Zoomastigophorea e ao Género
Giardia (ADAM, 2001).

Em relacdo a classificacdo taxondmica atual (que se bhaseia ndo somente
na morfologia dos trofozoitos e cistos, mas tambeém considera as ferramentas
molecutares e especificidade de hospedeiros), s80 aceitas 6 espécies, a saber. G.
duodenalis, G. agilis, G. muris, G. microti, G. psittaci, G. ardeae. As feramentas
moleculares permitiram uma nova definicdo destas espécies e, por exemplo, s&o
reconhecidos @ grupos ou assembléias dentro da espécie G. duodenalis, sendo
que apenas 0s grupos A e B estdo relacionados com a infecgdo humana; a
estrutura genética dos dois maiores grupos (A e B) revelou que ha sub-grupos (A |
¢ B |Il) que apresentam comportamento zoonético (MONIS E THOMPSON, 2003,
THOMPSON, 2004). Desta forma, também o potencial zoondtico de Giardia tem

sido assunto de controvérsia.
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Os trofozoitos sdo moveis, possuem 4 pares de flagelos, tém simetria
bilateral, superficie dorsal convexa e na parte ventral, possuem uma estrutura
chamada de disco adesivo ou ventral; o tamanho aproximado & de 12 — 15 um por
6 — 8 um; multiplicam-se na luz intestinal pelo processo de divisdo binaria. Os
cistos de Giardia medem de 8 — 12 um e s#o liberados infectantes nas fezes dos
hospedeiros, embora sejam resistentes as condigdes ambientais e sobrevivam
bem menos tempo em agua superficial de rios comparativamente aos oocistos de
Cryptosporidium (3 e 6 meses, respectivamente) (THOMPSON, 2004; CACCIO et
al., 20058).

Giardia é um protozoario flagelado de distribui¢do cosmopolita; € o parasito
intestinal mais frequentemente detectado nos exames fecais nos dias de hoje nos
paises desenvolvidos; dados sobre a ocorréncia deste patégeno na Asia, Africa e
Ameérica Latina estimam que aproximadamente 200 mithbes de pessoas tenham
giardiose sintomatica com 500.000 novos casos relatados a cada ano. Assim
como a maioria dos vertebrados, os animais domesticos (cdes, gatos e outros
animais de cria¢do) podem ser hospedeiros de Giardia duodenalis. A presenca de
cistos infectantes e resistentes as condigdes ambientais somados ao grande
nimero de hospedeiros revela o importante significado da Giardia duodenalis para
saude publica (THOMPSON, 2004).

Egorov et al., (2002) encontraram 30% de positividade ac examinarem 87
pontos referentes ao rio Sheksna, Russia, contendo uma concentragéio média de 2
cistos por 100 litros. Cistos de Giardia foram detectados em mais que 2350

amostras de agua superficial oriundas de 8 paises, em concentragdes ao redor de
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5 cistos por lifro e em 21% a 100% das amostras examinadas (SMITH e
GRIMASON, 2003 apud FAYER et al,, 2004).

Os protozoarios do género Giardia em relagdo aos protozoarios do género
Cryptosporidium tém sido detectados com maior freqiéncia e concentragdo nas
aguas superficiais € de consumo humano (CANTUSIO-NETO, 2004; HACHICH et
al., 2004; THOMPSON, 2004; CACCIO et al., 2005; OLIVEIRA, 2005).

A via de fransmissao é semelhante a do Crypfosporidium (fecal-oral),
podendo ocorrer diretamente entre pessoas ou indiretamente pela ingestao dos
cistos presentes em alimenios ou agua, o que favorece a disseminagdo da
doenga.

A giardiose esta associada com varios sintomas incluindo ma absorgdo
intestinal (aguda e crénica), manifestagdes alérgicas, falha no desenvoivimento
fisico e cognitivo infantif. A exata contribuicdo da varabilidade genética para a
sintomatologia estd ainda em debate devido aos contrastantes resultados
relacionando o grupo A de G. duodenalis a uma diarréia suave e intermitente e, o
grupc B, aos guadros de diarreia aguda ou persistente e severa (THOMPSON,
2004).

As drogas mais comuns no tratamento da giardiose tanto humana como
animal possuem nitroimidazol, henzimidazol e albendazol como base do principio
ativo {BARR et al., 1998; ZAJAC et al., 1998).

A veiculacio dos cistos atraves da agua contaminada e dos esgotos
contribui para ocorréncia de surtos de giardiose causados pela veiculagio hidrica
do protozoarnio. O primeiro e melhor documentado surto de veiculagio hidrica de

giardiose, nos EUA, ocorreu em Aspen, Colorado, em 1965 a 1966 (MOORE et al.,
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1969; CRAUN, 1990). Desde entdo e até 1995, 24.541 casos de giardiose de
transmissao hidrica foram relatados; esses surtos foram primeiramente registrados
em regides montanhosas (KRAMER et al., 1996).

Durante o periodo de 1888 a 2001 o namero total de casos de giardiose
nos EUA, diminuiu de 24.226 (em 1998) para 19.708 (em 2001), registrando-se
em seguida um aumento em 2002 (21.300 casos). Maior nimero de casos foi
observado entre os grupos etarios de 1 a 9 anos e, 30 a 39 anos,
comparativamente as demais faixas etarias (HLAVSA et al., 2005). Naquele pais,
a giardiose apresenta sazonalidade (inicio do verao até o outono). Este padrdo
sazonal esti relacionado com maior atividade recreacional, durante os meses
quentes do ano, quando as pessoas praticam natagdo em lagos, rios, piscinas e
pargues aquaticos.

Durante 1991-2000, Giardia foi identificada como agente etiolégico em
9.4% dos surtos ocasionados por aguas de recreacdo (10 em 106) e em 12,2%
(21 de 130) dos surtos de gastroenterite por ingestao de agua de beber (HLAVSA

et al, 2005}.

2.3 - Aguas subterraneas

A garantia de agua para consumo humano segundo os padrdes de
potabilidade adequados é questio relevante para a Saide Publica. Por definigo,
agua potavel € a agua para consumo humano cujos parametros microbiologicos,
fisicos e quimicos e radioativos atendam aos padroes de potabilidade e, que néo

ofereca risco a saide (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2000).
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A agua para consumo humano pode ser obtida de diversas origens; uma
dessas, &€ 0 manancial subterraneo que é um recurso utilizado por ampla parcela
da populacdo brasileira (15,6%), 9,9% na regido sudeste. Somente no Estado de
Si0 Paulo, existem mais de 20.000 pocos profundos e uma quantidade
imensurave! de pogos rasos que formecem agua para abastecimento publico, uso
industrial e imigagdo (FOSTER e HIRATA, 1993;). Além dos pogos, as aguas
subterraneas podem também ter sua origem em nascentes, minas, fontes de
aguas minerais naturais e galerias de infiltragdo (MOULTON-HANCOCK et al,,
2000).

A agua subterranea € uma fonte alternativa para o suprimento de agua de
consumo humano e, oferece as seguintes vantagens: nao causa impactos sobre o
ambiente; produz agua de boa qualidade com grande fregiiéncia, pois 0s
processos de filtragdo e depurag@o do subsolo promovem a sua purificagdo,
durante os processos de percolagcdo no meio e apresentam a possibilidade de
poder ser explorada tanto em areas rurais como urbanas (PHILIPP! JR, 2005)

A agua fica contida no subsolo em aquiferos que s&o formagdes rochosas
ou geoldgicas com poros, ou espagos abertos (fraturas e fissuras). Existem
aqaiferos livres ou freaticos, cuja pressgo da agua na zona saturada esta em
equilibrio com a press&o atmosférica; sdo mais comuns e mais explorados pela
popuiagdo, estando mais sujeitos a contaminacg@o. J& os aquiferos artesianos a
camada saturada estd confinada entre camadas (s0lo ou rochas) impermeaveis ou
semipermeaveis e a pressio da agua no interior do aqiifero € maior que &

pressdo atmosférica (ABAS, 2006}).
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A qualidade das aguas subterraneas deve ser preservada, dai a crescente
preocupacio com sua contaminagao que pode ocorrer de diversas maneiras. Os
esgotos constituem uma importante fonte de contaminaggo quando s&o langados
in natura e em grande quantidade nos rios, lagos ¢ infiltrados nos lengodis freaticos
(ALABURDA e NISHIHARA, 1998; REBOUGAS, 2002). Outros riscos originam-se
da possibilidade de contaminagio das aguas profundas, dependendo das
ocupagdes desordenadas sobre os aquiferos tais como urbanizac@o e atividade
agricola e pastoril. E um recurso esgotavel levando em consideragio que os
reservatorios subterraneos podem n&o ser realimentados na devida proporgio
quando a velocidade de extragdo for maior que a reposi¢do (balango hidrico
negativo) (PHILIPPI JR, 2005).

As disposiches inadequadas de residuos solidos, urbanos e industriais
promovem a contaminagéo por substancias organicas e inorganicas; além disso,
outros fatores como a composicdo do solo, as condigbes climaticas vigentes
podem comprometer a qualidade da agua subterranea, de modo que bacterias,
virus, e parasitas podem contaminar este tipo de agua.

A contaminagdo da agua subterranea de pogos e sistemas de distribuico
com bactérias do grupo coliformes foi registrada entre os anos de 1994 e 1999
quando a Agéncia de Protecio Ambiental dos EUA (USEPA) constatou violagao
nos niveis maximos de contaminantes em 25,6% (40.000/156.000) das amostras
analisadas (MVACLER e MERKLE, 2000).

A USEPA (1994) lista mais de 100 patdgenos virais e bacteranos que
podem ocorrer nas aguas subterraneas, incluindo espécies de Giardia e de

Cryptosporidium, apesar de que a presen¢a destes protozoarios em agua
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subterranea indica influéncia da agua superficial. A maioria desses organismos &
de origem fecal e, sdo transmitidos por uma rota de exposi¢ao fecal-oral (MACLER
e MERKLE, 2000).

Uma significante fragdo de todos os surtos de doengas de veiculacéo
hidrica € associada 3 agua subterranea; nos EUA, estima-se que 750 mil a2 5,9
milhGes de enfermidades por ano resultem da ingestdo de aguas subterraneas
contaminadas; a mortalidade relacionada a estes casos situa-se ao redor de 1.400
a 9.400 mortes por ano (MACLER e MERKLE, 2000). Craun et al., (1997)
relataram gue dos 356 surtos de transmiss&o hidrica ocormridos entre 1971 a 1994,
58% destes foram causados pela contaminagdo dos sistemas de aguas
subterraneas.

A presenca dos protozoarios Cryptosporidium sp e Giardia sp tem sido
relatada em &guas subterraneas indicando que ocomre passagem das formas
infectantes destes parasitos (oocistos e cistos) através do solo e que as barreiras
naturais n&o sdo suficientes para evitar a contaminago das nascentes, pogos €
aqiiferos (MOULTON-HANCOCK et al., 2000). Segundo estes mesmos autores,
a presenca de algas contendo clorofila em aguas subterraneas € um indicador da
migracdo de aguas superficiais até as fontes, minas, nascentes e galerias de
infiltracdo; dois géneros de diatoméaceas (Navicula e Synedra) foram considerados
como melhores preditores da ocomréncia de protozoarios neste tipo de agua
(MOULTON-HANCOCK et al., 2000). No entanto, em um estudo da ocorréncia
destes protozoarios em diferentes suprimentos de &gua, foi observado que a
prevaléncia dos oocistos e cistos em aguas subterraneas € baixa (com uma

concentracdo média entre 26 oocistos/100L e € cistos/100L), comparativamente
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as aguas superficiais cujos registros de concentracio variaram de 58 a 260
oocistos/100L e 380 a 2100 cistos/100L (SOLO-GABRIELI et al., 1998).

Varios surtos epidémicos decorrentes da ingestdo das aguas subterraneas
foram associados a deficiéncia no sistema de distribuicdo de agua ou pogos e
nascentes que nao foram adequadamente protegidos da contaminagdo por
esgotos ou fezes de animais drenadas das areas de pastagem apos a ocorréncia
de chuvas (CRALIN et al., 1998, SEARCY et at., 2006).

Qocistos podem migrar 90 cm de profundidade no solo; exibem carga
superficial negativa podendo tornar-se um contaminante de aguas subterraneas
durante irrigacao pelo processo de percolacdo do soio (ARMON et al., 2002).

Entre novembro de 1992 e fevereiro de 1993, na regido nordeste da
Inglaterra, 47 casos de criptosporidiose foram relatados. Houve uma forte
associacdo entre estes casos e residéncia em uma area cujo abastecimento era
suprido por duas fontes de agua subterr@nea. Embora a presenga de oocistos
jamais tenha side flagrada em amostras de agua destas fontes, foi documentado
que durante a ocorréncia de fortes chuvas, uma destas fontes estava sob
influéncia de agua superficial proveniente de um campo de pastagens
(BRIDGMAN et al., 1995).

Qutro estudo reaiizado em San Pedro Sula, Honduras, mostrou que as
aguas subterréneas continham altas concentragbes de oocistos de
Cryptosporidium (26/100 litros), superiores inciusive as concentracbes de Giardia
(6/100 litros). Os autores desta pesquisa (SOLO-GABRIELLE et al, 1998)

interpretaram este achado como uma indicagdo de que as aguas subteraneas
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estdo relativamente protegidas da ocorréncia de Giardia em fung&o do maior
tamanho dos cistos que ficariam retidos nas camadas rochosas filtrante.

Analises de agua subterraneas em 166 diferentes locais nos EUA
mostraram que 11% destes (19/166) apresentaram durante o periodo de
investigacao, resultado positivo para os protozodrios Cryptosporidium e Giardia ou
ambos, em algumas ocasides. Neste mesmo estudo, a presencga de Giardia foi
correlacionada com a presenga de Cryptosporidium (p=0.004) (MOULTON-
HANCOCK et al., 2000).

Em marc¢o de 2000, foi registrado um surto de criptosporidiose que afetou a
populacdo de uma pequena cidade turistica no noroeste da Inglaterra e durante o
gual, oocistos de Cryptosporidium foram encontrados em 58 amostras de fezes
das pessoas afetadas, assim como na dgua de tomeira das residéncias destes
individuos e no sistema publico de tratamento e abastecimento de agua. Este
surto atingiu pessoas com idade entre 7 meses a 85 anos, ressalte-se que a
contaminacdo da &gua ocorreu apéds um evento de chuva gue causou a drenagem
das fezes de animais existentes nas areas de pastagem (juntamente com as
enxurradas) até o sistema de captacio e reservatérios da cidade (HOWE et al.,

2002).
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2.4 — OCORRENCIA DOS PROTOZOARIOS Cryptosporidium sp. E DE Giardia
Sp. NO BRASIL

No Brasil, o cenario atual é caracterizado pela progressiva contaminagéo
das aguas superficiais e subterraneas devido & deficiente infra-estrutura do
sistema de esgotamento sanitario (FUNASA - Fundagdo Nacional de Saude;
Ministério de Saude). Dos 5.507 municipios existentes em 2000, 47,8% néo
dispBe de redes de esgoto sanitario e os principais receptores do esgoto in natura,
ndo tratados, s50 os rios € 0 mar o gue compromete a qualidade de agua utilizada
para o abastecimento, imigagdo e recreagdo (IBGE - Instituto Brasileiro de
Geografia Estatistica, 2000).

No Estado de S3o Paulo, cerca de 70% a 72% dos municipios utilizam o
manancial subterraneo total ou parcialmente para o abastecimento, onde existem
aproximadamente 40.000 pogos tubulares e, deve ser considerado que a parcela
mais carente da populagio € a que faz mais uso da agua subtemanea para a
subsisténcia a partir de pogos rasos (REBOUCAS, 2002; CETESB, 2004).

Entre os demais fatores contribuintes para contaminagéo dos cursos d'agua
estao os langamentos de dejetos s6lidos e esgoto nas proximidades dos mesmos.
O langamento de esgoto nos corregos € rios tem um carater protetor para as
familias geradoras, porém colocam em risco a satide das familias a jusante do
langamento (TEIXEIRA, 2004).

Nos ultimos anos, as investigacbes sobre a ocorréncia destes protozoarios
patogénicos no ambiente aquatico vém aumentando significativamente no Brasil.
Oocistos foram detectados em agua de consumoc humano (TOMPS, 1998), em

esgoto e aguas superficiais (RE, 1999; DIAS JUNIOR, 1999; FARIAS et al, 2002),
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em aguas de pogos subtemraneos (GAMBA, et al, 2000) e tratadas (MULLER,
2000), mediante o emprego de precipitagdo quimica ou filtragdo em membranas.
Em levantamento realizado pela CETESB (Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental; Secretaria de Estado do Meio Ambiente), a presenga de
Cryptosporidium e Giardia foi documentada nas 4guas superficiais de 28
mananciais do Estado de Sao Pauic com positividade de 5% para oocistos e
31,5% para cistos (CETESB, 2002).

Franco e Cantisio Neto (2002) utilizando a técnica de filtragdo em
membrana de ésteres de celulose com 47mm de diametro e 3um de porosidade
nominal e RID detectaram oocistos de Crypfosporidium em égua mineral
engarrafada, com concentragdes variaveis ao redor de 0,2 a 0,5 oocistos/litro e,
nos experimentos controles, as taxas de eficiéncia de recuperacdo obtidas
situaram-se entre 80,0% e 91,8%.

Gomes et al. (2002} relataram a presenca de oocistos de Crypfosporidium
em esfregaco corados com os métodos de coloracdo de auramina e de Kinyoun,
apds examinar amostras de agua de 7 fontes naturais nos municipios de Sorocaba
e Votorantim, no Estado de Sdo Paulo; os esfregagos foram confeccionados com
sedimento obtido por “técnicas alternativas de concentragdo” apés recuperacéo
por eluicdo do material retido em gaze utilizada para filtrar volumes de 720 - 1800
litros d*&gua diretamente na fonte.

Sumarizando, os estudos sobre a presenga de protozoarios patogénicos em
aguas de origem subterraneas no Brasil ainda sfo escassos. Por outro lado,

estudos sobre a contaminag@o bacteriolégica do aqifero livre na Regido Nordeste
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do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, demonstraram que a agua subterranea
deste tipo de aqtiifero apresentou um aito grau de contaminagac por coliformes
fecais (mais de 70% dos pocos examinados) (TEDESCO e REGINATQO, 2004).

Na drea rural, Amaral et al., {2003), analisando agua destinada ac consumo
humano provenientes de fontes e pogos, constataram que 96,7% das amostras

examinadas estavam fora dos padrdes microbiologicos de potabilidade.

2.5 - MEtopos DE DETECGAQ DOS PROTOZOARIOS Cryptosporidium sp. E
Giardia sp. EM AMOSTRAS HIDRICAS

A partir da ocorréncia dos surtos, tornou-se necessdria a implantagao de
métodos de deteccdo dos protozoarios em amostras hidricas que mostrava-se
bastante limitada, pois as técnicas apresentavam grande varabilidade, baixa
reprodutibilidade, exigiam a filtragio de grandes volumes de agua (100 L para
agua bruta e 1000 L para tratada) e eram bastante comuns resultados falsos-
positivos e falsos-negativos (LINDQUIST et al,. 1999; ALLEN et al,. 2000
QUINTERO-BETANCOURT et al,. 2002).

A metodologia recomendada pelo Standard Methods (2005) para pesquisa
dos protozoarios Cryptosporidium sp. e Giardia sp. em amostras hidricas deve
seguir basicamente trés etapas: coleta e concentracao das amostras (filtracdo em
cartuchos ou membranas, eluicdo e centrifugacao); purificagao ou separagao dos
organismos-alvo do restante das particulas (centrifugo - flutuagido em gradientes
de densidade ou separagdo imunomagneética), técnicas de detecgdo ou
visualizagdo (exame microscopico com anticorpos ou corantes filuorescentes,

técnicas moleculares).
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A selecidio do meétodo apropriado dependera particularmente das
caracteristicas do material a ser examinado e objetivo de estudo, pois a preciséo e
sensibiidade do método bem como os niveis de detalhes exigidos s&o
fundamentais na escolha do melhor procedimentc para uma dada aplicagio
(FRICKER e CRABB, 1998).

Os métodos existentes para detecgdo dos protozoarios patogénicos em
amostras hidricas (métodos 1622 e 1623) sofreram modificacdes apds a incluséo
de procedimentos como ¢ uso de cépsulas de filtragdo, técnicas de eluicdo e
purificacio mediante a separacdo imunomagnética, proporcionando um aumento
na performance dos métodos com taxas de recuperacdo de 19,5% a 54,5%
{McCUIN ¢ CLANCY, 2003). Entretanto, fatores inerentes ao Método 1623 como
os altos investimentos em equipamentos e reagentes, a complexidade analitica e
a demanda do pessoal tecnico altamente capacitado, podem limitar a implantacio
desta poriaria.

A Portaria N® 518 do Ministério da Saude publicada em 25 de Margo de
2004 “estabelece procedimentos e responsabilidades relativos ao controle e
vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu padrdao de
potabilidade” que as companhias de saneamento devem adotar para manter a
quatidade da agua distribufda para a populagéo (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE
2004). Todavia, recomenda que seja feita a investigagdo da presengca dos
protozoarios patogénicos Cryptosporidium sp. e de Giardia sp. nas aguas de
abastecimento publico de origem superficial.

Com reiagéo & agua de ongem subterrénea (pogos, nascentes e fontes), a

Portaria 518 ndo menciona a pesquisa destes protozodrios; entretanto a presenca
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de microorganismos do grupo coliformes totais & tolerada mas determina-se que
as causas de contaminac¢do precisam ser investigadas e que implante-se medidas
preventivas para protecdo das nascentes. A presenca dos microorganismos do
grupo coliformes fecais em aguas de origem subterrdnea caracteriza a néo
potabilidade das mesmas.

Em relacdo a legislacdo vigente para agua mineral natural, a Resolucéo
RDC n° 54 de 15 de Junho de 2000 do Ministério da Saude ndo recomenda
especificamente a pesquisa da presenca de protozodrios patogénicos, em aguas

de origem subterranea destinada ac consumo.

2.6 — AGuA MINERAL NATURAL EM CAMPOS DO JORDAO

Andlises microbiologicas realizadas em agua provenientes de 24 fontes
naturais de Campos do Jordao revelaram que 58,3% (14/24) destas apresentaram
contaminacao por coliformes fecais em mais de uma ocasiao (JORNAL CAMPOS
DO JORDAQ, 2000) e, somando-se o fato de que os protozodarios patogénicos séo
eliminados nas fezes dos hospedeiros infectados, estas podem contaminar os
cursos d'agua mediante a drenagem  hidrica; assim, a pesquisa de

Cryptosporidium e de Giardia na agua das nascentes se faz necessaria.
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3 - OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi: - avaliar a presenga dos protozoarios
patogénicos Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em amostras de &gua de
consumo proveniente das fontes naturais de Campos do Jorddo, aplicando
técnicas especificas de detecgao da presenga de oocistos € cistos em amosiras

hidricas.

3.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Determinar a possivel variabilidade da ocorréncia de protozoarios
patogénicos nas diferentes estagbes do ano, mediante a colheita
periddica de amostras hidricas das fontes minerais;

» Determinar os fatores contribuintes para a contaminagdo das fontes,
mediante avaliagdo das caracteristicas ambientais nas proximidades
do ponto de captagéo.

» Investigar a prevaléncia de espécies dos protozoarios patogénicos
Cryptosporidium e Giardia e demais parasitoses intestinais entre
moradores de areas rurais da cidade de Campos do Jordao que
relatavam uso exclusivo das aguas das fontes, por meio de um

inquérito parasitologico fecal.
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4 - MATERIAL E METODOS
4.1 - LocAL bE COLETA
A cidade de Campos do JordZo, localizada a 1.700 metros de altitude em
uma area de prote¢do ambiental no nordeste do Estado de Sao Pauio (Figura 1), a
180 km da capital, e 2 250 km de Campinas (22°44'22"W, 45°352¢8"8), foi ¢ local
de coleta das amostras de agua para a realizagdo do estudo proposto em fungao
do expressivo numero de fontes de agua mineral natural presente neste municipio
(n=42).
As colheitas das amostras de agua foram efetuadas em:
1) Seis Fontes da area urbana, localizadas em bairros residenciais os
guais também contavam com sistema ptblico de distribui¢ao de agua;
2) Seis Fontes da area rural, sendoc que a agua destas nascentes era a
tUnica disponivel para consumo dos habitantes das pequenas

comunidades presentes na zona rural de Campos do Jorddo.
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Figura 1: Localizagdo geografica dos municipios de Campos do Jord&o,

Campinas e S&o Paulo (capital).
4.2 - CRITERIOS DE ESCOLHA DAS FONTES PARA INCLUSAD NO ESTUDO.

Fara a escolha das fontes a serem incluidas no estudo, elegeu-se critérios
como: consumo efetive da agua das fontes pela populagdo;, historico de
positividade para coliformes totais e fecals nos atimos 12 meses que antecaderam
a0 inicio do periodo de coleta’; risco potencial de contaminagdo com fezes
humanas e de outros animais, ponto de captagio localizado em areas de
pastagens ou de circulagio de pessoas e animais domésticos, ou proximos ao
despejo de esgoto in natura, de lixo ou entulhos.

As fontes selecionadas com base nos critérios acima descritos, foram numeradas

(12 12) &, a parlir de entdo, denominados pontos de coleda (Figura: 2).

" Dados oblidos dos laudos de analises microbiolégicas elaboradas pela Sabesp.
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4.2.1 CARACTERISTICAS DAS FONTES ESCOLHIDAS

4.2.2 - FONTES DA AREA URBANA

As Fontes 1, 3 & 6 (Figura 3) localizam-se em bairros residenciais e
apresentam caracteristicas comuns como presenga de lixos nas proximidades do

ponto de caplacéo e da fonte.

Figura 3: Fontes 1, 3 & & da drea urbana de Campos do Jordao, SP, Brasil.

As Fontes 4, 5 e 7 (Figura 4) situam-se& em &rea comercial @ sdo
amplamente utilizadas por tunstas, seus fontanarios razoavelmente conservados e
nas proximidades ndo foi obsarvada a presenca de lixos. As fontes 5 & 7 tém seus
respectivos pontos de captagdo distante do fontanario e a drculag8o de pessoas e

animais domésticos sobre estes & bastante comum.
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Figura 4: Fortes 4, 5 & T da area urbana de Campaes do Jorddo, SP, Brasil



4.2.3 — FONTES DA AREA RURAL

Mas Fontes da area rural (2, 8, 9, e 10), na maioria das vezes, devido as
condigies de relevo vigentes na regifo, a agua que brota nas nascentes dentro da
mata & conduzida por canalizagfes precarias e armazenada em reservatdrios
inadequados do ponto de vista sanitario (Figura 5), sendo que, em periodos de
chuvas, estes reservatdrios podem ser recobertos pela agua das enxurradas que

descem dos morros @ dos pastos.

Figura 5: Reservatdrios das fontes 2, 8, 9 e 10 da area rural de Campes do Jordao, SP, Brasil.
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O resarvatorio da Fonte n® 11 & feito de alvenaria e coberto com tampa de
cimento, o ponto de captagdo e subterrneo e esta localizado em area de
reflorestamento. Diferente das demais fontes da area rural, na Fonte 12, o sistema

de captagdo estd diretamente conectado a partir do brotamento da agua nas

rochas (Figura 6),

Figura §: Fontes 11 & 12 da area rural de Campos do Jorddo, 5P, Brasil
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4.3 - COLHEITA DAS AMOSTRAS DE AGUA

As amostras de agua provenienies destas fontes foram colhidas e
examinadas no periodo de junho de 2003 a maic de 2004 englobande, em guatro
tnmestres, periodos especificos como os de maior fluxo de tunstas na cidade
{utho), maior pluviosidade (janeiro a margo) & menor pluviosidade (maio a
setembro)

O cronograma de colheita foi estabelecido de forma que, a cada dois
meses, fosse colhida uma amostra de 20 litros de agua proveniente de cada fonte,

como ilustra o diagrama abaixo:

Bimestres | | Jun/Jul ApfSet || Out™Nov || Dezlan || FewMar || AbrilMaio

I

Anmstras | 1 1] I\ V VI

As amostras de agua foram colhidas ufilizando-se galdes de plastico,
descontaminados, lavados e enxaguados com agua destilada; previamente &
coleta, estes galdes foram banhados com Solugio de Eluigldo (SE: Tween 80-
0,1% e Antifoam - 0,01%; HzO destilada gsp - 100ml).

Apds a colheita, as diversas amostras foram acondicionados em caixas de
isopor refrigeradas e, desta forma, transportadas até o Laboratério de
Protozoologia do Departamento de Parasitologia, do Institutc de Biologia da

UNICAMP.
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4.4 — EXAME PARASITOLOGICO DAS AMOSTRAS DE AGUA
O tempo decomdo entre a colheita da amostra no campo e o

processamento no laboratério, ndo ultrapassou 24 horas.

4.4.1- FLTRACAD DAS AMOSTRAS DE AGUA

O metodo utilizado para filtrar as diversas amostras foi o mesmo
empregado por Franco & Caniusio Neto (2002), para detecclio de espédes de
Cryptospondium e Giardia em agua mineral engarafada. Brevemente, este
procedimento consistiu na filtragdo de 20 litros de agua em membranas de ésteres
mistos de celulose (47mm de didmetro e 3 um de porosidade nominal: Millipora™),
apoiadas em porta-filtro de vidro (Gelman®), por meio de uma bomba de vacuo

com capacidade para filtrar até 4 litros por minuto (Figura 7).

Figura 7: Sisterna utilizado para fitragio das diversas amostras de
agua: bomba de vicuo e parta filiro,
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4.4.2 - PROCEDIMENTO DE ELUIGAD

Apds filtracdo, cada membrana (Figura 8) foi transfenida para placa de Fetn
de plastico & umedecida com solugdo de eluiciio (SE). O material retido na
memhbrana foi extraido mecanicamente mediante a raspagem cuidadosa da
superficie da mesma com o auxilio de algas plasticas flexivels &, altemadamente,
foram feitas lavagens sucessivas da membrana com SE; estas duas etapas
totalizando 20 minutos: o liguide resultante foi transferido para um tubo conico de
vidro com capacidade de 15ml, previamente enxaguado com SE e submetido &
centrifugagio a 1250 X g por 15 minutos, duas vezes. Finalmente, o sobrenadante
foi descartado e o sedimento ressuspenso em agua destilada até o volume de 1ml,
para posterior enumeracgio das formas de resisténcia eventualmente presentes

nas diversas amostras, mediante a coloragdo com anticorpos monoclonais.

Figura 8: Aspecic das Membranas utlizadas: (a) antes e (b) apds o processo de fitragao
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4.4.3- ENUMERACAO E VISUALIZAGAO DOS PROTOZOARIOS

A técnica empregada para visualizagdo e enumeragdo dos protozoarios foi
a reagdo de imunofluorescéncia direta (RID) com a utilizaggo do kit Merifiuor®
Cryptosporidium-Giardia (Meridian Bioscience, Cincinnatti, Ohio) com base nas
instrugbes do fabricante, como segue:

Aliquotas de 5w da suspensdo “controle positivo” e “controle negativo®
(presentes no kit Merifiuor) € da amostra de &4gua a ser examinada (sedimento)
foram distribuidas de forma homogénea e respectivamente em cada pogo da
lamina de imunofluorescéncia. Apos 30 minutos de secagem em temperatura
ambiente, procedeu-se a fixagao com metanol (durante 10 minutos).

A seguir, o reagente de deteccdo contendo anticorpo monocional e a
soluc&o de contra—coloragéo, ambos presentes no kit, foram gotejados no pogo da
lamina e estas foram incubadas em camara umida durante 30 minutos &
temperatura ambiente e protegidas da luz.

Em sequéncia, cada pogo da lamina foi lavado por gotejamento de solucéo
tampao fosfato (pH 7,5) presente no kit, sendo o excesso de liquido retirado
inclinando-se a lamina a 45° sobre papel absorvente.

Com a finalidade de realizar o teste confirnatério da morfologia, foi
empregado o corante fluorogénico vital DAP! (4°6- diamidino-2-fenilindole - Sigma
Chemicals®), em procedimento simultédneo a RID. Para tanto, foi colocado em
cada pogo da lamina, 10 pl de DAPI diluido (1/2500}), deixando reagir 30 minutos.

Decorrido esse intervalo de tempo, a lamina foi lavada, sucessivamente, com
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solucdo tampdo (3 min.) repetindo-se essa etapa uma vez mais e, com agua
destitada (1 min.; 1 vez).

Ap6s a retirada do excesso de liquido, com auxilic de papel absorvente, a
lamina foi transferida para um dessecador onde permaneceu duranie 1 hora.
Finalmente, as preparacbes foram cobertas com laminulas ap6s adicio de meio
de montagem contendo glicerol (presente no kit Merifluor) e acondicionadas em
placas de Petri, ao abrigo da luz até o momento do exame microscopico.

As diversas laminas foram examinadas em microscopio de epifluorescéncia
(Jenalumar — Carl Zeiss®) usando-se filtros de excitagdo (450-490nm) e de
barreira (520 nm) para FITC e para o DAPI (excitagdo: 365-400nm e barreira:
395nm).

Foram consideradas como positivas aquelas amostras que apresentaram
estruturas com tamanho e formato compativeis com cistos de Giardia sp. (8 -
12um) e oocistos de Cryptosporidium sp. (4 - 6um) e intensidade de fluorescéncia
em tonalidade “verde-macé brilhante” predominante na parede dos organismos.
Em relagdo ao teste confirmatoério da presenga dos protozoarios, foram utilizados
os seguintes indicadores: a presencga de nucleos em tom “azul-céu” brilhante, no
interior do oocisto/cisto. A microscopia de contraste de fase tambem foi utilizada
para visualizar a presenga de caracteres morfolégicos intemos como numero de
esporozoitos ou residuo dos oocistos e, 0s nucleos e axonemas dos cistos,

quando necessario (SMITH et al. 2002).
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4.4.3.1 - QUANTIFICAGAO DOS OOCISTOS OU CISTOS NAS AMOSTRAS
Para calcular o nimero de oocistos ou cistos por litro (X) nas amostras

examinadas utifizou-se a seguinte equagado:

_nox S
K A (a)

X = concentragéo de oocistos ou cistos /L

n = nimero de oocistos ou cistos visualizados
k = 5 (vo!. de sedimento examinado = 5ui}

S = volume do sedimento obtido (pi)

A = volume filtrado da amostra (L)

4.5 - EXPERIMENTOS CONTROLES POSITIVO

Foram realizados experimentos controles-positivos para avaliar a
sensibilidade da metodologia empregada neste estudo.

Para isso, a suspensio do kit Merifluor contendo oocistos e cistos foi diluida
em PBS estéril (1:10) e trés aliquotas de 5Spl desta diluiggo foram colocados em
cada um dos trés pogos da lamina de imunofiuorescéncia. Efetuou-se, a seguir a
RID (quando oocistos e cistos foram visualizados e enumerados), obtendo-se a
média de 84,6 oocistos e 11,5 cistos em cada 5ul, considerando-se as contagens

correspondentes aos trés pocos da lamina.
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Tendo por base este valor, foram ufilizados 100ul desta suspens&o
previamente padronizada para contaminar artificiaimente 20 litros de 4agua
destilada. A proporgio dos protozoérios inoculados nos experimentos controles foi
de 846 oocistosflitro e 11,5 cistosflitro. Estas amostras permaneceram éem
repouso e sob refrigeragio durante 24 horas; a seguir, foram submetidas aos
mesmos procedimentos de fillragdo, eluicdo e visualizagdo descritos
anteriormente.

O célculo da eficiéncia de recuperagéo foi obtido mediante a aplicagéo da

equagao:;

T (b}

Y = eficiéncia de recuperagéo
r = namero de (oo)cistos recuperados

i = numero de (oo)cistos inoculados

4.6 - EXPERIMENTOS CONTROLE NEGATIVO

Todo o material usado durante a colheita e processamento laboratorial das
diversas amostras foi previamente descontaminado. No entanto, aleatoriamente,
foram feitos experimentos controles negativos por meio de filtragdo de volumes
similares de agua destilada, executando-se a seguir todos os protocolos de
filtragdo, eluicao e visualizagdo nestas amostras, com a finalidade de comprovar a

eficacia do processo de descontaminagéo do material utilizado.
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4.7- CONTROLE DE QUALIDADE DA RID

Durante o processo da reagdo de imunofluorescéncia direta, foram
processadas aliquotas de amostras positivas e negativas (suspens&o controle do
kit Merifluor) de acordo com as instrugdes do fabricante, para verificagéo da

qualidade da RID; a cada 6 laminas processava-se uma, como controle.

4.8 - DETERMINAGAO DE OUTROS PARAMETROS (TEMPERATURA, pH E VAZAO
DAS FONTES NATURA!S) E DADOS CLIMATICOS (PRECIPITAGAO HiDRICA E TEMPERATURA
DO AR}.

Por ocasido das diversas coletas de agua, foram determinados os
seguintes parametros, como segue: temperatura da agua e do ar; pH e vazao de
de agua nas fontes naturais. A temperatura da agua foi medida utilizando um
termémetro de merctrio (-10 a 150°C; Incoterm®) no momento da coleta das
amostras. Para medir o pH, foi empregado um peagdé-metro de bancada
(Quimis®), sendo esta medida realizada no laboratério.

A vazdo de cada uma das fontes foi medida levando-se em consideracao,
no caso deste estudo, o tempo necessario (em minutos) para encher um galéo de
coleta com capacidade para 5 litros.

Os dados de precipitagdo hidrica e temperatura do ar (maxima e minima)
foram obtidos junto ac Centro integrado de Informactes Agrometereoidgicas do

Instituto Agronémico de Campinas (CIIAGRO — IAC).
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4.9 - INQUERITO PARASITOLOGICO

Em abril de 2004, foram convidados a participar do inguérito parasitologico
mediante exames copro-parasitologicos, aproximadamente 280 pessoas com
idade entre 0.5 e 71 anos, de ambos os sexos, moradores do municipio de
Campos de Jordao.

Como critérios de elegibilidade para inclusdo no estudo transversal da
prevaléncia de criptosporidiose, de giardiose e demais parasitoses intestinais,
foram considerados os seguintes fatores: - uso exclusivo das aguas das fontes
(Fonte 8 e 10) naturais presentes no municipio € — ser morador dos bairros
Campista ou Vila dos Melios (de acordo com as informagdes obtidas junto a
Secretaria do Meio Ambiente/Municipio de Campos do Jorddo, esses bairros eram
abastecidos somente com agua das Fontes 8 e 10, respectivamente e né&o
contavam com infra-estrutura de saneamento basico, estando localizados em
areas rurais).

Foram colhidas, em dias alternados, trés amostras de fezes (em frascos
contendo solugdo de formalina 10% como fixador) € uma amostra a fresco, por
individuo.

As diversas amostras fecais preservadas em formalina 10% foram
submetidas aos seguintes métodos: (1) centrifugo-concentragdo em formalina-
éter-agua destilada (FRANCO e CORDEIRO, 1996) seguido de coloracéo alcool-
acido resistente modificada (HENRIKSEN e POLHENZ, 1981) substituindo a
solugdo aquosa de &cido sulfurico 2% por solugéo de alcool-acido-acético (alcool
etilico 99,5 mL — acido acético glacial 0,5 mL) no procedimento de descoloracao,

(2) centrifugo-flutuacio em solucio saturada de suifato de zinco gr. sp. = 1,2g/ml
44



Material e Méfodos

(FAUST et al,, 1938; BARLETT et al., 1978), para a pesquisa de oocistos de
Cryptosporidium sp, de cistos de Giardia sp e outros protozoarios intestinais,
respectivamente; (3) flutuacdo em solucdo saturada de cloreto de sodio gr. sp. =
113 g/ml (WILLIS, 1921) para pesquisa de ovos de anciiostomideos; (4)
sedimentacio espontanea (LUTZ, 1919; HOFFMAN et al., 1934) e (5) Kato-Katz
(KATO e MIURA, 1954; KATZ et al.,, 1970), para 0s demais ovos de helmintos
intestinais.

Com a finalidade de informar aos moradores o proposito da presente
pesquisa, foram ministradas palestras nas escolas dos dois bairros, nas quais
estavam presentes, moradores e membros das secretarias de Salide, Meio
Ambiente e da Educagéo do municipio; apos as mesmas, foram obtidos os termos
de consentimento (Anexo I} escrito de cada individuo (ou do responsavel)
interessado em realizar os exames parasitologicos fecais.

No momentoe da colheita fecal, foram obtidos dados pessoais, clinicos e
epidemiologicos mediante a aplicagio de questionario semi-estruturado (Anexo I).
O individuo somente foi incluido nas andlises epidemioldgicas finais quando
completado o questiondrio e a coleta de 3 amostras de fezes, no minimo.

O projeto referente & este estudo foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp e teve o parecer

favoravel ao desenvolvimento (N° 193/2006).
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4.10- ANAUSE DOS DADOS

Os dados obtidos neste estudo foram avaliados, inicialmente, por meio de
andlise estatistica descritiva (estudo ambiental) e, posteriormente, utilizando-se: -
o teste do y° de Pearson, com nivel de significancia de 5%, para tabelas de
contingéncia (2 x 2) para verificar a associacdo enfre parasitismo e as variaveis

em estudo; - o teste t, para comparacio entre proporgdes ; e analise de variancia

para comparacio da taxa de parasitismo entre os diversos grupos etarios.



Resultados

§ —~ RESULTADOS

Em visita técnica realizada a cidade, foram flagradas diversas situacoes
que poderiam acarretar risco potencial de contaminagio das fontes como a
presenca de animais ou de suas fezes proximas a nascentes ou do ponto de
captaggo (Figura 9); esgoto in natura (Figura 10); presenca de fezes humanas no
ponto de captagdo (Figura 11 a e b); fontes focalizadas em areas densamente
povoadas (Figura 12) e em areas de pastagens e ou matas (Figuras 14 e 15). As
nascentes situavam-se geralmente nas partes baixas dos terrenos ou nas
encostas dos morros.

Das 42 fontes indicadas pela Prefeitura de Campos do Jord&o, foram
incluidas no estudo 12 delas (28,6%), de acordo com os critérios descritos no item

4.2 sendo 6 pertencentes a drea urbana e 6 a area rural.

5.1 — AMOSTRAS DE AGUA COLHIDAS

Foram colhidas 6 amostras de 20 litros de agua de cada uma das 12 fontes
selecionadas, de acordo com © cronograma pré-estabelecido. O volume
efetivamente filtrado de cada uma das amostras assim como o volume de
sedimento (e suas variages), obtidos apos filtragéo e processamento laboratorial

das diversas amostras de agua, sdo mostrados na Tabela 1.

47



Resultados

Tabela 1: Volumes efetivamente fitrados e dos sedimentos obtidos apés o processamento
laboratorial das amostras de agua colhidas em 12 fontes naturais em Campos do Jorddo, SP.
(Junhec de 2003 a maio de 2004).

Volume Filtrado {Litros) Volume dos Sedimentos (ul}
Fontes Minimo Maximo Minimo Mé&ximo
1 20 20 <5 30
2 20 20 10 20
3 20 20 <5 30
4 20 20 nd <5
5 20 20 <5 5
8 20 20 <5 10
7 20 20 <5 7
8 2* 20 30 400
9 20 20 7 110
10 4* 20 30 200
11 4* 20 80 350
12 20 20 nd <5

* Volume maxime fittrado em ocasides nas quais havia grande quantidade de particulas em
suspensio na agua.
nd = Nac determinado {tragos)

§.2 - EXAME PARASITOLOGICO DAS AMOSTRAS DE AGUA

No periodo compreendido entre junho de 2003 e maio de 2004, foi possivel
detectar a presenca de, pelo menos, um dos protozodrios patogénicos em 25,0%
(3/12) das fontes estudadas. Nas amostras positivas, 8 concentracio de 0,3
oocistos de Cryptosporidium e 0,07 cistos de Giardia por litro foram encontrados
nas fontes 1 e 7, respectivamente. A presenga de ambos protozoarios foi
observada na fonte 2 com uma concentragdo de 0,2 cocisto e 0,1 cisto por litro.

Um total de 72 amostras de agua, sendo 6 de cada fonte, foram
examinadas no periodo de estudo, o indice de positividade para as amostras foi

de 56% (4/72). Houve positividade nas amostras colhidas no primeiro
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(junhofjulhe), segundeo (agosto/ setembro) e sexto bimestre (abrilimaio) do periodo
de estudo (Tabela 2.
Tabela 2: Ocorréncia de oocistos de Cryplospondium 2p, e de catos de Giardia sp. em amostras

de agua (n=5) colhidas bimestralmente, de 12 fonles naturais em Campos do Jordao, 5P [Junho
de 2003 a Maio de 2004,

Meses de Caleia

Fontes JuniJul AgolSet DiutiNay Dez/lan FeviMar Abriaio
| I 1 Wl

-
=

f"l. A c+

5 I = = T N & I = %
2 = P

o

-+

—a
=]

11
12

C+ = positividade para Cryplosporidium &
5+ = positividade para Gievdia sp.
A = Auséncia de protozoarios patogénicos
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Ceonsiderande a localizagdo das fontes, o indice de positividade para
aquelas pertencentes a area urbana foi de 33 3% (2/8) enquanto para as da area
rural foi de 16,7% (1/8).

Os oocistos e cistos dos protozoarios visualizados nas amostras positivas
atenderam aos chtérios de positividade quanto ao tamanho, forma, fluorescéncia e
presenga de estruturas internas wvisualizadas pelo DAPI e confraste de fase

(Figuras 16 e 17).
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Hesultados

Figura 16; Oocisto de Cryplospondivm sp visualizade pela RID na
ameosira positiva da Fonte 1 (400X)

Figura 17: Cisto de Giamia sp visualizado pela RID na amosira
positiva da Fonte T {4000}
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5.3 — REGISTRO DE OUTROS PARAMETROS (TEMPERATURA, PH E VAZAQ DE

AGUA) DAS FONTES NATURAIS E DADOS CLIMATICOS.

Os dados referentes a vazdo, pH e temperaturas da agua e do ar g

precipitacdes hidricas obtidos durante o estudo s3o apresentadas nas Tabela 3 e

Tabela 4.

Tabela 3 Valores medios e vanagio dos parametres (vazdo, temperatura e pH da dgua)
registrados durante as coletas e processamento laboratorial das diversas amostras de agua

provemnentes de 12 fontes naturals de Campos do Jordao, 5P (Junho de 2003 2 Maio de 3004)

“Wazao {L'min) Temp. Agua ("C} pH
Fortes  Vanacao  Media  DP  Varagan  Méda DF  Vanagas  Mediana
1 08-473 1.7 15 14 - 15 14,5 0.5 56-63 5.5
2 10-230 16,0 8.1 13-15 14,3 0.8 65-68 &7
3 5-75 6,3 0.9 13-15 14,3 0,8 X O EE
4 27-5 46 0.8 14 -15 148 04 o8-62 €1
g 43-B7T 5.6 0.9 13-159 |y 23 58-63 £.1
B g=ia &2 1.1 16 -17 €2 04 5,6-6.0 5.8
¥ B - 10 7.2 1,7 15-149 168 1.9 5B8-62 G,1
& 15-20 16,2 22 13-17 14,7 1.4 6G6-89 6,7
L 86 - 10 2,0 1,0 12 - 18 142 22 &4-B68 6,6
10 9.-15 12,2 22 14 - 18 16,3 14 6G3-8B5 &4
11 5-30 15,7 134 12=15 13,2 1.2 6.6 - 6,8 6.7
12 10 - 15 128 ol 14 - 15 14,2 0,4 8.0

2,9-61

DP = Desvio padrio
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Tabela 4: Dados Climaticos” [ Precipitaggo hidrica e emperatura do ar) registrados 42 e 24 horas
antes da coleta e nos respectives dias de coleta de dgua em fontes naturais de Campos do Jordao,
&P (Junhode 2003 a Maia de 2004,

Cata da coleta Temperatura do ar
Freciplagao Media
[rrarm] Maxima Minima -

26/06/2003 0,0 14,4 1,3 T8
24h* 0.0 151 25 88
48h™* 0,0 133 16 1.5
220072003 0,0 154 3.2 9.3
24h* 0.0 14,0 18 7.8
d48h** 0o 15,4 1.8 BB
TEOE 2003 10,1 19.1 6,9 130
24h*® nl) 17,8 31 10.5
48hH"* (WA ¥ 17,5 87 13.3
2400552003 0,0 21,2 6.5 13,9
A 0.0 217 7,0 144

L 00 234 6.5 15.0
15M 2003 00 26.1 T.4 16,8
24K* Q.0 256 aa 17,2
A8h*" 04 256 8.8 17,2
2211112003 0,0 320 12.0 220
2dh* 0.0 286 i22 131
48n** 2.4 .0 120 215
161212003 38 338 13,4 236
24h® Q.0 34,2 146 24.4
48k*" 0.2 332 1.6 e
2702004 30 258 138 149.8
24h* 0.0 278 14,0 208
48k"" 1.6 276 154 2.5
1TOZ2004 o0 322 10,0 211
24h* 3.1 mno 151 226
480" 41,0 28,0 141 201
290372004 0,0 291 8,0 18,6
248° &7 281 8.0 186
480" 30 b 8.9 17,4
260452004 0.0 24,0 10,8 174
24n* 3.4 241 1349 12,0
a&h*" 1,0 2849 40,1 200
1T I0E2004 0.0 248 TN 12.5
Z4h* 23 241 ] 16,1
48R S50 2186 12,7 17,2

“\finte e quatro horas antes da coleta.
= luarenta e ota horas antes da coleta
“Dados ablidos jnto ao Centro integrado de informagdes Agrameteordlogicas (CHAGRO - 1AC)
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5.4 - EXPERIMENTOS CONTROLE
£.4.1 = CONTROLE POSITIVD

A eficigéncia média de recuperacdo dos protozoaros em quesido, nos trés
expenmentos controles-positivo, foi de 70,9% para oocistos de Cryplosporidium
sp. e de 48,3% para cistos de Giardia sp. (Tabela 5).

Tabela 5: Condicdes dos experimentos confroles posiive (ndmero de (oo)cisios inoculadosiL,
numers de oocistos esperados e efelivamenie visualizados em aliquotas de 5Sul) e eficiéncia de
recuperagio da metadologia utilizada (fitragdo em membranas).

Experimento Indculo ME de (ooicistos ME de {oo)cistos Eficiéncia de
controle W™ de (oolcistos/L esperados visualizados * recuperagio ()

Cryplospondium  Giania ﬂl}-ﬂ'aapund'um_.ﬁ'—mrdﬂa Jﬁ]’ﬂ'ﬂmﬂ-ﬂfm Giardia Cryplospondum  GSiemdis

I 85,4 11,5 8.4 1,1 5,6 0.5 67,3 454

I 83,5 9.5 8,3 08 8,6 0,5 9.7 55,5

i 85,6 136 2.6 1.3 5.8 0.8 65,8 441
Valores 85,1 11,5 7.4 1.1 6,0 0.5 70,9 483

........

5.4.2 — CONTROLE MEGATIVD

Mos expenmentos controle-negativo (n=8), ndo foram detectados oocistos &

ciztos am nenhuma ocasiao.

6.4.3 — CoNTROLE DE QUALIDADE DA RID
Mo controle de qualidade da RID, as formas dos protozoarios visualizadas
apresentaram cor, tamanho, forma e intensidade da flucrescéncia ("verde-maca

brilhante®}) compativeis com os critéros descritos por Rose et al,, (1989) (Figura
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18) enquanto no controle negative, ndc foram observadas estruturas similares a

oocistos e cistos.

Figura 18: Oocistos de Cryplosporidium sp e cisto de Sisrdia sp (amostra contrale-
positivo) @- RID; - contraste de fase (aumento de 600X,

5.5 = INQUERITO PARASITOLOGICD

5.5.1 — DESCRIGAD DA POPULAGAC DE ESTUDO

Foram convidados a participar do estudo 290 individuos; deste grupo, 185
(63,8%) formneceram amostras efetivando a participagiio no  inguérito
parasitologico.

Com base nas respostas dos questionarios devolvidos, foi possivel tragar
um perfil da populacio que participou do inquérito parasitologico:

Do total de 185 pessoas, 82 7% (153/185) eram moradores do bairro Vila
Campista & 17.3% (32M185) residiam no bairro Vila dos Mellos, ambos localizados

B areas rurais.
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A faixa etaria das pessoas que tiveram suas fezes examinadas variou de 0
a 72 anos sendo que na faixa etara enfre 0 & 12 anos houve uma maior
participa¢do (53,0%) (Figura 19).

Figura 18: Momero de pessoas que pariciparam do inguénto parasitoldgico em relaclo s
respectivas faixas etdrias.
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Dos individuos que participaram do estudo, 38 4% (71/185) eram pessoas
do sexo masculine e 80,5% (112/185) do sexo feminino. Dois individuos {1.1%)
nao ndicaram o sexo ao responderem o questionario.

Com relagdo as condigbes sdcio econdmicas das pessoas que participaram
do inquérito parasitologico, observou-se pelas respostas obtidas que em relacio a
renda familiar (n=121), 30,6% das familias tinham um ganho mensal de até um
salano minimo & 69 4% tinham como renda familiar mais gue 1 salario minimo.

Quanto ao grau de instruglo para os adultos, 86,2% das pessoas tinham
pelo menos o primeiro grau completo (n=50). Quando considerado o grau de
instrugdo da mae (n=63), constatou-se que 80,8% delas tinham o primeiro grau

completo,
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Com relagdo ao tipo de moradia, 45 1% das pessoas (n=69) residiam em
casas de alvenana enquanto 54.9% (n=84) moravam em casas de madeira
Destas residéncias (n=152), 90,1% possuem banheiro interno & em 9,9% delas, o
banheiro era localizado fora da casa; 98,0% das pessoas moravam em casas com
3 ou mais comodos e, 59,5% relataram que convivem com de mais de 4 pessoas
mesma casa

Quanto & questdo sobre posse de animais domesticos, cerca de 98 2% das
pessoas (n=153) responderam que possuem animais e, 37,7% afirmaram que o
animal fica dentro da casa;, também se vernficou que 77.5% das criangas
mantinham contato com 8ss5es animals.

MNos bairros onde fol realizado o estudo, ndo existe sistema de rede de
esgoto e, com relagdo ao destino das fezes, 542% das pessoas (n=153)
responderam gue estas eram descartadas em fossas, sendo o restante (45.8%
das respostas) despejado diretaments nos comegos proximos as residéncias.

& Agua destinada ao consumo da  populagAo nos  baimos  era
exclusivamente obtida nas fontes naturais e 9,2% das pessoas (n=133) costumam
ferver a agua antes de beber; 50,0% filiram e apenas 1,6% tinham por habito
ferver e filtrar a agua antes de consumi-la.

O manuseio da terra foi relatado por 47 4% das pessoas & 34 6% afirmaram
nao ter o costume de usar calgados,

Em relagio as parasitoses intestinais, 92 6% (n=135) das pessoas incluidas
no estudo afimaram que ndo haviam feitc nenhum outro tipo de exame de fezes
recentements e 13 5% relataram a ingestio de vermifugo nos 30 dias antenores a

participacéo no estudo.
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5.5.2 — ESTUDOD DA PREVALENCIA DAS PARASITOSES

A prevaléncia de parasitismo intestinal observada nos individuos que
fizeram parte do estudo foi de 492% (91/1B5) Ressalte-se que em 50 8%
(94/185) ndo houve positividade para parasitose intestinal nos exames de feres
realizados.

MNos exames parasitoldgicos de fezes realizados, fol possivel detectar a
presenca dos protozoaros intestinais em 35,7% (66/185) dos individuos
participantes, enquanto os helmintos apareceram em 22 2% (41/185). A infecgio
concomitante entre protozoarios e helmintos foi observada em 8,6% (16/185) das
PESS0ES.

Quando consideradas isoladamente as infecgbes por protozodrios e por
helmintos, obteve-se gque 27,0% (50/185) das pessoas estavam parasitadas
somente por protozoanos e que 13,5% (25/185) estavam parasitadas somente por
helmintos, estas diferencas ndo foram estatisticamente significantes (y%=0 257
p=0,612). As diferentes espécies de protozodnios & de helmintos intestinais
observadas nos exames parasitologicos de fezes, assim como as respectivas

prevaléncias sao mostradas nas Figuras 20 e 21,
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Figura 20- Prevaléncia das diferentes espécies de protozodrios intestinais observadas apbs exame
parasitolégico de fezes, em 185 pessoas residentes em dreas rurais de Campos do Jordao, Sdo
Paulo, Brasil, (2004
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Figura 21: Prevaléncia das diferentes espécies de helminios infestinais observadas apds exames
parasitoldgicos de fezes, am 185 pessoas residentes em dreas rurals de Campoes do Jord3a, Sdo
Faulo, Brasil, (2004),
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Quando considerada a ocoméncia de mais de um parasito intestinal por
individuo, o poliparasitismo esteve presente em 157% (29/185) dos moradores
pertencentes a populagao em estudo. Com relagio ao monoparasitismo, a taxa de
prevaléncia foi de 33,5% (62/185). Quando comparadas as taxas de
monoparasifismo e poliparasitismo houve diferenga estatistica significativa a 5%
(=3 46).

Quando considerados o sexo do individuo & o resultado do exame
parasifolégico de fezes, a positividade em pessoas do sexo masculino foi de
92,1% (37/71), enquanto para o sexo femining foi de 46,4% (52/112) as diferencas
néo foram estatisticameante significantas :;-_L-U,EEE; p=0,453),

AD comparar a prevaléncia do parasitismo Intestinal entre os diferentes
grupog etanios os resuftados oblidos pela andlise de vanancia ndo demonstraram

diferencas estatisticas significantes (F=1,438; p=0,213) (Figura 22).

Figura 22 Prevalinsia do parasitismoe observado nas pessoss de diferentes faixas etaras da
populacis estudada (n=183) residentes em areas rurais de Campos do Jordde, S30 Paule, Brasil,

(2004).
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As prevaléncias das diversas espécies de protozoanos e de helmintos que
ocomreram dentro vérias faixas etanas sio demonstradas na Figura 23 na Figura

24 respectivameanta

Figura 23: Prevaléncia das diferentes espécies de protozoanos intestinais obsarvadas em relagan
as diferentes faixas etarias apos exames parasitolégicos de fezes, em 185 pessoas residentes em
areas rurais de Campos do Jordde, S3c Paulo, Brasi, (2004)
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Figura 24: Prevaléncia das diferentes espécies de helmintos intestinais observadas em relaglo as
diferantes faixas etarias apis exames parasitolégicos de fezes, em 185 pessoas resdentes em
dreas rurais de Campos do Joerddo, 330 Paulo, Brasil, (2004,
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6 — DiscussAo

6.1 - Crytosporidium sp. e Giardia sp. NA AGUA SUBTERRANEA

A qualidade da agua que o homem usa para beber € na preparagao dos
alimentos deve ser o objeto do maior e mais rigoroso controle de qualidade
possivel sendo que a disponibilidade deste recurso esta diretamente refacionada
com boas condigbes de salde e reducdo na taxa de mortalidade infantil
(REBOUGAS, 2002).

O consumo de agua subterranea como altemnativa a agua distribuida pelos
sistemas de abastecimento urbano & bastante comum no Brasil; este fato é
sustentado por questdes econdmicas e culturais (IBGE, 2004). Ha situagbes em
que a agua subterranea € a Unica fonte de abastecimento disponivel para a
populagdo, principalmente aquelas que vivem em areas rurais; essa realidade €
bastante comum nos bairros rurais do municipio de Campos do Jordado (Silva,
2002).

A litologia do Planalto de Campos do Jorddo € caracterizada, em sua
maioria, por solos pouco espessos e alteragbes profundas das rochas do Pré-
Cambriano; sua mineralogia é representada quase exclusivamente por quartzo,
granito, gibbsita e caulinita; este tipo de formagao geoldgica e o bailango hidrico
positivo durante o ano todo garantem o acumulo de agua no interior das rochas e
do solo promovendo a existéncia de numerosas nascentes na regiac
(MONDENESI, 1980). Assim, o consumo das aguas minerais naturais, de origem
subterranea e proveniente das diversas fontes ou nascentes existentes na cidade,

quer na area rural quer na area urbana, & favorecido tanto pela populagéo local
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quanto pelos turistas. Este fato foi comprovado durante as coletas e visitas
técnicas a cidade.

A agua subterrdnea € passivel de contaminagio por protozoarios e outros
microorganismos patogénicos, porém em menor extensdo que a agua superficial
uma vez que as camadas de solo e de rochas impdem uma barreira natural para
os microorganismos (SEARCY et al., 2008); a detecgio de oocistos e de cistos em
varios trabalhos comprova que a filtraggo natural do solo pode nao impedir a
passagem desses protozoarios, ocorrendo a contaminagio de nascentes, pogos ¢
aquiferos (MOULTON-HANCOCK et al., 2000; TAYLOR et al., 2004). Entretanto, a
contaminagdo das aguas originadas nas nascentes e pocos € fortemente
influenciada pelas aguas superficiais e pelos focos de contaminag&o ambiental
(esgoto, fossas, fezes de animais e lixo) (MACLER e MERKLE, 2000}, como ne
caso do presente estudo.

A presenca dos protozoarios patogénicos Cryptosporidium sp. e de Giardia
sp. em 25,0% das fontes examinadas neste trabalho € um achado bastante
expressivo considerando a positividade relatada em outras pesquisas sobre a
ocorréncia destes protozoarios em aguas de origem subferrdnea no Brasil.
Ressalte-se que Franco e Cantiasio-Neto (2002) detectaram a presenca de
Cryptosporidium sp. em 154% das amostras de agua mineral natural
comercializadas em Campinas, SP, empregando a mesma metodologia utilizada
neste trabatho. Apesar do uso de diferentes metodologias analiticas, Gomes et al.
(2002), ao examinarem aguas subterraneas cothidas em fontes naturais no
municipio de Votorantin, S.P., encontrararmn Crypfosporidium sp. em 14,3% das

fontes examinadas, porém, estes autores utilizaram “técnicas altermativas” de
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filtracio em gaze e coloragio pelo métode de Kinyoun e Auramina; Gamba et al.
(2000) empregando ¢ método de floculagdo em carbonato de calcio e RID,
detectaram a presenca de oocistos de Cryptosporidium sp em 80,0% dos pogos
examinados em ltaquaquecetuba, S.P., estes autores atribuiram a influéncia de
fossas sépticas € esgotos na contaminagdo dos pogos e das nascentes.

No Reino Unido, Hancock et al. (1998) observaram taxas de positividade
em 12,0% dos locais examinados onde, oocistos de Cryptosporidium sp. foram
detectados em 20,0% das nascentes e, 5,0% dos pogos enquanto que cistos de
Giardia sp. estavam presentes em 14,0% das nascentes e 1,0% dos pogos; Nos
EUA, Hibler (1988) registrou nos a presenga de Cryptosporidium sp. em 14,0%
das nascentes e 5,0% dos pogos examinadaos; esses autores destacam que as
nascentes sa0 mais vulneraveis a contaminagio pelos protozoarios do que 0s
pogos uma vez que no ponto de afloramento das nascentes ou fontes, pode haver
contato com focos de contaminacfo oriundos da superficie do solo (aguas
superficiais, esgotos ou fezes de animais) e, que cistos de Giardia sp. s30 menos
frequentes do que oocistos de Crypfosporidium sp. em aguas subterraneas, deve-
se considerar neste caso, o tamanho dos cistos que dificulta o processo de
percolagdo através do solo.

Ressalte-se que no presente trabalho, foi observada freqiéncia similar
entre os achados de Cryptosporidium sp. € Giardia sp. nas fontes examinadas em
Campos do Jorddc (Tabela 2), onde a disponibilidade hidrica e as condigbes
ambientais (topografia, porosidade do solo) e os focos de contaminacio (esgotos,
fossas sépticas e areas de pastagem ) proximo as nascentes podem favorecer a

ocorréncia de ambos protozoarios nas aguas de origem subterranea.
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Considerando que as espécies dos protozoarios Cryptosporidium e Giardia
s30 capazes de promover a infecgdo mesmo em baixas doses (pois a ingestdo de
apenas uma forma infectante - oocisto ou cisto — pode iniciar a infecgcdo nos
individuos com deficiéncia no sistema imunolégico), as concentragbes de oocistos
(6,12 0,3 /L) e de cistos (0,07 a 0,1 /L) encontradas neste trabalho sio de extrema
importancia do ponto de vista de saide publica. Rose et al. (1991) ao estudarem a
ocorréncia de Cryptosporidium sp e de Giardia sp em reservatorios de agua
potéavel, detectaram a presenca de oocistos em concentracdes de 0,02 por litro,
destacando a relevancia do achado uma vez que o consumo de agua ndo fratada
oferece risco de transmissdo dos protozoarios. No Reino Unido, regulamentagbes
delinedas pela Water Suply (Quality Water) Regulations (1998), estabelecem
limites maximos de até 10 oocistos de Cryptosporidium/100 litros de agua tratada
destinada ao consumo humano.

As caracterfsticas geograficas da cidade de Campos do Jorddo, onde os
morros sio predominantes, a localizagdo das nascentes (normalmente nas
encostas destes morros ou, entdo, nas partes mais baixas dos terrenos), quando
associadas & ocupacgdo intensa e desordenada dos bairros e as condigbes
inadequadas de conservacio das nascentes, favorecem a contaminagio das
aguas, principalmente sob a influéncia das aguas superficiais.

Entre as fontes positivas, no caso da Fonte 2, a presenga dos protozoarios
foi detectada em 2 ocasides diferentes (Tabela 2); vale ressailtar que esta fonte
localiza-se em drea rural (Figura 14) e, devido ao fato de que a sua caixa de
reservacao ndo esta construida conforme os padrées recomendados (com bordas

a 30 cm de altura do chdo), a mesma permanece sob a influéncia de enxurradas;
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adicionalmente, apresenta um histérico de positividade com valores significativos
para coliformes totais (NMP/100OmL™ > 24192} e para coliformes fecais
(NMP/1OOmL = 450), segundo os resultados das analises microbiologicas
(SABESP, 2002).

Fatos como a positividade para coliformes totais e fecais em numeros
superiores aos toleraveis para 4gua de consumo humano (NMP/100mL <2,2) e a
ocorréncia recente de surto de hepatite A na populacio jordanense comprovam a
vulnerabilidade das nascentes e a contaminacdo da agua no municipio. Diante
deste cenario, o fechamento de algumas fontes naturais foi efetuado pela
Prefeitura de Campos do Jord&o, principaimente daquelas localizadas em porgdes
baixas dos terrenos e cercadas por casas sem esgotamento sanitario, seguindo
recomendacbes técnicas de acordo com Silva (2002); no entanto, a populagao
local reativou as fontes e passou a consumir a agua dessas fontes novamente
(Figura 13).

Nao foi possivel determinar a sazonalidade dos protozoarios em relagdo as
fontes estudadas em fungdo do pequeno nimero de amostras positivas;
entretanto, & importante salientar que a positividade ocorreu no: primeiro
(junho/julho), segundo (agosto/setembro) e sexto (abril/maio) bimestres de coleta,
coincidindo com as épocas mais frias do ano e de maior fluxo de turistas na
cidade. Nestas ocasibes, os volumes de esgoto gerade e langado in natura nos
corpos d'agua é significantemente maior, 0 que pode contribuir para a

contaminagdo das aguas.

* Numero Mais Provavel/100mL de agua.
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A ocorréncia dos protozoarios patogénicos nas fontes da area urbana
(fontes 1 e 7) e da éarea rural (fonte 2) sugere que as condigdes vigentes em
ambas as localidades oferecem risco de contaminacdo da agua de origem
subterranea, principaimente no ponto de afloramento ou nas caixas de reservagao.
O esgoto doméstico sem tratamento, langado nos rios e iagos ou proximos das
residéncias, pode contaminar a agua oriunda das nascentes; sabe-se que a
presenca de oocistos de Cryptosporidium sp. ja foi relatada em 24 amostras de
esgoto bruto examinadas na drea urbana das cidades de S&o Paulo {(FARIAS et
al,. 2002) e em amostras de lodo de esgoto na cidade de Campinas (SANTOS et
al., 2004).

Por outro lado, nas areas rurais, a contaminacdo das aguas subterraneas
pode ocorrer devido ao processo de drenagem de fezes de animais das areas de
pastagem (Figuras 14 e 15) até as nascentes; tal evento € favorecido através das
enxurradas que podem transportar as formas infectantes dos protozoarios até as
fontes ou reservatorios (MAWDSLEY et al,, 1996, HOWE et al., 2002); ressalte-se
que por ocasido da coleta de agua no Ultimo periodo na Fonte 2, houve um
registro de chuva forte na cidade, 48 horas antes da coleta (Tabela 4). De acordo
com Rose et al. (2002) a pluviosidade é um dos principais fatores de dispersao
dos protozoarios no ambiente.

A auséncia dos protozodrios em algumas das fontes estudadas n&o implica
em deficiéncia da metodologia empregada; deve-se considerar neste caso, a
intermiténcia de oocistos e cistos no ambiente (HANCOCK, 1998); prevendo esta
situag3o, foi considerado no delineamento experimental desta pesquisa, a coleta €

exame de seis amostras de cada fonte durante o periodo de um ano.
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Os resultados relativos a eficiéncia de recuperagdo obtidoé nos
experimentos confrole poéitivos (70,9% para Cryptosporidium sp e 48,3% para
Giardia sp.} garantiram um alto grau de confiabilidade na metodologia utitizada no
caso desta pesquisa; resultados semelhantes foram obtidos por Franco e
Cantusio-Neto (2002) quando empregaram o mesmo protocolo ao detectarem a
presenca de Crypfosporidiurn sp. em amostras de agua mineral natural
comercializadas em Campinas, SP, Brasil, com concentragbes que variaram entre
0,2 a 0,5 oocistos por litro.

Na escolha do método mais adequado para a detecgdo dos protozoarios
em amostras hidricas, deve-se considerar, além das caracteristicas da agua, o
custo e viabilidade na execucdo dos métodos de coleta, processamento e
visualizagdo do materiat no laboratério (FRICKER e CRABB, 1998; AMERICAN
PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005).

A deteccdo de protozoarios em amostras ambientais requer habilidade dos
examinadores e conhecimento das caracieristicas morfolégicas das formas
infectantes. Os oocistos e cistos encontrados nas amostras positivas no caso
desta pesquisa atenderam aos criterios de positividade quanto a forma, tamanho,
cor e intensidade de fluorescéncia (Figuras 16 e 17), estes critérios sao
indispensaveis para evitar a interpretagéo errénea dos resultados (SMITH, 1998).

A variedade de métodos existentes para a pesquisa dos protozoarios em
amostras hidricas, as caracteristicas das diferentes amostras e das condigdes
laboratoriais, no que tange os experimentos confroles, so fatores que dificultam a
comparac¢do dos resultados apresentados na literatura. (FRANCO et al. 2000a;

OLIVEIRA, 2005).
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Szikszay e Teissedre (1981) conduziram uma pesquisa onde foram
avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas das 4guas minerais no estado de S&o
Paulo: estes autores registraram valores de pH nas faixas entre 4,7 a 5,7 e vazdes
de agua bastante elevadas, que chegavam a 24 litros por segundo, em algumas
fontes de Campos do Jorddo, no inicio dos anos 80; ainda que pesem as
dificuldades de comparagéo entre 0s dois trabalhos devido ao método empregado
para medir a vazao da agua, no presente estudo a vazao registrada variou de 0,8
a 30 litros por minuto; o pH registrado variou de 5,4 a 6,9 (Tabela 3); tais
diferencas parecem refletir que a agao antropica causa influéncias expressivas na
qualidade e disponibilidade dos recursos hidricos na natureza, de acordo com
Reboucas et al. (2002).

As condicbes geoldgicas e climaticas de Campos do Jorddo promovem a
existéncia de inumeras nascentes cujas &guas naturais apresentam
caracteristicamente temperaturas baixas (Tabela 3); no estudo atual, a
temperatura média foi de 14,9°C; deve-se ressaltar que estas temperaturas séo
favoraveis a sobrevivéncia e transporte de oocistos, cistos e outros patégenos no
ambiente; entretanto, nos paises tropicais ndo ha estudos sobre o transporte dos
protozoarios no ambiente relacionando-os a dgua subterranea (TAYLOR et al.,
2004).

Pesquisas recentes tém demonstradc uma relagio positiva entre as
condigdes de higiene de uma populagdo (em particular, acesso as facilidades
sanitarias) e a qualidade microbiologica das dguas subterraneas (LUDWIG et al,

1999).
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Considerando que na cidade de Campos do Jorddo n&o ha tratamento de
esgoto e que nas comunidades rurais é inexistente o sistema de escoamento
sanitario, s4o reforgadas a relevancia e necessidade da pesquisa de protozoarios
patogénicos na agua das fontes deste municipio devido & possibilidade de
ocomréncias de surtos de doenc¢as de veiculagdo hidrica e, dentre essas, a
criptosporidiose e giardiose, como jé registrado na literatura (MACKENZIE et al,,
1994; SOLO-GRABRIELE et al., 1996; HOXIE et al, 1997 FAYER et al., 2000;
HOWE et al., 2002).

No que tange a garantia de agua potavel para o consumo, a legistagio
especifica para aguas de origem subterrdnea (dgua mineral natural e de
nascentes), a Portaria 1220/2000 dos Ministérios da Economia e da Salde exige a
auséncia de parasitas e microorganismos patogénicos somente nas aguas
destinadas ao engamrafamento, ndo contemplando as aguas originadas nas fontes
naturais e de uso comunitario.

As condicbes de preservacdo das nascentes e dos fontanarios,
documentadas durante a conduc8o desta investigacdo no municipio de Campos
do Jorddo colocam as fontes de agua natural, tanto da area urbana (Figuras 12 e
13) como da drea rurat {Figuras 14 e 15}, em situagdo de grande vuinerabilidade
a contaminagdo por microorganismos patogénicos tais como 0s protozoarios
Crytosporidium sp. e Giardia sp.

Das fontes localizadas na area urbana e que fizeram parte deste estudo, foi
detectada a presenca dos protozoarios patogénicos em 33,3% delas o que sugere
que estas sdo mais propicias a contaminagio por protozoarios por estarem sob a

influéncia de esgotos domésticos, fossas e condigdes improprias de manuiengao e
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limpeza do fontanario, além de nao haver restricdo ao acesso de pessoas e de
animais nas nascentes e nos pontos de captacgdo.

As fontes da area rurat apresentaram um indice de positividade de 16,7%,
mas é importante salientar o precario estado de conservagdo da fonte onde foi
detectada a presenca de Cryptosporidium sp. e Giardia sp. (Figural4).

A protecdo das nascentes e o estado de conservagdo das fontes so
fatores determinantes para prevenir a contaminag¢2o das aguas de origem
subterranea, sendo necessaria a implantagdo de programas de protecdo das
nascentes onde o conhecimento hidrogeoldgico da regido, aliado ao empenho dos
org3os govermnamentais sdo fundamentais para a implementagio e sucesso destes
programas (MACLER e MERKLE, 2000; TAYLOR, 2004).

As técnicas convencionais de protecd0 das nascentes baseadas em
delimitacdo de perimetros com objetivo de diminuir os focos de contaminag&o
{esgoto, lixo e fezes de animais) das nascentes sdo parcialmente efetivas o que
torna necessaria a existéncia de programas mais amplos que incluam o
reconhecimento dos aqiiferos mediante inventario das nascentes e pogos, assim
como monitoramento qualitativo e quantitativo gue permita comprovar a eficiéncia
da estratégia adotada (LOPEZ-VERA, 2002).

A qualidade da agua de origem subterranea pode ser comprometida
principalmente se as nascentes estiverem sob influéncia de agua superficial
{(MAWDSLEY et al, 1896, HANCOCK, et al., 1998, HOWE et al., 2002) e, as
condicdes ambientais tém um papel fundamental na qualidade da agua

subterranea, sendo que 0s microorganismos patogénicos existentes em esgotos e
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fezes de animais sdo capazes de contaminar a agua subterranea (MACLER e
MERKLE, 2000).

Assim sendo, a pesquisa e o monitoramento de microorganismos
patogénicos veiculados pelas &guas de consumo inclusive as de origem
subterranea € uma pratica necessana que deve ser adotada pelos Orgaocs
responsaveis para garantir a qualidade da agua consumida por uma populacio.

Com o objetivo de alcangar methores condigbes sanitérias nas fontes de
Campos do Jord&o, e propondo solugdes de baixo custo, elaborou-se, neste
estudo, uma proposta contendo recomendagdes e medidas basicas de protegao

das nascentes (ANEXO lII).

6.2 - PARASITOSES INTESTINAIS EM MORADORES DAS AREAS RURAIS

QO inquérito parasitologico fecal teve por objetivo determinar as principais
parasitoses intestinais as quais os moradores dos bairros rurais em questao estao
expostos em decorréncia da elevada contaminacio ambiental ocasionada pela
auséncia de infraestrutura de saneamento basico e pelas precarias condigdes de
moradia e de higiene.

No estudo da prevaléncia das parasitoses intestinais, efetuado junto as
comunidades rurais de Campos do Jordao, obteve-se a adeséo de 63,8% das
pessoas iniciaimente convidadas a participar do inquérito parasitologico; a perda
de 36,2% do “n” amostral revela as dificuildades em contar com a colaboracio

voluntaria e espontanea das pessoas em um estudo como este; entretanto, o
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numerc de individuos que participou do inquérito foi suficiente para revelar o
quadro geral das parasitoses na populagéo estudada.

Muitos estudos sobre prevaléncia de parasitoses intestinais revelam que a
frequéncia de pessoas parasitadas € inversamente proporcional a renda familiar
ou ao nivel socio econdmico e cultural de uma populagdo e que esta tambem
associada 3 disponibilidade ou ndo de instalacbes sanitdrias adequadas (LUDWIG
et al., 1999; FERREIRA et al., 2000; MENDOZA et al,, 2001; MELO et al., 2004,
BORQUEZ et al., 2004; SORIANO et al., 2005).

No presente trabalho, quando considerada a prevaiéncia das parasitoses e,
o nivel sacio econdmice da populacdo envolvida no estudo, deve-se ressaltar que
o perfil sécio econdmico dessas pessoas era relativamente baixo (30,6% das
familias ganhavam menos que um salario minimo) e nao dispunham de
infraestrutura sanitaria e agua tratada; todos estes fatos sio considerados na
discussdo dos resultados a seguir.

Assim, a prevaléncia das diversas parasitoses intestinais observadas neste
trabalho indica gue: a falta de agua devidamente tratada e a auséncia de sistema
de escoamento sanitario podem ter contribuido para a contaminacéo das pessoas
residentes nas comunidades rurais de Campos do Jorddo considerando-se a alta
taxa de prevaléncia das parasitoses intestinais na populacio estudada (49,2%).
Lura et al., (2000) ao conduzirem um estudo sobre a prevaléncia de parasitoses
intestinais em criancas de até 12 anos gue também consumiam agua de origem
subterranea, mostraram que 47,0% a 67,0% das criangas estavam parasitadas.
Ludwig et al, (1999) relataram uma taxa de prevaléncia de 23,3% para

enteroparasitoses ao fazer um estudo da correlag@o entre as condigbes de
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saneamento basico e parasitoses intestinais em Assis, SP. Esses autores
estabeleceram uma relagio entre nivel socio econdmico & a freqiéncia das
parasitoses observando que as infecgdes eram maiores nos grupos de pessoas
dos niveis sécios econdmicos mais baixos. Outros trabalhos realizados em varias
regides do Brasil revelam taxas de prevaléncias de parasitoses intestinais
bastante variaveis, entre 17,0% a 82,0%, como demonstrado por Malta (2008).

Considerando que a populagéo estudada dispunha exclusivamente de agua
de origem subterrénea (ndo tratada} e, que o consumo desta agua néao filirada e
ndo fervida foi relatado por 50,0% das pessoas gue participaram do inguérito
parasifolégico, ¢ de extrema importancia salientar que estas condigoes podem
contribuir para a alta prevaléncia dos protozoarics intestinais (35,7%) observadas
nesta pesquisa. O consumo de agua de origem subterrdnea foi fortemente
associado com 47 casos de criptosporidiose humana relatados entre novembro de
1992 e fevereiro de 1993 na regido nordeste da Ingtaterra (BRIDGMAN et al,
1995).

Entre os protozodrios patogénicos, Cryptosporidium sp foi 0 mais frequente
(8,1%) (Figura 20), ressalte-se que das pessoas parasitadas com este protozoario,
533% eram criancas. As espécies Giardia duodenalis (59%) e E.
histolytica/dispar (2,7%) foram o segundo e terceiro grupo de protozoarios
patogénicos mais frequentes, respectivamente, neste estudo. A prevaléncia de B.
hominis {(2,2%) encontrada neste trabalho € tambem significativa ainda que o
potencial patogénico desta espécie para os hospedeiros imunocompetentes seja

discutido (MENDQZA et al., 2001).
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No que tange as prevaléncias das infecgbes causadas por protozoarios,
verificadas neste estudo, € interessante ressaltar que a elevada contaminacio
ambiental (em fungdo da auséncia de infra-estrutura de saneamento basico)
parece ser a hipotese mais plausivel para justificar a ocorréncia deste evento.
Cistos e oocistos dos protozoarios sdo liberados ja infectantes nas fezes dos
hospedeiros e, portanto, a possibilidade de veiculag8o hidrica ndo pode ser
descartada dada as condigbes de femperatura da 4dgua, favoraveis a
sobrevivéncia dos protozoarios.

E importante também enfatizar que o emprego de técnicas especificas de
deteccdo dos protozodrios intestinais e modificagbes no método de coloracao
alcool-acido resistente (substituindo a solugdo aquosa de acido sulfirico 2% por
solugdo de alcool-acido-acético) no presente trabalho pemitiu uma melhor
visualizacdo dos oocistos nos esfregacos fecais o que justifica a alta taxa de
prevaléncia de Crypfosporidium sp. encontrada neste estudo. Normalmente o uso
de técnicas especificas para concentracio e detecgio dos protozedrios intestinais
ndo sfo empregados por muitos laboratdrios de analises clinicas (SODRE e
FRANCO, 2001), este fato pode sub estimar a prevaléncia dos coccidios e outros
protozoarios intestinais nos exames parasitologicos de fezes. Das espécies nao
patogénicas de protozodrios encontradas, a mais frequente foi £. cofi, (19,5%),
seguida por /. bdischlli (4,3%) e E. nana (0,5%), a alta prevaléncia destes
protozoarios presentes nas fezes refor¢a ainda mais que as condicdes higiénicas

e sanitarias das pessoas ndo s30 adequadas.
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S&o caracteristicas dos bairros estudados, a ocupagio desordenada e a
auséncia de infra-estrutura sanitaria; estas condigdes sdo altamente favoraveis 2
ocoméncia e disseminagao das helmintoses: assim & digno de mencéo o nivel de
contaminagéo fecal do peridomicilio uma vez que o despejo de esgoto é feito
diretamente na superficie do solo. Além destes fatos, os individuos tém o habito
de cultivar hortalicas nas proximidades da residéncia. O clima da regido & tambeém
bastante propicio & sobrevivéncia dos ovos no ambiente. A taxa de prevaléncia
das helmintoses observadas neste trabalho para A. lumbricoides (14,9%) e para T.
trichiura (9,7%) (Figura 21) € maidr que aquelas relatadas por Ludwig, (1999); este
autor baseou-se nos resultados de exames de sedimentac@o espontanea, obtidos
junto a0 banco de dados do {BGE onde as prevaléncias tabuladas foram de 5,5%

para A. lumbricoides e de 2,4% para T. trichiura.

Campos et al, (2002) utilizando os métodos de MIF e Kato-Katz
encontraram taxas de prevaléncias superiores para A. fumbricoides (27,5%],
porém ndo relatam o achado de outras espécies de helmintos. As diferencas nas
taxas de prevaléncias ressaltam a relevancia do emprego de técnicas especificas

de concentracdo e de visualizagdo dos parasitos intestinais.

Entretanto, mesmo ndo tendo-se utilizado uma técnica especifica para
deteccdo de ovos de E. vermiculans, a ocorréncia de ovos deste helminto nas
fezes reforca que a pessoas em questdo carecem de nogdes basicas de higiene e

de recursos para manter uma higiene pessoal adequada.
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No presente estudo ndo foram observadas diferengas estafisticas
significantes (p=0,453) relacionadas & idade ou sexo e parasitismo, significando
que tanto as criancas como adultos do sexo masculino e feminino estavam
igualmente expostos aos diversos fatores de risco de aquisicdo das infecgbes
parasitarias, este dado & consistente com os observados por Chacin- Bonilla et al.,
(2000) em comunidades autoctones na Venezuela, e com 0s dados observados

por Malta, (2006) em escolares no municipio de Votuporanga, S P.

Com relacio as diferencas entre as taxas de prevaléncias observadas para
os protozoarios (27,0%) e helmintos (13,5%) nas comunidades rurais estudadas,
n3o houve diferencas estatisticamente significantes {p=0,612) entre as pessoas
parasitadas por protozoarios ou por helmintos. Esta analise demonstra que as
precarias condicbes de saneamento nestes bairros sdo iguatmente importantes e
favoraveis tanto & veiculacdo hidrica das formas infectantes (cistos e oocistos) dos
protozoarios, quanto a disseminagdo e maturagdo dos ovos dos helmintos no

ambiente.

76



Conclustes

7 - CONCLUSOES

Os resultados alcancados nessa pesquisa permitem concluir que:

1. A presenca dos protozoarios patogénicos Cryptosporidium spp. e Giardia
spp. foi confimnada em 25,0% das fontes de aguas minerais naturais de Campos

do Jord&o, SP, Brasil.

2. As fontes da area urbana apresentaram maior positividade em relagaoc as

nascentes presentes na drea rural do municipio de Campos do Jordao.

3. A ocomréncia desses protozoarios em aguas provenientes das fontes
naturais do municipio de Campos do Jorddo, n&o obstante as baixas
concentragdes de oocistos (0,2 a 0,3 por litro) e de cistos (0,07 a 0,1 por litro}
presentes nas amostras hidricas analisadas, assim como o consumo destas aguas
sem tratamento prévio, representam risco de aquisicio de criptosporidiose e de

giardiose para a populag¢éo local e para os turistas.

4. A sazonalidade dos protozoarios nas fonites examinadas nao foi
estabelecida em fungéo do pegueno numero de amostras positivas no periodo de

estudo.

5. Os resultados dos experimentos controle positivos onde as taxas de
eficiéncia de recuperagio para oocistos foram de 70,9% e, para cistos, de 48,3%,
demonstram que a metodologia empregada nesta pesquisa foi apropriada para a
deteccdo dos protozoarios Crypfosporidium sp. € Giardia sp. em amostras de agua

mineral natural.
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6. As condigbes ambientais vigentes ao redor das fontes além do precario
estado de conservagdo das mesmas, foram fatores que contribuiram para a
veiculacdo e ocorréncia de Cryptosporidium sp. e de Giardia sp. nas aguas das
nascentes incluidas no estudo e, revelam a possivel influéncia das aguas de

chuva na contaminacéo da agua de origem subterréanea.

7. A prevaléncia de Cryptosporidium sp (8,1%) e de Giardia duodenalis
(5,9%) nas comunidades rurais & um dado extrema importancia em Salde

Publica.

8. A auséncia de agua tratada, de sistema de escoamento sanitario e as
condigbes socio-econdmicas das comunidades rurais incluidas no inquénto
parasitologico podem ter contribuido para a elevada prevaléncia das parasitoses

intestinais (49,2%) observada neste estudo.
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Anexos

9 — ANEXOS

9.1 - ANEXO |

QUESTIONARIO - INQUERITO PARASITOLOGICO

B NI et ettt et e et e et ee et e eae et s baseeaat e s se s e nan e ta e eemn st en s s eeeet e emet e es e et e e e aremneen
2. Idade: 2a: Natural de;

3. Sexo: ( Masc. ( Wem.

4. Bairro: ( )Campista { »Vila dos Mellos.

5. Grau de instrucdo: ( 1% grau ( Jnio alfabetizado.

6. Se crianga, grau de instrugdc da mée: ( )1°grau  nfo alfabetizada( )  Outros( )
7. Renda familiar: { )t salério minimo { ) mais que 1 salario.

8. Atrvidade ou emprego atual: . .........cocooceiiiicin

9. N°de pessoas que moram na casa: ( Jaté4 () mais que 4 pessoas.

10. Tipe de moradia: { )alvenaria ( ) madeira .

11. N de cdmodos/casa: ( )2 { )3 oumais

12. Banheiro é: { )dentrodaca { ) foradacasa

13. Destino das fezes: { Jesgoto/fossa ( ) corrego

14. Muro delimitando quintal/fjardim: ( )sim { )ndo.

153 Lixe: ()} tem coleta municipal ( ) nfo tem coleta municipal.
16. Tem animais domésticos: ( )sim { )ndo.

17. Animal fica dentro de casa: { ) sim { )nso.

18. Crianca: contato com animal: ( )sim (¢ )nfo.

19. Bebe dgua : { ) da fonte { ) da rede publica/SABESP.
20. Uso da 4gua : ( Yeozinhar ( )beber ( )sé p/alavarroupa { )banho

21. Atmazena dgua? { ) n3o ( )sim. Onde?....o..oici e, POTE
casa?................Recipiente abertoT ..........cocooooiiieiee e

22. Cuidado c/agua de beber: ( ) ferve ( ) filtra

23. Tomou vermifugo/30 dias? { )} skm {( )ndo

24, Teve diarréia/30 dias? ( ) sim ( ) nio.

25. Costuma andar descalgo? ( ) as vezes ( ) nfo.

26. Costumea mexer com ferra: { ) sim { )uodo.

27. Fez exame de fezes recentefte: { dysim ( Y ndo.

28 Qual resultado: ( ) negative ( dpositivo. Qual?........ooo o
29 Estd tomande alguma medicacdo? Qual?... ...

de
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9.2 - ANEXC I
Termo DE CONSENTIMENTO
\ UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
& IB DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA %
(‘ LABORATORIO DE PROTOZOOLOGIA U
Instituto de Biologia Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP

Cidade Universitaria “Zeferino Vaz®, sin 13083-970 - Campinas — SP
®(0**19) 3788-6280 / 3788-6285 Fax: (0**15) 32893124

Termo de Consentimento para o Inquérito Parasitologico

Apbs esclarecimentos sobre o projeto de pesquisa do Aluno
Nilson Branco (RA: 013081} realizado na Cidade de Campos do Jordao,
autorizo a coleta seriada de fezes e posterior realizacdo dos exames
parasitoldgicos no departamento de Parasitologia da Universidade
Estadual de Campinas.

Estou ciente de que a participacdo nesse estudo € livre e
espontanea, e que os resultados serdo fornecidos e de que néo havera
nenhum prejuizo para mim e meus familiares.

Nome: RG:
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9.3 - ANEXO Il
o}
-,;D l B UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
toatitato ua Giclogin DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA

Cep: 13083-570 — Campinas - SP
W(0™19) 3788-6280 / 3788-6281 Fax: (0*™10) 3788-6282

Cidade Universitaria “Prof. Zeferino Vaz”

SUGESTOES PARA A MANUTENGAC DOS POGOS E RESERVATORIOS REFERENTES A
CAPTAGAO DE AGUA DAS FONTES DE CAMPOS DO JORDAO:

1 - Comentarios gerais:

Geralmente, as &guas subterrineas apresentam caracteristicas fisico-quimicas
compativeis com os padrdes de potabilidade e devido & agl3o de filtragio lenta através das
camadas permeaveis, apresentam-se com baixos teores de cor e turbidez e, do ponto de
vista da microbiologia, as 4guas subterraneas apresentam-se isentas de bactérias, a ndo ser
que o lencol esteja sendo atingido por algum foco de poluigdo nas proximidades do ponto
de captacéio e, do ponto de vista sanitario, os pocos ou seus reservatérios devem ficar
afastados convenientemente de possiveis fontes de contaminacéo tais como instalagtes ou
estruturas que contenham ou veiculem liquidos contaminantes.

2 ~ Comentarios especificos:

Com base nas observagbes feitas durante as coletas referentes a tese de Mestrado
“AVALIAGAO DA PRESENGA DE CRYPTOSPORIDIUM SPP. E DE G/ARDIA SPP. EM AGUA DE CONSUMO
PROVENIENTE DE FONTES DE USO POPULAR NA CIDADE DE CAMPOS DO JORDAO, S P” ainda em
andamento sendo realizada por Nilson Branco 'sob a orientagio da Dra. Regina Maura Bueno
Franco e, visitas técnicas a cidade de Campos de Jordao, sugere-se a adogiio das seguintes
medidas para evitar a contaminagéo das fontes naturais:

2.1- Observar as distancias (horizontais) minimas de afastamento das nascentes e pontos de
reservacao a instalacées potencialmente poluidoras: - 30 metros (no caso de privadas secas,
fossas negras, redes de irrigagio superficial de esgotos, lagoas de oxidago) - 15 m (fossas
sépticas, canalizagdes de esgoto, esterqueiras, depésitos e despejos de aguas servidas). Segundo
ABNT, na norma NBR 7229/1993- “Projeto, construgio e operag@o de sistema de tanques
sépticos”, a distancia horizontal minima entre fossas sépticas e pogos freaticos ou corpos de 4gua
de qualquer natureza deve ser 15 m. O manual de Saneamento da FUNASA, sugere mesma
distancia (15 m) para fossas sépticas e acrescenta que deve ser mantida distancia minima de 45 m
dos demais focos de contaminagie, como chiqueiros, estabulos, valdes de esgoto, galerias de
infiltrag&o e outros; - § m (galerias pluviais, escavagbes e edificios de um modo geral).

No caso da fonte da Amizade, as caixas de passagens estio localizadas préximas & caigada de
via plblica e em local onde animais equinos tem acesso; ao redor das fontes da Vila Nadir, da
Vila Santo Antbnio e da fonte localizada entre os bairros Monte Carlo e Pumas, hé a presenca
de detritos doméstico e de lixos; a limpeza do terreno ao redor da fonte ou ponte de captagio é
uma medida recomendavel visando impedir a entrada de material contaminado (segundo Manual
de Saneamento, Funasa, Ministério da Satde); a construcio de calgadas ao redor da caixa de
passagem, reservatério ou da fonte visa evitar a formagso de lamagal na superficie da area em
questao e impedir a infitragéo das 4guas de superficie. Assim, em pogos ol guando o resarvatbrio
for enterrado (manter minimo de S0 cm sobre a superficie do solo), impermeabilizar a parede (para
pogos: — 3 metros em diregdo ao fundo), construir plataforma (calgada) de concreto com 1 metro de
largura, em volta do pogo ou resetvatério e, construir valetas no entorno para afastamento de
aguas de enxurrada.

O Decreto Estadual 32955/91- que regulamenta a lei n. 6134/98 a qual dispde sobre a preservagao
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dos depdsitos naturais de aguas subterraneds do Estado de 580 Paulo, propde o estabelecimento
de areas de protegio de pogos nascentes e outras captagdes, s¢ julgado necessano, atraves
da instituigio do Perimatre Imediato de Protegho Sanitaria, abrangende raio de 10 metros, a partir
do ponta de captagdo, cercado e profegide com telas. Ainda segundo O MEesmMe, of POLoSs & as
captagdes deverdo ser dotados de laje de profecao sanitana para evitar a entrada de poluentes.
Ectas lajes devern ser de concrefo armado, ter declividade do centro para as bordas, espessura
minima de 10 cm e &rea nao inferior a 3 m*

Os pontos de captacio devem estar em nivel superior aos focos de contaminacio, como lossas,
depdsitos de lixe, estrumeliras, currais, pocilgas e galinheiras,

2.2 - Comreta manutencio dos reservatdrios: na area rural, na maioria das fontes visitadas, os
reservaldnios apresentavam-ge em condigdes basfante precarias, inclusive com tampas de camento
ou tabuas onde se observava rachaduras e fresias | permitindo 2 entrada de dguas de enxurradas
e de chuvas, além de peguenos animais e insetos [fontes dos bairros Matadouro, Campista,
Gavido Gonzaga e Vila dos Mellos), também as canalizagdes que conduziam a agua gue aflora
3 superficie eram inadequadas do ponto de vista sanitario; assim, sugere-se a ullizacio de caizas
dagua ou construgio de reservatirio em alvenaria, com cimento e concrelo (De acordo com
FUMASA, 2004, em "Elaboragde de Projeto de Melhonas Sanitarias Domiciliares = Orentagbes
Técnicas®, oo reservatonios ou camas de passagem devem ser de fibra de vidro, polietdeno, pre-
fabricados de cimenio armada ou alvenaria, ndo devenda ser ufilizado material com amianto na
U3 composicao), @ alnda de acorde com as nomas apresemadas ne Manual de Saneamento,
FUMASA, ME maniendo-se uma aflura da cata de reservagao de 50 a BO cm a partir da suparficie
da salo

Sequndo ABMT, na noma MBR 122441882 "Construgio de pogo para caplacio de agua
sublarrdnea”, a borda supenior deve estar no minims 50 om sobre a supericle do sala).. A laje do
rezeryatano tambem deave ter declividade do centro para a borda [sugestio; 3%), bem como o
cofrefs vedamento das tubulagdes [de colefa & distribuigdo) da dgua reservada (a aducio da dgua
por mein de mangueiras flexiveis deve ser executada com o minimo de emendas possiveis, e
guando estas se fizerem necessanas, usar conexdo adequada para manguelras flexivels (conexao
rigida que liga mangueiras pela face inlema) e bragadeiras na face externa para garantir a
eslanqueddade), as tampas devem ser de concreto ou madeira, em boas condiches, denando-se
abertura de inspecds (minima 0,8 X 0,8m e com rebordo) e tampa de encaixe (tampa lacrada com
chapa soldada ou tampa rosguedvel)

3 - Impedir acessa de animais’ em algumas fontes (Elefantinho e Amizade), o acesso de animas
20 local do ponfo de reservagao fol conslatado, sendo wisiveis fezes frescas ao redor do
reseryatinog ou na tampa do mesmo, racomenda-se a construcde de cercas (com felas) ou mures
cdelimitando esfas areas, impedindo o acesso e o ransito de pessoas e ou animais ao local

4 - Mo caza de algumas fontes [Vila Madir, da Amizade, Monte Carlo, Santo Anténlo @ Simao) o
fontanaro @ construide em alvenara e revestido de azulejos e rejunte que compromeiem a
qualidade da agua, recomenda-se ulilizar inox para estes fins. As caizas de passagens fambem
estdo malconservadas, sendo necessarias melhorias como as descritas no item 2 (Limpeza
periddica das fontes & resenvaldnos e desinfeccdo com solugdo dorada. As caixas de reservacdo
au passagem devemn sef doladas de exiravasor com tela, cano de descarga de fundo provido de
registro, lecalizado abaixo da saida para abastecimendo, para limpeza e retirada de partlculas
sedimentadas).

Em captagao de fonte de encosta, usar calka de tomada com paredes impermeabilizadas, lage de
protecio além do reservaldno, tampa de inspecao e dispositivos para limpeza, canaletas na pare
supenor do lerrens para afasiamento de aguas de enxurrada, protecio da area com cerca de tela
[War Figura Manual de Saneamento - FLIMAZA)
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Figura 15 — Caixa de tomada — fonte de encosta
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Fonbee Uzaid, 1961

Responsabilidade Técnica:

Milzon Branco
Aluno do Curso de Pos Graduagio em Parasitologia

Ora. Regina Maura Bueno Franco
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9.4 — ANEXO IV
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Figura 3 Ponto de c;pm;ﬁn Fonte n® 07 de &gua em area
pastagem com fezes de animal

T e o, R B
rua praxima a Fonte n° 01
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Figura 11: Fezes humanas sobre o ponto de captagio (a); caixa de passagem localizada na
calgada (b), Fonte n® OF

L .. - - _-. . o 5 .. : r'.-:l.... " .‘.__ : = o ;h <
Figura 12: Fonte de agua natural Figura 13: Fonte utiizeda apds ser
na encosta do moro (Fonte n"01 ) interdifada pela prafeitura (Fonte n®0&)
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igun; 14: Ponto de captagéo Incalizada em u o ntetlor da
mata (Fonte n® 02,

Figura 15: Fonte n® 10; (a) resenvatirio de agua; (b) animais
pastando,



