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Resumo

O reservatério de Salto Grande é formado pelo rio Atibaia que contribui para a
poluicdo das 4aguas superficiais desta represa, devido ao despejo de efluentes
domésticos. Além disso, o desenvolvimento urbano, a industrializagdo e atividade
agricola nas proximidades da represa, também proporcionam alteracdo da qualidade
das aguas deste manancial. Os protozoarios gastrointestinais, Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. estdo amplamente presentes em ambiente aquatico e suas formas
infectantes, cistos e oocistos, sdo resistentes as condicbes ambientais (temperatura,
radiacao solar) e ao processo de desinfeccdo da agua (principalmente a cloracao).
Inimeros surtos de gastroenterite foram causados por estes organismos devido a
veiculacao hidrica sendo que estes protozoarios patogénicos tornaram-se uma
preocupacao constante para os sistemas produtores de agua. Os objetivos desta
pesquisa foram: verificar a ocorréncia de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. nas aguas
superficiais em quatro locais da represa de Salto Grande (Ponto 1: Mini-Pantanal, Ponto
2: Saltinho, Ponto 3: Praia Azul e Ponto 4: late Clube) com periodicidade mensal (12
meses); avaliar a qualidade da agua mediante analise microbiolégica e fisico-quimica
deste manancial; comparar a ocorréncia destes protozodarios nos diferentes pontos (1, 2,
3 e 4); verificar a correlagdo entre Giardia, Cryptosporidium e os parametros analisados;
verificar a aplicabilidade do método de filiragio em membrana para deteccdo dos
protozoarios em um manancial eutrofizado; comparar qualitativamente dois kits
comerciais de anticorpos monoclonais para deteccao destes agentes parasitarios. Para
0S ensaios parasitologicos, foi empregada a técnica de filtragdo em membrana de
acordo com Franco et al (2001) e visualizagcdo mediante reagdao de imunofluorescéncia
direta com anticorpos monoclonais comerciais; 2) para 0os ensaios microbiol6gicos
visando a detecgdo de coliformes totais, termotolerantes e/ou Escherichia coli utilizando
as técnicas de tubos multiplos de acordo com os procedimentos descritos no “Standard
Methods” (APHA,AWWA WEF 2005) e; 3) a contagem de células de cianobactérias foi
feita por sedimentagdo em camera de Utermdhl, e utilizacao de microscépio invertido e
reticulo de Whipple (CETESB, Normalizagcdo técnica-NT-06.L5.303,2005). A andlise
estatistica foi realizada com o emprego das técnicas de Andlise de Variancia, Teste de
Comparacgao Multipla de Médias (Teste de Duncan), Teste de Qui-Quadrado, Correlacao
de Pearson com o objetivo de comparar a positividade para os protozoarios nos
diferentes pontos de coleta e verificar a existéncia de correlacdo entre parametros
bioldgicos, fisico-quimicos e parasitolégicos das amostras de agua do reservatorio. De
janeiro a dezembro de 2008, 48 amostras de agua foram colhidas. Nos pontos 1 e 2,
cistos de Giardia foram detectados em 16,6% (326 cistos/L) e 41,6% (785 cysts/L) das
amostras, respectivamente. Oocistos de Cryptosporidium foram detectados somente no
ponto 2, em 8,3% das amostras (170 cistos/L) enquanto nos pontos 3 e 4 ndo foram
encontrados. A técnica de filtragio em membranas apresentou eficiéncia de
recuperacao de 8,2% a 34,1% para cistos de Giardia e 5,3% a 8,3% para oocistos de
Cryptosporidium (pontos 1 e 2) e para os pontos 3 e 4, as recuperagdes foram de 42,6%
a 88,6% para cistos e 31,9% a 87,5% para oocistos. A separagao imunomagnética nao
resultou em recuperacdo dos protozoarios nas amostras de dgua que apresentaram
floracdo de cianobactérias (pontos 3 e 4). Nas amostras de agua dos pontos 1, 3 e 4,



ndo foram encontradas correlagbes entre os protozoarios e coliformes enquanto no
ponto 2, houve correlacao entre cistos de Giardia, coliformes termotolerantes e E.coli.

Palavras-chave: Reservatério de Salto Grande, rio Atibaia, manancial eutrofizado,
filtracdo, Giardia spp., Cryptosporidium spp.
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Abstract

The Salto Grande Reservoir is formed by the Atibaia River, that contributes to the
pollution of this superficial water reservoir due to the discharge of domestic effluents. In
addition, urban development, industrialization, and agricultural activity in the vicinity of
the dam also cause degradation in water quality of this watershed. The gastrointestinal
pathogenic protozoa Giardia spp. and Cryptosporidium spp are ubiquitous in aquatic
environments and their infectious forms, cysts and oocysts, are resistant against
environmental conditions (temperature, solar radiation) and water disinfection process
(chlorination). Numerous outbreaks of gastroenteritis have been caused by these
organisms due to waterborne transmission, and these parasitic protozoa have become a
permanent concern in water treatment plants The aims of this study were: to investigate
the occurrence of Giardia cysts and Cryptosporidium oocysts in superficial water
samples of 4 sites of Salto Grande Reservoir (Point 1: Mini-Pantanal, Point 2: Saltinho,
Point 3: Praia Azul and Point 4: late Clube) in 12 month period; to assess water quality
by microbiological and physical-chemical analysis of water samples from 4 points of this
reservoir; to compare the occurrence of these protozoa in different points (1, 2, 3 and 4);
to verify the correlation among Giardia, Cryptosporidium and the analyzed parameters;
to examine the applicability of the membrane filtration technique for the detection of
protozoa in an eutrophic watershed; to qualitatively compare two commercial kits of
monoclonal antibodies for detecting these parasites. For parasitological assays, the
membrane filter technique according to Franco et al (2001) was employed following
visualization by direct immunofluorescence assay (IFA) with commercial monoclonal
antibody for enumerating cysts and oocysts in various samples; 2) for microbiological
tests aiming the detection of total coliforms, thermotolerant and/or E.coli, the techniques
of multiple tubes were used according to the procedures described in “Standard
Methods” (APHA, AWWA, WEF, 2005) and 3) cyanobacteria cells counting was
performed with Utérmohl Chamber and inverted microscopy and Whipple Grid
(CETESB, Normalizagdo técnica-NT-06.L5.303, 2005). Statistical analysis was
performed using Analysis of Variance, Multiple Comparisons Test (Duncan’s test), Chi-
square Test and Pearson Correlation, in order to compare the occurrence of protozoa in
different points, and to verify the presence of correlation among biological parameters,
physical-chemical, and the presence of parasitic protozoa in water samples from the
reservoir. From January to December in 2008, 48 water samples were collected. In
points 1 and 2 (Mini-Pantanal e Saltinho), Giardia cysts were detected in 16,6% (326
cistos/L) and 41,6% (785 cysts/L) of the samples, respectively. Cryptosporidium oocysts
were detected only in point 2 (Saltinho) in 8,3% (170 oocysts/L) of the samples, while in
the others points (3 e 4), both parasites were not detected. The membrane filtration
technique attained recovery efficiency range of 8,22% to 34,18% for Giardia cysts and
5,3% to 8,3% Cryptosporidium oocysts (points 1 and 2) and for points 3 and 4, the
recoveries efficiency were 42,63% to 88,66% for cysts and 31,97% to 87,5% for oocysts.
The immunomagnetic separation did not result in recovering of protozoa in water
samples with cyanobacteria blooms (points 3 and 4). In water samples from points 1, 3,
and 4, no correlations were found between parasites concentration and coliforms. Water
samples from point 2, in contrast, had correlation among Giardia cysts, thermotolerant
coliforms, and E.coli.
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Key-words: Salto Grande Reservoir, Atibaia river, eutrophic watershed, filtration, Giardia
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1. INTRODUCAO

O volume total da agua no planeta é de 1,4 bilhdes de km®, sendo a maior parte
constituida por agua salgada (97,5%) e aproximadamente 2,5% de agua doce. A agua
doce no planeta esta na forma de geleiras ou calotas polares (70%), sendo que cerca de
29,7% apresenta-se como agua subterranea e somente 0,3% na forma de rios e lagos
(UN-WATER STATISTICS, 2009a).

No Brasil, a disponibilidade hidrica corresponde a 12% dos recursos hidricos do
planeta e a vazao média anual dos rios é de 180 mil m*s. Considerando a entrada de
rios estrangeiros em territério brasileiro (regido Amazonica com vazao de 86.321 m¥s;
Uruguai com 878 m®s e Paraguai, 595 m®/s), estas vazdes contribuem para a vazio
média total do pais, com 267 mil m%s, ou melhor, 18% da disponibilidade hidrica do
planeta (ANA 2007).

A disponibilidade hidrica sempre esteve associada ao desenvolvimento humano,
mas a qualidade e a quantidade da agua sao fatores que limitam o crescimento do
homem, além de ser importante na manutencdo do ecossistema e producdo de
alimentos (SALATI et al, 2002).

Quanto ao uso, a maior parte dos recursos hidricos empregados no Brasil é
destinada para atividades produtivas, com destaque para a irrigacao cuja utilizacdo da
agua € de 46%. Nas regides Sudeste e Sul, onde se encontram as maiores
concentragdes urbanas e industriais brasileiras, as deficiéncias encontradas sao,
sobretudo, de qualidade da agua (ANA, 2007).

O uso da agua vem aumentando duas vezes mais do que a taxa de crescimento
da populacdo neste século, apesar de ainda nao caracterizar um panorama de
escassez global, o numero de regides com déficit de agua vem aumentando. A situagéao
se agravara rapidamente em dareas de crescimento urbano onde o aumento da
demanda de agua torna critica a exigéncia da qualidade da agua (UN-WATER, 2006).

As atividades antrépicas como desmatamento da cobertura vegetal, a agricultura,

a intensa urbanizagdo e crescimento das industrias contribuem de forma significativa



para a degradacdo dos mananciais e poluicdo dos recursos hidricos, afetando a
qualidade da agua (SALATI et al, 2002).

A capacidade dos corpos d’agua em neutralizar os efeitos adversos causados
pelas cargas poluentes de efluentes urbano, industrial e rural é limitada, desta forma a
degradacao da agua é a maior causa da escassez hidrica (UN-WATER, 2006).

No Brasil, entre 2001 a 2007, o volume de efluentes industriais lancados nos rios,
diminuiu de 4.190 m® para 1.890 m* t de produto fabricado, devido a uma politica de
reuso das industrias quimicas (ABIQUIM, 2008).

Os efluentes industriais contém em sua composicdo os poluentes persistentes
(metais potencialmente téxicos), pesticidas, farmacos e hormdnios, que sao os
chamados micropoluentes (MACDONALD et al, 2000; FENNER et al, 2005; BILA et al,
2007) nas concentracdes de pg.I' e ng.I", porém com grande potencial toxicolégico
(JOBLING et al, 1998; OHE et al, 2004).

Quanto a bacia PCJ (Piracicaba, Capivari e Jundiai), a carga organica industrial
lancada na sub-bacia do Rio Atibaia provém, em sua maior parte, dos municipios de
ltatiba e Paulinia, responsaveis por quase 60% dos langamentos industriais na sub-
bacia (CBH-PCJ, 2008). A analise do sedimento feita por Cetesb (2009) constatou
presenca de metais como Pb, Cr, Cu, Ni e Zn em varios pontos de amostragem
localizados no rio Atibaia e reservatério de Salto Grande.

Segundo o IBGE (2000), o pais coleta diariamente 14,5 milhdées de m® de esgoto,
sendo que 5,1 milhdes de m® sdo tratados. A regido Sudeste apresenta a maior
proporcao de municipios com esgoto coletado e tratado (33,1%), seguido do Sul
(21,7%), Nordeste (13,3%), Centro-Oeste (12,3%) e Norte (3,6%).

Em 2007, mais da metade dos domicilios brasileiros (51,5%) nao dispunha de
rede de coleta e tratamento de esgoto (TRATA BRASIL, 2007). Na cidade de
Campinas, 80% do esgoto é tratado (SANASA, 2009) e no municipio de Americana,
85% (FGV, 2009). Sao despejados a cada dia, nos cursos dagua, 2 milhdes de
toneladas de esgoto no mundo (UN-WATER STATISTICS, 2009b).

Em virtude disto, as doencas de veiculagao hidrica causadas por virus, bactérias
ou protozoarios, apresentam grande relevancia em saude publica. Os principais

agentes patogénicos de origem fecal, que sao transmitidos pela ingestdo de agua
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contaminada incluem: rotavirus, Vibrio cholerae, Shigella sp, Escherichia coli O157:H7
Campylobacter sp, Giardia sp, Cryptosporidium sp (WHO, 2005).

A diarréia é o principal sintoma gastrointestinal decorrente da ingestao destes
patégenos (WHO, 2009). Aproximadamente 4 bilhées de casos de diarréia a cada ano,
causam pelo menos 1,8 milhées de mortes, sendo que 90% afeta criancas com idade
inferior a 5 anos, e nos paises em desenvolvimento (UNICEF, 2008).

Giardia spp. € um protozoario flagelado pertencente ao Filo Sarcomastigophora, a
classe Zoomastigophorea, a ordem Diplomonadida e a familia Hexamitidae (LEVINE,
1980) e é considerado um dos mais antigos organismos eucariéticos existentes. Pode
ser encontrado em animais domésticos, caes, gatos e em numerosos animais silvestres
como mamiferos e passaros. Porém sua patogenicidade sé é reconhecida em humanos.
No seu ciclo evolutivo, produz cistos que sao resistentes as varias condicdes ambientais
(temperatura, umidade, pH), facilitando a sua disseminagcdo entre os animais, no
ambiente e alimentos (LEVINE et al., 1990; THURMAN et al., 1998; HOQUE et al.,
2002; LECLERC et al., 2002, CACCIO et al, 2005, THOMPSON et al, 2008,
GIANGASPERQO et al, 2009).

A contaminacao de aguas de consumo devido as descargas de esgoto tem
contribuido para a maioria dos surtos de giardiose (JAKUBOWSKI AND CRAUN, 2002),
e tem como origem, as atividades de agricultura e contaminagéo fecal de humanos e
animais (HEITMAN et al. 2002, CACCIO et al, 2005. GIANGASPERO et al, 2009).

Em inquéritos parasitolégicos realizados em Belo Horizonte e Salvador em 2008,
a prevaléncia de criancas com Giardia sp foi de 9,5% e 13,5%, respectivamente
(MENEZES et al, 2008; MATOS et al, 2008). No periodo de 2002 a 2003, em Botucatu,
a prevaléncia de Giardia sp em criancas foi de 23,7% (2002) e 21,4% (2003)
(MASCARINI et al, 2006).

Franco (1997) realizou um levantamento parasitologico e epidemiologico em 13
creches urbanas no municipio de Campinas. Os exames fecais revelaram 31 criancas
(10,09%) com G. duodenalis (no total de 55 criancas com amostras fecais positivas
para protozodrios). Leal et al (2008) avaliaram a prevaléncia de protozooses intestinais
em criangas que freqiientam uma creche urbana de Campinas. Giardia duodenalis foi o
parasito mais identificado nos exames fecais com prevaléncia de 54,16%.



Outro protozoéario patogénico que se destaca € o Cryptosporidium spp. que
pertence ao Filo Apicomplexa, a classe Sporozoasida (sub-classe Coccidiasina), a
ordem Eucoccidiorida e a familia Cryptosporidiidae (LEVINE, 1988).

Juntamente com Giardia spp., Cryptosporidium spp. também tem causado
inumeros surtos de diarréia por veiculagao hidrica devido a contaminacao de aguas de
consumo, a resisténcia do oocisto as varias condicbes ambientais (temperatura,
umidade, pH) e a cloracao (FAYER et al, 2004).

Karanis et al (2007) registraram 325 surtos de veiculagdo hidrica causados por
protozoarios ao redor do mundo, nos dultimos 25 anos. Giardia sp (40,6%) e
Cryptosporidium sp (50,8%) foram responsaveis pela maioria destes surtos. O maior
surto de criptosporidiose noticiado até o momento ocorreu em Milwaukee em 1993,
atingindo 403.000 pessoas, devido a contaminagdo da agua distribuida a populacao
(MACKENZIE et al, 1994).

Em amostras clinicas, as pesquisas revelam prevaléncias de Cryptosporidium
em criangas, de 15,5% a 3,7% de 2002 a 2003 em Botucatu (MASCARINI et al, 2006).
As prevaléncias de Cryptosporidium em 2002 e 2006 foram 18,7% e 37% em Goiania e
Fortaleza, respectivamente (PEREIRA et al 2002; BUSHEN et al, 2007).

No levantamento parasitolégico e epidemiolégico realizado por Franco (1997) em
13 creches urbanas no municipio de Campinas, verificou-se que das 55 criangas
parasitadas, 17 (5,53%) com C. parvum e 5 (1,62%) com outros protozodrios intestinais,
comensais ou patogénicos. Infeccdo concomitante envolvendo G. duodenalis e C.
parvum foi observada em 2 criancas (0,65%). Oocistos de Cryptosporidium também
foram identificados por Leal et al (2008) em 22,91% das amostras (9 por reacao de
imunofluorescéncia direta e 2 por Ziehl-Neelsen). A infeccdo concomitante por Giardia
duodenalis e por espécies de Cryptosporidium foi verificada em 12,5% das amostras
analisadas (n = 6 criangas).

Ambos o0s protozodrios (Giardia e Cryptosporidium) apresentam em comum
fatores epidemioldgicos e bioldgicos que favorecem a disseminacdo destes agentes
parasitarios mediante o consumo de agua: a ubiqlidade de cistos e oocistos no
ambiente aquatico, a persisténcia no ambiente (seis meses em agua a 20°C), a

resisténcia aos desinfetantes comumente utilizados no tratamento de &gua para
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abastecimento publico e/ou para piscinas e baixa dose infectante que varia, dependendo
da cepa, de 10 cistos ou menos e de nove a 1.042 oocistos (FAYER et al., 2000;
ORTEGA e ADAM, 1997).

No Brasil, as pesquisas sobre a ocorréncia dos protozoarios Giardia e
Cryptosporidium em aguas superficiais comegaram a ser desenvolvidas no final da
década de 90; dados iniciais indicaram a presenga de oocistos e cistos em aguas
superficiais, subterrdneas e em esgotos, especialmente em areas metropolitanas e de
alta concentracao populacional (CANTUSIO NETO e FRANCO, 2004; HACHICH et al,
2004, FARIAS et al, 2002; FRANCO et al, 2001; GAMBA et al, 2000; MULLER, 2000;
DIAS JUNIOR, 1999; NEWMAN et al, 1993).

Cantusio Neto e Franco (2004) detectaram 32,8 cistos/L de Giardia spp. em 90%
das amostras de agua bruta do rio Atibaia enquanto que oocistos de Cryptosporidium
spp. foram encontrados por Franco et al (2001) com taxa de 54,1 oocistos/0,5L em
amostras de agua bruta do rio Atibaia.

A regidao metropolitana de Campinas faz parte da Unidade de gerenciamento de
Recursos Hidricos 5 (UGRH 5), compreendendo mais de 11% da populacédo do Estado
e, de acordo com dados do Plano Estadual de Recursos Hidricos (2004-2007), 85% dos
habitantes vivem em areas urbanas (CETESB, 2008).

Nesta UGRH 5, sédo coletados 85% do total do esgoto produzido, enquanto o
indice de tratamento é da ordem de 41% do esgoto gerado, segundo a CETESB, 2008.
Esta regido é destacada pelo parque industrial (telecomunicacdes, informatica, petréleo,
papel, celulose), usinas sucroalcooleiras, produtos téxtil e alimenticio, além da
agricultura (CETESB, 2008).

Os principais rios e reservatorios desta unidade s@o os rios Capivari, Capivari-
Mirim, Jundiai, Jundiai-Mirim, Pirai, Atibaia, Corumbatai, Jaguari, Camanducaia e
Piracicaba, reservatorios de Salto Grande (em Americana), Atibainha, Cachoeira e
Jaguari (Fig. 1) (CETESB, 2008).

Segundo Cetesb (2009), a disponibilidade hidrica da UGRH 5 (que abriga a
regido metropolitana de Campinas), apresenta uma &area de drenagem de 15.303 km?,
com vazdo média de 172 m%s e vazdo minima de 43 m®s. As sub-bacias dos rios

Jaguari e Piracicaba apresentam as maiores disponibilidades hidricas, cada qual com
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23% do total (vazdes hidricas de 3.241 m®/s e 3.256 m®/s, respectivamente) (CBH- PCJ,
2008).

O reservatério de Salto Grande é formado pelo rio Atibaia e localiza-se na cidade
de Americana-SP (Fig.2) (CBH-PCJ, 2008).

Segundo CETESB (2008), um dos trechos de cursos d’agua considerado “ruim”
ou “péssimo” quanto ao indice de Qualidade de Agua, esta localizado na montante do
reservatorio de Salto Grande e jusante do municipio de Paulinia.

A construcdo deste reservatdrio ocorreu no periodo entre 1940 e 1949; sua
funcdo foi possibilitar o aproveitamento hidrelétrico pela Usina Hidroelétrica de
Americana da Companhia Paulista de For¢a e Luz (CPFL). Além disso, contribui para a
regularizacdo da vazdo do rio Piracicaba, além de ser importante para irrigacéo,
piscicultura, recreacdo e abastecimento (DEBERDT, 1997; FONSECA, 2008). Nas
décadas de 70 e 80 foi considerado um grande pélo turistico (ESPINDOLA et al,
2004a).

Na margem direita da represa de Salto Grande, ha o predominio da cultura de
cana-de-acucar e laranja, poucas areas de remanescentes florestais como capoeira e
mata ciliar. Na margem esquerda, estdo as areas urbanas da Praia Azul e Praia dos
Namorados, casas de veraneio, late Clube, sitios, areas de pastagem e agricultura
(LEITE, 1998).

Segundo Rios (1999), o reservatério de Salto Grande funciona como um sistema
de tratamento de efluentes retendo grande parte do material que chega do rio Atibaia
melhorando a qualidade da 4gua do Rio Piracicaba.

Em virtude da influéncia de processos de degradacdo da agua (despejo de
esgoto doméstico, industrial, agricola) exercidos pelo homem, houve nos ultimos anos,
uma expressiva mudanga da estrutura do ambiente fisico, quimico e bioldégico das
bacias hidrogréficas resultando em assoreamento, diminuicdo de diversidade de
habitats e micro-habitats e eutrofizacdo (GOULART e CALLISTO, 2003), como é o caso
da represa de Salto Grande. A eutrofizacdo das aguas significa enriquecimento por
nutrientes, principalmente nitrogénio e fésforo, levando ao crescimento excessivo de
plantas aquaticas (macréfitas e plancténicas), desequilibrio e progressiva degradacao

da agua em corpos lénticos (FIGUEIREDO et al, 2007). Este processo causa para o
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ambiente aquatico, a reducao do oxigénio dissolvido, da biodiversidade aquatica, morte
de peixes e aumento da incidéncia de floragdes de cianobactérias (FUNASA, 2003).

As cianobactérias sado microrganismos fotossintetizantes pertencentes ao
dominio Bacteria. Por muito tempo foram consideradas como algas do dominio Eukaria
por sintetizarem clorofila-a, sendo denominadas como cianoficeas ou algas verde-
azuladas (“blue green algae”). Em 2001, foram incluidas no Filo Cyanobacteria do
dominio Bacteria (BOONE et al, 2001).

As populagbes de cianobactérias quando em crescimento abundante no
ambiente, podem ser detectadas por meio das mudancgas de coloragdo da agua com
tons de verde azulado quando predominam “espumas” superficiais de Microcystis spp.
(AGUJARO et al, 2008).

Estas floragbes ou “blooms” ocorrem devido as elevadas concentracdes de
nutrientes como nitrogénio e fésforo, temperaturas elevadas, luz adequada e condi¢des
estaveis da coluna d’agua (AGUJARO et al, 2008).

Dependendo do género predominante numa floragdo de cianobactérias, a
condicao de serem potencialmente toxicas deve ser considerada, pois algumas podem
produzir toxinas, denominadas cianotoxinas. Estas sdo formadas por 3 grupos de
substancias quimicas: os peptideos ciclicos, alcaléides e lipopolissacarideos
(AGUJARQO et al, 2008) e ainda podem ser divididas de acordo com o seu mecanismo
toxico nos vertebrados (CARMICHAEL et al, 2001): hepatotoxinas (microcistinas e
nodularinas), neurotoxinas como alcaléides ou organofosforados (anatoxina-a,
anatoxina-a(s) e saxitocinas), citoxinas (cilindrospermopsinas), dermatotoxinas
(lyngbyatoxinas) e toxinas irritantes (lipopolissacarideos).

Estudos no Brasil sdo crescentes e enfocam aspectos de qualidade da agua e
saude publica por exposicao ou ingestdo destes organismos e suas toxinas (AGUJARO
et al, 2008). No Brasil, o caso mais grave ocorreu em Caruaru, quando 60 pessoas
submetidas a hemodidlise morreram por intoxicagdo hepdtica causada por toxina
produzida por cianobactérias (JOCHIMSEN et al, 1998). Outro episddio relacionado as
floracbes de cianobacterias no Brasil ocorreu na Bahia, na regido de Paulo Afonso
quando ocorreram 2.000 casos de gastroenterite resultando em 88 mortes (TEIXEIRA
et al, 1993).



Devido ao potencial toxico das cianotoxinas para os seres humanos, a Portaria n°
518/2004 ressalta a importancia no controle e vigilancia de cianobactérias em aguas
para consumo (AGUJARO et al, 2008).

TUCCI et al. (2004) realizaram uma sintese das dissertagcdes e teses que
abordaram a comunidade fitoplanctonica no reservatério Salto Grande, sendo que as
cianobactérias compreenderam 61 taxons identificados com destaque para a elevada
presenca de espécies potencialmente tdéxicas como Microcystis aeruginosa, Microcystis
spp., Anabaena spp. e Cylindrospermopsis raciborski.

Varios estudos foram realizados sobre a represa de Salto Grande envolvendo
aspectos limnologicos, ecotoxicolégicos e comunidades, tais como: Reservatorio de
Salto Grande: Uma Caracterizagdo Geral do Sistema (ESPINDOLA, et al, 2004a); A
Influéncia do Desenvolvimento Econémico e Industrial na Degradacao da Qualidade da
Agua do Reservatério de Salto Grande (LOPES et al, 2004); Caracterizacdo
Limnoldgica do Reservatério de Salto Grande: Uma Andlise Espacial e Temporal
(ESPINDOLA et al, 2004b); Quantificacdo de Metais na Agua do Reservatério de Salto
Grande (LEITE et al, 2004). Entretanto, ainda nao existem dados sobre a ocorréncia
dos protozoarios patogénicos Giardia spp. e Cryptosporidium spp em aguas dessa
represa.

Diante desse cenario, € interessante, do ponto de vista da Saude Publica,
investigar a ocorréncia de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. em
amostras de aguas deste reservatério, considerando que para a populagdo da cidade
de Americana, a represa serve de area de recreacao para criangas, esportes nauticos e
atividades de pesca e contribui para a regularizagao da vazao do rio Piracicaba.

Além disso, ha poucos dados no Brasil em relacdo a presenca desses
protozoarios patogénicos em aguas de reservatorio, eutrofizadas e com constante
presenca de floragdes de cianobactérias, como ocorre na Represa de Salto Grande,
objeto deste estudo. Rodgers et al (1995) verificaram reacdo cruzada de anticorpos
monoclonais fluorescentes anti-Crypto e anti-Giardia com algas e cianobactérias o que
pode gerar resultados falso-positivos para estes protozoarios.



Esta investigacdo propde verificar a ocorréncia de cistos de Giardia spp. e
oocistos de Cryptosporidium spp. em diferentes pontos do reservatoério de Salto Grande,
utilizando a técnica de filtragdo em membranas de acordo com Franco et al. (2001).
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Figura 1 - Mapa da Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos 5 (UGRH 5)-
Piracicaba, Capivari, Jundiai.
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Figura 2 - Mapa do Reservatério de Salto Grande da cidade de Americana-SP.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Doencas de veiculacao hidrica

As doengas de veiculagdo hidrica ocorrem em todo o mundo, ndo somente nos
paises em desenvolvimento, mas naqueles com elevado grau de saneamento bésico e
oferta de agua tratada (KARANIS et al, 2007; KRAMER et al, 1996).

Desde 1984, ocorreram 325 surtos epidémicos causados por protozoarios
patogénicos devido a contaminacdo da 4gua. Alguns deles, mais expressivos,
causaram grande prejuizo econdmico devido ao custo das hospitalizagbes e medicagao
aos individuos infectados, como também proporcionaram inconfiabilidade na agua de
consumo e aos sistemas produtores de agua (KARANIS et al, 2007).

Historicamente, os surtos de transmissao hidrica causados pelo protozoario
Cryptosporidium spp., originadas da ingestdo de agua contaminada s&o mais
reconhecidas do que aqueles originados pela ingestao acidental de aguas de recreacao
(SMITH e NICHOLS, 2009).

Desde 1971, nos Estados Unidos, a Agéncia de Protegcdo Ambiental (United
States Environmental Protection Agency-USEPA) e o Centro de Controle e Prevencao
de Doengas (Center for Diseases Control and Prevention-CDC) sao érgaos que vigiam
e relatam a ocorréncia e origem das infeccoes de veiculacdo pela agua contaminada
(KRAMER et al, 1996).

Stein (2000) incluiu também como principal contaminante da agua, as
cianobactérias, devido a possibilidade de produgdo de cianotoxinas que podem ser
prejudiciais ao sistema nervoso do homem, sendo que as anatoxinas-a, microcistina-LR
e cilindrospermospina, estdo entre os principais contaminantes quimicos da agua
listados em Richardson (2009).

Desta forma, nos ultimos 25 anos, as doencgas de veiculacdo hidrica causadas
pelos protozodrios parasitas emergiram como um dos principais problemas de Saude
Publica, apesar de medidas de prevengao e avangos da tecnologia de tratamento de

agua, em paises como Estados Unidos e Reino Unido (SMITH et al, 2006).

11



Ressalte-se que ocorreu uma efetiva redugcdo nos patdégenos entéricos
bacterianos (SMITH et al, 2006) desde a introdugéao do processo de cloragdo como uma
etapa obrigatéria no tratamento de agua.

Entre os protozoarios, Giardia sp (40,6%) e Cryptosporidium sp (50,8%) foram
responsaveis pela maioria destes surtos ao redor do mundo. Entamoeba histolytica e
Cyclospora cayetanensis foram os agentes etiolégicos incriminados em 9 (2,8%) e 6
(1,8%) surtos, e Toxoplasma gondii e Cystoisospora belli (= I. belli) ocasionaram 3
surtos cada (0,9%), enquanto 2 (0,6%) eventos foram devidos a veiculagdo hidrica de
Blastocystis hominis. Qutros agentes parasitarios, como Balantidium coli,
microsporidios, Acanthamoeba e Naegleria fowleri foram responsaveis por 1 surto,
cada um deles contribuindo com 0,3% (KARANIS et al, 2007).

As principais fontes de contaminacao por protozoarios patogénicos em aguas
superficiais incluem: a descarga de esgotos néo tratados e tratados (considerando que
0s processos de tratamento de esgotos ndo sdo capazes de alcancar 100% de
remocao), a deposicao de fezes animais em cursos d’agua, o escoamento superficial do
solo onde foram depositadas fezes de animais domésticos e silvestres (GRACZYK et
al, 2000; SMITH E GRIMASON, 2003).

Para Xiao e Ryan (2006), a contaminacao das aguas de abastecimento pode ser
resultado de inumeras fontes como polui¢cdo industrial, chuvas, fezes de humanos e de
animais, esgoto doméstico e rural e vazamento de sistemas sépticos.

Oocistos e cistos sédo frequentemente detectados em amostras de esgoto bruto
ou tratado com concentragdes variaveis: de 10° a 10* oocistos/L e 10° a 10° cistos/L e
10" a 10° oocistos/L e cistos/L, respectivamente (CARRARO et al, 2000). Santos et al
(2004) detectaram altas concentracdes de cistos de Giardia spp. (4,0 x 10* a 1,2 x 10°
cistos/L) e oocistos de Cryptosporidium spp. (4,4 x 10* a 8,0 x 10*) em amostras de lodo
ativado de uma Estacao de Tratamento de Esgoto de Campinas.

Estudos comparativos sobre os riscos de surtos epidémicos de criptosporidiose
por veiculagdo hidrica sugerem que o conhecimento da fonte de contaminacéo e agdes
promovendo alteragées no tratamento, devam ser tomadas caso numeros maiores ou
iguais a 3 a 30 oocistos ou cistos/ 100 litros de agua tratada sejam encontrados, pois ja

indica risco de surto epidémico (CARMENA et al, 2007).
12



Mesmo em paises desenvolvidos onde o tratamento de esgoto é praticado com
tecnologia sofisticada e é amplamente difundido, muitos surtos tiveram o esgoto
doméstico como sendo a fonte poluidora dos recursos hidricos (GAJADHAR et al.,
2004, MACPHERSON, 2005).

O protozoario Cryptosporidium spp. foi considerado como um relevante problema
de saude publica, atingindo individuos imunocompetentes, ap6s o surto de Milwaukee
(Wisconsin-EUA) em 1993. Neste episddio, 403 mil pessoas foram infectadas em uma
cidade de 1,5 bilhdes de habitantes, causando 100 mortes; no entanto, estes numeros
podem ser subestimados porque somente pessoas com sintomas de diarréia aquosa
foram consideradas no levantamento oficial (MACKENZIE et al, 1994). A agua
distribuida para a populagdo, mesmo atendendo aos padrdes estabelecidos pela
legislagcdo norte-americana, continha uma pequena quantidade de oocistos cuja origem
foi a contaminacdo por esgoto doméstico no manancial de captagdo (Lago Michigan)
(MACKENZIE et al, 1994).

Entre 2005 e 2006, ocorreram 20 surtos por agua de consumo em 14 estados
nos Estados Unidos atingindo 612 pessoas e 4 mortes, 12 (60%) foram causados por
bactérias, 3 (15%) por virus, 2 (10%) por parasitos e 1 (5%) por outro agente etiolégico
e 2 (10%) de origem desconhecida. Cryptosporidium spp. e Giardia spp. foram os
parasitos causadores dos 2 surtos registrados (YODER, 2008a). Ainda neste periodo,
78 surtos por veiculacao hidrica em 31 estados dos EUA, foram associados com aguas
de recreacgao atingindo 4.412 pessoas resultando em 116 hospitalizacées e 5 mortes,
sendo que em apenas 62 foram identificados os agentes patogénicos. Dentre os
principais foram: 34 (43,6%) foram causados por parasitos; 22 (28,2%) por bactérias; 4
(5,1%) por virus e 2 (2,6%) por agentes quimicos (YODER, 2008b). Dos 48 casos de
gastroenterite do total de surtos registrados, 33 foram originados por parasitos,
incluindo 31 (93,9%) causados por Cryptosporidium spp., somente 1 caso (3%) por
somente Giardia spp. € 1 (3%) incluindo ambos os parasitos (YODER, 2008Db).

No periodo de 1986 e 1996, 710 surtos de veiculagéo hidrica foram oficialmente
registrados na Europa. Cryptosporidium spp. foi o agente etiolégico de 208 surtos,
sendo 1 na Croacia, 13 na Inglaterra, 1 na Espanha e outro na Suécia (BARTRAM et al,

2002). Na Inglaterra e Pais de Gales, Nichols et al (2006) identificaram 149 surtos de
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criptosporidiose no periodo entre 1983 e 2005, dos quais, 55 foram relacionados com o
abastecimento de agua municipal, 6 com agua de abastecimento privada, 43 em
piscinas e 16 com contato animal.

Surtos de criptosporidiose e giardiose por veiculagdo hidrica na Franca sao
menos freqlentes que aqueles dos Estados Unidos e Reino Unido (GUYONNET e
CLAUDET, 2002; DALLE et al., 2003; KARANIS et al., 2007). Desde 2001, autoridades
da Frangca exigem o monitoramento de oocistos destes protozoarios em aguas de
abastecimento e de consumo (AFNOR, 2001).

Na Europa, 7.960 casos esporadicos de criptosporidiose foram registrados em 16
paises em 2005, sendo que a maioria ocorreu no Reino Unido (cerca de 5.561), sendo
seguido da Alemanha (1.284), Irlanda (565), Bélgica (357) e Espanha (108), com uma
maior incidéncia em pessoas jovens de 5 a 14 anos de idade. A maioria destes
episodios foi registrada no outono, sendo que 59% ocorreu nos meses de agosto e
novembro, embora nos paises como a Irlanda e Espanha, a maior ocorréncia foi no
verdo. O surgimento destes casos foi atribuido a contamina¢do da agua de consumo
assim como, o tratamento inadequado da agua. Na Inglaterra, a regulamentacéao e a
melhora do sistema de tratamento de agua coincidiram com o declinio da incidéncia de
criptosporidiose (SEMENZA e NICHOLS, 2007).

De julho a setembro de 1998, houve um grave incidente em relagdo a qualidade
da agua de abastecimento em Sidney (Australia), quando altas concentracdes
(milhares) de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. foram
repetidamente observadas em amostras de agua colhidas do sistema de distribuicéo,
embora nenhum aumento de casos de criptosporidiose de veiculagcao hidrica fosse
detectado. Baseados no monitoramento destes protozodrios na agua, Clancy (2000)
realizou uma auditoria independente no laboratério responsavel pela analise, cujos
dados foram fornecidos para Sydney Water Corporation. Foram constatadas diversas
irregularidades tais como: erros de leitura das laminas, onde oocistos foram
encontrados em preparagdes registradas como negativas e ao serem novamente
analisadas, concentragdes de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp.
ndo foram confirmadas e quando presentes, em menores concentragbes daquelas

registradas. Floragcbes de algas presentes nas amostras de agua bruta, foram
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consideradas como oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp., pois
apresentavam o mesmo padréo de fluorescéncia dos protozoarios, apds incubacao com
anticorpos monoclonais fluorescentes, o que gerou resultados falso-positivos.

Rodgers et al (1995) constataram reagédo cruzada das algas e cianobactérias
com anticorpos fluorescentes anti-Giardia e anti-Cryptosporidium, sendo que das 54
espécies de algas estudadas, 24 exibiram grau variado de fluorescéncia. Ressalte-se
que Navicula minima (diatomacea) e Synechococcus elongatus (cianobactéria)
apresentaram padrdo de imunofluorescéncia verde-magcd semelhante aos dos
protozoarios Giardia spp. e Cryptosporidium spp. A presenca de moléculas na
superficie do fitoplancton que se assemelham as proteinas antigénicas dos
protozoarios, permitiu a ligacao dos anticorpos e portanto, a reagéo cruzada.

Surtos de veiculacdo hidrica por protozoarios ja foram registrados no Brasil.
Entretanto, surtos ocasionados por oocistos de Cryptosporidium spp. e Giardia spp nao
foram documentados até o momento no pais. Devido a vulnerabilidade dos mananciais
quanto a contaminagdo com patégenos de origem fecal, € real a possibilidade de
ocorréncia de surtos ocasionados por estes parasitos. No periodo de 1999 a 2001,
surtos epidémicos de ciclosporose (n=2) e de toxoplasmose (n=1) por veiculacao
hidrica também ocorreram no Brasil, nos Estados de Sao Paulo e Parana (MOURA et
al, 2002; DeMOURA et al, 2006) atingindo aproximadamente 1.075 pessoas (FRANCO,
2007).
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2.2 Ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. em
aguas superficiais de rios.

Smith (1998) discorreu sobre os diversos fatores que contribuiram para que os
protozoarios Cryptosporidium spp. e Giardia spp. tornarem-se significantes patégenos
de transmissao hidrica: provocam infecgbes enddgenas com baixa dose infectante, as
densidades de contaminacdo ambiental com cistos e oocistos infectantes séao
suficientes para poluir o ambiente aquatico e os oocistos sdo bastante pequenos para
alcangar a agua distribuida a populacao, apds tratamento da agua, além de serem
resistentes aos desinfetantes comumente empregados no tratamento da agua.

Nestes ultimos anos, inumeros trabalhos foram realizados na detecgdo dos
protozoarios Cryptosporidium spp. € Giardia spp. em agua bruta superficial de rios de
regides rurais e urbanas (HSU et al, 1999; TSUSHIMA et al, 2001; FRANCO et al,
2001; BERINO, 2004; MONTEMAYOR et al, 2005; DIAS et al, 2008; VERNILE et al,
2009, MONS et al, 2009; CASTRO-HERMIDA et al, 2009; NISHI et al, 2009) utilizando
varias metodologias de concentracdo de oocistos e cistos, incluindo o Método 1623
(USEPA). Nestes estudos, também verificaram a origem destes patégenos e como
contaminam o ambiente aquatico.

HSU et al (1999) investigaram a presenca dos protozoarios Giardia spp. €
Cryptosporidium spp. em 13 amostras de agua (15L a 80L) provenientes de sistemas
de tratamento e de regides de fazendas de criagdo de suinos localizadas na Bacia do
Rio Kau-Ping, utilizando o Método de Filtracdo em Cartucho de Polipropileno e reacéao
de imunofluorescéncia. Foram encontradas em 80% e 60% das amostras de agua bruta
superficial (préximas as regidbes de criacdo de porcos) cistos de Giardia
spp.(concentracdo média de 4.776/100L) e oocistos de Cryptosporidium spp.
(concentragdo média de 1.956/100L), respectivamente. A positividade para estes
protozoarios também foi encontrada na agua tratada, sendo que em 100% das
amostras foram positivas para cistos de Giardia spp. (concentragbes de 12 a
57cistos/100L) e 40% para oocistos de Cryptosporidium spp. (concentragces de 35 a
159 oocistos/100L), cujas concentragdes podem indicar um risco potencial para a

ocorréncia de surtos.
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No mesmo periodo, Tsushima et al (2001) analisaram a presenca de oocistos de
Cryptosporidium spp. em 28 amostras de 300 L de agua bruta superficial provenientes
de 10 rios da regidao de Hokkaido, utilizando o Método de Filtracdo em Cartucho,
purificacdo de oocistos pelo método de Sheather e coloragdo por Kinyoun e ensaio de
imunofluorescéncia. Foram encontradas concentracoes médias de 16,73 oocistos /100
litros em 14 amostras de agua bruta superficial que séo localizadas em regiées onde ha
criagdo de gado leiteiro, sugerindo a contaminagdo com fezes de bovinos no curso
d’agua.

No periodo de 2001 e 2003, 33 amostras de agua superficial do rio Llobregat
(Espanha) foram analisadas pelos Métodos de Filtragdo em Membrana de Acetato de
Celulose e separagdo imunomagnética seguida de imunofluorescéncia. Todas as
amostras foram positivas para oocistos de Cryptosporidium spp., nas concentracoes de
0,43 a 1,36 oocistos/L de agua superficial. Neste estudo, concluiu-se que houve
correlagdo positiva destes parasitos com eventos de chuva (MONTEMAYOR et al,
2005).

Concentragdes de oocistos de Cryptosporidium spp e cistos de Giardia ssp,
também foram detectadas em aguas superficiais do rio Foggia na lItalia, em 2005
(VERNILE et al, 2009). Foram utilizados para a concentracdo: Método de Filtragdo em
Membrana de Nitrato de Celulose, purificacdo em solugdo de sacarose para a analise
destes parasitos, sendo encontrado somente Giardia spp. nas 4 das 7 amostras de 20L
de agua bruta superficial, enquanto nao foram encontrados oocistos de Cryptosporidium
spp., devido aos altos niveis de turbidez. Ainda neste estudo, verificou correlagéo
positiva entre os cistos de Giardia spp. e coliformes fecais.

Entre 2005 e 2007, Mons et al (2009) analisaram 162 amostras 20 L de agua
superficial dos rios Sena e Marne da Franga, utilizando os métodos de filtragdo em
capsula Environcheck®(Pall Gelman, Saint Germain en Laye, France)., separacio
imunomagnética e ensaio de imunofluorescéncia, de acordo com AFNOR (2001).
Foram registrados oocistos de Cryptosporidium spp. em 45,7% das amostras e 93,8%
para cistos de Giardia spp., cujas concentragdes variaram de 30 a 245 oocistos/10L e
180 a 511 cistos/10L, respectivamente. Neste estudo, ainda foi observada maior

frequéncia de oocistos de Cryptosporidium spp. em outono quando comparado com
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primavera e verdao e menor freqiéncia de cistos de Giardia spp. no verao em relagao as
outras estacoes.

Na bacia do rio Tambre (Espanha), Castro-Ermida et al (2009) analisaram um
total de 116 amostras de 50 L de agua superficial utilizando Filta-Max, separagao
imunomagnética e imunofluorescéncia. Foram encontradas 62 amostras positivas para
oocistos de Cryptosporidium spp. (2 oocistos/L a 1.200 oocistos/L) e 78 positivas para
cistos de Giardia spp. (2 oocistos/L a 400 cistos/L). A positividade para estes parasitos
pode ser devido a predominancia de criacdo de bovinos na regido onde foram coletadas
as amostras de agua superficial.

J& no Brasil, na regido da Bacia do Rio Piracicaba, o rio Atibaia sofre constante
impacto na qualidade da &gua, oriundo do despejo de esgotos domésticos, industrial e
das atividades agricolas, contribuindo para a presenca de protozoarios patogénicos.
Franco et al (2001) registraram positividade de 57 a 60, 8 oocistos/L de Cryptosporidium
spp. € 33 a 95 cistos/L de Giardia spp nas amostras de 1L de agua superficial deste rio,
utilizando o método de filtragdo em membrana e imunofluorescéncia. As amostras
positivas para os protozoarios apresentavam também alta turbidez.

BERINO (2004) verificou a ocorréncia destes protozoarios nas aguas brutas de
quatro afluentes do Lago Guaiba: Rios Taquari, Cai, dos Sinos e Gravatai. Amostras de
10 L de agua superficial foram analisadas utilizando filtragcdo em capsula Environcheck®
(Pall Gelman Sciences, Inc., MI, USA), separagcdo imunomagnética e coloracao por
Safranina, Kinyoun e imunofluorescéncia. Obtiveram-se 0s seguintes resultados: para
os Rios Taquari, Cai, dos Sinos e Gravatai, respectivamente: 75 %, 42 %, 33 % e 25 %
das amostras foram positivas para Cryptosporidium spp. € 92 %, 83 %, 67 % e 50 %
para Giardia. As concentracdbes médias de Gidrdia spp. foram superiores as de
Cryptosporidium spp. em todos os quatro afluentes. Os valores médios observados
foram: 80 oocistos e 176 cistos/100L no Taquari; 47 oocistos e 66 cistos/100L no Cai;
19 oocistos e 53 cistos/100L no Sinos; 16 oocistos e 92 cistos/100L no Gravatai. As
densidades encontradas indicam que os protozoarios estdo disseminados nas aguas
superficiais dos formadores do Lago Guaiba.

Dias et al (2008) registraram concentracbes médias geométricas de 3,62

oocistos/L de Cryptosporidium spp. € 3,93 cistos/L de Giardia spp. nas amostras de
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10L de agua superficial da bacia hidrografica do Ribeirdao Sao Bartolomeu (MG) entre
2003 e 2004, utilizando Floculacdo em Carbonato de Calcio e imunofluorescéncia. Nas
margens deste manancial, os bovinos utilizavam a agua de corregos e ribeirdes,
sugerindo que estes animais podem ter contaminado os cursos d’agua ao eliminarem
fezes contendo estes parasitos.

No Brasil, Nishi et al (2009) analisaram 15 amostras de 1.000 L de agua bruta do
rio Pirap6 (Parand) utilizando Filtragdo em Membrana e imunofluorescéncia. Foram
constatadas 26,6 % amostras positivas para Cryptosporidium spp. (0,15 oocistos/L) e
6,66% para Giardia spp (0,2 cistos/L). Amostras de agua tratada também foram
analisadas e nao verificaram presenca destes parasitos, confirmando a importancia do
tratamento de agua para a remoc¢ao destes patégenos.

Nao ha um dnico método de concentracdo apropriado para deteccdo de
protozoarios em amostras de agua superficial, pois ndo existe uma metodologia que
atenda a todas as situacdes. Para a escolha do método deve-se considerar o propdsito
da analise, a qualidade da &gua, local de coleta e a estrutura e experiéncia do
laboratério (FRICKER e CRABB, 1998).

As diferentes concentragdes de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de
Giardia spp. encontradas nesses trabalhos, por diferentes metodologias e em volumes
variaveis (1L a 100L) de amostras de agua bruta superficial de rios dificultam a
observacao da densidade minima que pode ser detectada no ambiente aquatico. Cada
metodologia de concentragcdo de protozoarios possui um limite de detecgéao e também a

natureza da amostra pode interferir na eficiéncia de recuperacao do método.

2.3 Ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. em
efluentes de esgoto.

Efluentes de esgoto podem ser uma grande fonte de contaminagdo para o
ambiente, podendo ser considerado de grande significancia publica se forem
descartados em corpos d’agua para abastecimento, recreagcdo ou para irrigacao
(ROBERTSON et al, 2006).
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Bukhari et al (1997) pesquisaram estes protozoarios em 7 estacbes de
tratamento de esgoto na Inglaterra. Oocistos de Cryptosporidium spp. foram detectados
em 0%-63,6% do esgoto bruto analisado, com densidades de 10-170 oocistos/L e em
15,4% a 46,6% dos efluentes, sendo assinaladas densidades de 10-60 oocistos/L. Para
Giardia spp., em 70,0%- 90,9% dos esgotos brutos analisados foram encontradas
densidades de 10-13.600 cistos/L e em 15,4%-91,7% dos efluentes, densidades de 10-
720/L.

Farias et al (2002) detectaram oocistos de Cryptosporidium spp. (80-912
oocistos/L) em 24 amostras de 5 L de esgoto bruto coletadas da Estacdo de Coleta e
Tratamento de Esgoto de Edu Chaves (SP), pelo método de Floculagdo em Carbonato
de Calcio proposto por Vesey et al (1993) e imunofluorescéncia. Os resultados
indicaram um potencial risco de disseminacao desse patdgeno no ambiente aquatico e
também na comunidade, j& que foram encontrados densidades de oocistos de
Cryptosporidium spp. no rio Pirajussara que recebe influéncia deste esgoto.

Heller et al (2004) investigaram a presenca de protozoarios em 15 amostras nos
esgotos sanitarios do Ribeirdo Arrudas (Belo Horizonte) pelo método de Floculagdo em
Carbonato de Calcio e imunofluorescéncia. Registraram-se densidades de 10° a 10*
oocistos/L e de 10° a 10° cistos/L. Ndo se observou um padrdo de variacdo diaria e
semanal dos oocistos e cistos nos esgotos sanitarios, mas apenas ligeiro acréscimo nos
poucos dias de chuva.

Santos et al (2004) analisaram amostras de esgoto bruto (afluentes) e tratados
(efluentes) de uma Estacao de Tratamento de Esgoto em Campinas pelos Métodos de
Centrifugo-Concentracéo e Filtracdo para analisar amostras de esgotos e encontraram
alta densidade de ambos protozoarios (afluentes: 1,2 x 10° cistos/L, 6,0 x 10*
oocistos/L; efluentes: 1,5 x 10° cistos/L, 1,6 x 10? oocistos/L).

Franca (2007) verificou a ocorréncia natural de oocistos de Cryptosporidium
spp. e cistos de Giardia spp. em amostras de 5 mL de esgoto do Hospital de Clinicas de
Campinas, utilizando o Método de centrifugo-concentragcao seguido de clarificagdo com
éter e visualizacdo por imunofluorescéncia direta, durante o periodo de um ano

encontrando densidades médias de 2,7 x 10° oocistos/L de Cryptosporidium spp. e 3,8
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x 10° cistos/L de Giardia spp. (em 3, 7% e 58, 3% das amostras de esgoto,

respectivamente).

2.4 Ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp e cistos de Giardia em aguas
superficiais de lagos e represas.

No periodo de 2001 a 2002, 132 amostras de 10 litros de agua superficial em
diferentes locais do lago Baroon (Australia) foram analisadas utilizando filtragdo em
capsula Envirocheck® HV filter (Pall Life Sciences, New South Wales, Australia)
separagao imunomagnética e fluorescéncia. Concentragdes maximas de oocistos (140
oocistos/10L) de Cryptosporidium spp. foram detectadas nas amostras de agua em
periodos de maior chuva enquanto que na auséncia de precipitacdo houve decréscimo
nas densidades de protozoarios (45 oocistos/10L) (WOHLSEN et al, 2006).

Ja em 2004 a 2005, Schets et al (2008) realizaram o monitoramento de
patégenos em aguas superficiais de 5 lagos de recreacao de Amsterdam, filtrando 20 L
de amostras de agua superficial em capsula Envirochek ®HV (Pall Gelman Laboratory,
Ann Arbor, MI). Oocistos e cistos de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. (2-12
oocistos/10 L e 2-8 cistos/10L, respectivamente) foram detectados em baixo nimero
nestes cursos d’agua, apesar de atender aos parametros de qualidade de agua de
recreacao da legislacdo européia.

Entre 2005 a 2007, Kim et al (2008) analisaram sazonalmente oocistos de
Cryptosporidium spp. € cistos de Giardia spp. em aguas superficiais do lago Sangsa
(Korea) utilizado para abastecimento e para atividade agricolas. Foram detectados pelo
Método 1623, densidades de 1,1 a 1,8 x 10 oocistos/L e 3,8 a 5,1 x 10 cistos/L no
periodo do inverno. Ja no verdo, as densidades foram 0,0 a 0,3 x 10 oocistos/L e 0,9 a
2,9 x 10 cistos/L.

Ajeagah et al. (2007) avaliaram a biodindmica dos oocistos de Cryptosporidium
spp. € cistos de Giardia spp. em um lago artificial eutréfico construido no estreito de
Mingoa na Bacia do Rio Mfoundi na Republica de Camardes (Africa Ocidental).
Amostras de 10 L de agua superficial do lago foram centrifugadas com solugédo de

sulfato de zinco e o material resultante foi corado pelos métodos Ziehl-Neelsen e
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coloracéao pelo lugol, para identificagdo de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de
Giardia spp. Foram detectados 56 oocistos/| e 24 cistos/I na amostra de agua superficial
do lago. Entretanto, os procedimentos alcool-acido resistentes como a coloragdo de
Ziehl-Neelsen ndo geram resultados confidveis em relagdo a andlise de protozoarios em
agua, devido a presenca de organismos interferentes como algas, pdlens, fungos,
restos vegetais que também podem incorporar o corante fucsina (SAUCH et al, 1985).

No estudo de Keeley e Faulkner (2008), 193 amostras de 10L de agua superficial
do Lago Texoma no Texas foram analisadas pelo método 1623 (USEPA, 1999),
utilizando a filtragdo em capsula Environcheck® (Pall Gelman Sciences, Inc., Ml, USA)
e IMS, sendo encontrados oocistos de Cryptosporidium spp. em 99% e cistos de
Giardia spp. em 87% das amostras, cujas densidades foram de 2 a 1820 oocistos/10L e
1 a 155 cistos/L, respectivamente. Neste estudo, foi verificado que a presenca de
oocistos foi correlacionada significantemente com a ocorréncia de chuvas neste
periodo.

Em 2008, amostras de 50 litros de agua superficial de um lago de recreacao da
Malasia foram concentradas pelo método de filtragdo em capsula Environcheck® (Pall
Gelman Sciences, Inc., MI, USA) e identificadas utilizando o método de separacao
imunomagneética e imunofluorescéncia. Nenhum oocisto de Cryptosporidium spp. foi
detectado, mas 77,8% das amostras continham baixo numero de cistos de Giardia
spp.(0,17 a 1,1 cistos/L). Neste estudo ainda foi realizado o sequenciamento do gene
SSU rRNA, indicando a presenca de Giardia duodenalis pertencente a assembléia A,
sugerindo um risco potencial a saude publica (LIM et al, 2009).

No Brasil, no periodo de 2007 a 2008, Batista et al (2008) realizaram o
monitoramento de oocistos de Cryptosporidium spp. € cistos de Giardia spp. nas aguas
superficiais da Represa de Vargem das Flores (MG). Foram detectadas densidades de
0 a 9 oocistos/10 L e de 0 a 132 cistos/10L através da filtracdo de amostras de 10 L de
agua superficial bruta da represa pelo método 1623. Embora a ocorréncia dos
protozoarios tenha sido variavel, as densidades de oocistos de Cryptosporidium spp. e
cistos de Giardia spp. encontradas no manancial se mostraram muitas vezes suficientes

para causar infeccdo caso seja ingerida sem tratamento. Como a Represa de Vargem
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das Flores é também utilizada para recreacdo, a ingestdo de agua in natura é um
potencial risco de contaminacao (WHO, 2006).

A comparacao entre as diferentes metodologias é prejudicada pela falta de
padronizacdo dos critérios para a conducdo destes experimentos como: informacgdes
sobre a caracteristica da agua amostrada, descricdo de diversos procedimentos de
inoculagdo em diferentes trabalhos existentes que dificultam a comparagdo entre os
tipos de amostras inoculadas, grandes concentragdes de cistos e oocistos inoculadas
que acabam por resultar em maior eficiéncia de recuperacao, método de enumeragao e
qualidade de suspensao de oocistos inoculados, usos de amostras comprovadamente
negativas como controle e “ensaio cego” para diminuir o erro da leitura das laminas
(LINDQUIST et al, 1999).

Isaac-Renton et al (1996) relataram que na tentativa de comparar dados de
diferentes estudos epidemiolégicos, os resultados podem variar extensivamente devido
a diversidade dos métodos de recuperacao de parasitos. Foi observado também, que
os diversos usos dos corpos d’agua analisados (abastecimento, recreacao, agricultura)
e ocorréncia de chuvas, facilitaram a contaminacao fecal das aguas através do esgoto
domeéstico, fezes de banhistas e escoamento superficial do solo (devido as chuvas)
contendo fezes de animais, gerando um cenario propicio para a transmissao zoonotica
destes parasitos (FAYER et al, 2004; LI et al, 2005; ZIEGLER et al, 2007).

2.5 Giardia spp.

O género Giardia é um protozoario flagelado e classificado como Classe
Zoomastigophora na ordem Diplomonadida (THOMPSON, 2008). Comumente afeta o
trato gastrointestinal de muitos vertebrados (THOMPSON E MONIS, 2004)

Giardia sp. possui uma simples organizacao intracelular e tem sido proposta
como representante de uma antiga linhagem eucaridtica que divergiu antes da
aquisicdo de mitocéndria, sendo considerada como organismo fundamental na
compreensao da evolugcdao das células eucariéticas (THOMPSON E MONIS, 2004;

SIMPSON et al, 2002). Este protozoario possui duas formas distintas que ser alternam
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no seu ciclo de vida: uma forma mével, o trofozoito e uma forma resistente, o cisto
(MIDLEJ E BENCHIMOL, 2009, THOMPSON et al, 1990).

O trofozoito é mével, bilateralmente simétrico, piriforme a elipsoidal, 12-15um de
comprimento e 6-8 um de largura, com uma superficie dorsal céncava e na superficie
ventral, um disco ventral, adesivo ou “suctério”. E binucleado com 4 pares de flagelos e
1 par de corpos medianos (THOMPSON E MONIS, 2004). Apresenta também vesiculas
que produzem proteinas que auxiliam no encistamento.

Os cistos podem medir de 8 a 12 um (SMITH et al, 1995) e séo circundados por
uma parede externa espessa (0,3 um a 0,5 um), composta por filamentos de diferentes
tamanhos (7 nm a 20 nm) constituidos de carboidratos na forma de N-
acetilgalactomisina e por outra bicamada separada da membrana plasmatica do
parasito por um espagco peritréfico (CHAVES-MUNGUIA et al, 2004). No seu interior, ha
2 a 4 nucleos visiveis, axonemas e fragmentos em formato crescente do disco ventral
(PALM et al, 2005).

A parede filamentosa do cisto confere resisténcia as condigbes ambientais
favorecendo a sua disseminagao pelo ambiente (MIDLEJ e BENCHIMOL, 2009).

O ciclo de vida é simples e compreende uma fase de multiplicacdo rapida
(divisdo binaria) e ndo invasiva dos trofozoitos na superficie da mucosa do intestino
delgado e o encistamento das formas moveis, com producdo de cistos que sao
resistentes ao estresse ambiental e que sdo eliminados nas fezes podendo iniciar a
infeccdo no hospedeiro por transmissao direta ou indireta (MONIS et al, 2009). A
transmissao direta ocorre de um individuo a outro, como em creches ou ambientes cuja
higiene esta comprometida e a indireta ocorre por meio de ingestdo de alimentos e
agua contaminados (TRAUB et al, 2005).

A exposicao dos cistos de Giardia spp. ao suco gastrico do estbmago e aos sais
biliares no intestino, estimula a liberagdo dos trofozoitos os quais se aderem e
colonizam a superficie da mucosa do intestino e iniciam a multiplicacdo por divisdo
bindria. Na passagem do intestino delgado ao intestino grosso, os trofozoitos se
encistam e sdo liberados junto com as fezes (MONIS e THOMPSON, 2003;
THOMPSON, 2008).
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Embora Giardia spp. ndo seja invasivo, a infeccdo pode ser clinicamente
significante em mamiferos e passaros, embora os fatores responsaveis pelos sinais
clinicos nao sao claramente compreendidos e variam entre as diferentes espécies
hospedeiras (THOMPSON e MONIS, 2004). Entretanto, as consequiéncias adversas da
infeccdo de Giardia spp. e seu potencial patogénico sdo mais conhecidos em humanos
(THOMPSON e MONIS, 2004).

A patogenia da giardiose € caracterizada por ser um processo multifatorial
patofisioldgico devido a acdo do parasito no hospedeiro, cujo status imunologico e
nutricional influenciam na severidade e variedade dos sintomas que sao: diarréia aguda
ou crénica, desidratagdo, dor abdominal, nauseas, vomitos, e perda de peso.
(THOMPSON et al, 1993, ECKMANN,2003; THOMPSON, 2004). Estes sintomas
podem ser resultantes da interagdo das proteinases dos parasitos que lesionam o
epitélio intestinal, das respostas inflamatérias e imunologicas do hospedeiro (CHAI et
al., 1999; SCOTT et al., 2000, 2004; GUK et al., 2003). Ja para Chin et al (2002), as
proteinas citopaticas de Giardia spp. € as células CD8+ do hospedeiro podem induzir a
apoptose do enterdcito, devido a ruptura do citoesqueleto e das proteinas de juncao da
célula intestinal.

Essas mudancas ocasionam a atrofia das vilosidades intestinais que podem
provocar a perda funcional do epitélio e deficiéncia de dissacaridases, como também
ocorre 0 aumento da permeabilidade intestinal influenciando na absor¢cédo de nutrientes
e induzindo respostas inflamatorias (SCOTT et al, 2002; BURET, 2007). Evidéncias
também mostraram que a infeccdo pode causar hipersecrecdo de ions cloreto
(TROEGER et al, 2007).

O tratamento de escolha para a infecgao com Giardia spp. inclui os nitroimidazoéis
(metronidazol e tinidazol) e albendazol. Doses diarias de metronidazol e tinidazol
aumentam a eficiéncia do tratamento e o mau uso destes fa&rmacos podem levar a
resisténcia (SAVIOLI et al, 2006). A nitazoxanida tem sido proposta como alternativa de
tratamento, mas ainda requer estudos para avaliagdo de sua eficacia (MONIS e
THOMPSON, 2003; WRIGHT et al, 2003; SAVIOLI et al, 2006;; GONEN et al, 2007).
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Entretanto, estudos demonstraram que a nitazoxanida foi tao eficiente quanto
metronidazol, sendo que 85% dos pacientes apresentaram cura clinica e em 71-80%
houve a erradicacao do parasito (ORTIZ et al, 2001; ROSSIGNOL et al 2001).

2.5.1. Espécies de Giardia spp.

A aplicacao de PCR em isolados de Giardia de amostras fecais e ambientais
demonstrou que ha um grande nimero de espécies e genoétipos do protozoario devido a
existéncia de especificidade de hospedeiro, podendo classifica-la em 7 genotipos: A, B,
C,D, E, Fe G (THOMPSON, 2008; MONIS et al, 2009).

As assembléias A e B tem sido detectadas em humanos e em uma grande
variedade de mamiferos e ainda, sao divididas nos subgrupos Al, Blll (zoonéticos) e All,
B IV (exclusivamente humanos). As assembléias C a G sdo hospedeiros-especificos,
sendo que C e D sao especificos para caes, E para bovinos, ovelhas e porcos, F para
gatos e G para ratos (THOMPSON, 2004).

Tabela 1- Assembleias e espécies do género Giardia spp.

Espécies Hospedeiro

Giardia duodenalis (= assembleia A) Humanos e mamiferos domésticos e
selvagens

G. enterica (=assembleia B) Humanos, primatas, caes e algumas
espécies de mamiferos selvagens

G.agilis Anfibios

G.muris Roedores

G.ardeae Passaros

G.psittaceae Passaros

G.microti Roedores

G.canis (=assembleia C/D)

Caes domésticos e outros canideos

G.cati (=assembleia F)

Gatos domésticos

G.bovis (=assembleia E)

Bovinos e animais de criacao rural

G.simondi (=assembleia G)

Ratos

Fonte: Adaptado de Monis et al (2009).
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2.6 Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium spp. pertence ao Phylum Apicomplexa que reune organismos
que apresentam complexo apical; Classe Sporozoasida que apresenta ciclo reprodutivo
exibindo fases assexuada e sexuada com formacao de oocistos; Subclasse Coccidia
com ciclo de vida envolvendo merogonia, gametogonia e esporogonia; Ordem
Eucoccidiida (= Eucoccidiorida) com presenga de esquizogonia, Subordem Eimeriina
(=Eimeriorina) com desenvolvimento independente de micro e macrogametas e Familia
Cryptosporidiidae (com oocisto apresentando 4 esporozoitos; sem esporocistos)
(PLUTZER e KARANIS, 2009).

O oocisto é esférico ou ovoide e contém 4 esporozoitos circundados por uma
parede e possuiu um corpo residual com um vacuolo de lipidios e granulos de
amilopectina que fornecem nutricdo para os esporozoitos (HARRIS et al, 2004). A ultra-
estrutura da parede do oocisto € composta por 4 camadas distintas: a externa com 5
nm, € uma cadeia de rede difusa com zonas interespassadas de densidades diferentes
e composta por material filamentoso (glicoproteinas); espacgo elétron-transparente de
5nm; a central, de 10 nm de espessura é fibrilar (lipidica) e a camada interna, mais
espessa, com 20 nm e elétron-densa (PETRY, 2004). Para Sunnotel et al (2006), a
parede do oocisto é formado por uma dupla camada consistindo de proteinas, lipidios e
carboidratos.

Além disso, é caracterizada uma Unica sutura (que é uma zona de fraqueza da
parede) em um polo ocupando um terco da circunferéncia do oocisto. Durante a
excistacdo, a sutura se dissolve e forma uma fenda por onde os esporozoitos sao
liberados (REDUKER et al, 1985, PETRY, 2004).

Ha vérias peculiaridades que o separa de outros coccidios como: a localizagao
do oocisto de Cryptosporidium spp. na célula hospedeira (intracelular mas extra-
citoplasmatica), a fixagdo na célula por uma organela alimentar, onde ha transporte de
nutrientes, presenga de dois tipos de oocistos (um de parede fina e outra espessa),
pequeno tamanho do oocisto (2,9um x 8,5um), deficiéncia de estruturas morfoldgicas
como esporocistos, micropila, granulos polares e a insensibilidade dos oocistos a quase
todos anticoccidios testados (BARTA e THOMPSON, 2006; SMITH e NICHOLS, 2009).
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O ciclo de vida é complexo com fases de reproducdo sexuada e assexuada
(SMITH et al, 2005; THOMPSON et al, 2005).

Apoés a ingestao dos oocistos pelo hospedeiro, os esporozoitos sao liberados e
infectam as células epiteliais do intestino (células do pulmdo também podem ser
infectadas) e se diferenciam em trofozoitos. Em seguida, sofrem esquizogonia e se
tornam merontes tipo | (6 a 8 merozoitos) que liberardo os merozoitos podendo infectar
outras células (reproducao assexuada) e se transformarem em trofozoitos formando
merontes tipo | ou podem se diferenciar em merontes tipo Il. Cada meronte tipo Il
formado contém 4 merozoitos que ao invadirem as células transformam-se em
macrogamontes e microgamontes, produzindo macrogametas e microgametas,
respectivamente. A fertilizagdo do macrogameta pelo microgameta resultard na
formacao de dois tipos de oocistos: um de parede espessa e outra de parede fina. Os
oocistos de parede espessa sdo liberados no ambiente e sdo as formas infectantes
para o hospedeiro, os de parede fina sdo responsaveis pela autoinfeccao (MONIS e
THOMPSON, 2003; SMITH et al, 2005).

A transmissdo ocorre de modo semelhante a Giardia: via fecal-oral, contato
direto ou indireto, exposicdo a animais infectados, a ingestdo de alimentos e agua
contaminados (FAYER et al., 2000). A dose infectante é baixa, sendo de 9-1052
oocistos (OKHUYSEN et al, 1999), dependendo da cepa do protozoario e da
susceptibilidade do hospedeiro.

Os primeiros casos humanos de criptosporidiose foram relatados em 1976, em
uma crianga imunocompetente que apresentava enterecolite aguda autolimitada (NIME
et al, 1976) e em um adulto imunossuprimido devido ao uso de corticéides (MEISEL et
al, 1976).

No inicio dos anos 80, a criptosporidiose foi reconhecida como uma infecgéao
oportunista e emergente, devido aos primeiros casos de diarréia aquosa em pacientes
portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) (TZIPORI e WIDMER,
2008).

A maioria das infecgcbes em humanos é ocasionada por C.parvum e C.hominis
que ocorrem tanto em pacientes imunocompetentes e imunocomprometidos (CAMA,

2008).
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Individuos de todas as idades sao susceptiveis a infeccdo, mas criancas abaixo
de 2 anos apresentam maior probabilidade de desenvolverem sinais clinicos mais
severos por apresentarem o sistema imunoldgico imaturo (THOMPSON et al, 2005;
CHALMER e DAVIES, 2009). Portanto, a severidade e a duragdo dos sinais clinicos
podem variar com a idade e o status imunol6gico do hospedeiro (RAMIREZ et al, 2004;
CHEN et al, 2002; FARTHING, 2000).

Em pacientes imunocompetentes, a criptosporidiose € uma gastroenterite aguda
auto-limitante com uma duragdo média de 9 a 15 dias (RAMIREZ et al, 2004;
CHALMERS e DAVIES, 2009).

Os sinais clinicos podem aparecer no periodo entre 2 e 14 dias apds a ingestéao
dos oocistos. O primeiro sinal clinico € a diarréia que pode ou nao estar associada as
célicas abdominais e a severidade da doenca varia entre perda continua, intermitente ou
escassa de fezes. Entretanto, ndo é frequente observar sangue nas fezes. Outros sinais
incluem mal estar, febre, fadiga, perda de apetite, nauseas e vbmitos e
consequentemente, desidratacédo e perda de peso (RAMIREZ et al, 2004).

Os sintomas podem variar de 10 a 14 dias, mas em individuos
imunocomprometidos (HIV positivos, transplantados, diabéticos, mal-nutridos e
pacientes terminais de cancer) podem persistir por meses ou anos (RAMIREZ et al,
2004).

A ocorréncia de diarréia severa em pacientes imunocomprometidos se deve a
contagem de células CD4+ abaixo de 150 a 200 células/ml (TZIPORI e WARD, 2002;
CHEN et al, 2002; FARTHING, 2000).

Entretanto, com a introducdo do tratamento anti-retroviral (HAART) reduziu
drasticamente a prevaléncia e a severidade da criptosporidiose em pacientes com
HIV/SIDA, devido a reconstituicdo do sistema imune do hospedeiro. Foi observado in
vitro que os inibidores de protease foram capazes de reduzir a invasao de esporozoitos
nas células hospedeiras (HOMMER et al, 2003).

Carey et al (2004) mencionaram que nao ha medicamento efetivo para
criptosporidiose e inclui como tratamento: a reposi¢ao de fluidos e eletrdlitos, farmacos

anti-diarréicos, quimioterapia e imunoterapia (HAART). A ineficdcia de muitos farmacos
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se deve a resisténcia natural de Cryptosporidium spp. podendo ser explicada pelas
seguintes hipéteses (MEAD, 2002):

1. A localizacdo Unica do parasita na célula hospedeira o qual pode afetar a
concentragdo do farmaco (transportado da célula hospedeira através do
parasito).

2. Falta de alvos especificos ou diferengas nos alvos tanto em nivel molecular e
estrutural.

3. Diferentes rotas bioquimicas dos farmacos

4. Existéncia de proteinas de transporte ou “bombas” que transportam drogas fora
do parasito ou para dentro da célula hospedeira.

A maioria dos farmacos foram somente testados no laboratério, e portanto, nao
ha dados quanto a sua eficacia no tratamento em humanos. Entretanto, espiramicina,
claritromicina, letrazuril sdo alguns que foram testados em um numero limitado de
pacientes com SIDA/ criptosporidiose e nao foram eficientes na reducao de diarréia e
como anti-parasitarios (ZARDI et al, 2005).

Atualmente, o medicamento aprovado pela Food and Drug Administration
(Estados Unidos) € a nitazoxanida, indicada para o tratamento da criptosporidiose em
individuos imunocompetentes e criangas. A nitazoxanida foi o Unico farmaco a ser
submetido ao Programa de Criptosporidiose dos Estados Unidos, na investigacado de
um novo medicamento pela Food and Drug Administration (FDA). Este programa
consistiu no tratamento com nitazoxanida em 196 pacientes com SIDA e 240 individuos
imunocompetentes. Neste estudo, foi constatado que a nitazoxanida néo foi eficiente
em pacientes com células CD4+ abaixo de 50 células/mm?®, entretanto, foi eficaz para
os pacientes com células CD4+ acima de 50 células/mm?® (ROSSIGNOL, 2009).
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2.6.1. Espécies de Cryptosporidium spp.

As regras para aplicagdo de nomes cientificos (desde familia, género e espécie)
para organismos animais, incluindo Cryptosporidiumn spp., sdo publicados no Codigo
Internacional de Nomenclatura Zooldgica (ICZN) (FAYER, 2009).

Entretanto, alguns autores propuseram critérios para a caracterizacao de uma
nova espécie Cryptosporidium spp.

Egyed et al (2003) relataram que as espécies aceitaveis de Cryptosporidium
spp. sdo aquelas que foram inteiramente caracterizadas quanto a morfologia do
oocistos, biologia e informacdo genética. J&4 para Xiao et al (2004), os requisitos
minimos para uma nova espécie inclui dados morfométricos, caracterizacdo genética,
conhecimento de hospedeiros naturais e infectados experimentalmente e por ultimo,
enquadramento as regras de ICZN.

No entanto, ha poucos caracteres morfoldégicos dos oocistos que possam
contribuir para a diferenciagdo das espécies de Cryptosporidium spp. Assim, no
passado, os pesquisadores se basearam na ocorréncia do protozoario no hospedeiro,
mas, as espécies de Cryptosporidium spp. possuem especificidade de hospedeiro e
potencial zoonético o que resultou confusdo taxondmica (O'DONOUGHE, 1995;
THOMPSON, 2002).

A aplicagdo de técnicas moleculares tem contribuido para a detecgdo e
diferenciagcdo das espécies e gendtipos de Cryptosporidium spp, como também, a
caracterizagao da transmissao dos oocistos entre animais e humanos (XIAO, 2009).

Isto permitiu a caracterizagdo de Cryptosporidium spp. como assembléia
fenotipica e genotipicamente heterogénea de espécies morfologicamente idénticas
(MORGAN et al, 1999; THOMPSON 2003"; MONIS E THOMPSON, 2003).

Em 1997, Peng et al relataram duas rotas de transmissao da criptosporidiose em
humano, sugerindo a existéncia de duas populagdes de C.parvum, inicialmente
descritos como dois genétipos distintos. O genétipo 1 que infecta somente humanos foi
posteriormente denominado como C.hominis, constituindo uma espécie distinta
(MORGAN-RYAN et al, 2002), e o gendtipo 2 que é zoondtico (C.parvum), podendo

infectar principalmente bovinos e humanos, além de outros animais.
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Ainda hoje é controvertido o numero de espécies do género Cryptosporidium e
muitas tém sido aceitas ou excluidas. De acordo com Fayer (2009), as espécies aceitas
sdo: C. andersoni, C. bovis, C. parvum, C. ryanae (ruminantes e bovinos); C. baileyi,
C. galli, C. meleagridis (aves e galinaceos); C. canis (caes domésticos); C. felis (gatos
domeésticos); C. fayeri, C. macropodum (canguru); C. hominis, C. parvum (humanos);
C. muris (camundongo); C. serpentis (répteis); C. suis (suinos); C. varanii, C. wrairi
(porquinho da india). Ainda em 2009, FAYER e SANTIN identificaram outra espécie de
oocisto, Cryptosporidium xiaoi que foi previamente denominada como C. bovis-like que
infecta ovelhas. A espécie que produz oocistos de menor tamanho (3.16 um x 3.73 um)
é C. ryanae (FAYER et al, 2008).

Nao foram consideradas como espécies C. molnari, C. scophthalmi (peixes) e C.
fragile (sapo), por ndo apresentarem dados taxonémicos suficientes, denominando-as
de “nomena nudum”, ou melhor, nome invalido (FAYER, 2009). Também n&o foram
aceitos, C. anserinum e C. tizzery, pois seus oocistos nao foram descritos
adequadamente (LINDSAY e BLAGBURN, 1990). C. nasorum foi considerado como
“noma nudem” por nao ter descricao suficiente (RYAN et al.,2004; XIAO et al., 2004).
Também nao foi considerada como nova espécie, C. blagburni, pois dados moleculares
indicaram que é a mesma espécie de C. galli (RYAN et al, 2003).
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Tabela 2. Espécies do género Cryptosporidium spp. (Fayer, 2009; Fayer e Santin 2009).

Espécie Autor Hospedeiro  Comentérios
Cryptosporidium molnari Alvarez-Pellitero and Peixe
Sitja-Bobadilla
(2002)
Cryptosporidium Alvarez-Pellitero et al. Peixe
scophthalmi (2004)
Cryptosporidium serpentis  Levine (1980) Serpente
Cryptosporidium varanii Pavlasek et al. (1995) Lagarto Sinénimo de
S.saurophilum de
Koudela e Modry
(1998).
Cryptosporidium fragile Jirku et al. (2008) Sapo
Cryptosporidium meleagridis Slavin (1955) Peru
Cryptosporidium baileyi Current et al. (1986) Galinha
Cryptosporidium galli Pavlasek (1999) Galinha C.galli=C.blagburni,
mesmo SSUrRNA,
HSP70 e actina.
Cryptosporidium muris Tyzzer (1907) Camundongo
Cryptosporidium parvum Tyzzer (1912) Camundongo

Cryptosporidium wrairi

Vetterling et al. (1971)

Porquinho da
India

Cryptosporidium felis Iseki (1979) Gato
Cryptosporidium andersoni  Lindsay et al. (2000) Boi
Cryptosporidium canis Fayer et al. (2001) Caes
Cryptosporidium hominis Morgan-Ryan . Homem
(2002)
Cryptosporidium suis Ryan et al. (2004a) Porco
Cryptosporidium bovis Fayer et al. (2005) Boi
Cryptosporidium fayeri Ryan et al. (2008) Canguru
Cryptosporidium ryanae Fayer et al. (2008) Boi
Cryptosporidium Power and Ryan (2008) Canguru
macropodum
Cryptosporidium xiaoi Fayer e Santin (2009) Carneiro Variante de C.bovis
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2.7 Aspectos epidemioldgicos de Giardia spp. e Cryptosporidium spp.

Ambos o0s protozoarios apresentam em comum fatores epidemiologicos e
biolégicos (Tabela 3) que favorecem a disseminacao destes agentes parasitarios
mediante o consumo de agua e alimentos contaminados (ORTEGA e ADAM, 1997;
FAYER et al., 2000; SMITH e GRIMASON, 2003; CACCIO et al, 2005):

1) Cistos e oocistos sdo imediatamente infectantes quando eliminados nas fezes;
2) A transmissao pode ocorrer por contato direto e indireto;

3
4

5) Persisténcia de cistos e oocistos no ambiente;

Baixa dose infectante;

Ubiquidade de cistos e oocistos no ambiente aquatico;

)
)
)
)

6) Resisténcia aos desinfetantes comumente utilizados no tratamento de agua
para abastecimento publico e/ou para recreacao.
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Tabela 3 - Caracteristicas de Giardia spp. e Cryptosporidium

transmisséo por veiculagao hidrica e alimentar.

spp. que favorecem a

Caracteristicas

Giardia spp.

Cryptosporidium spp.

Grande numero de cistos e - Taxa de eliminagdo nas fezes é -

oocistos eliminados
infectantes nas fezes de

hospedeiros infectados

variavel.

- Humanos infectados podem eliminar
até 10’ cistos por grama de fezes
(FAYER et al, 2004).

Humanos e bovinos infectados
podem eliminar 10%a 10" oocistos em

uma semana (Fayer et al, 2004).

Multiplos hospedeiros
aumentam o potencial de
transmissao e

contaminagao ambiental

Assembléias A e B de Giardia
duodenalis ja foram detectados em
humanos e em uma grande variedade

de outros hospedeiros mamiferos.

7 a 8 espécies infectam humanos: C.
hominis, C. parvum, C. meleagridis, C.
felis, C. canis, C. suis, C. muris, C.

andersoni* (?).

Natureza robusta de cistos
e oocistos favorece a
sobrevivéncia por

de

longos

periodos tempo no

ambiente

Cistos sobrevivem por 1 a 2 meses em

agua.

de

sobrevivem por seis meses em agua,

Pequena proporgao oocistos

ainda infectantes.

de

oocistos e cistos auxilia na

Pequeno  tamanho

passagem através do filtro

de areia

8-12um x7-10um (SMITH et al, 1995).

2,9 um- 8,5 um (SMITH e NICHOLS
et al, 2009).

Baixa dose infectante

25-100 cistos (10 cistos podem iniciar
infeccao) (SMITH et al, 2003).

9-1042 oocistos
cepa) (OKHUYSEN et al, 1999).

(dependendo da

Eliminagdo de oocistos no
ambiente aquatico favorece
a transmisséo,
bioconcentragao por
mariscos de agua doce e

salgada.

Cistos de Giardia spp. podem ser
filtrados por bivalves (Gomez-Couso et
al, 2005).

Oocistos de Cryptosporidium spp.
podem ser bivalves

(FAYER et al, 1997).

filtrados por

Fonte: Adaptado de Smith et al, 1995.
*C.andersoni em humanos (Buret et al, 2003).
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2.8 Fatores que controlam a presenca e sobrevivéncia de patégenos em lagos e
represas.

A presenca dos patdogenos em lagos e represas depende da sobrevivéncia e
transporte destes organismos. O represamento das aguas pode atuar como barreira ao
transporte de microrganismos patogénicos (BROOKES et al, 2004), sendo que a
detencdo de agua por um periodo de 6 meses, pode remover cerca de 1,5 a 2,5 log de
cistos de Giardia spp. € de oocistos de Cryptosporidium spp. (AUSTRALIAN DRINKING
WATER GUIDELINES, 2004).

Bertolucci et al (1998) realizaram um estudo no qual se constatou a reducao da
densidade inicial de cistos de Giardia spp. € oocistos de Cryptosporidium spp. do rio
Turin na Italia, devido ao represamento destas aguas. As concentragbes médias iniciais
destes protozoarios obtidas da filtracao de 500 L de amostras de agua superficial do rio
eram de 137 cistos/100L de Giardia spp. e 70 oocistos/100L de Cryptosporidium spp, €
com a detencdo da agua, estas densidades reduziram para 46 cistos/100L de Giardia
spp. e 7 oocistos/100L de Cryptosporidium spp., resultando numa taxa de remocao de
55,8 % e 78,1 %, respectivamente.

O decaimento destes microrganismos patogénicos ainda depende de varios
fatores: temperatura, radiacdo solar (principalmente ultravioleta), sedimentacao,
parametros quimicos (pH e amoénia) e biologicos (predacdo por organismos de vida-
livre) (BROOKES et al, 2004).

Varios estudos avaliaram os efeitos do frio, calor, radiacdo ultravioleta na
sobrevivéncia de oocistos, como descritos abaixo. Ressalte-se que a parede espessa
do oocisto pode protegé-lo do frio, especialmente em climas onde a temperatura da
agua de rios e lagos permanece abaixo da temperatura de congelamento (FAYER,
2004).

Neumayerova” e Koudela (2008) verificaram a infectividade de oocistos de
Cryptosporidium muris submetidos a varias temperaturas, em camundongos machos
ICR de 6 a 8 semanas. O tratamento consistiu na suspensao de oocistos de C.muris em
amostras de 200 ml de agua destilada, sendo em seguida, submetidas a temperatura
de 4°C ou congeladas a -5°C por 1 a 10 dias e a -20°C por 1 a 8 horas. Qutras

suspensdes de agua destilada contendo oocistos de C.muris foram aquecidas em um
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termo-ciclador de PCR, em temperaturas de 40°C a 70°C por 1 min. Durante 12
semanas consecutivas a infecgdo dos camundongos, as fezes dos animais infectados
foram analisadas diariamente pelo método de Sheather, para pesquisa de oocistos. Nas
fezes de camundongos que foram inoculados com oocistos armazenados a 4°C por 1
semana, foram encontrados oocistos apdés 13 dia pdés-inoculacdo.Também foram
encontrados oocistos em fezes de camundongos tratados com oocistos submetidos ao
congelamento (-5 °C por 1 dia). Entretanto, nenhum oocisto foi encontrado nas fezes,
quando foram submetidos a -5°C por 3 a 10 dias e, a -20°C por 1 a 8 horas. Ja em
temperaturas mais altas, todos os camundongos que receberam oocistos expostos a
temperatura de 40°C e 45°C por 1 min., comegaram a eliminar oocistos nas fezes entre
13 e 16 dia pos-inoculagdo. Quando expostos a 50°C por 1 min., somente 1 dos 4
camundongos infectados eliminaram oocistos.

Em temperaturas mais altas, 55°C, 60°C, 65°C e 70°C por 1 min., ndo foram
encontrados oocistos nas fezes. Portanto, altas temperaturas sdo um dos pontos
criticos que atuam na inativagédo dos oocistos (KING e MONIS, 2007).

Olson et al (1999) verificaram a infectividade de cistos de Giardia spp. apés
serem suspensos em agua destilada e submetidos a temperaturas de -4°C, 4°C e 25°C
por até 12 semanas, em camundongos Swiss-Webster de 4 semanas. Os
camundongos foram mortos apds 5 dias de inoculagédo, sendo retirada uma parte do
duodeno cujo material da parede intestinal foi escarificado, homogenizado com solugéo
tampéo-fosfato e examinado no microscépio Optico, para pesquisa de trofozoitos de
Giardia spp. Nao foram encontrados trofozoitos em camundongos que foram inoculados
com cistos de Giardia spp. submetidos a -4°C (apdés 1 semana) e 25°C (apds duas
semanas).

O decaimento dos protozoarios Giardia spp. € Cryptosporidium spp. sob baixas
temperaturas é relevante em represas cuja localizagdo geogréfica (latitude e longitude)
favorece a manutencédo das camadas de gelo que contribuem para a estratificacdo do
lago. Portanto, protozoarios presentes nas camadas superficiais ficam sujeitos ao
congelamento. (BROOKES et al, 2004).

A radiacdo ultravioleta (UV) também é um dos fatores que influenciam na

persisténcia de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. no ambiente
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aquatico (BROOKES et al, 2004). Quando o DNA ou RNA ¢é exposto a luz UV, elétrons
penetram e quebram as bases nucleotidicas causando danos a estruturas dos acidos
nucleotidicos, prejudicando a replicacao e a transcricdo, e portanto, a multiplicagao do
organismo (LINDEN et al, 2001; ZIMMER et al, 2003, HIUNEN et al, 2006?).

No verao, a intensidade média de radiagao solar é de 1000 W.m por 1 hora, que
corresponde aproximadamente a 30 W.m? de luz ultravioleta. Isto produz uma dose
acumulativa de 360.000 mJ.cm® por 1 hora, extremamente alta em relacdo as
dosagens aplicadas no tratamento de &gua (20-120 mJ.cm®) (CRAIK et al, 2001).
Brookes et al (2004) relataram que € altamente provavel que a luz UV em lagos e
represas, possuem o potencial de inativar cistos de Giardia spp. € oocistos de
Cryptosporidium, durante o verao.

Ja em relacao a amonia, Jenkins et al (1998) relataram que concentragdes acima
de 0,007M (119 mg.L") de aménia livre (NHs) sdo capazes de inativar oocistos de
Cryptosporidium spp. As concentracées de amoénia sdo pH-dependentes, sendo que em
pH 8.0, em solucdo aquosa, a concentragdo de amonio (NH,*) é de 1.780 mg.L"; e em
meios mais alcalinos, aumenta a permeabilidade da parede dos oocistos de
Cryptosporidium spp., permitindo a penetracdo de amoénia e portanto, a inativagao. O
aumento dos niveis de ions amoénio (NH4") é frequentemente observado em regides
mais profundas dos lagos, pois baixas concentracées de oxigénio dissolvido no
sedimento resultam na liberagdo de amonio.

Entre os parametros biolégicos que estdo envolvidos no decaimento de Giardia
spp. e Cryptosporidium spp. no ambiente aquatico (BROOKES et al, 2004), destaca-se
a predacao de patdgenos realizada por invertebrados aquéticos.

Este fendmeno pode causar mudangas no transporte de patégenos pela represa,
principalmente na facilitagdo da sedimentacéo, ao serem eliminados junto com o “pellet”
fecal do predador (protozoéarios de vida-livre ou zooplancton) (BROOKES et al, 2004).
Fayer et al (2000) analisaram rotiferos alimentados experimentalmente com
suspensdes de oocistos de Cryptosporidium spp. corados com anticorpos monoclonais
fluorescentes. Foram visualizados pela microscopia de epifluorescéncia, oocistos nos
estdbmagos dos rotiferos ou em “boluses” (massa fecal gelatinosa) contendo até 8

oocistos unidos. Ainda nos rotiferos, também foram encontrados granulos fluorescentes
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(possivelmente, fragmentos da parede do oocisto ou fluoresceina), entretanto, nao se
pode afirmar se houve a digestao do oocisto pelo rotifero (FAYER et al, 2000).

Trout et al (2002) realizaram estudo similar, porém, utilizando cistos de Giardia
spp para alimentacdo dos rotiferos. Foram visualizados sob microscopia de
epifluorescéncia, cistos no interior do corpo dos rotiferos. Uma luz verde difusa foi
também observada no interior destes organismos, sugerindo que os anticorpos com
FITC (Isotiocianato de Fluoresceina) foram dissociados da parede dos cistos de Giardia
spp. Entretanto, ndo se pode afirmar se os cistos foram digeridos ou simplesmente foi a
ruptura da interacdo dos anticorpos e parasito. O fato dos rotiferos reterem no seu
interior, os cistos de Giardia spp., tem importante implicacdo ecoldgica, pois limita a
dispersdo ambiental do parasito no ambiente aquatico (TROUT et al, 2002). De acordo
com ARMENGOL et al (2001), os rotiferos sdo organismos “selecionadores” quanto a
sua alimentagao, ndo propensos a ingerir particulas maiores que 9 um.

Em relacdo as bactérias indicadoras (coliformes totais, termotolerantes e E.coli)
de contaminagéao fecal, estas séo utilizadas para avaliacdo da qualidade microbiol6gica
da agua; entretanto, ndo sdo bons indicadores da ocorréncia de protozoarios
patogénicos, pois os coliformes sdo menos resistentes ao tratamento quimico utilizado
na desinfeccdo da dgua em relacdo a Giardia spp. € Cryptosporidium spp. (ASHBOLT
et al, 2001; THURMAN et al, 1998, CRAUN et al, 1997). Por apresentar uma similar ou
maior resisténcia a desinfeccao e ao estresse ambiental para alguns pesquisadores, 0s
esporos de Clostridium perfringens podem ser uma alternativa de indicadores de
protozoarios parasitas (LEEMING et al, 1998; MEDEMA et al, 1997, FERGUSON et al,
1996; DAVIES et al, 1995; PAYMENT e FRANCO, 1993). Entretanto, Chauret et al
(1995) verificaram que nao houve correlacdo entre cistos de Giardia spp., oocistos de
Cryptosporidium spp. e Clostridium perfringens presentes no rios Otawa e Rideau
(Canada). Em outro estudo, Rimhanen-Finne et al (2004) também verificaram nenhuma
correlagdo entre os protozoarios e Clostridium perfringens em lodo de esgoto. Portanto,
necessita-se de mais estudos para verificar o potencial indicador de Clostridium
perfringens para protozoarios patogénicos. Neste estudo, ndo foi estudado
Enterococcus, pois E.coli € melhor indicador de contaminacao fecal em aguas doces

(WADE et al, 2003). Entretanto, E.coli nao € bom indicador para represas, devido aos
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fendbmenos de sedimentacdo e predacao (BROOKES et al, 2004; BROOKES et al,
2005).

A vulnerabilidade das represas a contaminacao esta estreitamente relacionada
ao uso do solo da bacia hidrogréafica, como agricultura e criacdo de bovinos, auséncia
de vegetacao natural, além da presenca de animais selvagens (ZIEGLER et al, 2007;
OLSON et al, 2004; KISTEMANN et al, 2002). O escoamento superficial do solo
(influenciado pelas chuvas) pode transportar microrganismos patogénicos a represa e
material particulado que contribui para o aumento da turbidez da agua (KISTEMANN et
al, 2002; ATHERHOLT et al, 1998).

O transporte dos microrganismos patogénicos no sistema aquatico pode ser
significantemente afetado devido a associagcdo dos patégenos e particulas do solo,
(CIZEK et al, 2008). Portanto, o monitoramento de protozoarios patogénicos em lagos e
represas deve ser complementado com informagdes sobre os fatores que controlam a
sobrevivéncia dos microrganismos, além do conhecimento dos processos
hidrodindmicos envolvidos no transporte e distribuicdo dos patégenos no ambiente
aquatico (BROOKES et al, 2004).

2.9 Fatores que controlam o transporte e distribuicao de patégenos em lagos e
represas.

Os reservatorios sao formados a partir do barramento de um rio o que representa
diminuicdo do fluxo e modificacdo de um sistema |6tico para Iéntico (ARMENGOL et al,
1999; ZANATA, 2000). Segundo CONAMA (2005), o ambiente Iéntico se refere a agua
parada com movimento lento ou estagnado e o ambiente Iético é relativo as aguas
continentais moventes. A organizagdo espacial da represa inclui 3 regides principais: a
I6tica, a de transicdo e a Iéntica, as quais se distinguem pelas caracteristicas fisicas e
quimicas da agua, pelo sedimento e pela organizagdo das comunidades bioldgicas,
principalmente as planctdnicas e bentbnicas que respondem mais rapidamente as
condi¢des de maior ou menor fluxo de agua, bem como a composi¢cao quimica e fisica
da agua e do sedimento (ESPINDOLA et al, 2004b).
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Os principais processos hidrodinamicos que determinam a distribuicdo de
patégenos em lagos e represas sao: fendbmenos de dispersdo, diluicdo horizontal,
transporte vertical de particulas e sedimentagao (Figura 3) (BROOKES et al, 2004).

A dispersdo descreve tanto a dispersao turbulenta como o cisalhamento das
particulas (gerado pelas velocidades horizontal e vertical da agua). Estes processos
sdo importantes na distribuicdo do material particulado, deslocando as particulas para
varias diregcbes (BROOKES et al, 2004). O transporte horizontal é predominantemente
regido pelas correntes de ventos e influenciam somente na camada superficial da 4gua,
gerando ondas superficiais. Entretanto, as ondas internas (intrusdées de rio) podem agir
em diferentes dire¢cdes e profundidades, sendo responsaveis pelo movimento vertical
de patdgenos, resultando em variagdes periddicas de qualidade de agua (DEEN et al,
2000).

A velocidade de sedimentacdo € dependente do tamanho e densidade das
particulas e sua agregacao (BROOKES et al, 2004).

A adesao dos parasitos as particulas € influenciada pela idade, carga superficial
em oocistos de Cryptosporidium e hidrofobicidade para cistos de Giardia spp (DA et al,
2004). Ressalte-se que oocistos de Cryptosporidium spp. sob condigcbes ambientais
apresentam carga superficial negativa (CONSIDINE et al, 2002).

Dai e Boll (2003) verificaram a nao agregacao de cistos de Giardia, oocistos de
Cryptosporidium spp. as particulas de solo em pH neutro (7.1), por apresentarem carga
superficial negativa. Em outro estudo, Ongerth e Pecoraro (1996) verificaram a
mobilidade eletroforética de oocistos de Cryptosporidium spp. e constataram que a
carga superficial do parasito é negativa em pH neutro podendo ndo se aderir as
particulas de argila no ambiente. Entretanto, um aumento no pH reduz esta mobilidade
produzindo uma maior afinidade com as particulas suspensas e consequentemente,
aumento na sedimenta¢ao dos organismos.

Para Dai e Boll (2006), as velocidades de sedimentagéo de cistos de Giardia spp.
e oocistos de Cryptosporidium spp. em uma coluna d’agua sem movimento sado 0,84
um.s' e 0,36 pm.s™, respectivamente. A baixa velocidade e o fato destes patégenos se
deslocarem livremente no corpo d’agua, podem percorrer longas distancias até serem

agregadas com alguma particula que promovera sua sedimentacao mais rapida.
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Os sedimentos no fundo de rios, lagos e estuarios podem funcionar como
reservatorios de bactérias indicadoras e patdgenos entéricos, devido a presenca de
nutrientes, como matéria organica (WU et al, 2009; DAVIES et al, 1995). Em regides
mais profundas da represa, oocistos de Cryptosporidium spp sobrevivem por mais
tempo devido ao frio e auséncia de luz solar (BROOKES et al, 2004). Alguns estudos
mostraram que organismos indicadores tendem a sobreviver por mais tempo nos
sedimentos do que na agua, devido a presenca de matéria organica (BURTON et al.,
1987; DAVIES et al., 1995).

A sedimentacao também contribui para o processo de eutrofizagdo, uma vez que
o material orgénico transportado para dentro do lago ou reservatério é decomposto e,
durante esse processo 0 oxigénio disponivel é utilizado e os nutrientes séo liberados no
sedimento (p.ex: nitrogénio e fosforo), acelerando a atividade biolégica e a super
producdo de plantas e animais, que ao morrerem se acumulam no fundo do
reservatorio, aumentando a parcela de sedimentos de origem autéctone (BONDURANT
e LIVESEY, 1973). O nitrogénio sempre presente nos ecossistemas aquéticos e
abundante como gas (inerte), normalmente é utilizado no crescimento de cianobactérias
pelo processo de fixagdo. Pode existir, nas formas combinadas como aménio (NH4"),
nitrato (NOjs’), nitrito (NO2), uréia e compostos organicos dissolvidos (GOLDMAN e
HORNE, 1983). Em relacdo ao fésforo, os despejos industriais, domésticos e de
agricultura sdo as principais fontes de fosfato solluvel e, frequentemente contribuem
para eutrofizar o lago. Os detergentes contendo fosfato, geralmente contribuem com
metade do fésforo do esgoto doméstico (GOLDMAN e HORNE, 1983). Segundo
THORNTON (1990), o sedimento € grande transportador e catalisador de defensivos
agricolas, residuos organicos, nutrientes e organismos patogénicos provenientes das
atividades desenvolvidas na bacia hidrografica. Além disso, os efluentes industriais
podem lancar ao sistema metais em quantidade potencialmente toxicas a biota
(DORNFELD et al, 2004).

No periodo de chuvas, pode ocorrer a ressuspensdo do sedimento promovendo
a liberacdo de nutrientes, microrganismos (bactérias indicadoras, protozoarios) na
coluna d’agua (LEMCKERT e IMBERGER, 1998; MUIRHEAD et al, 2004; JAMIESON et

al, 2005) e ainda, contribui para o aumento do valor da turbidez (ALTHERHOLT et al,
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1998). Keeley e Faulkner (2008) verificaram correlagao positiva entre a ocorréncia de
chuvas e presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. nas amostras de agua
superficial do lago Texoma (Texas).

No reservatério de Salto Grande, o processo de sedimentacdo parece estar
intimamente ligado a vazdo de seu principal tributario, o rio Atibaia, o qual introduz
grande quantidade de material aléctone em suspensdo durante o periodo chuvoso e
diminui o fornecimento desse material no periodo seco. Assim, a taxa de sedimentagao
do material particulado em reservatérios (ambiente 1éntico) é maior que em ambientes
I6ticos (rios), em razéo da redugédo da vazao, o que ocasiona maior tempo de retencao
da agua no corpo da represa e favorece a deposicao de particulados, que podem conter

metais e outros elementos adsorvidos em sua superficie (DORNFELD et al, 2006).
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Figura 3 - Modelo esquematico dos processos hidrodinamicos que influenciam na sobrevivéncia e transporte de
patégenos em uma represa.



2.10 Métodos para avaliacao de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp em agua.

Os métodos de recuperacao e deteccdo de protozoarios na agua envolvem 3
passos: filtracdo da amostra de agua com a finalidade de recuperar ou capturar os
parasitos (cistos e oocistos); eluicdo e concentracao e, visualizagao por microscopia de
imunofluorescéncia (JAKUBOWSKI et al, 1996).

Em 1995, o método recomendado pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (USEPA) para analise de protozoarios em agua de consumo foi o ICR-
Information Collection Rule - Protozoan Method for detecting Giardia cysts and
Cryptosporidium oocysts in water by fluorescent antibody procedure” (USEPA 1995) que
consistia na filtragdo de grandes volumes de agua utilizando a filtracdo com filtros de
porosidade nominal de 1um, purificagdo de protozoarios pela técnica de flutuagdo em
Percoll-sacarose e ensaio de imunofluorescéncia direta (GRACZIK e FRIED, 2007).
Entretanto, o ICR apresentava muitas desvantagens como: complexidade técnica,
baixas taxas de recuperagdo, resultados falso-negativos e falso-positivos (MCCUIN e
CLANCY, 2003).

Os Métodos 1622 e 1623 foram criados em 1997 e 1998 com o objetivo de obter
maior recuperacgao de cistos de Giardia spp. e oocistos Cryptosporidium spp. em agua,
tendo como etapas: 1) filiracdo de amostras de 10L de agua em filtros com porosidade
nominal de 1um; 2) purificacdo pela separacdo imunomagnética; 3) ensaio de
imunofluorescéncia direta; 4) coloracdo com DAPI (4’, 6- diamidino 2- fenilindol) 5)
visualizagdo por microscopia de epifluorescéncia e contraste de fase (DIC) (SMITH e
NICHOLS, 2009; KIM et al, 2006; MCCUIN e CLANCY, 2003). Similarmente aos outros
existentes, os Métodos 1622/1623 nao fornecem informagdes sobre espécies de
Giardia spp. € Cryptosporidium spp como também a infectividade destes protozodrios
(USEPA, 2005).

Cabe ressaltar que o uUnico método validado pela USEPA é o 1623 (USEPA,
2005) que visa contemplar tanto amostras de dguas brutas quanto tratadas (CLANCY et

al., 2003). No entanto, procedimentos alternativos para a concentracdo inicial dos
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organismos sao permitidos desde que sejam atestados os niveis similares de
recuperacgao de organismos (CLANCY et al., 2003).

O método de filtracado em cartuchos de polipropileno foi o primeiro utilizado para
pesquisa de protozoarios em 4agua, contendo filtros com porosidade nominal de 1um
onde grandes volumes de agua (100-1000L) eram filirados com fluxo de 1-5 L/min
(MUSIAL et al, 1987). O material retido era eluido mediante lavagem do filtro com
surfactante e o liquido resultante submetido a centrifugacdo. A eficiéncia de
recuperacgao teve um alcance de 9 % a 29 % para oocistos de Cryptosporidium spp. em
amostras de agua que foram inoculadas com 100-1000 oocistos/378L (MUSIAL et al,
1987).

Ongerth e Stibbs (1987) propuseram a técnica de filtracdo em membranas de
142 mm ou 293 mm de diametro com porosidade nominal de 2 um, mediante extracao
mecanica da membrana e uso de surfactante; por este método, era possivel a filtragcao
de 10L a 20L de agua com baixa turbidez. A eficiéncia de recuperacdo de oocistos
variou de 5,0 % a 22,0 %. Esta técnica ainda foi aplicada em muitos estudos, porém,
apresentando diferentes eficiéncias de recuperagcdo devido as diferencas das
membranas utilizadas (FRICKER e CRABB,1998).

Aldom e Chagla (1995) empregaram a filtragdo em membranas de acetato de
celulose (293 mm de didmetro e porosidade nominal de 1,2 um), sendo seguida pela
eluicdo por dissolucdo em acetona e lavagens sucessivas com etanol e eluicdo; o
liquido resultante era centrifugado diversas vezes e o “pellet” final submetido a
imunofluorescéncia. A eficiéncia de recuperacao de oocistos de Cryptosporidium spp.
foi de 70,5 %, entretanto, particulas sélidas nao dissolvidas pela acetona poderiam
interferir na detecgao de oocistos.

Nieminski et al (1995) avaliaram o desempenho da filtragcdo em cartucho de
polipropileno e em membrana de policarbonato, obtendo as seguintes eficiéncias de
recuperacao: a eficiéncia de recuperacao da técnica de filtragdo em membranas foi
maior (49 % a 86 % para cistos de Giardia spp. € 9,0 % a 78,0 % para oocistos de
Cryptosporidium spp.), ja para a filtragcdo em cartucho as recuperagdes foram de 12 % a

76,0 % de cistos de Giardia spp. € 8,0 % a 56,0 % de oocistos de Cryptosporidium spp.
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Shepherd e Wyn-Jones (1996) avaliaram a eficiéncia de recuperacdo de 3
métodos: filtragdo em cartucho (porosidade nominal de 1,5um), floculagcdo em
carbonato de célcio e filiracdo em membrana (142 mm de didametro e porosidades de
0,8 um a 3,0 um). As recuperacoes de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. das seguintes técnicas foram: para filtragdo em cartucho (16,3
% e 9,4 %); para floculagdo em carbonato de calcio (72,5 % e 71,3 %) enquanto para a
filtracdo em membrana, as membranas de acetato de celulose (porosidade de 1,2 um)
proporcionaram melhores taxas de recuperacdes (50,1 % de cistos de Giardia spp. e
38,1 % de oocistos de Cryptosporidium spp), por facilitarem a extragdo mecéanica dos
cistos e oocistos, sem risco de rompimento da membrana e perda de organismos, além
de ndo soltar fibras durante a eluigao.

Franco et al (2001) utilizaram a filtracdo em membranas de ésteres mistos de
celulose (47 mm de didmetro, porosidade nominal de 3um) para analise de amostras
de agua do rio Atibaia, obtendo recuperagdes de 33 a 95 cistos/L de Giardia spp. e 57,0
a 60,8 oocistos/L de Cryptosporidium spp., somente pela eluicdo com raspagem de
membrana com 0,1% de Tween 80. A eluicdo por dissolugcdo em acetona apresentou
menor desempenho, com recuperagdes de 7,0 a 7,5 cistos/L de Giardia spp. € 0 a 5,0
oocistos/L de Cryptosporidium spp.

Os métodos de filtracdo sao técnicas de concentracao baseadas no tamanho de
particulas, portanto, resultam ndo somente no acumulo de Cryptosporidium spp. e
Giardia spp., como também, particulas de tamanhos similares aos oocistos e cistos que
medem de 2,9um a 8,3um e 8 um a 12 um, respectivamente. Filtros com porosidade de
ium (filtros de cartucho) podem acumular grandes volumes de sujidades. Estes
interferentes podem estar presentes nas concentragdes de 107/L de agua bruta (SMITH
et al, 1995) e a probabilidade destes detritos em amostras que apresentem a proporgcao
de 102 particulas:1 oocistos em 10L de agua bruta, interferirem na visualizagdo durante
a etapa final do método de deteccao de oocistos é alta (SMITH e NICHOLS, 2009).

A adicao de surfactantes permitiu a redugcédo das interagbes do parasito com as
particulas, devido a neutralizacdo da carga superficial, podendo melhorar a
recuperacao de oocistos de Cryptosporidium spp (SMITH et al, 1995). Entretanto, deve

ser desenvolvido um método robusto, confidvel e capaz de detectar baixas
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concentragdes de cistos e oocistos em matrizes de agua bruta (SMITH e NICHOLS,
2009).

A presenca de particulas de solo, acidos humicos, fulvicos, pélen, organismos de
vida-livre (bactérias, protozoarios e algas) e insetos podem nao somente obstruir filtros,
mas podem interferir nas técnicas moleculares como a PCR (ZARLENGA e TROUT,
2004; FENG et al, 2003).

Assim, amostras de agua bruta e efluentes de esgoto que apresentam grande
concentracdo de material particulado, devem ser amostradas em pequenos volumes (1L
a 2 L), pois ha grande probabilidade de sujidades “mascararem” a visualizagdo dos
protozoarios (SMITH et al., 1995; SMITH e GRIMASON, 2003). Com baixa turbidez, é
possivel a filtracdo de grandes volumes (10 a 20L).

Outro método de concentracdo de oocistos de Cryptosporidium spp, foi
desenvolvido por Vesey et al (1993). O método de floculagdo consiste na adicao de
floculantes (cloreto de calcio e bicarbonato de sédio) em 10L de agua, a seguir, o pH
corrigido para 10.0 (com hidréxido de sédio). A agitagcdo € necessaria para promover a
agregacao das particulas, sendo depois deixado em repouso por um periodo de no
minimo 4 horas ou overnight em temperatura ambiente. O sobrenadante é descartado e
o precipitado é dissolvido em solugdo acida (acido sulfamico), o liquido resultante
(contendo os parasitos) é suspenso em agua e centrifugado, obtendo-se o “pellet” final
que sera submetido a imunofluorescéncia (ZARLENGA e TROUT, 2004).

Farias et al (2002) compararam o método de filtragdo em membrana e floculagéo
na recuperagao de oocistos de Cryptosporidum spp. em amostras de agua superficial
do rio Pirajussara (Sao Paulo), constatando médias de recuperagédo de 465 oocistos/L
e 270,6/L, respectivamente.

Cantusio (2008) comparou as metodologias de filtracdo em membrana e
floculagcéo (incluindo a separagao imunomagnética) em amostras de agua superficiais
do rio Atibaia. Neste estudo, ambas as metodologias se mostraram eficientes na
recuperacao dos protozoarios Giardia spp. € Cryptosporidium spp. Entretanto, os
tempos de execucdo variaram com o método, sendo que na filtracdo em membrana o

tempo decorrido desde o recebimento da amostra e analise de resultados foi de 5 horas
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enquanto para floculagdo, 16 horas. Portanto, verificou-se que a filtragdo em membrana
€ indicada pela praticidade, tempo e resultados.

O ensaio de imunofluorescéncia (IFA) para detectar oocistos de Cryptosporidium
spp. no ambiente foi desenvolvido em 1985 por Sauch, a partir de uma modificacao do
método utilizado para deteccao de cistos de Giardia (ROSE, 1997) em amostras de
agua.

A imunofluorescéncia direta utiliza anticorpos monoclonais especificos Anti-
Giardia e Anti-Cryptosporidium conjugados com o fluorocromo Isotiocianato de
Fluoresceina (FITC) que reconhece os epitopos de superficie de cistos de Giardia spp.
e oocistos de Cryptosporidium spp, respectivamente (JEX et al, 2008).

Este método pode melhorar significantemente a deteccédo destes protozoarios e
a diferenciacado dos detritos da amostra ambiental quando visualizados na microscopia
de epifluorescéncia com filtro de excitagdo 450-490nm e filtro de barreira de 520nm
para o FITC (ZARLENGA e TROUT, 2004; USEPA, 2005). Por outro lado, organismos
que autofluorescem ou demonstram imunofluorescéncia nao-especifica, como algas ou
leveduras, quando examinadas pela microscopia de epifluorescéncia, podem interferir
na deteccao de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp., contribuindo
para falsos positivos pelo ensaio de imunofluorescéncia. (RODGERS et al, 1995;
VESEY et al., 1997).

Os anticorpos monoclonais especificos aplicados rotineiramente na detecgéao e
enumeracao destes protozoarios em ambiente aquéatico e comercialmente disponiveis,
sao do tipo IgM para oocistos de Cryptosporidium spp. e, subtipos IgG para cistos de
Giardia spp. (SMITH, 2008, SMITH E GRIMASON, 2003, RODGERS et al, 1995).

Assim, o0s ensaios imunoldgicos podem se diferenciar quanto a especificidade e
sensibilidade do diagnéstico devido a varios fatores como: a “pureza” dos antigenos do
parasito utilizado na produgdo de anticorpos especificos, a avidez e a classe e/ou
subclasse do anticorpo, o conjugado anticorpo-fluoresceina (GRACZYK et al., 1996;
QUILEZ et al., 1996; SMITH, 1996; GARCIA e SHIMIZU, 1997; JOHNSTON et al.,
2003).

Anticorpos IgM exibem maior coloracdo nao especifica comparativamente a IgG,

em decorréncia da conformagao estrutural destes anticorpos: enquanto IgM apresenta
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estrutura pentamérica, as imunoglobulinas do tipo IgG sdo monoméricas e apresentam
maior especificidade de ligacao (FERRARI et al, 2000).

Outro aspecto que deve ser considerado, € a inclusdao do DAPI (4’,6-diamidino 2
fenilindol) no método 1623 (USEPA, 2005). Esta etapa pode facilitar a identificagéo
positiva de oocistos de Cryptosporidium spp devido a incorporagdo do corante nos
nucleos dos esporozoitos, proporcionando coloragdo azul (SMITH et al, 2002;
GRIMASON et al, 1994). A visualizagdo dos parasitos com DAPI deve ser feita com
microscopia de epifluorescéncia, luz ultravioleta com filtro de excita¢cdo de 355 nm e um
filtro de barreira de 450 nm (SMITH et al, 2002). A coloracao por DAPI (pelo menos 1
nacleo do esporozoito) e a fluorescéncia da parede do oocisto, aumentou a
porcentagem de identificagdo dos oocistos para 56%. A microscopia de contraste de
fase ndo é util na identificacdo de oocistos em situacdes nas quais ha muitos detritos na
amostra, nesses casos, o0 DAPI € uma ferramenta auxiliar para a confirmacéo (SMITH
et al, 2002).

O método 1623 ainda prevé o uso de separagdo imunomagnética para promover
a separacdo dos cistos e oocistos das particulas nao-alvos, utilizando para isto,
particulas magneticamente cobertas com anticorpos especificos, direcionados contra a
parede dos oocistos e cistos (USEPA, 2005). Estes anticorpos sdo denominados de
“anticorpos de captura”, pois promovem a captura seletiva dos oocistos e cistos mesmo
quando estdo presentes em baixas concentracbes nas amostras ambientais,
separando-os de detritos presentes nestas amostras (JEX et al, 2008; ZARLENGA e
TROUT, 2004, CONNEL et al, 2000).

Entretanto, ha diferentes taxas de recuperacao entre 12 % e 93 % em fungéo das
diferentes marcas de kits comerciais de separadores imunomagnéticos, da incluséo e
tempo da etapa de dissociacdo 4&cida (separagcdo dos protozoarios e esferas
magnéticas), capacidade de tamponamento dos tampdes dos kits, pH da amostra
examinada, limitagdo do volume do sedimento (n&o superior a 500uL), (KUHN et al,
2002; QUINTERO-BETANCOURT et al, 2002; BUKHARI et al, 1998; ROCHELLE et al,
1999).

Estudos revelaram que um dos fatores criticos para a eficiéncia do processo de

separacao imunomagnética é o volume do sedimento, sendo que o0 seu aumento implica
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na diminuicdo do valor da captura (QUINTERO-BETANCOURT et al., 2003; USEPA,
2005), em aguas com material particulado, a eficiéncia de recuperacao diminui a medida
que aumenta a turbidez (SAFARIKOVA E SAFARIK, 2001). Os fabricantes recomendam
que nao seja ultrapassada a proporcédo de 500 uL do sedimento: 100 uL de esferas ou
“beads”. Consequentemente, quanto maior o sedimento resultante no final da eluicao,
maior o custo e tempo de andlise, pois ha a necessidade de aliquotar o sedimento, e
processar individualmente cada uma delas. No entanto, oocistos de Cryptosporidium
spp. aderem as particulas e exibem baixa hidrofobicidade; quanto maior a turbidez,
maior a adesdo a elas, prejudicando a eficiéncia de captura destes organismos.
Ressalte-se que Giardia spp. tem um “comportamento” hidrofébico o que pode permitir
uma maior recuperacao dos cistos (DAl et al, 2004; HSU e HUANG, 2002). Para
Giardia, Kim et al (2006) recomendam o uso de Tween 20, em substituicdo ao Tween
80, para a eluicao das amostras nas quais 0 objetivo é recuperar cistos de Giardia, por
ter um maior balanco hidrofilico-lipofilico que o Tween 80.

Yakub e Stadterman-Knauer (2000) sugerem que a presencga de ferro na agua
teria um efeito inibitério na recuperacao destes protozoarios, por interferir na etapa de
formacdo dos complexos microesferas-anticorpos e epitopos dos cistos/oocistos
durante o procedimento e separagdao imunomagnética, devido a interacédo entre o ferro
dissolvido e a superficie de cistos e oocistos.

Outro fator que influencia na eficiéncia da captura de oocistos e cistos € o pH. No
procedimento de separacdo imunomagnética, o pH 7,0 deve ser mantido durante todo o
processo. Porém, a estabilidade dos tampdes dos kits de IMS varia de acordo com a
marca comercial. Desta forma, € imprescindivel que a cada etapa, seja feita a
mensuracdo do pH e caso necessario, corregcdes (KUHN et al., 2002). Tempo de
rotacdo, velocidade de rotagdo, compostos quimicos presentes na amostra de agua,
cations divalentes, sédo outros interferentes no processo de IMS (SMITH e NICHOLS,
2009; HU et al, 2004).

Existem outros métodos sofisticados de concentracado e visualizagdo de parasitos
como centrifugacdo de fluxo continuo, citometria de fluxo, hibridizacdo fluorescente in
situ (FISH), técnicas de PCR-RFLP (“fragment lenght polymorphism’), fingerprinting,

para amostras ambientais (JEX et al, 2008; ZARLENGA e TROUT, 2004). Entretanto,
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apresentam um alto custo que podem limitar seu uso em larga escala para
monitoramento ambiental de modo que a imunofluorescéncia permanece como um dos
métodos de referéncia para pesquisas de protozoarios patogénicos na agua
(JAKUBOWSKI et al, 1996), bem como o método 1623. No caso especifico do PCR, o
maior obstaculo é a presenca de inibidores da reacao, que sao co-extraidos com o DNA
do parasito e inibem a reacao de amplificacéo (XIAO et al, 2001), além do fato de que
oocistos e cistos estdo usualmente presentes em pequena quantidade nas amostras
ambientais 0 que limita o numero de amostras que podem ser amplificadas com
sucesso (GASSER e O'DONOUGHE, 1999).

Enfim, a escolha do método a ser utilizado para a deteccdo de Giardia spp. €
Cryptosporidium spp. deve ser fundamentada em: qual o propésito da amostragem, a
qualidade da agua a ser analisada, a infra-estrutura do laboratério onde a analise sera
conduzida, o tempo consumido e a complexidade do protocolo a ser executado além da
sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade (FRICKER e CRABB, 1998). Por este
motivo, um fator fundamental a ser levado em consideracdo na avaliagdo da
performance dos diferentes métodos € a realizacdo de experimentos controles com a
inoculagao de quantidades conhecidas de cistos e oocistos em aliquotas de agua livre
de interferéncias que devem ser submetidas ao mesmo tratamento da amostra
ambiental a ser analisada (LINDQUIST et al, 1999). Os resultados de recuperagéao de
protozoarios obtidos nesses ensaios devem ser comparados aos critérios de
performance estabelecidos nos procedimentos de Controle de Qualidade do Método
1623 (BELLAMY, 2004).

As metodologias existentes atualmente ndo correspondem a um padréo 6timo de
desempenho tanto para a deteccdo como para avaliagdo da capacidade infectante de
Giardia spp. e Cryptosporidium spp. Nao ha um método Unico que apresente resultados
consistentes e satisfatérios frente a ampla variagdo das condi¢des ambientais como o
tipo de amostra, a idade dos cistos e oocistos presentes na agua, as caracteristicas
fisico-quimicas e biolégicas do meio (DI GIORGIO et al, 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

Os objetivos deste estudo foram:

Verificar a ocorréncia dos protozoarios Giardia spp. € Cryptosporidium spp. em
amostras de agua superficial em diferentes pontos da represa de Salto Grande
que abastece a cidade de Americana.

Avaliar a qualidade da agua dos pontos amostrados mediante andlise dos
seguintes parametros: - microbioldgicos: coliformes totais, termotolerantes e/ou
Escherichia coli; - parametros fisico-quimicos: turbidez, cor, pH, temperatura.
Comparar a eventual ocorréncia destes protozoarios nos diferentes pontos de
coleta (denominados pontos 1, 2, 3 e 4) e verificar a possivel correlacao entre a
presenca de cistos e oocistos com os dados microbiolégicos e fisico-quimicos da
agua.

Verificar a aplicabilidade do método de filtracdo em membrana para deteccao de
Giardia e Cryptosporidium em amostras de agua de um manancial eutrofizado
com constante floragdo de cianobactérias, mediante a determinacao da eficiéncia
de recuperacao de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp.
pelo método de filtragdo em membranas.

Comparar de forma qualitativa, a aplicabilidade de dois kits comerciais
(Merifluor® Meridian Bioscience Diagnostics, Cincinnatti, Ohio e Crypto/Giardia-
Cel I.F.Test®, CELLABS PTY, LTD, Austrdlia) de anticorpos monoclonais
utilizados para a deteccado destes protozoarios patogénicos em amostras de
agua bruta em ambiente eutrofizado com presenca de floragdes de
cianobactérias.
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4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Protozoologia do Departamento de
Parasitologia do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (analises
parasitoldgicas) e no laboratério de Microbiologia da Sanasa onde foram realizados os
ensaios microbiolégicos: - coliformes totais, termotolerantes e Escherichia coli; - fisico-

quimicos: turbidez, pH, cor; - rastreamento e contagem de cianobactérias.

4.1 Caracterizacao do local de coleta.

A colheita das amostras de 4gua foi realizada em diferentes pontos da represa de
Salto Grande no municipio de Americana-SP, nos principais compartimentos do
reservatorio (Fig. 4).

O critério para a escolha dos pontos foi baseado em Coelho (1993) segundo o
qual, o reservatorio é dividido em trés compartimentos distintos formados em funcao da
topografia de fundo, profundidade maxima e distribuicao de sedimentos (Fig.4), como
segue:

- O primeiro compartimento € denominado “Mini Pantanal” e localiza-se
na porcao superior do reservatorio entre os municipios de Paulinia,
Nova Odessa e Americana, considerada como “protecao permanente”
(Pegoraro, 2003). No caso deste estudo, o ponto 1 esta incluido nesta
regido (Fig.5).

- O segundo compartimento localiza-se entre Saltinho e Salto do Foguete
caracterizado pelo assoreamento. Neste estudo, os pontos 2 e 3 se
localizam neste compartimento (Fig.6 e 7).

- O terceiro compartimento entre o Salto do Foguete e a barragem
apresentando menores espessuras de assoreamento em razdo da
disténcia da principal fonte de sedimentos (rio Atibaia). Neste estudo, o
ponto 4 se localiza neste compartimento (Fig.8).
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Desta forma, os quatro pontos de coleta foram (Fig. 4):

Ponto 1: Mini-Pantanal (georeferenciamento: S22°45'6";W 47°10’6");
Ponto 2: Saltinho (georeferenciamento: S 22°44’6”; W 047°13°0");
Ponto 3: Praia Azul (georeferenciamento: S22°43'4”; W 047°14°2");
Ponto 4: late Clube (georeferenciamento: $22°43'1”; W 047°16'1”).
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Ponto 3

Ponto'2

P:_mto/1

yogle

Altitude do ponto d_c visdo 45535

Figura 4 - Localizacao dos pontos de coleta nos compartimentos do reservatoério
de Salto Grande, Americana-SP.

Fonte: Google Earth

Legenda:

Ponto 1- Mini-Pantanal (Fig.5)

Ponto 2- Garganta da represa (Fig.6)
Ponto 3- Praia Azul (Fig.7)

Ponto 4- late Clube (Fig.8)
A-Primeiro Compartimento
B-Segundo Compartimento
C-Terceiro Compartimento
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Figura 5 - Ponto 1: Mini Pantanal (maio/2008) Figura 6 - Ponto 2: Saltinho (maio/2008)

Figura 7- Ponto 3: Praia Azul (maio/2008) Figura 8 - Ponto 4: late Clube (maio/2008)

Figura 9 - Floracao de cianobactérias nos pontos 3 e 4 (nov/2006). 1



4.2 Analise das amostras de agua
4.2.1 Coleta das amostras.

Foram colhidos volumes de 5L de agua bruta superficial de cada ponto de coleta
incluido no estudo, em galdes de prolipropileno previamente enxaguados com solugao
de eluicdo contendo Tween a 0,1% com a finalidade de diminuir a aderéncia de
oocistos e cistos nas paredes do recipiente, em aproximadamente 20 cm de
profundidade, uma vez por més e no periodo de 12 meses (janeiro a dezembro de
2008).

4.2.2 Analise Microbioldgica e Fisico-Quimica das amostras de agua.

Para as analises microbiol6gicas, foram feitas coletas de agua superficial em
frascos de polipropileno de 250 ml, previamente lavados com detergente n&o téxico,
enxaguados com agua de torneira e agua destilada (Ultimo enxague), esterilizados em
autoclave durante 15 minutos, a 121°C.

Para neutralizacdo de eventuais residuos de cloro e metais pesados foram
adicionados, antes da esterilizagdo, 0,1ml de solucéo de tiossulfato de sodio a 1,8% e
0,3 ml de EDTA (etileno-diamino-tetra acetato de so6dio) a 5%, para cada 100 ml de
amostra colhida; foram empregadas as técnicas de tubos mdultiplos de acordo com os
procedimentos do “Standard Methods” (APHA, 2005), visando determinar a ocorréncia
de coliformes totais, termotolerantes e/ou Escherichia coli nas diversas amostras.

Para as analises fisico-quimicas, as coletas foram feitas em frascos de vidro
ambar de 1 L, previamente lavados, sem preservantes; as amostras foram analisadas
no laboratoério de Fisico-Quimica da Sanasa com os seguintes aparelhos: turbidimetro
(HACH) para turbidez, DR 2500 (HACH) para cor e pHmetro (DIGIMED) para pH, de
acordo com os procedimentos do “Standard Methods” (APHA, 2005). A temperatura foi
medida com termdmetro de mercurio Incoterm®, logo em seguida a coleta da amostra

de agua, no campo.
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4.2.3 Analise de cianobactérias.

Para a andlise de cianobactérias, foram coletadas amostras de agua superficial
em vidro ambar de 1L, previamente lavados, sem preservantes. O método de contagem
de células de cianobactérias foi feito por sedimentacdo em camara de Utermohl,
empregando microscopio invertido e reticulo de Whipple (CETESB, Normalizagéo

técnica-NT-06.L5.303, 2005 (realizada pelo laboratério de Microbiologia da Sanasa).
4.2.4 Analise Parasitologica
4.2.4.1 Método de Filtracao em Membrana.

As amostras de agua foram examinadas pela técnica de filtragdo em membranas
de ésteres mistos de celulose (47 mm de diametro, porosidade nominal de 3um,
Millipore) de acordo com Franco et al, 2001. O sistema de filtragdo utilizado foi uma
bomba de vacuo ajustada a um fluxo de 4 L/min e porta—filtro Gelman®.

A eluicao dos parasitos foi realizada mediante extracdo mecéanica e lavagem,
alternadamente durante 20 minutos, empregando-se solu¢cao de eluicdo contendo
Tween 80 a 0, 1%. O material eluido foi submetido a centrifugacao (1050 x g) por duas
vezes. Os sedimentos obtidos apds descarte do sobrenadante, foram analisados
mediante a técnica de imunofluorescéncia direta, empregando anticorpos monoclonais

especificos.

Figura 10 - Filtracao em membranas das amostras de agua superficial dos pontos
1,2,3e4.
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4.2.4.2 Deteccao dos parasitos.

Aliquotas de 10uL do sedimento final obtido das diversas amostras, foram
colocadas nos pogos da lamina de imunofluorescéncia. Apés secagem por 30 minutos
em temperatura ambiente, o material biolégico foi fixado com 10uL de metanol,
previamente a realizacado de Reacao de Imunofluorescéncia Direta (RID).

Com a finalidade de comparacdo qualitativa, dois kits comerciais foram
utilizados: - Merifluor® (Meridian Bioscience Diagnostics, Cincinnatti, Ohio) e
Crypto/Giardia-Cel |.F.Test® (CELLABS PTY, LTD, Austrélia), empregados de acordo

com as instrucdes dos fabricantes. Ao utilizar-se o kit Crypto/Giardia-Cel I.F. Test®, a
secagem do material biol6gico na lamina e a incuba¢do com os anticorpos monoclonais
foram realizadas em estufa a 37°C. O tempo de incubagio dos anticorpos foi de 30
minutos, para ambos os kits.

Apl6s a incubagdo com anticorpos monoclonais, outra etapa foi realizada para
complementar a identificagao dos cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium
spp.; foram adicionados 20 uyL do corante vital DAPI (4’, 6’- diamidino-2-fenilindol)
Sigma-Aldrich® , na concentragéo de 1:5.000, por 10 minutos, o qual é incorporado no
nucleo dos esporozoitos do oocisto ou ndcleos dos cistos, cujas paredes apresentam
permeabilidade ao corante. Esta etapa estd incluida no método 1623 de USEPA
(Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos) (USEPA, 2005).

As laminas foram visualizadas com aumento de 400x a 600x no microscépio de
epifluorescéncia (Nikon50i) com filtro de excitagcdo 450-490nm e um filtro de barreira de
520nm (para FITC- Isotiocianato de Fluoresceina); para DAPI, utiliza-se luz ultravioleta
com filtro de excitagcao de 355 nm e um filtro de barreira de 450 nm.

Os critérios de positividade para cistos e oocistos foram baseados naqueles
estabelecidos pela USEPA (2006), como segue:

- fluorescéncia maca-verde brilhante, predominante na parede dos
cistos e oocistos (aparéncia de “anel”).

- tamanho de cistos (8 a15 ym) e para oocistos (3,0 a 8,5 ym)

- formato de ovdide a esférico.
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- presenca de axonema em Giardia e presenca eventual de sutura em
Cryptosporidium.

- Microscopia de contraste de fase: presenca de até 4 esporozoitos nos
oocistos. Para cistos de Giardia sao considerados os nucleos (até 4),
presenca de axonemas e dos corpos em crescente (VIANA, 2008).

4.2.4.2.1 Purificacao dos protozoarios mediante separacao imunomagnética.

As amostras em que a presenga de cianobactérias foi registrada, foram
submetidas ao processo de separacdo imunomagnética, previamente a reagdo de
imunofluorescéncia direta. A etapa de separacao imunomagnética foi adicionada ao
protocolo de filtracdo em membranas como um procedimento de purificagdo dos
organismos-alvo, considerando que a maioria das algas e algumas cianobactérias
exibem fluorescéncia semelhante aquela dos cistos e oocistos apds reacdo de
imunofluorescéncia com anticorpos monoclonais marcados com fluoresceina, indicando
que epitopos das cianobactérias reagem com estes anticorpos (RODGERS et al, 1995).

Assim, a presenca de organismos semelhantes que apresentam fluorescéncia
similar aos cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. aumenta a
probabilidade de resultados falso-positivos.

Esta etapa ainda foi empregada nos ensaios-controle, visando avaliar se este
procedimento acarreta melhores taxas de recuperacdo dos organismos. Apds o
processo de filtracdo em membrana e raspagem, o sedimento final foi aliquotado e
examinado com e sem IMS.

A purificagcdo por separagdao imunomagnética compreende trés etapas: (1) a
captura de cistos e oocistos eventualmente presentes nas amostras, pelo anticorpo de
captura que reveste as microesferas paramagnéticas (Fig. 11); (2) o arraste dos
complexos protozoarios-anticorpos-microesferas, durante a agitacdo empregando ima.
Nesta fase, as sujidades sédo separadas dos organismos-alvo; (3) dissociacdo acida
para romper os complexos formados, promovendo a concentracao dos protozoarios na
aliquota que serd transferida para a lamina e examinada mediante RID. De acordo com

as instrugbes do fabricante, os anticorpos com micro-esferas (magnetizadas) anti-
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Giardia e anti-Cryptosporidium (Dynabeads GC-Combo®) foram incubadas com o
concentrado da amostra (até 500 uL de sedimento) para que os anticorpos se ligassem
aos cistos e oocistos da amostra formando um complexo.

Este foi separado usando um Concentrador Magnético de Particulas (MPC®) e
posteriormente, separado por dissociacao acida (solugdo de 0,1 N HCI) e neutralizado
por NaOH 1N.

Ao final do procedimento de separagdao imunomagnética, as aliquotas resultantes
(50 pL) foram submetidas a reacdo de imunofluorescéncia direta empregando o kit

Merifluor® (Meridian Bioscience Diagnostics, Cincinnatti, Ohio).

Fonte: http://www.invitrogen.com.br

Figura 11- Foto da microesfera paramagnética.
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4.2.4.3 Estimativa do numero de cistos e oocistos presentes em um litro da
amostra (FRANCO et al, 2001)

Para se estimar o nimero de organismos em um litro da amostra, foi utilizada a
seguinte equagao:

(1), onde:

olm

F= numero de (oo)cistos por litro

A= n° de (oo)cistos encontrados na amostra

B= volume do sedimento, apos centrifugacao (uL)

C= volume aliquota semeada na lamina de imunofluorescéncia (uL)

D= volume total filtrado da amostra (L)

4.2.4.4 Determinacao da sensibilidade da Técnica de Filtracao em Membranas.

Para se avaliar a sensibilidade da metodologia empregada neste estudo, foram

realizados ensaios-controles negativos e positivos, como segue:
4.2.4.4.1 Ensaios-controle negativos:

Com a finalidade de atestar a eficacia dos procedimentos de descontaminacéo
empregados no laboratério, apds a filtracdo de cada amostra de agua da represa,
efetuou-se a filtragdo de 1 litro de agua reagente (Milli Q®, Millipore). Estas amostras
foram submetidas ao mesmo procedimento de eluicdo empregado para analise
parasitoldégica da agua superficial da represa (eluicdo por extragdo mecéanica e reacao
de imunofluorescéncia direta).
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4.2.4.4.2 Ensaios-controle positivos:

Nos ensaios-controle positivos, foram inoculados um numero conhecido de cistos
e oocistos em 1 litro de amostra (agua bruta superficial). Para determinar o numero de
cistos e oocistos, previamente a contaminacao artificial da amostra, foi realizada uma
contagem dos protozoarios presentes em 3 aliquotas de 10ul da suspensao “controle
positivo” do kit Merifluor. Estas aliquotas foram examinadas por reacdo de
imunofluorescéncia e foi considerada a média do numero de formas parasitarias para
célculo da dose empregada para contaminacao das amostras-controle.

Inicialmente, foram realizados 4 ensaios-controle positivos, empregando-se como
amostra, agua superficial da represa, colhida no ponto 2, sendo correspondente cada
ensaio, a uma estagédo do ano (verdo, outono, inverno, primavera).

A escolha deste ponto para a realizacao dos ensaios-controle positivos justifica-
se pelo fato de que é justamente neste ponto que se inicia o represamento das aguas e
que dos pontos localizados em ambientes I6ticos é o que sofre a menor influéncia do rio
Atibaia. Também, pretendeu-se constatar um eventual efeito da sazonalidade na
qualidade da 4gua da represa.

Posteriormente, foram efetuados ensaios-controle considerados os 4 pontos de
coleta (n=1).

Neste estudo, néo foi utilizada a suspensdo comercial ColorSeed® devido ao seu
alto custo.
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4.2.4.4.3 Determinacao da sensibilidade da técnica (eficiéncia de recuperacao).

Para estimar a eficiéncia de recuperacdo (E.R%) dos organismos-alvo
considerando-se a técnica de filtragdo em membranas empregada neste estudo, foi
utilizada a seguinte equacao:

E.R(%)= X -Y ,
W (2), onde:

X= namero de (oo)cistos por litro do ensaio controle positivo
Y= namero de (oo)cistos por litro na amostra bruta
W= nUimero de (0o0)cistos inoculados por litro na amostra

4.3 Analise Estatistica

Para verificar se houve diferenca significativa entre as médias dos valores dos
parametros fisico-quimicos e biolégicos nos pontos de coleta (P1, P2, P3 e P4) e
estacdes do ano, foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA) de dois fatores com nivel
de significancia de 95%. Os meses foram agrupados em estacdes: janeiro, fevereiro,
marc¢o (verao), abril, maio e junho (outono), julho, agosto e setembro (inverno), outubro,
novembro e dezembro (primavera). Os pontos 1 e 2 foram agrupados em ambiente
I6tico, pontos 3 e 4 em ambiente Iéntico.

Nos testes significativos foi feito o Teste de Comparacdao Multipla de Médias
(Teste de Duncan); para testar as diferengas entre as médias, um teste paramétrico,
localizando-as por meio de diferentes agrupamentos (letras A ou B), sendo adotado o
nivel de significancia de 95%

A escolha deste teste fundamentou-se na comparacdo multipla de médias dos
parametros analisados de cada ponto de coleta, testando a homogeneidade do grupo
(Ponto 1, Ponto 2, Ponto 3 e Ponto 4), cuja diferenca entre os pontos pode ser
significante ou n&o.

Entretanto, os valores de pH por serem medianas, aplicou-se o grafico Box-plot
para verificar a distribuicdo dos valores e a tendéncia para a acidez ou alcalinidade.
Para isso, foi utilizado o programa BioEstat 2.0.
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O teste Qui-quadrado (x?) foi aplicado para verificar qual tipo de relagdo
(dependéncia ou independéncia) entre as variaveis estudadas (parametros fisico-
quimicos e bioldgicos) dos 4 pontos de coleta (P1,P2, P3 e P4), sendo adotado nivel de
significancia de 95%.

Também foi utilizada a analise de Correlacdo de Pearson ou Coeficiente r de
Pearson para verificar a existéncia de correlagdo (positiva ou negativa e probabilidade
menor que 5%) entre os parametros fisico-quimicos e biol6gicos analisados referentes a
cada ponto de coleta (P1, P2, P3 e P4).

O programa SAS Inc. 2009 for Microsoft Windows Professional. Versao 9.1. Cary,
NC, 1028p foi utilizado para ANOVA, Teste de Duncan, Qui-quadrado e Correlagdo de
Pearson.

4.4 Comparacao qualitativa dos kits comerciais de anticorpos monoclonais.

Para a comparagao qualitativa dos dois kits comerciais de anticorpos utilizados:
Merifluor® (Meridian Bioscience Diagnostics, Cincinnatti, Ohio) e Crypto/Giardia-Cel
|.F.Test® (CELLABS PTY, LTD, Australia), foram considerados os seguintes parametros:
cor e intensidade de fluorescéncia, auséncia de difusdo da fluorescéncia, predominancia
de fluorescéncia na parede de cistos e oocistos, para os quais estabeleceu-se um score
de pontuagcao (++++= muito bom, +++= bom, += fraco), como descrito na tabela 27. A
comparagao tomou-se por base amostras naturais e controle-positivas.
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5. RESULTADOS

Os resultados séao apresentados separadamente por ponto de coleta (P1, P2, P3,
P4) para os parametros fisico-quimicos (cor, turbidez, pH e temperatura) e
microbiolégicos (coliformes totais, termotolerantes e Escherichia coli), assim como para
a ocorréncia de células de cianobactérias, objetivando-se a caracterizagdo de cada
ponto.

Os resultados parasitologicos referentes a ocorréncia e concentra¢do de cistos de
Giardia spp. e de oocistos de Cryptosporidium spp. sdo apresentados considerando-se
todos os pontos de coleta simultaneamente, tendo por finalidade a andlise comparativa
entre eles.

Em relagdo a ocorréncia de células de cianobactérias, a contagem foi realizada
somente nos pontos 3 e 4, que correspondem a regiao do represamento.

Quanto a andlise estatistica, foram consideradas as Andlises de variancia, Teste
de Duncan e Qui-quadrado, e Correlagdo de Pearson, entre os parametros fisico-
quimicos e bioldgicos, considerados os quatro pontos de coleta, as diferentes estagdes
do ano e ambientes lético (P1 e P2) e Iéntico (P3 e P4).

E importante ressaltar que o monitoramento dos protozoarios foi realizado com
periodicidade mensal durante um ano (de janeiro a dezembro de 2008) o que gerou um
numero pequeno de dados e consequentemente influenciando na analise estatistica.

67



5.1 Caracterizacao dos pontos 1, 2, 3 e 4.
5.1.1 Ponto 1: Mini-Pantanal.

Em conjunto, foram observados maiores valores médios de turbidez, cor e de
indicadores microbiolégicos (Tabela 4) em comparacdo as médias para estes
pardmetros nos outros pontos.

As amostras de agua superficial deste ponto apresentaram altos valores de cor e
turbidez, devido a ocorréncia de chuvas nos dias que antecederam as coletas nos
meses de janeiro, margo, abril, maio, junho e outubro de 2008.

Em relagédo a cor, os maiores valores foram nos meses de janeiro, fevereiro, abril,
maio, junho, agosto e dezembro, exercendo influéncia na média gerando um desvio
padrdao de 315,09. No ponto 1, o parametro cor apresentou média superior (368,1
mgPt/L) aos demais pontos (ponto 2: 349,7 mgPt/L; ponto 3: 285,9 mgPt/L; ponto 4:
148,6 mgPt/L) (Tabela 4).

Os maiores valores de turbidez foram registrados nos meses de janeiro, fevereiro
e maio o que exerceu influéncia na média gerando desvio-padrao alto (52,92) (Tabela
4).

A turbidez apresentou média superior (53,21 NTU) comparativamente aos valores
médios dos demais pontos de coleta (ponto2: 43,16 NTU; ponto 3: 46,91 NTU; ponto 4:
30,34 NTU) (Tabela 4).

Quanto a temperatura da agua superficial, temperaturas mais elevadas foram
observadas nos meses de janeiro, fevereiro, marco, abril, julho, outubro, novembro e
dezembro,coincidindo com 0s meses mais quentes do ano; como por exemplo, 0 més
de janeiro (29°C) temperaturas mais amenas ocorreram apenas nos meses de maio,
junho e setembro, como por exemplo no més de agosto (19 °C).

Na analise dos valores de pH, verificou-se que em 10 meses, os valores de pH
situaram-se ao redor da neutralidade (6.93 a 7.5) (Tabela 4).

O monitoramento dos indicadores microbiolégicos durante o periodo do estudo
comprovou a expressiva contribuicdo de esgotos domésticos (coliformes termotolerantes

entre 10* e 10° NMP/100 ml) promovendo alteragdo na qualidade da agua superficial
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neste ponto. As concentragdes médias de coliformes (totais, termotolerantes) e/ou
E.coli, foram mais altas comparativamente aos demais pontos. Considerando o
pardmetro microbiolégico E.coli, em 83,3 % das amostras analisadas, a concentragéo
desta bactéria foi maior que 102 NMP/100ml.

O rastreamento de cianobactérias foi realizado no ponto 1, porém devido a
auséncia de floragdes (neste ponto) ndo foi realizada a contagem de cianobactérias.
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Tabela 4 - Valores mensais e médias aritméticas dos parametros fisico-quimicos e
microbiol6gicos referentes as amostras de agua bruta superficial do ponto 1, da Represa de
Salto Grande, Americana-SP.

Meses Cor Turbidez pH Temperatura Coliformes (NMP/100mL) Densidade de
Aparente  (NTU) (°C) Totais Termotoleran- E.coli cianobactérias
(mg PY/L) tes

Janeiro 993 165 7,05 29 2,7x10* 9,0x10° 7,0x10° NA
Fevereiro 705 95 7,07 28 1,3x10° 2,2x10* 1,1x10* NA
Margo 196 23,7 7,11 30 1,7x10° 2,1x10*  2,2x10° NA

Abril 234 32,4 7,12 24 5,0x10* 1,4x10* 1,4x10" NA

Maio 906 145 7,27 20 1,1x10° 1,3x10* 1,2x10° NA
Junho 222 27,8 7,42 20 7,0x10° 1,3x10° 3,0x10* NA
Julho 107 14 7,15 22 1,1x10* 1,7x10° 9,0x10? NA
Agosto 241 32,1 7,18 19 2,7x10* 1,4x10* 9,0x10° NA
Setembro 106 8,6 7,47 20 2,6x10* 1,1x10* 1,4x10° NA
Outubro 161 17,7 6,95 24 1,7x10* 9,0x10? 9,0x10? NA
Novembro 184 22,2 7,5 22 8,0x10° 5,0x10°  5,0x10° NA
Dezembro 362 55 6,93 25 3,0x10* 1,4x10° 1,4x10° NA
Média 368, 1 53,21 7,13 23,58 6,3x10° 2,0x10* 7,0x10°

aritmética*

Desvio padrdo 315,09 52,92 0,19 3,77 20,0x10° 3,5x10*  8,5x10°

Valor minimo 106 8,6 6,93 19 8,0x10° 9,0x10? 9,0x10?

Valor maximo 993 165 7,5 30 7,0x10° 1,3x10° 3,0x10*

NA: ndo analisado

*ou mediana para pH
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5.1.2 Ponto 2: Saltinho

De forma similar ao observado no ponto 1, ocorreram no ponto 2 valores médios
altos de cor e indicadores microbioldgicos (Tabela 5).

A cor apresentou média superior (349,7 mgPt/L) comparativamente aos pontos 3:
285,9 mgPt/L e ponto 4: 148,6 mgPt/L.

Os maiores valores de turbidez foram registrados nos meses de janeiro, fevereiro,
mar¢o e maio; enquanto os dois menores valores foram observados em setembro e
outubro (12,1 e 12,8 NTU) (Tabela 5). A turbidez apresentou média inferior (43,16 NTU)
comparativamente aos valores médios dos demais pontos de coleta (ponto 1: 53,21
NTU; ponto 3: 46,91 NTU), porém foi superior ao ponto 4 (30,34 NTU) (Tabela 5).

Quanto a temperatura da agua superficial, temperaturas mais elevadas (>20°C)
foram observadas nos meses de janeiro, fevereiro, margo, abril, julho, setembro,
outubro, novembro e dezembro, coincidindo com os meses mais quentes do ano;
temperaturas mais amenas ocorreram apenas nos meses de maio, junho e agosto.

Na analise dos valores de pH, verificou-se que nos 10 meses, os valores de pH
situaram-se ao redor da neutralidade (6.90 a 7.35) (Tabela 5).

Os valores dos indicadores microbiol6gicos permaneceram altos (coliformes
totais: 7,3x10* NMP; coliformes termotolerantes: 1,2x10* NMP, E.coli: 4,9x10° NMP),
comparativamente aos pontos 3 e 4 e em condi¢cdo similar ao ponto 1. Estas altas
concentragdes sao devido a influéncia do rio Atibaia neste ponto e a presenca de
animais domeésticos na regiao.

O rastreamento de cianobactérias foi realizado no ponto 2, porém devido a

auséncia de floragbes neste ponto, ndo foi realizada a contagem de cianobactérias.
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Tabela 5 - Valores mensais e médias aritméticas dos parametros fisico-quimicos e
microbioldgicos referentes as amostras de agua bruta superficial do ponto 2, da Represa de
Salto Grande, Americana-SP.

Meses Cor Turbidez pH Temperatura Coliformes (NMP/100mL) Densidade de
Aparente  (NTU) (°C) Totais Termotoleran- E.coli cianobactérias
(mg PY/L) tes

Janeiro 858 96,6 7,01 29 9,0x10° 3,0x10” 5,0x10° N.A
Fevereiro 720 93 7,03 28 8,0x10* 3,0x10* 1,3x10* N.A
Margo 451 64,7 7,14 30 6,0x10" 5,0x10* 8,0x10° N.A

Abril 287 41 7,01 24 9,0x10* 6,0x10° 2,0x10° N.A
Maio 516 70 7,22 20 5,0x10" 2,6x10° 6,0x107 N.A
Junho 179 20,7 7,29 20 1,7x10* 3,3x10° 2,6x10° N.A
Julho 191 27,7 7,14 22 1,7x10° 7,0x10° 1,4x102 N.A
Agosto 233 23,6 7,17 19,5 3,0x10° 2,2x10* 2,6x10* N.A
Setembro 145 12,1 7,35 21 5,0x10° 1,3x10° 1,3x10° N.A
Outubro 156 12,8 7,04 25 8,0x10° 1,4x10° 1,4x10° N.A
Novembro 243 25,9 7,16 23 5,0x10° 4,0x10° 2,0x10? N.A
Dezembro 217 29,8 6,9 26 5,0x10° 8,0x10° 4,0x10? N.A
Média 349,7 43,16 7,14 23,95 7,3x10° 1,2x10" 4,9x10°

aritmética*

Desvio padrdao 236,20 30,17 0,12 3,67 8,7x10°  1,6x10* 7,7 x10°

Valor minimo 145 12,1 6,9 19,5 5,0x10° 4,0x10° 1,4x10°

Valor maximo 858 96,6 7,35 30 9,0x10" 5,0x10* 2,6x10*

NA: ndo analisado

*ou mediana para pH
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5.1.3 Ponto 3: Praia Azul

Neste ponto, no més de janeiro apresentou valor de cor (1570 mgPt/L) maior que
0s registrados para os outros pontos, porém, o valor médio (285,9 mgPt/L) foi menor
comparativamente aos pontos 1 e 2.

Em relagdo a turbidez, o valor médio (46,91 NTU) foi maior que aqueles
referentes aos pontos 2 e 4 (Tabelas 5, 6 e 7).

Quanto a temperatura da agua superficial, temperaturas mais elevadas (>20°C)
foram observadas em 10 meses do ano, e as mais amenas ocorreram apenas nos
meses de agosto e setembro (Tabela 6).

Na analise de pH, em 5 meses de coleta, a 4gua deste ponto apresentou
tendéncia a alcalinidade (pH: 8.90-9.67) sendo que em apenas 2 meses o pH
aproximou-se do neutro (7.0 e 7.07). Estes foram os maiores valores de pH registrados
neste estudo, conjuntamente com a amostra coletada no més de dezembro, no ponto 4
(Tabelas 6 e 7). Para estes parametros, ocorreram maiores valores médios
comparativamente aos pontos 1 e 2 (Tabelas 4, 5,6 e 7), porém menores que 0 ponto 4.

Os valores médios dos coliformes totais (3,2x10° NMP/100 ml), coliformes
termotolerantes (5,31 x10° NMP/100 ml); E.coli (2,9x10" NMP/100 ml) foram menores
comparativamente aos pontos 1 e 2, porém, maiores que os valores do ponto 4 (Tabelas
6e7)

Nos meses de julho, agosto, outubro e novembro, foram registrados valores
anbémalos para os indicadores microbioldgicos em consequéncia a abundancia de
macrofitas e ao processo de sedimentacao neste ponto. No més de agosto/2008, néo foi
possivel a realizacdo da anadlise destes indicadores, devido a problemas técnicos do
laboratorio.

Ainda neste ponto, ocorreu floragdo de cianobactérias (702.706 células/ml),
sendo que o valor maximo foi de 2.313.718 células/ml.
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Tabela 6 - Valores mensais e médias aritméticas dos parametros fisico-quimicos e

microbiologicos referentes as amostras de agua bruta superficial do ponto 3, da Represa de

Salto Grande, Americana-SP.

Meses Cor Turbidez pH Temperatura Coliformes (NMP/100mL) Densidade de
Aparente (NTU) (°C) Totais Termotoleran- E.coli cianobactérias
(mg PY/L) tes

Janeiro 1570 232 9,67 28 2,4x10° 5,0x10° 1,3x10°  2.313.718
Fevereiro 306 455 7,33 29 2,4x10° 7,0x10' 4,0x10' 38.539
Margo 198 29,2 7,18 29 5,0x10° 1,1x10° 2,0x10" N.A
Abril 146 29 8,9 26 8,0x10' 2,0x10' <2 286.896
Maio 144 20,7 7,11 22 3,0x10° 9,0x10' 7,0x10' 170.114
Junho 170 37,6 7,27 22 3,0x10° 2,0x10" 2,0x10"  900.012
Julho 253 57,1 8,97 22 1,3x10° <2,0 <2 1.328.230
Agosto 82 32,1 7,1 20,5 - - - N.A
Setembro 177 17,4 8,96 20 2,0x10' 2,0x10" 2,0x10' 28.823
Outubro 70 6,2 7,07 25 5,0x10° <2,0 <2 N.A
Novembro 223 40,2 9,22 25 2,2x10° 4,0x10" 4,0x10"  1.253.648
Dezembro 92 15,9 7,0 26 2,2x10° <2 <2 N.A
Média 285,9 46,91 7,3 24,54 3,2x10° 5,3x10° 2,9x10' 527.029
aritmética*
Desvio padrdo 410,41 59,94 1,04 3,20 6,7 x10° 14,4 x10° 38,2 756.138,1549
Valor minimo 70 6,2 7,0 20 2 2 2 28.823
Valor maximo 1570 232 9,67 29 2,4x10" 5,0x10° 1,3x10°  2.313.718

N.A: ndo analisado

*ou mediana para pH
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5.1.4 Ponto 4: late Clube

O valor médio do parametro cor (148,6 mgPt/l) foi menor comparativamente aos
outros pontos (1,2 e 3), sendo registrado um valor alto somente no més de janeiro (445
mgP1/l) similarmente ao ponto 3 (Tabelas 6 e 7).

Quanto a turbidez, o valor médio foi menor (30,34 NTU) que aqueles registrados
nos pontos 1,2 e 3 (Tabela 7).

Em relacdo a temperatura da agua superficial, temperaturas mais elevadas
(>20°C) predominaram em todos os meses de coleta, exceto no més de agosto (Tabela
7).

Em relacdo ao pH, em 10 meses, os valores tenderam a alcalinidade (pH: 7.12 —
9.87) e 2 meses o pH foi neutro (6.92 e 7.09). Estes valores foram mais elevados
comparativamente aos valores dos pontos 1 e ponto 2, porém semelhantes aqueles
registrados no ponto 3 (Tabela 7).

Ja& os indicadores microbiolégicos, as concentracbes de coliformes totais
(2,8x10°NMP/100 ml), coliformes termotolerantes (1,61x10' NMP/100 ml) e E.coli (6,33
NMP/100 ml) foram menores que os valores dos pontos 1, 2, 3 e 4 (Tabelas 4, 5,6 e 7).

Valores anémalos para os coliformes registrados nos meses de fevereiro, margo,
abril, junho, julho, agosto, outubro, novembro e dezembro, devido a abundéancia de
macrofitas e ao processo de sedimentacdo neste ponto. Ressalte-se que no més de
agosto/2008, ndo foi possivel a realizacdo da analise destes indicadores, devido a
problemas técnicos.

O rastreamento e contagem de cianobactérias constataram uma alta densidade
comprovando a floragdo destes organismos (690.547 células/ml), similar ao ocorrido no
ponto 3 (Tabela 7).
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Tabela 7 - Valores mensais e médias aritméticas dos parametros fisico-quimicos e

microbiologicos referentes as amostras de agua bruta superficial do ponto 4, da Represa de

Salto Grande, Americana-SP.

Meses Cor Turbidez pH Temperatura Coliformes (NMP/100mL) Densidade de
Aparente (NTU) (°C) Totais Termotoleran- E.coli cianobactérias
(mg PY/L) tes
Janeiro 445 78,7 8,97 28 8,0x10° 7,0x10' 4,0x10"  1.296.386
Fevereiro 142 24,7 7,97 29 1,4x10? <2,0 <2 205.198
Margo 173 21,8 7,09 28 1,3x10° 4,010’ <2 N.A
Abril 105 16,3 7,45 26 1,1x10° <2,0 <2 N.A
Maio 85 11,6 7,12 23 2,7x10° 7,0x10' 2,0x10" 185.198
Junho 72 11,4 7,27 21 4,0x10' <2,0 <2 100.592
Julho 94 26,6 8,51 22 2,3x10° <2,0 <2 695.540
Agosto 40 5,43 6,92 20 - - - N.A
Setembro 76 20,6 8,78 21 - - - N.A
Outubro 40 12,6 7,12 26 2,0x10' <2,0 <2 N.A
Novembro 181 39,6 9,31 26 3,3x10° <2,0 <2 1.082.696
Dezembro 330 94,8 9,87 28 1,7x10° <2,0 <2 1.952.310
Média 148,6 30,34 7,71 24,66 2,8x10° 1,6 x10 6,3 460.365
aritmética*
Desvio padrao 122,88 28,01 1,01 3,24 3,8x10° 27,45 11,87  653.478,387
Valor minimo 40 5,43 6,92 20 2 2 2
Valor maximo 445 94,8 9,87 29 1,3x10°  7,0x10' 4,0x10'  1.296.386

N.A: ndo analisado

*ou mediana para pH
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5.2 Ocorréncia de protozoarios patogénicos dos pontos de coleta (1, 2, 3 e 4) de
agua superficial da represa de Salto Grande.

Neste estudo, a presenca de ambos os protozoarios patogénicos de veiculagao
hidrica, Giardia spp. e Cryptosporidium spp., foi registrada em amostras de agua
superficial da Represa de Salto Grande, embora oocistos de Cryptosporidium tenham
sido detectados apenas no més de maio (Fig.13), no ponto 2 (Saltinho) (Tabela 8).

A ocorréncia de cistos de Giardia spp., foi observada nos pontos 1 (Mini-
Pantanal) e 2 (Saltinho) (Fig.12). Nos pontos 3 e 4 nao se registrou positividade em
nenhuma das amostras de agua superficial. Nos meses de fevereiro, abril e julho
ocorreu uma grande densidade de cianobactérias (Fig.14); estas dificultaram a
diferenciacdo de cistos e oocistos devido a reacdo cruzada com o0s anticorpos
monoclonais fluorescentes; estas amostras foram submetidas ao processo de
separacao imunomagnética, ndo sendo constatada presenca de protozoarios.

A deteccdo de protozoarios nas amostras positivas foi coincidente com a
ocorréncia de chuvas que antecederam as coletas (janeiro, marco, maio, junho e agosto
de 2008).

Considerando o total de 48 amostras analisadas durante 12 meses (janeiro a
dezembro de 2008), a positividade para os protozoarios patogénicos foi de 16,6% (n=8).

Para cistos de Giardia spp., no ponto 1, das 12 amostras analisadas, somente 2
(16,6%) foram positivas; no més de junho, foram detectados 102 cistos/L de agua
superficial da represa e, em agosto, 224 cistos por litro de agua superficial, resultando
em uma concentragcdo média de 27,1 cistos/L.

Ja no ponto 2, a prevaléncia de cistos de Giardia spp. na agua superficial foi de
41,6% (n=5); a concentracdo média de cistos/L foi de 65,4 sendo registrada uma
variacao entre 122 e 203 cistos/L (Tabela 8).

Para Cryptosporidium, a prevaléncia de oocistos na dgua superficial neste ponto

foi de 8,3% (n=1). A concentragao de oocistos por litro foi de 170 organismos.
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Tabela 8 - Concentragédo de cistos de Giardia spp. € oocistos de Cryptosporidium spp.
por litro de amostra de agua bruta do reservatério de Salto Grande nos diferentes

pontos de coleta, no periodo de janeiro a dezembro de 2008 (Merifluor®).

P1 P2 P3 P4

C G C G C G C G
JANEIRO ND ND ND 151 ND ND ND ND
FEVEREIRO* ND ND ND ND ND ND ND ND
MARCO ND ND ND 122 ND ND ND ND
ABRIL* ND ND ND ND ND ND ND ND
MAIO ND ND 170 ND ND ND ND ND
JUNHO* ND 102 ND 147 ND ND ND ND
JULHO ND ND ND 203 ND ND ND ND
AGOSTO ND 224 ND 162 ND ND ND ND
SETEMBRO ND ND ND ND ND ND ND ND
OUTUBRO ND ND ND ND ND ND ND ND

NOVEMBRO ND ND ND ND ND ND ND ND
DEZEMBRO ND ND ND ND ND ND ND ND

ND= NAO DETECTADO

C= oocistos de Cryptosporidium sp

G= cistos de Giardia sp

* amostras de agua onde ocorreu floragao de cianobactérias
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Figura 12 - Cisto de Giardia sp. na amostra de agua superficial do ponto 2 da represa de
Salto Grande, Americana-SP no més de marco (aumento de 600x)

Figura 13 - Oocisto de Cryptosporidium sp. na amostra de agua superficial do ponto 2 da

represa de Salto Grande, Americana-SP no més de maio (aumento de 600x).

Figura 14 - Cianobactérias na amostra de agua superficial do ponto 3 da represa de
Salto Grande, Americana-SP no més de fevereiro, quando da ocorréncia de floracao

(aumento de 600x).
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5.2.1 Estimativa da eficiéncia de recuperacao de oocistos e cistos dos ensaios-
controle positivos das amostras de agua superficial do ponto de coleta 2 da
represa de Salto Grande.

A eficiéncia de recuperacdo da metodologia de filtracdo em membranas
empregada neste estudo foi variavel, dependendo da turbidez da amostra (Tabela 9).

Para Giardia spp. a sensibilidade variou de 0,87% no més de fevereiro e turbidez
de 93 NTU a 76,40% em agosto, quando registrou-se turbidez de 26,6 NTU (Tabela 9).

Para Cryptosporidium spp., a eficiéncia de recuperagdo de oocistos variou de
1,77% (fevereiro) a 8,30% (novembro) (Tabela 9).

A repeticdo de ensaios-controle positivos no ponto 2, nos meses de fevereiro,
maio, agosto e novembro objetivou verificar a influéncia das estagbes do ano,
considerando-se o regime de chuvas e turbidez, nas taxas de recuperacao de cistos e
oocistos (Anexo B).

A eficiéncia de recuperacdo da metodologia de filtragio em membranas foi
variavel quando comparados os diversos pontos de coleta (Tabela 10). Para
Cryptosporidium spp, a menor recuperacao de organismos ocorreu no ponto 1 (Mini-
Pantanal) e a maior no ponto 3, onde se inicia a represa propriamente dita. Para cistos
de Giardia, a menor eficiéncia de recuperacao foi obtida quando analisada a amostra de
agua do ponto 1 e a maior, quando processada amostra do ponto 4 (Tabela 10).

80



Tabela 9 - Eficiéncia de recuperagdo de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. nos ensaios-controle da amostra de agua do ponto 2 do
reservatorio de Salto Grande, utilizando a técnica de filiragdo em membrana e

visualizacdo dos protozoarios com anticorpos monoclonais (Merifluor®).

Numero de organismos Eficiéncia de recuperacao (%)
Numero do inoculados em 1 litro de Turbidez (NTU
ensaio-controle amostra de agua bruta

Cryptosporidium Giardia Cryptosporidium  Giardia

spp. spp. spp. spp.
I(fev) 2,82x10° 5,74 x10° 1,77 0,87 93
I1(maio) 5,48x10° 1,39 x10° 5,47 21,58 70
lll(ag) 7,45x10° 3,75 x10° 6,00 74,60 23,6
IV(nov) 8,40x10° 1,17 x10° 8,30 34,78 25,9
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Tabela 10 - Eficiéncia de recuperacdo de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. nos ensaios-controle positivos de amostra de agua superficial dos
pontos 1, 3 € 4 (n=1) da represa de Salto Grande, utilizando a técnica de filtragdo em

membrana e visualizagao com anticorpos monoclonais (Merifluor®).

NUmero de organismos Eficiéncia de recuperacao (%)
Ensaios-controle inoculados em 1 litro de Turbidez (NTU)
dos pontos amostra de agua bruta

Cryptosporidium  Giardia = Cryptosporidium  Giardia

Spp. Spp. Spp. Spp.
P1 (nov) 8,48x10° 1,21 x10° 5,30 8,22 22,2
P3 (out) 2,40x10° 2,58 x10° 87,50 42,63 6,2
P4 (out) 5,31x10° 2,03 x10° 31,97 88,66 12,6
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5.2.2 Sensibilidade da metodologia de filtracao em membrana com separacao
imunomagnética (IMS).

As amostras de agua superficial nas quais ocorreram floracdes de cianobactérias
foram submetidas ao processo de separacdo imunomagnética como etapa de
purificacdo, por este motivo realizou-se a comparagdo da eficiéncia de recuperacao
acrescida ou nao de IMS (Tab.11)

Os ensaios-controle (sem IMS) realizados nas amostras de dgua do ambiente
I6tico (pontos 1 e 2) apresentaram médias de recuperacao de 6,8% para oocistos e de
21,20% para cistos, enquanto para os ensaios com IMS, as recuperagdes foram de
3,75% para oocistos e 69,48% para cistos. Ja para os ensaios-controle (sem IMS)
realizados nas amostras do ambiente |éntico (P3 e P4), as recuperacdes médias de
oocistos e cistos foram de 59,73% e 65,64%, respectivamente. Nos ensaios com IMS,

as recuperacoes foram de 46,27% para oocistos e acima de 100% para cistos.
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Tabela 11 - Eficiéncia de recuperagdao de oocistos e cistos nos ensaios-controle
positivos de amostra de agua superficial dos pontos 1, 2, 3 e 4 (n=1) da represa de
Salto Grande, utilizando a filtracdo em membrana, emprego da etapa de separacao

imunomagnética (IMS) e visualizacido com anticorpos monoclonais (Merifluor®).

Numero de organismos Eficiéncia de Eficiéncia de

Ensaios- inoculados em 1 L de recuperacao (%) recuperacao (%) Turbidez

controle amostra Cryptosporidium spp. Giardia spp. (NTU)
dos pontos  Cryptosporidium — Giardia Com IMS Sem IMS Com IMS Sem IMS

spp. spp.

Ponto 1 8,48x10° 1,21 x10° 4,9 5,3 72,36 8,22 22,2
(I6tico)
Ponto 2 8,40x10° 1,17x10° 2,61 8,3 66,6 34,18 25,9
(I6tico)
Média 3,75 6,80 69,48 21,20
Ponto 3 2,40x10° 2,58 x10° 65,83 87,5 >100 42,63 6,2
(Iéntico)
Ponto 4 5,31x10° 2,03 x10° 26,71 31,97 >100 88,66 12,6
(Iéntico)
Média 46,27 59,73 65,64
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5.3 Analise Estatistica dos pontos de coleta (1, 2, 3 e 4) das amostras de agua
superficial da represa de Salto Grande.

5.3.1 Analise de Variancia (ANOVA)

De um total de 48 amostras, 8 foram positivas para os protozoarios pesquisados.
Como a positividade foi pequena e os valores muito dispares, eles foram transformados
em logaritmos (x logip(n+1)) visando a evidenciacdo das diferengas entre os pontos de
coleta. Os valores de coliformes termotolerantes, totais e E.coli também foram
transformados em logaritmos (x logio(n+1)). As varidveis dependentes sédo: parametros
fisico-quimicos (temperatura, cor e turbidez) e biolégicos (cistos, oocistos, coliformes
totais, termotolerantes e E.coli) enquanto as independentes sdo 0 més de coleta, coleta
(pontos de coleta) e interagdo més e coleta.

Para os parametros fisico-quimicos cor e turbidez, ndao houve diferenca
significativa entre os pontos de coleta, somente para estagdo do ano foram observadas
relagdes significativas (p=0,0015; F=6,48 ; p=0,0084, F= 4,64). Para temperatura,
também houve relacdo significativa com a estagdo do ano (p= 0,001, F=61,05) (Tabela
12).

Em relacdo as concentracbes de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp., ndo houve diferenga significativa entre os pontos de coleta (1, 2, 3
e 4) e diferentes esta¢des do ano. Entretanto, houve relagéo significativa entre ponto de
coleta e abundéancia de cistos de Giardia spp. (p= 0,0288; F=3,42), mas nao para
oocistos de Cryptosporidium spp. (p= 0,4055; F= 1,00). Ja para os coliformes
termotolerantes, houve relacéo significativa entre ponto de coleta e estacdo do ano (p=
0,0001, F= 121,21; p=0,001, F= 19,93) enquanto para coliformes totais, houve relacéo
significativa entre pontos de coleta e estacao do ano (p= 0,0001, F= 38,80; p=0,0047, F=
5,24). Concentragcbes de Escherichia coli também apresentaram relagoes significativas
entre pontos de coleta e estagdo do ano (p= 0,0001; F= 82,17; p= 0,0109, F= 4,37). A
concentracao de cianobactérias apresentou relacao significativa somente com ponto de
coleta (p=0,0001; F= 14,28) (Tabela 13).
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Houve diferenca significativa quanto a concentragéo de cistos de Giardia spp.

entre os ambientes lético (P1 e P2) e léntico (P3 e P4) e entre os meses do ano,

enquanto para oocistos de Cryptosporidium spp., ndo foram observadas diferengas

significativas para ambos os fatores independentes (ambientes Iético e Iéntico, meses

do ano) (Tabela 14).

Tabela 12 - Valores de ANOVA (teste F) e probabilidade (P) entre os pontos de coleta

(P1, P2, P3, P4) e estacbes do ano em relacdo aos parametros fisico-quimicos (cor,

turbidez, temperatura) das amostras de agua superficial da represa de Salto Grande,

Americana-SP.

Variavel Fatores independentes Graus de  Soma dos Quadrado F P
Dependente liberdade quadrados médio
Pontos de Coleta 3,32 355.889,39 118.629,80 1,80 10,1678
Cor Estacdo do ano 3,32 1.284.085,73 428.028,57 6,48 0,0015
Pontos de coleta - estagéo
do ano 9,32 326.990,35 36.332,26 0,55 10,8266
Pontos de Coleta 3,32 3.348,30 1116, 10 0,65 0,5979
Turbidez Estagéo do ano 3,32 23.848,77 7949,59 4,64 0,0084
Pontos de coleta - estagéo 10.320,57 1146, 73 0,67 0,7300
do ano 9,32
Pontos de Coleta 3,32 9,27 3,09 1,26  0,3056
Temperatura Estacédo do ano 3,32 450,22 150,07 61,05 0,001
Pontos de coleta - estagao 9,32 15,64 1,73 0,71  0,6979

do ano
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Tabela 13 - Valores de ANOVA (teste F) e probabilidade (P) entre os pontos de coleta
(P1, P2, P3, P4) e estagbes do ano em relacdo aos parametros bioldgicos (cistos,
oocistos, coliformes totais, coliformes termotolerantes, E.coli e cianobactérias) das

amostras de agua superficial da represa de Salto Grande, Americana-SP.

Variavel Fatores independentes Grausde Somados Quadrad F p
Dependente liberdade quadrados o médio
Pontos de Coleta 3,32 26,82 8,94 3,42 0,0288
Numero de cistos Estacdo do ano 3,32 10,71 3,57 1,37 0,2705
(x log 10 (n+1)) Pontos de coleta - 9,32 31,30 3,47 1,33  0,2604
estacdo do ano
Pontos de Coleta 3,32 1,65 0,55 1,0 0,4055
Ndmero de Estacéo do ano 3,32 1,65 0,55 1,0 0,4055
oocistos Pontos de coleta - 9,32 4,95 0,55 1,0 0,4599
(x log 10 (n+1)) estacdo do ano
Pontos de Coleta 3,32 475,29 158,43 121,21 0,0001
Concentracao de Estacédo do ano 3,32 78,15 26,05 19,93 0,0001
col.termotoleran- Pontos de coleta - 9,32 24,73 2,74 2,10 0,0592
tes estacdo do ano
(x log 1o (n+1))
Pontos de Coleta 3,32 385,33 128,44 38,80 0,0001
Concentragao de Estagcdo do ano 3,32 52,07 17,35 524 0,0047
col.totais Pontos de coleta - 9,32 42,31 4,70 1,42  0,2209
(x log 1 (n+1)) estacdo do ano
Pontos de Coleta 3,32 423,80 141,26 82,17 0,0001
Concentracao de Estacao do ano 3,32 22,53 7,51 4,37 0,0109
E.coli Pontos de coleta - 9,32 11,36 1,26 0,73 0,6747
(x log 10 (n+1)) estacdo do ano
Pontos de Coleta 3,32 936,02 312,01 14,28 0,0001
Concentragao de Estacdo do ano 3,32 16,74 5,58 0,26  0,8568
cianobactérias Pontos de coleta - 9,32 103,16 11,46 0,52 0,8457

(x log 10 (n+1))

estacdo do ano
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Tabela 14 - Valores de ANOVA (teste F) e probabilidade (P) entre os ambientes Iético
(P1 e P2) e Iéntico (P3 e P4), meses do ano e densidade de cistos e oocistos das

amostras de agua superficial da represa de Salto Grande, Americana-SP.

Variavel Fatores independentes Grausde Somados Quadrado F P
Dependente liberdade quadrados médio
Léntico/lotico 1,24 25,95 25,95 16,20 0,0005
Numero de cistos Meses do ano 11,24 44,02 4,00 2,50 0,0295
(x log 10 (n+1)) léntico/lético - meses do 11,24 44,02 4,00 2,50 0,0295
ano
Léntico/lotico 1,24 0,55 0,55 1,00 0,3273
Nlumero de Meses do ano 11,24 6,05 0,55 1,00 0,4744
oocistos Iéntico/lbtico - meses do 11,24 6,05 0,55 1,00 0,4744
(x log 10 (n+1)) ano
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5.3.2 Comparacao multipla de médias dos parametros fisico-quimicos e grafico
Box-plot para valores de pH.

Em relacdo a cor, ndo foram observadas diferencgas significativas entre os quatro
pontos de coleta. De forma similar para os valores de turbidez e temperatura (Tabela
15).

Em comparacéo as estagdes do ano, os valores dos parametros cor e turbidez no
verdo, foram significantemente maiores daqueles registrados no outono, inverno e
primavera, sendo que estes ndo foram significantemente diferentes nestas 3 estagbes
do ano (Tabela 16).

Quando considerada a temperatura, estas foram significantemente diferentes
entre si nas 4 estagcées do ano, verdo e outono registraram maiores temperaturas
(Tabela 16).

Para visualizar a tendéncia para acidez ou alcalinidade dos valores de pH dos
pontos 1, 2, 3 e 4, foi realizado o grafico Box-plot. Nos pontos 1, 3 e 4, a distribuigdo dos
valores de pH tendem a alcalinidade, enquanto para o ponto 2, os valores tendem a
acidez (Figura 15).
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Tabela 15 - Comparacao multipla de médias (Teste de Duncan) entre os parametros
fisico-quimicos (cor, turbidez e temperatura) comparados entre os pontos de coleta (P1,
P2, P3 e P4) de agua superficial da represa de Salto Grande, Americana-SP.

Parametros Média“+DP N Pontos de Agrupamento de P
Coleta Duncan*

368,10 £ 315,09 12 P1 A

Cor (MgPt/L) 349,70 + 236,20 12 P2 A 0,1678
285,90 + 410,41 12 P3 A
148,60 + 122,88 12 P4 A
53,21 + 52,92 12 P1 A

Turbidez (NTU) 46,91 + 59,94 12 P3 A 0,5879
43,16 + 30,17 12 P2 A
30,34 + 28,01 12 P4 A
24,66 + 3,24 12 P4 A

Temperatura (°C) 24,54 + 3,20 12 P3 A 0,3056
23,95 + 3,67 12 P2 A
23,58 + 3,77 12 P1 A

A Ordenamento das médias foi feito de forma decrescente.

DP= Desvio-padrao.

*Letras iguais ndo apresentam diferencgas significativas de acordo com o teste de comparagao multipla de
Duncan.

P= Probabilidade.

90



Tabela 16 - Comparagdo multipla de médias (Teste de Duncan) para os parametros
fisico-quimicos comparados entre as estagdes do ano (primavera, verdo, outono e
inverno), das amostras de agua superficial da represa de Salto Grande, Americana-SP.

Parametros Média“+DP N Estagbes Agrupamento de P
Duncan*

563,08 + 428,58 12 Verao A

Cor (MgPt/L) 255,50 £ 236,75 12 Outono B 0,0015%
188,25+ 96,48 12 Primavera B
145,41+ 72,03 12 Inverno B
80,83 + 63,68 12 Verao A

Turbidez (NTU) 38,63 + 37,13 12 Outono B 0,0084°
31,06 £ 24,49 12 Primavera B
23,11 £ 13,87 12 Inverno B
28,75+ 0,75 12 Verao A

Temperatura (°C 25,08 + 1,56 12 Primavera B 0,001?
22,33 £ 2,26 12 QOutono C
20,75 £ 1,07 12 Inverno D

A Ordenamento das médias foi feito de forma decrescente.

DP= Desvio-padrao.

*Letras iguais ndo apresentam diferencgas significativas de acordo com o teste de comparagao multipla de

Duncan.
P= Probabilidade.
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Figura 15 — Gréafico Box-Plot da distribuicdo dos valores de mediana de pH das
amostras de agua superficial dos pontos de coleta (1, 2, 3 e 4) da represa Salto Grande,

Americana-SP.
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5.3.3 Comparacao multipla de médias dos parametros bioldgicos.

Quando considerados os indicadores bioldgicos, para coliformes termotolerantes,
nao existem diferencas entre os pontos P1 (Mini-Pantanal) e P2 (Saltinho); entretanto, o
ponto 1 (Mini-Pantanal) foi significantemente maior que P3 (Praia Azul) e P4 (late
Clube). Entre si, o ponto 3 foi significantemente maior que o ponto 4 (Tabela 17).

Em relacéo aos coliformes totais, ndo foram observadas diferencgas significativas
entre os pontos 1 e 2 (Mini-Pantanal e Saltinho). Ja4 o ponto 3 (Praia Azul) apresentou
valores significantemente superiores aos do ponto 4 (late Clube) (Tabela 17).

Para o parametro E.coli, os pontos 1 e 2 (Mini-Pantanal e Saltinho) foram
similares e ambos significantemente maiores que P3 (Praia Azul) e P4 (late Clube),
sendo que P3 é significantemente maior que P4 (Tabela 17).

Em relacdo as cianobactérias, os pontos 3 e 4 sdo semelhantes entre si,
significantemente maiores que os pontos 1 € 2 0os quais ambos séo similares (Tabela
17).

Os valores de coliformes termotolerantes foram significantemente diferentes entre
as estagdes do ano, sendo que o maior valor médio foi verificado no verdo (x = 7,44)
(Tabela 18). No outono, o valor médio (x = 6,04) destes coliformes foi menor que no
verdao, porém superior aos valores de inverno (x = 4,79) e primavera (x = 4,30) que
entre si foram semelhantes (Tabela 18).

Quanto aos coliformes totais, os valores médios obtidos no verdo (x= 9,21) e
outono (x = 8,52) foram similares e superiores aos observados no inverno (x =.6,54). No
entanto, outono foi semelhante a primavera (x = 7,36) que foi similar ao inverno. Verao
foi significantemente maior que primavera e inverno (Tabela 18).

Ja& E.coli, os valores médios foram similares no verdo (x = 5,86) e outono (x

5,01). Entretanto, o valor médio de verao foi significantemente maior que inverno (x

4,22) e primavera (x= 4,19) que foram semelhantes entre si. Outono, inverno e
primavera foram também semelhantes (Tabela 18).

A concentracéo de cistos de Giardia quando comparados com ambiente 16tico (P1
e P2) e léntico (P3 e P4), sao significantemente diferentes, no ambiente I6tico foi maior

que no léntico, enquanto para oocistos, nao ha diferenca significativa entre os ambientes
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(Tabela 19). Em relacdo aos meses do ano, a concentracdo média de cistos foi
semelhantes nos meses de agosto (x= 2,62) e junho (x = 2,40). Entretanto, estes
meses foram significativamente maiores que os meses de janeiro (x = 1,25), margo (x =
1,20), julho (x= 1,32), fevereiro, abril, maio, julho, setembro e outubro que foram
semelhantes entre si (Tabela 20).

Quanto para os oocistos, ndo houve diferenca significativa das médias de

oocistos entre os meses do ano (Tabela 20).
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Tabela 17 - Comparacao multipla de médias dos parametros biolégicos (cistos, oocistos,
coliformes termotolerantes, totais, E.coli e cianobactérias) e os pontos de coleta (P1, P2,
P3 e P4) da represa de Salto Grande.

Parametros Média® N Pontos de Agrupamento de P
Coleta Duncan*
1,6606 12 P2 A
1,2807 12 P1 A, B
Cistos 0,000 12 P3 B 0,0288°
0,000 12 P4 B
0,4285 12 P2 A
0 12 P1 A
Oocistos 0 12 P3 A 0,4055
0 12 P4 A
9,05 12 P1 A
Coliformes 8,50 12 P2 A
termotolerantes 3,36 12 P3 B 0,00012
1,82 12 P4 C
10,91 12 P1 A
10,40 12 P2 A
Coliformes totais 5,97 12 P3 B 0,0001?
4,28 12 P4 C
8,21 12 P1 A
7,28 12 P2 A
Escherichia coli 2,50 12 P3 B 0,0001°
1,29 12 P4 C
9,24 12 P3 A
8,38 12 P4 A
Cianobactérias 0 12 P1 B 0,0001°
0 12 P2 B

A Ordenamento das médias foi feito de forma decrescente.

*Letras iguais ndo apresentam diferencgas significativas de acordo com o teste de comparagao multipla de
Duncan.

P= Probabilidade.

a = P<0,05
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Tabela 18 - Comparagcao multipla de médias para os parametros biolégicos comparados
entre as estagdes do ano (primavera, verao, outono e inverno), das amostras de agua

superficial dos pontos de coleta P1, P2, P3 e P4 da represa Salto Grande.

Parametros MédiaA N Estagbes Agrupamento de P
Duncan*
7,44 12 Verao A
Coliformes 6,04 12 Outono B
termotolerantes 4,79 12 Inverno C 0,0001°
4,30 12 Primavera C
9,21 12 Verao A
8,52 12 Outono A ,B
Coliformes totais 7,36 12 Primavera Cc.,B 0,0047°
6,54 12 Inverno C
5,86 12 Verao A
5,01 12 Qutono A B
Escherichia coli 4,22 12 Inverno B 0,0109?
4,19 12 Primavera B
5,164 12 Outono A
4,293 12 Veréo A
Cianobactérias 3,535 12 Primavera A 0,8568
4,629 12 Inverno A

A Ordenamento das médias foi feito de forma decrescente.

*Letras iguais ndo apresentam diferencgas significativas de acordo com o teste de comparagao multipla de
Duncan.

P= Probabilidade.

a = P<0,05
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Tabela 19 - Comparacdao multipla de médias das densidades de cistos e oocistos

comparados entre os ambientes Iético (P1 e P2) e Iéntico (P3 e P4), das amostras de

agua superficial da represa Salto Grande.

Parametros Média N Ambientes Agrupamento de P
Duncan*
1,4707 24 Lético A
Cistos 0,0000 24 Léntico B 0,0005%
0,2142 24 Lético A
Oocistos 0,0000 24 Léntico A 0,3273

A Ordenamento das médias foi feito de forma decrescente

*Letras iguais ndo apresentam diferencgas significativas de acordo com o teste de comparagao multipla de

Duncan.
P= Probabilidade
a = P<0,05
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Tabela 20 - Comparacdao multipla de médias das densidades de cistos e oocistos
comparados entre os meses do ano das amostras de agua superficial da represa Salto
Grande.

Parametros MédiaA Meses Agrupamento de P

Duncan*

2,62
2,40
1,32
1,25
1,20
Cistos 0

Agosto A
Junho A
Julho A,B
Janeiro A,B
Marco A,B

Fevereiro

0,0295°

Dezembro
Maio
Abril

Novembro

Outubro

Setembro

O O O o o o

—
N
[oe]

Maio
Abril
Dezembro
Agosto
Janeiro
Julho

Junho

Oocistos** 0,4744**
Fevereiro
Marco
Novembro
Outubro

Setembro

N N N N N N N N N N I N N N N N O N O O O N N [

o O O O O O o o o o
U U0 U U U U U U U U W >» 0 WU 0D 0 W W W -

o
I

A Ordenamento das médias foi feito de forma decrescente

*Letras iguais ndo apresentam diferencgas significativas de acordo com o teste de comparagao multipla de
Duncan.

P= Probabilidade

a = P<0,05

** probabilidade > 5% (desvio padrao igual a 0, muitos valores igual a 0)
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5.3.4 Teste do AQui-quadrado (y2) das frequéncias de cistos, oocistos,
cianobactérias, entre os pontos de coleta (P1, P2, P3 e P4) e estacoes do ano.

As freqUéncias de cistos nas amostras de agua superficial dependeram do ponto
de coleta (1 e 2) e das estagbes do ano (p= 0,0032 e p<0,05), portanto, as variaveis
ndo sao independentes, existindo uma associacdo entre elas, nos pontos 3 e 4 a
frequéncia para Giardia foi zero (Tabela 21). Entretanto, para a frequéncia de oocistos
de Cryptosporidium, nao foi possivel o célculo do Qui-quadrado, ja que sé houve
positividade em um ponto de coleta (Ponto 2).

Em relacdo as frequiéncias de cianobactérias, ha uma relagcdo de dependéncia
dos pontos de coleta (3 e 4) e as estagdes do ano, existindo uma associacao
estatisticamente significativa entre estas variaveis (Tabela 22).

Tabela 21 - Fregléncias observadas de cistos de Giardia spp. dos pontos de coleta (1 e
2) nas estacOes do ano, em amostras de agua superficial da represa de Salto Grande,
Americana-SP.

Pontos de Inverno  Qutono  Ver&o Total %) P
coleta
P1 10,734 4,6347 0 15,369
P2 5,0938 4,9972  9,8361 19,927 11,4623  0,0032°

Total 15,828 9,63194 9,8361 35,296

* grau de liberdade

Tabela 22 - Frequéncias observadas de cianobactérias dos pontos de coleta (3 e 4) nas
estacoes do ano, em amostras de agua superficial da represa de Salto Grande,
Americana-SP.

Pontos Inverno  Outono  Primavera Veréo Total (%) 3+ P
de
coleta
P3 33,323 38,321 14,042 25,52 113,21
P4 22,226 23,648 28,379 26,307 100,56 9,8512 10,0199
Total 55,5489 61,9693 42,4211 53,8265 213,766

**grau de liberdade
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5.3.5 Teste de Correlacao de Pearson dos parametros fisico-quimicos e biolégicos
de cada ponto de coleta (1, 2, 3 e 4) de agua superficial da represa Salto Grande.

No ponto 1, houve uma forte correlagdo entre cor e turbidez (r = 0,99510). Os
valores de pH aumentaram de forma inversamente proporcional aos valores da
temperatura (r= - 0,60097) (Tabela 23). Ja para os coliformes termotolerantes, houve
uma forte correlacdo com coliformes totais e moderada para E.coli (Tabela 23).

Em relagcdo ao ponto 2, também houve forte correlacdo entre cor aparente e
turbidez (r= 0,97978); verificou-se correlacdo moderada entre cor e temperatura (r=
0,60311) turbidez e temperatura (r= 0,61595). Ja para os valores de coliformes
termotolerantes, houve uma forte correlacdo com coliformes totais (r= 0,82530) e
correlacdo moderada com E.coli e cistos de Giardia (r= 0,68925 e r= 0,60142,
respectivamente) (Tabela 24).

No ponto 3, de forma similar aos pontos 1 e 2, a correlagcao entre cor e turbidez
foi forte (r= 0,98893) (Tabela 25). Fortes correlagdes também foram registradas entre
cor e coliformes termotolerantes (r= 0,70153) e entre coliformes termotolerantes e E.coli
(r=0,83364). As demais correlagdes entre turbidez e coliformes termotolerantes (r=
0,64337); pH e cianobactérias (r= 0,62957); temperatura e coliformes termotolerantes
(r= 0,59057); coliformes termotolerantes e totais (r= 0,61480) foram moderadas (Tabela
25).

Ja no ponto 4, observou-se fortes correlacdes entre cor e turbidez (r= 0,92293)
pH e turbidez (r= 0,82447), pH e cianobactérias (r= 0,70196), coliformes termotolerantes
e coliformes totais (r= 0,72647), coliformes termotolerantes e E.coli (r= 0,82492). As
correlagcdes entre cor e pH, cor e temperatura, cor e E.coli, apresentaram-se moderadas
(= 0,66263; r= 0,63624; r= 0,58848, respectivamente). Quanto as correlagdes de
temperatura e coliformes totais (r= 0,62484), E.coli e coliformes totais (r= 0,66224)
também foram moderadas (Tabela 26).
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Tabela 23 - Matriz da Correlacao linear de Pearson (r) dos parémetros fisico-quimicos e

biolégicos das amostras de agua superficial do ponto de coleta 1 (Mini-Pantanal) da represa

Salto Grande, Americana-SP.

Cor Turbidez pH Temp* Termo™  Totais E.coli  Cistos Oocistos Ciano ***
Cor 1
Turbidez 0,99510 1
pH -0,2445% -0,24698 1
Temp* 0,33920 0,32275 -0,60097 1
Termo*™ 0,17225 0,13991 0,48132 -0,07109 1
Totais 0,10219 0,07398 0,20679 -0,3351 0,80520 1
E.coli 0,12399 0,09533 0,22736  0,02435 0,47670 0,55095 1
Cistos -034187 -0,32562 0,17842 -0,51630 0,18699 0,22004 0,22978 1

Oocistos - - - -

*k%k

Ciano - - - -

Resultados com significancia (P<0,05) em negrito
*temperatura
** termotolerantes

***cianobactérias
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Tabela 24 - Matriz da Correlacao linear de Pearson (r) dos parametros fisico-quimicos e
biolégicos das amostras de agua superficial do ponto de coleta 2 (Saltinho) da represa Salto
Grande, Americana-SP.

Cor Turbidez pH Temp* Termo** Totais E.coli Cistos Oocistos Ciano***
Cor 1
Turbidez  0,97978 1
pH -0,32271 -0,33989 1
Temp* 0,60311 0,61595 -0,64841 1
Termo**  0,62113 0,64471 -0,12967  0,44381 1
Totais 0,42004 0,45953  -0,09402 0,03826  0,82530 1
E.coli 0,42613 0,37056  0,08386  0,25168 0,68925  0,36700 1

Cistos 0,25008 0,19680 0,17618 0,12023 0,60142 0,39688  0,67887 1

Oocistos  0,22177  0,28010 0,23959  -0,33958 -0,12687  0,08836 -0,15894 1

*k %k

Ciano - - - - - - - - - 1

Resultados com significancia (P<0,05) em negrito
* temperatura
** termotolerantes

*k%k

cianobactéria
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Tabela 25 - Matriz da Correlacao linear de Pearson (r) dos parametros fisico-quimicos e
biolégicos das amostras de agua superficial do ponto de coleta 3 (Praia Azul) da represa Salto

Grande, Americana-SP.

Cor Turbidez pH Temp* Termo™  Totais E.coli Cistos  Oocistos Ciano***
Cor 1
Turbidez  0,98893 1
pH 0,56108  0,57070 1

Temp* 0,38620 0,34111 0,00133 1

Termo** 0,70153  0,64337 0,32102 0,59057 1

Totais 0,49198 0,44101 0,10440 0,52736 0,61480 1

E.coli 0,55515  0,48793 0,28306 0,31372 0,83364 0,51829 1

Cistos - = - - - . ) 1

Oocistos - - - - - _ ; } 1

Ciano*** 0,36731  0,42837 0,62957 -0,29978 0,17909 -0,11151 0,37814 - - 1

Resultados com significancia (P<0,05) em negrito
*temperatura

** termotolerantes

***cianobactérias
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Tabela 26 - Matriz da Correlagdo linear de Pearson (r) dos parametros fisico-quimicos e

biolégicos das amostras de agua superficial do ponto de coleta 4 (late Clube) da represa Salto

Grande, Americana-SP.

Cor Turbidez pH Temp* Termo** Totais E.coli  Cistos Oocistos Ciano***
Cor 1
Turbidez  0,92293 1
pH 0,66263  0,82447 1
Temp* 0,63624 0,56722 0,33875 1
Termo*™* 0,48586  0,23327 -0,11616  0,29600 1
Totais 0,56426  0,42368 0,20144  0,62484  0,72647 1
E.coli 0,58848  0,38862 0,09015 0,26904 0,86685 0,66224 1
Cistos - = - - - - ) 1
Oocistos = - - - - - - - 1
Ciano***  0,48181  0,55685 0,70196 0,05042 0,15712 0,34260 0,41364 - - 1

Resultados com significancia (P<0,05) em negrito

*temperatura
** termotolerantes

*k%k

cianobactérias
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Tabela 27 - Parametros considerados na avaliacdo qualitativa dos kits comerciais de
anticorpos monoclonais empregados na deteccao de cistos e oocistos nas amostras de agua

da represa de Salto Grande, Americana-SP e score de pontuagéo.

Parametros Kit A (Merifluor® Meridian Kit B (Crypto/Giardia-Cel IF
Bioscience Diagnostics, Test®)
Cincinnatti, Ohio)
Cor da fluorescéncia +++ ++++

(verde-maca)

Intensidade da fluorescéncia +++ o+
(brilhante)
Auséncia de difusao da +++ ++++

fluorescéncia
Predominancia da +++ ++++
fluorescéncia na parede do

organismo (aspecto em “anel”)

++++ = muito bom
++++ = bom

+ = fraco

105



6. DISCUSSAO

O desvio do curso de rios e alteracao do fluxo, a retirada da vegetacéao, a captura
e a translocacdo da fauna silvestre além da remocéo da populagao ribeirinha, sdo os
principais impactos oriundos da constru¢dao de um reservatorio. Durante o enchimento e
apo6s o inicio do funcionamento do novo sistema, varias alteragdes fisicas, quimicas e
biolégicas ocorrem em fungdo do fluxo d’agua, da decomposicdo da vegetagcéo
inundada e outros processos que dependem da vazdo e do tempo de residéncia da
agua. O uso desordenado das areas adjacentes seja por processos de urbanizagédo ou
atividades agropastoris, e do proprio reservatorio, incluindo a pesca, atividade de
recreacao, navegacao e geracao de energia elétrica contribuem para a eutrofizagéao e
alteracdo da qualidade da agua dos reservatorios, principalmente quando estes estao
proximos as areas densamente povoadas como é o caso da represa de Salto Grande,
no municipio de Americana (LOPES et al, 2004).

A eutrofizagdo antropogénica € caracterizada pela produgédo vegetal excessiva e
alta concentracdo de nutrientes provenientes dos despejos domésticos e industriais,
além da descarga de fertilizantes aplicados na agricultura como ocorre nas margens do
reservatorio de Salto Grande. Assim, o0 crescimento nao controlado de plantas
aquaticas, tais como macrdfitas, algas e cianobactérias sdo os principais efeitos da
eutrofizacao.

Um estudo de mapeamento da area da represa de Salto Grande, realizado por
Carvalho et al (2006), comparando dados relativos aos anos referentes de 1986 e 2006,
revela que as areas cobertas com macrofitas aumentaram consideravelmente, ndo se
concentrando apenas nas margens em 2006. Tal fato pode ser explicado pela
intensificagdo dos processos de industrializacdo da regido e a influéncia dos ventos que
promovem o deslocamento das macréfitas (de 2,97 km? em 1986 para 17,52 km? em
2006).

Outras causas da eutrofizagdo sdo 0 aumento das concentragdes de nitrogénio e
fosforo na agua (forma dissolvida e particulada), proliferagdo de cianobactérias, o
aumento das concentracoes de amoébnia e nitrito no sistema e o aumento das

concentragcdes de material em suspensao particulado, de origem organica na agua.
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Deve-se considerar que em muitas regides 0 processo de eutrofizacdo vem
acompanhado em geral das doengas de veiculacéo hidrica (TUNDISI et al, 2002).

O reservat6rio de Salto Grande foi formado a partir de uma barragem construida
em um manancial 16tico (Rio Atibaia) e represas com esta caracteristica, representam
ambientes cuja paisagem estda em constante mudanga, pois tendem a sofrer um
processo gradativo de assoreamento o que provoca a formagdo de aguas rasas e
depdsito de sedimentos, com o surgimento de areas umidas e habitats potencialmente
colonizaveis pela flora e pela fauna, principalmente aves (PEGORAROQO, 2004).

A bacia do rio Atibaia apresenta alta densidade urbana e industrial o que
determina um processo crescente de deterioragdo da qualidade de suas &guas,
ocasionado principalmente pela entrada de efluentes domésticos e industriais das
cidades de Paulinia e Campinas (ZANATA, 2000). O municipio de Paulinia contribui
com parte deste esgoto doméstico, além do industrial. Ressalte-se que as coletas foram
realizadas ja com o funcionamento da ETE de Paulinia, sendo que cerca de 20% do
esgoto produzido em Paulinia ndo recebia tratamento durante o periodo deste estudo
(PBH, 2008). Além de Paulinia e Campinas, 11 cidades (Americana, Atibaia, Bom Jesus
dos Perddes, ltatiba, Jarinu, Morungaba, Nazaré Paulista, Nova Odessa, Piracaia,
Valinhos e Vinhedo) contribuem com carga organica doméstica totalizando 18.767
Kg.DBO/dia, um alto valor em comparagdo com a Bacia do Rio Jaguari (14.153
kg.DBO/dia) (PBH, 2008).

Desta forma, o uso e a ocupagao da bacia hidrogréafica influenciam diretamente a
qualidade de agua do rio Atibaia que por sua vez, desdgua no reservatério de Salto
Grande que atua como barreira sanitaria, retendo grande parte do material que chega
pelo rio.

Poucos estudos tem por foco a prevaléncia de patégenos entéricos em lagos e
reservatorios (ONO et al, 2001) ja que rios utilizados como fontes de abastecimento de
agua, tem sido o alvo dos estudos epidemiol6gicos sobre contaminacao por parasitos
(ONGERTH e STIBBS, 1987; SMITH et al, 1991; KFIR et al, 1995).

No caso deste estudo, o Ponto 1 (Mini-Pantanal) pode ser caracterizado como
ambiente Iético, por estar localizado préximo ao desagle do rio Atibaia. Apresenta uma

grande densidade de animais como: bovinos, aves aquaticas (garcas, biguas, quero-
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quero, frango d’agua, irereré€, marrecos, jaganas) (Fig.5) (FERREIRA, et al 2004). Ainda
nesta regido, Pegoraro (2004) registrou 144 espécies de aves, dentre eles, o mergulhdo-
cacgador, biguas, garca branca, garca cinza, maria-faceira, soc6-boi, gavides, seriema. A
presenca de aves aquaticas esta fortemente associada com o decréscimo da qualidade
das aguas em represas, pois a contaminagdao fecal contribui para o aumento de
coliformes fecais e para a disseminagdo de enteropatdégenos (GRACZYK et al, 2008,
KIRSCHNER et al, 2004; SMITH et al, 1993).

Em relagcédo a vegetagcéo, Pegoraro (2003) obteve informagbes importantes sobre
a paisagem primitiva da regido do Mini-Pantanal e a transformagdo da mesma pela
ocupacao antrépica e vegetacdo arbérea. Ha visivel dominancia de sangra-d’agua
(Croton urucurana) que cresce sobre faixas de terras nas quais a vegetacao arborea
natural foi suprimida no decorrer do processo de ocupacado ou que foi encoberta pelas
aguas do reservatério. Foi verificado também que o maior remanescente de vegetacao
natural (Mata Mesofila) ainda se encontra conservado nas proximidades da represa e do
Mini-Pantanal na Fazenda Saltinho, sendo conhecido como Mata do Saltinho. Dentre as
34 espécies arboéreas, estdo incluidas: Tabebuia sp (ipé-amarelo), Chorisia speciosa
(paineira), Croton urucurana (sangra d’agua), Cariniana estrellensis (jequitiba-branco),
Cedrella fissilis (cedro).

Dos 4 pontos de coleta incluidos neste estudo, o Ponto 1 é o0 que se situa mais
proximo do despejo do rio Atibaia o que contribui para o maior recebimento de esgotos
de origem doméstica, uma das principais fontes de Escherichia coli, além das
significativas concentragdes de coliformes (coliformes totais: 6,3x10° NMP/100mL;
coliformes termotolerantes: 2,0x10* NMP/100mL; E.coli: 7,0x10° NMP/100 mL)
observadas nesse ponto. Estes dados sdo concordantes com aqueles da Cetesb (2009)
que registrou em aguas superficiais de dois pontos do Rio Atibaia localizados a
montante do reservatério de Salto Grande, concentracdes médias de coliformes
termotolerantes de 5,51x10° NMP/100 mL na jusante de Paulinia e 1,7x10* NMP/100
mL na captagéo de Sumaré (perto do Mini-Pantanal), acima dos limites estabelecidos no
CONAMA 357/05 (BRASIL, 2005). Além de coliformes, as concentragées de fésforo total
também foram elevadas (0,367 mg/L e 0,533 mg/L).
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As altas concentracoes de coliformes (totais, termotolerantes e E.coli) no ponto 1
comprovam a contribuigdo do rio Atibaia na alteragdo da qualidade da agua neste ponto.

Por ser um ambiente Iético, os valores de turbidez (x = 53,20 NTU) observados
no ponto de coleta 1 foram devidos ao significativo aporte de matéria organica oriunda
da bacia de contribuicdo. Ressalte-se que a concentracdo de fésforo (1.690 ug/g)
constatada no sedimento deste ponto indica que este aporte € advindo
predominantemente das contribuicbes do rio Atibaia (CETESB, 2009). Quanto a
turbidez, os valores obtidos pela CETESB (2009) foram de 80 NTU (jusante de Paulinia)
e 70 NTU (captacao de Sumaré), ligeiramente maior que a observada neste estudo e
esta relacionada com a caracterizagdo granulométrica do sedimento (areno-siltico-
argilosa com significativa presenca de finos) (CETESB, 2009). Chalar (2006) ressaltou
que o alto conteudo de fésforo total, fésforo soluvel reativo e ferro associados com
particulas em suspensao e colbides foram fatores que contribuiram para a alta turbidez
do reservatorio de Salto Grande (Uruguay) oriundos do processo de erosao.

A ocorréncia de chuvas que antecederam a coleta das amostras de agua
superficial da represa (50% das coletas) contribuiu para a grande concentragdo de
particulas oriundas do revolvimento do sedimento e do escoamento de aguas da
superficie do solo e influenciaram os valores de turbidez observados neste estudo
(Anexos A e B).

A matéria organica e os metais presentes no sedimento quando revolvidos ou
advindos dos esgotos domésticos e industriais, encontram-se como particulas
dissolvidas na agua contribuindo para o aumento do valor da cor (observado no ponto
1), situagcado similar em relacao a turbidez ja que ha grande quantidade de material em
suspensao, principalmente, particulas do solo e fezes de animais silvestres que sao
abundantes no Mini-Pantanal.

Neste estudo foram registrados valores de pH tendendo a alcalinidade (6.93-7.5)
(Fig.15). Esta tendéncia também foi registrada na represa de Salto Grande por Agujaro
(2007), com valores de pH de 6.70 a 9.50. Entretanto, Espindola et al (2004b)
compilaram varios estudos sobre a represa de Salto Grande (entre 1986 e 2006) que
registraram valores de pH com maior tendéncia a acidez (abaixo de 7.0). Em 2008, a

qualidade das aguas do Rio Atibaia no ponto de captacdo do municipio de Sumaré, a
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jusante de Paulinia, foi comprometida devido ao elevado Potencial de Formagao de
Trihalometanos, verificado principalmente no periodo chuvoso e esta associado ao
arraste de substancias humicas depositadas na bacia e carreadas para as colegdes
hidricas por meio dos eventos de precipitacdo (CETESB, 2009).

Nesse ponto, foi registrada a ocorréncia de cistos de Giardia spp. em 16,66%
das amostras, nos meses de junho (102 cistos/L) e agosto (224 cistos/L) (Anexo A).
Entretanto, ndo foram registradas concentragdes de oocistos. Ajeagah et al (2007)
estudaram a ocorréncia de oocistos e cistos em um lago eutréfico tropical de Yaonde
(Africa), utilizando a técnica de flutuagdo em sulfato de zinco e coloragdo por Ziehl-
Neelsen modificada. Na entrada do lago, a densidade de cistos de Giardia spp. foi de
352 cistos/L. LeChevallier et al (1997) analisaram amostras de agua de 6 represas em
New Jersey e registraram 0,71 a 24,2 cistos/100 L de Giardia spp. Lopes (2009) avaliou
a ocorréncia de protozodrios na represa de Vargem das Flores (Minas Gerais)
empregando Filta-Max®, sendo encontrado 0 a 8 cistos/10L e 0 a 4 oocistos/ 10L.
Franco et al (2001) utilizaram a técnica de filtracdo em membranas e registraram
positividade de 33 a 95 cistos/L de Giardia spp nas amostras de agua superficial do rio
Atibaia que sofre constante influéncia de esgoto doméstico. Em outro estudo, Cantusio
(2004) registrou concentracao média de 32 cistos/l na agua bruta do rio Atibaia.

A presenca de aves aquaticas na regiao do Mini-Pantanal também é um fator que
contribui para a positividade de protozoarios nas aguas do reservatorio, ja que muitas
espécies de aves sdo hospedeiras de cistos de Giardia spp. e de oocistos de
Cryptosporidium spp. (GRACZYK et al, 2008).

Neste ponto nao foi observada correlacdo significativa entre os coliformes
(termotolerantes e totais) e presenca de cistos de Giardia spp. (Tab. 23). LeChevallier
(1997) constataram que a ocorréncia de coliformes fecais ndo coincidiu com a detecgéao
de Giardia spp. em represas. Outro estudo também ndo registrou correlacées entre
protozoarios e bactérias indicadoras (coliformes fecais e Clostridium perfringens) em
amostras de agua superficial de rios (CHAURET et al, 1995).

O transporte de patégenos através do reservatério depende de fendmenos fisicos
como sedimentacdo e bioldgicos como inativagdo e predagdo. Em relacédo a

sedimentacdo, os protozoarios Giardia spp. e Cryptosporidium spp. apresentam
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diferentes taxas (0,84 mm/s e 0,36 mm/s, respectivamente), refletindo diferengas entre
estes organismos de carga superficial, hidrofobicidade, afinidade de agregacao, bem
como o tamanho e densidades das particulas. A agregacao de particulas com matéria
organica ou minerais (argila) € um dos fatores mais importantes relacionados ao
transporte, sedimentacao ou sobrevivéncia do patégeno (DAl e BOLL, 2006; SEARCY et
al, 2005).

A predacdo pode causar mudangas no transporte de patégenos pela represa,
principalmente na sedimentagdo, ao serem eliminados junto com o “pellet” fecal do
predador (protozoarios de vida-livre ou zooplancton) (BROOKES et al, 2004).

Ainda neste ponto, ndo foi analisada como parametro biolégico a contagem de
cianobactérias, pois neste local ndo ha condi¢des estaveis da coluna d"agua, fator que
favorece o desenvolvimento de cianobactérias e algas.

O ponto 2 representa a regido de transicao para a represa (ambiente 1éntico) cuja
area marginal apresenta chacaras de lazer e bairros residenciais que contribuem para o
aumento da poluicdo e assoreamento (Fig.6) As condi¢cdes hidrodinamicas da represa
sdo as principais causas da variabilidade horizontal (desde a entrada do reservatério
até a barragem) (Fig.3) (STRASKRABA e TUNDISI, 1999). Assim, este ponto esta sob
influéncia do rio Atibaia, apresentando semelhanca quanto aos parametros fisico-
quimicos (cor, turbidez e temperatura) e microbiologicos ao ponto 1 (Tab.15), pois nao
foram encontradas diferencas significativas. Neste local, ocorre o assoreamento, onde
h& deposicdo das particulas sélidas. Existe uma tendéncia natural para que este
material particulado seja depositado, ao encontrar agua com menor velocidade
(alteracdo do fluxo), conforme a maior ou menor granulacdo das particulas e a menor
ou maior turbuléncia do escoamento (GLYMPH, 1973; CARVALHO, 2000).

Ressalte-se que neste ponto, ambos os protozodrios patogénicos de veiculagao
hidrica foram detectados: cistos de Giardia spp. em 41,6% das amostras de agua (122
a 203 cistos/L) e, no més de maio, houve a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium
spp (170 oocistos/L).

A influéncia de aguas mais rasas neste ponto, além do enriquecimento organico
proveniente do esgoto de chacaras langado diretamente no reservatério (comunicagao

pessoal, José Carlos- Barco Escola da Natureza) e presenca de animais domésticos
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como caes, porcos, bovinos (Fig.16 e Fig.17) s&o os principais fatores que favoreceram
a ocorréncia destes parasitos.

Keeley e Faulkner (2008) sugeriram que bovinos foram o0s principais
contribuidores de oocistos de Cryptosporidium na agua superficial do lago Texoma
(Texas, EUA). Castro-Ermida et al (2009) atribuiram a predominancia de criacdo de
bovinos a positividade para cistos e oocistos na regido onde foram coletadas as
amostras de agua superficial (Bacia do rio Tambre, Espanha). Hsu et al (1999)
encontraram em 80% e 60% das amostras de agua bruta superficial (préximas as
regides de criacao de porcos) da Bacia do Rio Kau-Ping (Taiwan), cistos de Giardia
spp.(concentracdo média de 4.776/100L) e oocistos de Cryptosporidium spp.
(concentragdo média de 1.956/100L), respectivamente. Em outro estudo, Tsushima et
al (2001) apontaram fezes de bovinos como fonte de contaminagdo de &guas
superficiais de 10 rios da regido de Hokkaido (Japao), registrando concentracdes
médias de 16,73 oocistos /100 litros em 14 amostras de agua bruta.

Enquanto a sedimentagéo reduz o numero de patdgenos na agua (BROOKES et
al, 2004), é pouco provavel que oocistos de Cryptosporidium sedimentem rapidamente,
devido a sua movimentacdo na agua superficial a partir do ponto de contaminagao,
porque ha uma diminuicdo de sua carga superficial na agua. Ressalte-se que oocistos
com carga neutra ndo aderem-se as particulas de solo, nem sdo removidos por
sedimentacao (ONO et al, 2001). Uma possivel explicacdo para este fendbmeno é a
mudanga ou neutralizagdo das cargas superficiais dos oocistos, apds serem lixiviados
do adubo animal e influenciados pela for¢ca ibnica da agua, os quais resultam na
dissociacdo do material particulado e reducédo da taxa de sedimentacao (BUTKUS et al,
2003; MEDEMA et al, 1998).

No ponto 2 foi observada correlagdo entre cistos de Giardia spp, coliformes
termotolerantes e E.coli, entretanto, ndo houve correlacao com oocistos. LeChevallier e
Norton (1992) verificaram correlacao entre oocistos de Cryptosporidium e coliformes em
amostras de agua bruta; entretanto, Lipp et al (2001) ndo constataram correlacdo entre
Cryptosporidium e coliformes totais em amostras de &gua superficiais. Embora,
Cryptosporidium, Giardia, E.coli e coliformes tenham como mesma origem, as fezes de

animais e de serem diluidos igualmente no corpo d’agua, a auséncia de correlacao
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entre estes organismos reflete diferencas nas taxas de sobrevivéncia e sedimentacao
(KEELEY e FAULKER, 2008). Giardia e Cryptosporidium sao conhecidos por sua
capacidade de sobrevivéncia por varios meses em comparacdo com os indicadores
fecais que morrem mais rapidamente do que os protozoarios (HORMAN et al, 2004).

Em ambos os pontos, a deteccdo dos protozoarios foi coincidente com a
ocorréncia de chuvas que antecederam as coletas das amostras de 4gua (Anexo A e
Anexo B). KEELEY e FAULKNER (2008) também observaram correlagcéo entre oocistos
de Cryptosporidium e ocorréncia de chuvas no lago Texoma (Texas).

Os pontos 3 e 4 representam ambientes Iénticos, pois sofrem pouca influéncia do
rio Atibaia e localizam-se na regido do represamento (Fig. 7 e Fig.8). A dinamica deste
sistema esta relacionada ao processo de estabilizagdo da agua, da biomassa vegetal e
animal, uma vez que muitos eventos se sucedem ap6s o barramento do rio. Esta
estabilizacdo depende do volume da represa, do tempo de retencdo, da morfometria,
das caracteristicas gerais da area inundada, dos usos da bacia hidrografica e da
qualidade da agua dos rios formadores (ESPINDOLA et al, 2004b).

A taxa de sedimentacao de material particulado em reservatérios € maior que em
sistemas l6ticos o que ocasiona maior tempo de retencdo de agua no corpo do
reservatorio e favorece a deposicao desses particulados, que podem conter metais e
outros elementos adsorvidos em sua superficie (DORNFELD et al, 2004).

O ponto 3 situa-se na Praia Azul, antigo pélo turistico da cidade de Americana-
SP na década de 70. Nesta época iniciou-se a valorizagdo desta regido com
construgbes de casa de veraneio, esportes nauticos, pesca, natagdo, tornando a
represa de Salto Grande um dos grandes atrativos da regido. Atualmente, a regiao da
Praia Azul apresenta areas de pastagens, urbanizadas e na sua margem oposta,
cultura de cana-de-agucar e de laranja (FONSECA, 2008). A poluicdo destas aguas
gerou problemas como proliferagdo de cianobactérias e aguapés, prejudicando a
balneabilidade, até que foram declaradas impréprias para o banho (Fig.18 e Fig.19)
(SPERANDIO e SPADACIO, 2009). A pratica de pesca realizada pelos moradores
desta regiao é frequiente (Fig.20)

As concentragbes de coliformes observadas neste ponto (coliformes totais:

3,46x103 NMP/100 mL; coliformes termotolerantes: 5,31x102 NMP/100 mL; Escherichia
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coli: 2,9x10' NMP/100 mL) foram menores em relacdo as do ponto 1 e 2.
Estatisticamente, estes pontos apresentaram diferencas significativas em relagdo aos
indicadores fecais (Tab.17). O processo de sedimentacao pode ter contribuido para a
diminuicAdo dos organismos, retendo-os no sedimento, cuja matéria organica serve
como nutriente a estes organismos. Estas menores concentragdes também podem ser
atribuidas as macroéfitas (Fig.19) que, a semelhanga dos leitos cultivados, atuam
reduzindo ou removendo contaminantes incluindo matéria organica, inorganica e
patégenos da agua (KIVAISI, 2001). Poluentes como metais pesados, nitrogénio e
fosforo podem ser adsorvidos ou absorvidos pelo sistema radicular das plantas
aquaticas, contribuindo para a remoc¢do destas substancias no meio aquatico. Estas
plantas transportam oxigénio dos 0Orgaos aéreos paras as raizes, promovendo a
oxidacao de matéria organica e principalmente de coliformes fecais (DINIZ et al, 2005;
VALENTIM, 1999).

Quanto a turbidez, o valor médio foi de 46,90 NTU, menor que o do ponto 1
(53,20 NTU), porém, maior que o ponto 2 (43,15 NTU). Entretanto, estes pontos néo
apresentaram diferencas significativas (Tab. 15). As fontes difusas de esgoto
doméstico, a floracdo de cianobactérias, a presenca de macrdéfitas e o escoamento
superficial do solo usado para agricultura, contribuiram para os valores de turbidez
nesse ponto. De acordo com CETESB (2009), o sedimento do reservatério €
caracterizado como argilosa com elevadissimo teor de finos, condicdo tipica de
ambientes deposicionais. A concentragdo de fosforo (2.400 pg/g) constatada no
sedimento desta represa confirma a alteracdo da qualidade da &gua ainda refletindo
que este aporte é advindo predominantemente das contribuicbes do rio Atibaia
(CETESB, 2009).

O ponto 3 apresentou maiores valores de pH devido ao consumo de CO; das
cianobactérias no processo de fotossintese (OLIVER e GANF, 2000).Quanto maior o
consumo de CO,, menos acido carbbnico é produzido na agua. Ressalte-se que em
aguas neutroalcalinas (pH: 6 a 9), temperatura entre 15°C a 30 °C, altas concentragdes
de fosforo e nitrogénio, e baixas concentragcdées de gas carbdnico, ha um crescimento
favoravel das cianobactérias (CHORUS e BARTRAM, 1999).
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Nesse ponto, foram registradas concentragcbes de 526.248 células/mL de
cianobactérias (Fig.18). A producado de microcistinas pela Microcystis aeruginosa é
outro fator que interfere na qualidade do corpo d’agua. Quanto a balneabilidade, a
Resolucgo CONAMA 274/2000 (BRASIL, 2000) que define os critérios para a
classificacdo de aguas destinadas a recreacao de contato primario, diz que uma praia
pode ser considerada impropria quando ocorrerem circunstancias que desaconselhem
a recreacao de contato primario como floragdes de algas ou outros organismos. De
acordo com Oliver e Ganf (2000), considera-se uma floracdo, quando o numero de
células de cianobactérias ultrapassa 10.000 céls./mL que, dependendo da espécie, nao
promove nenhuma alteracdo de coloragdo ou formagéo de espumas. Neste estudo, ao
registrar altas concentragcdes de cianobactérias, o reservatério de Salto Grande pode
oferecer risco a populacao (Fig.22 e Fig.23).

No estudo piloto realizado em 2007, para pesquisa de protozoarios no
reservatorio de Salto Grande, foram observadas cianobactérias dos géneros Microcystis
e Planktotrix. No estudo de Souza (2000) ao avaliar a comunidade fitoplancténica, a
classe Cyanobacteria foi o grupo dominante, sendo Microcystis aeruginosa a principal
responsavel pelos elevados valores de densidade de biomassa no reservatério de Salto
Grande. Uma importante consideracao levantada pela autora foi a hipotese das
macrofitas funcionarem como barreiras protetoras contra ventos e correntes e
contribuirem para o aumento das floracées de Microcystis spp, especialmente nas
margens.

Em relagdo aos protozoarios, ndo foram encontradas concentracdes de cistos e
oocistos, no ponto 3, provavelmente em razdo do processo de sedimentacdo que
ocorre no ambiente Iéntico, como é o caso deste ponto.

O ponto 4 situa-se na regido do late Clube, local onde ha maior freqiiéncia de
banhistas, ocorrendo principalmente pratica de esportes nauticos (jet-sky e Sky
aquatico) (Fig. 24). Este ponto apresentou semelhancas quanto aos parametros fisico-
quimicos e densidade de cianobactérias em relacdo ao ponto 3 (Tab.15 e Tab.17).

Nesse ponto foram registradas temperaturas da agua mais altas em relacao aos

outros pontos (1, 2, 3) podendo ser atribuidas a maior exposi¢éo solar do corpo d’agua

115



o que deve ter contribuido para que as concentracées de coliformes fecais fossem
significantemente menores em relagcédo aquelas do ponto 3 (Tab.17).

A acao microbicida da luz solar sobre os microrganismos se deve principalmente
aos efeitos da radiagcdo UVA (320—400 nm) que chega a superficie terrestre pois atinge
os acidos nucléicos e promove reacdes fotoquimicas de efeito microbicida (DANIEL et
al, 2001). Diversos autores citam que o efeito bactericida da radiacdo solar na agua
depende do nivel de oxigénio dissolvido (CURTIS et al, 1992; GOURMELON et al,
1994).

Descargas quimicas no corpo d’agua do reservatorio também podem ter
contribuido para este decaimento. Neste estudo, foi observada mortandade de peixes
no reservatério de Salto Grande no més de janeiro de 2008 podendo indicar uma
possivel contaminacao quimica das aguas superficiais da represa de Salto Grande
(Fig.21).

Foram registrados neste ponto, valores de pH (6.92 a 9.87) que também
tenderam a alcalinidade como no ponto 3, devido a grande densidade de cianobactérias
(459.827 células/mL), sendo observada a correlacdo entre pH e cianobactérias
(Tab.26). A maioria das bactérias nao tolera valores de pH acima de 9.5 e abaixo de
4.0. Neste local, também foram constatadas macrdfitas, outro fator que influencia na
densidade de coliformes.

Os indicadores microbioldgicos, dentre eles, E.coli, apresentam elevadas
concentragdes nas regides adjacentes a intrusdo de rios, mas diminuem a medida que
aumenta o represamento (BROOKES et al, 2005; BROOKES et al, 2004). Neste ponto
também ndo houve ocorréncia de Giardia spp e Cryptosporidium spp devido ao
processo de sedimentagdo mais acentuado que no ambiente Iético (P1 e P2).

A deteccgao de cistos e oocistos somente nos pontos 1 € 2 pode ser decorrente
da proximidade destes com o local do desagle do rio Atibaia, além da contaminagao
fecal proveniente de animais domésticos de atividades agropastoris e silvestres
(bovinos, suinos, aves aquéticas) (Fig.15 e Fig.16) que habitam o Mini-Pantanal.
Brookes et al (2005) hipotetizaram que oocistos de Cryptosporidium spp. exibam maior
afinidade por matéria organica (p. ex: afluentes de esgoto) que por particulas

inorganicas. Ainda que cistos de Giardia spp. sejam mais detectados que oocistos de
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Cryptosporidium spp., por seu maior tamanho, OLIVEIRA (2005) e CANTUSIO e
FRANCO (2004) relataram o encontro de 1 ou 2 amostras positivas por ano, no verao e
inicio de outono (abril), ao relatarem o monitoramento destes protozoarios no rio
Atibaia, sendo também constatado nesta pesquisa (1 amostra positiva para
Cryptosporidium spp.)

No caso deste estudo, pesquisas moleculares nao foram realizadas devido aos
inibidores (&cido humicos, fulvicos, metais pesados) presentes no corpo d’agua.

J& a auséncia dos protozoarios nos pontos 3 e 4, justifica-se por localizarem-se
distantes do rio Atibaia. Além disso, € possivel que o processo de sedimentacdo dos
patégenos durante o represamento, tenha influenciado na distribuicdo e ocorréncia
destes protozoarios no corpo d’agua do reservatorio de Salto Grande. Hachich et al
(2004) ao realizarem a investigacao de protozoarios nas aguas superficiais das bacias
hidrogréaficas do estado de Sao Paulo, relataram que mananciais |énticos apresentaram
menor ocorréncia de Giardia spp. e Cryptosporidium spp., que mananciais léticos.

As floragbes de cianobactérias que ocorreram nos pontos 3 e 4 (Fig.18)
acrescentaram dificuldades na deteccdo dos protozoarios, devido a reacdo cruzada
entre os anticorpos monoclonais fluorescentes para Giardia e Cryptosporidium com 0s
epitopos de parede das cianobactérias (RODGERS et al, 1995), que podem exibir
padrdo de fluorescéncia similar durante a visualizagdo na microscopia (Fig.26) Por este
motivo, adotou-se nesse estudo, critérios rigorosos de positividade fundamentados
naqueles estabelecidos pela USEPA (2005), incluindo a observacdo de aspectos
morfolégicos em microscopia de contraste de fase e epifluorescéncia. Convencionou-se
também utilizar a purificacdo por separacdo imunomagnética nas amostras que
apresentaram cianobactérias (nos meses de fevereiro, abril € junho) e mesmo assim,
protozoarios nao foram encontrados.

A cianobactéria Microcystis spp. presente no reservatério de Salto Grande,
possui tamanho esférico e mede em torno de 4 um (RODGERS et al, 1995), podendo
ser confundida com oocistos de Cryptosporidium spp. Porém, tal organismo possui
forma colonial e apresenta uma camada mucilaginosa em torno das células podendo
ser visualizada pela microscopia éptica. No caso deste estudo, a diferenciacao ainda se

fez pela microscopia de contraste de fase, na observagao de estruturas internas como
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esporozoitos, nucleos, corpos em crescente ou axonema dos protozoarios. Além disso,
a fluorescéncia das cianobactérias ndo corresponde aos critérios de positividade de
protozoarios propostos pela USEPA, devido a auséncia de sutura nas células (presente
em oocistos), fluorescéncia difusa e ndo uniforme das células. A cianobactéria
Cryptomonas sp. (Fig.26) apresenta morfologia semelhante a Giardia, entretanto, ndo
h& presenca de axonemas. O resultado da leitura das preparagdes realizadas sem a
separagao imunomagnética foi corroborada com os resultados obtidos quando da
realizacdo da purificacdo de protozoarios empregando esta tecnologia, nas quais néo
houve a detecgédo dos protozoarios (amostras de dgua com floracoes de cianobactérias
nos meses de fevereiro, abril, julho).

A recuperagao de protozoarios em amostras hidricas, a despeito do método
empregado pode ser afetada por muitas variaveis, incluindo a matriz de agua bruta
quanto a sua composicdo orgéanica e inorganica. A presenca de particulas de argila,
areia, metais e pH da amostra de agua também afetam as taxas de recuperacao
(MCCUIN et al, 2001; McELROY et al, 2001; KUHN et al, 2002). Para Bradford e
Schiyen (2002), a composicao quimica da agua é fator tdo importante quanto a turbidez
no caso da detecgao dos protozoarios Cryptosporidium spp. e Giardia spp.

Considerando a metodologia de filtragdo em membranas, a alta turbidez da
amostra impacta negativamente a performance deste método, devido ao grande niumero
de particulas que contribuem para a obstrucdo dos poros da membrana, com
consequente reducéo do volume efetivamente filtrado (CARRENO et al, 2001). Por este
motivo, utilizou-se mais de uma membrana por amostra neste estudo.

A carga superficial negativa dos protozoarios também influencia na detecgao, pois
oocistos de Cryptosporidium spp. aderem-se as particulas e exibem baixa
hidrofobicidade; quanto maior a turbidez, maior a adesédo a elas, prejudicando a
eficiéncia de captura destes organismos. Ressalte-se que cistos de Giardia spp. tem um
“comportamento” hidrofébico 0 que pode permitir uma maior recuperacao dos cistos
(DAL et al, 2004; HSU e HUANG, 2002). Kim et al (2006) recomendam o uso de Tween
20, ao invés de Tween 80, para a eluicdo das amostras nas quais o objetivo é recuperar
cistos de Giardia spp., pois 0 Tween 20 apresenta um maior balango hidrofilico-lipofilico

que o Tween 80.
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O pH é outro fator que também influencia os valores de recuperacao dos cistos e
oocistos, pois interfere com as caracteristicas de superficie da célula e influencia a
estabilidade das ligacbes antigeno-anticorpo (COOK et al., 2006). Em pH neutro e
ligeiramente acido ha melhores recuperacdées (HSU e HUANG, 2002; COOK et al.,
2006). Cook et al (2006) relataram que pH ao redor de 5,5 favorece a deteccéo de
oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras ambientais. O potencial zeta de cistos e
oocistos também € influenciado pelo pH e, esta forca de adesdo fica mais
negativamente carregada quanto maior for o pH (HSU e HUANG, 2002). A tendéncia a
alcalinidade das amostras de agua dos pontos 1, 2, 3 e 4 pode ter interferido na
recuperagao de cistos e oocistos, pois a carga superficial e a agregacao as particulas
dos cistos e oocistos dependem do pH.

A realizagao dos ensaios-controle foi inicialmente realizada no ponto 2. A escolha
deste ponto justifica-se pelo fato de que € justamente neste local que se inicia o
represamento das aguas €, nas margens, verifica-se a presenca de bovinos. A baixa
recuperagao de oocistos (1,77%) e cistos (0,87%) no ensaio controle de fevereiro pode
ser devido a alta turbidez (93 NTU) da amostra de agua, ja que ocorreram chuvas no
dia anterior a coleta, favorecendo a agregacao de oocistos as particulas presentes na
amostra e, desta forma, oocistos ndo foram detectados nas amostras examinadas. Nos
meses de maio e agosto houve uma diminuicdo da turbidez (70 NTU e 23,6 NTU,
respectivamente) acarretando uma melhora na recuperacado de protozoarios (5,4% a
6,0% para oocistos e 21,5% a 74,6% para cistos). No més de novembro, a turbidez da
agua foi de 25,9 NTU, gerando uma recuperacao de oocistos de 8,3% enquanto para
cistos a recuperacao foi de 34,78%.

Feng et al (2003) verificaram o efeito da turbidez e das particulas na recuperagao
de oocistos de Cryptosporidium spp a partir de matrizes de agua bruta de represa. Em
amostras de agua que apresentaram turbidez de 1,8NTU, a recuperag¢ao de oocistos foi
de 63,3%. Quando a turbidez subiu para 5 NTU, o valor de recuperacao foi de 85%.
Porém, houve um decréscimo na recuperagdo de oocistos para 24,9% quando a
turbidez foi de 40 NTU. Estes resultados sugeriram que um grau moderado de turbidez

ressalta a recuperagao, mas, turbidez muito alta pode declinar a recuperagao.
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Quando empregado o Método 1623, Keeley e Faulkner (2008) também
observaram a influéncia da turbidez nos ensaios de recuperacéo de cistos e oocistos
em lagos que recebem esgoto. Em amostras de agua com alta turbidez (33+18 NTU),
as recuperagdes foram de 49%124 oocistos e 24%+20 cistos enquanto para baixa
turbidez (7x11 NTU), as recuperacdes foram de 57%+15 oocistos e 24%+13 cistos,
ressaltando que as recuperacgdes de cistos foram mais baixas do que as de oocistos.

A aplicagdo da separagdo imunomagnética nas amostras dos ensaios controle
dos pontos 1, 2, 3 e 4 ndo acarretou aumento da sensibilidade da metodologia de
filtracdo em membranas para oocistos de Cryptosporidium spp, porém, a IMS aumentou
a recuperacao de cistos de Giardia spp.(Tabela 11). O valor anémalo de recuperacao de
cistos de Giardia spp nos pontos 3 e 4 deve-se as diferencas de contagem dos cistos de
Giardia spp. no preparo do inoculo (BELLAMY, 2004) (Tabela 11). Quando comparados
com os critérios de performance estabelecidos pela USEPA (2005) (13 % a 111 % para
Cryptosporidium spp. € 15 % a 118 % para Giardia spp.), em trés ensaios (P2, P3 e
P4), as médias de recuperacdes de Giardia alcancaram os padrbes estabelecidos no
caso da filtracdo em membranas sem a etapa de purificacdo por IMS. Para
Cryptosporidium, apenas em 2 ensaios (P3 e P4), esses valores foram atingidos
(Tab.11).

As baixas recuperacdes de oocistos obtidas nos ensaios-controle com IMS nos
pontos 1 e 2, podem ser atribuidas ao efeito da matriz de agua, ja que caracteristicas
inerentes como turbidez, pH, cations divalentes, algas e ferro podem afetar o processo
de separagao imunomagnética (WARE et al, 2003, PATON et al., 2001; COOK et al.,
2006).

Nos ensaios-controle com IMS, a turbidez pode ter influenciado no desempenho
da etapa de purificagdo. Estudos revelaram que um dos fatores criticos para a eficiéncia
do processo de separacao imunomagnética é o volume do sedimento, sendo que 0 seu
aumento implica na diminuicdo do valor da captura (QUINTERO-BETANCOURT et al,
2003; USEPA, 2005); em aguas com material particulado, a eficiéncia de recuperacao
diminui 2 medida que aumenta a turbidez (SAFARIKOVA E SAFARIK, 2001). Sabe-se
que quanto maior o volume do sedimento submetido a purificagdo por IMS, menor € a

eficiéncia da captura de oocistos (HSU e HUANG, 2001).
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Os fabricantes dos kits de separacdo imunomagnética recomendam que seja
considerada a proporcado de 500 puL do sedimento: 100 uL de esferas ou “beads” no
processamento da amostra. Consequentemente, quanto maior o sedimento resultante
no final da eluicdo, maior o custo e tempo de andlise, pois ha a necessidade de aliquotar
o sedimento, e processar individualmente cada uma delas (Dynabeads® GC-Combo).

Os valores de pH das amostras de agua dos pontos 3 e 4 com tendéncia a
alcalinidade, podem ter influenciado no processo de separagdo imunomagnética, pois
para uma melhor performance desta etapa de purificacdo, o pH 7.0 deve ser mantido
durante todo o processo. Ainda, a estabilidade dos tampdes dos kits de IMS varia de
acordo com a marca comercial (KUHN et al, 2002). KUHN et al (2002) relataram que é
imprescindivel que, a cada etapa, seja feita a mensuracdo do pH e caso necessario,
sejam efetuadas correcoes. Esses autores ainda demonstraram que aquelas reacdes
onde os valores de pH foram ajustados para 7.5, houve maior recuperacdo de
organismos que nos ensaios onde ocorreram flutuacao do pH.

O tempo e a velocidade de rotacdo, os compostos quimicos presentes na
amostra de agua, a presenca de cations divalentes, sao outros fatores interferentes no
processo de IMS (SMITH e NICHOLS, 2009; HU et al, 2004).

Ainda, a etapa de purificacdo com separagdao imunomagnética pode ser afetada
também, pelos niveis de carbono organico e ferro presentes na matriz de agua
(DIGIORGIO et al., 2002). No sedimento do reservatério de Salto Grande, as
concentrac¢des de ferro registradas pela CETESB (2009) foram de 40.226 pg/g a 65.492
Hg/g. Leite et al (2004) analisaram amostras de agua do reservatorio de Salto Grande e
verificaram concentragdes maximas de ferro de 0,72 mg/L e minima de 0,37mg/L,
superiores aquelas estabelecidas pelo CONAMA 20/86 (BRASIL, 1986) para aguas de
Classe 2. Yakub e Stadterman-Knauer (2000) sugerem que a presenca de ferro na
agua teria um efeito inibitério na recuperacdo destes protozoarios, por interferir na
etapa de formacdo dos complexos microesferas-anticorpos e epitopos dos
cistos/oocistos durante o procedimento de separagdo imunomagnética, devido a
interacao entre o ferro dissolvido e a superficie de cistos e oocistos.

Outro fator que pode ter influenciado na performance da separagéo é o emprego

da dissociacao acida. Ware et al (2003) constataram que a dissociacao térmica
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acarretou melhores taxas de recuperacdao de organismos quando comparada a
dissociacdo acida. Em ensaios com agua reagente, foram relatadas taxas de 71% para
a dissociacdo dos complexos esferas magnetizadas- anticorpos de captura-oocistos de
Cryptosporidium spp. pelo aguecimento a 80°C por 10 minutos enquanto a dissociagio
pela adicao de 50uL de HCI 0,1N acarretou recuperagdo média de 41%, sendo que a
diferenca entre as dissociagdes foram estatisticamente significativas (p<0,0001).
Entretanto, esses autores observaram menores taxas de recuperacdo quando 0s
ensaios foram realizados tendo por matriz agua superficial de rios (dissociagao térmica:
51%,; dissociagao acida: 10%; p<0,0001).

Quanto a qualidade da coloracdo dos dois kits comerciais de anticorpos
monoclonais, o kit Crypto/Giardia-Cel IF Test® apresentou melhor desempenho que
Merifluor®, considerando os scores apresentados na Tabela 27. Santos et al (2004)
observaram maior intensidade de fluorescéncia de oocistos quando utilizado o kit
Crypto/Giardia-Cel IF Test® quando comparado com Merifluor®, permitindo o contraste
com o material interferente da amostra e facilitando a identificagcdo de Cryptosporidium
spp-

Em suma, a presenca dos protozodrios na represa de Salto Grande pode ser
atribuida principalmente a carga poluidora de esgotos afluentes (rio Atibaia), mas
também a ocupacdo antropica no entorno da represa, além da presenca de animais
domeésticos e silvestres.

Para a continuidade desta investigacdo, torna-se interessante, em um futuro
estudo, avaliar a presencga destes protozodrios patogénicos no sedimento da represa de
Salto Grande, pois, em ambientes ricos em nutrientes, 0os microrganismos podem
sobreviver por periodos mais longos no sedimento do que na superficie (BROOKES et
al, 2005, BROOKES et al, 2004), ja que os patégenos acumulam-se no sedimento.

A construcao de barragens é vantajosa, pois propicia o fornecimento de agua
para o consumo da populagao urbana, para producao agricola e industrial, bem como a
geracao de energia elétrica. Entretanto, afeta a estrutura dos habitats existentes
alterando substancialmente o equilibrio do ecossistema, quando realizada sem
planejamento e de maneira arbitraria em ambientes aquaticos (MARTINS et al, 2003).
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Figura 16 - Presenca de bovinos nas margens da regiao do ponto 2.

Figura 17 - Presenca de porcos nas margens da regiao do ponto 2.
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Figura 18- Floracoes de cianobactérias nos Figura 19- Macréfitas aquaticas nos
pontos 3 e 4. pontos 3 e 4.

Figura 21 - Peixe morto presente no
reservatorio de Salto Grande.
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Figura 22 - Placa de “Proibido entrar na agua” na Praia Azul.

A L e ey

Figura 23 - Criancas se banhando na Praia Azul. Figura 24 - Pratica de esporte nautico (Jet-sky)
no reservatorio de Salto Grande.
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Figura 25- Prancha 1: Aspectos de cistos e oocistos corados com
Merifluor® e Crypto/Giardia-Cel I.F.Test® .

Merifluor ® Crypto/Giardia-Cel IF. Test®

Cisto de Giardia spp. (més de julho) Cisto de Giardia spp. (més de maio)

Cisto de Giardia spp. (més de agosto) Cisto de Giardia spp. (més de maio)

Oocisto de Crvotosporidium sop. (més de maio) Oocisto de Cryptosporidium spp. (controle positivo)
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Figura 26 - Prancha 2: Organismos interferentes encontrados nas amostras
de agua superficial dos pontos 3 e 4.
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7. Conclusoes

1.

Ambos os protozoarios patogénicos de veiculacdo hidrica, Giardia spp. €
Cryptosporidium spp foram detectados nas amostras de agua da represa Salto
Grande, municipio de Americana-SP.

Cistos de Giardia spp. foram detectados nos pontos 1 (Mini-Pantanal) e 2
(Saltinho), com positividade de 16,6% e 41,6%, respectivamente. As
concentragdes de cistos nas amostras de agua foram varidveis: de 102 a 224
cistos/L no ponto 1 e de 122 a 203 cistos/L no ponto 2.

Oocistos de Cryptosporidium spp. foram detectados apenas no ponto 2
(Saltinho), com concentragdo de 170 organismos/L.

A proximidade dos pontos 1 e 2 ao despejo do rio Atibaia, a maior turbuléncia da
agua e a presenca de animais silvestres e de bovinos sao fatores que
possivelmente contribuiram para a positividade dos cistos de Giardia spp.
observada neste estudo.

Somente no ponto 2, os coliformes termotolerantes e E.coli apresentaram
correlagdo com cistos de Giardia spp e portanto, neste estudo, se mostraram
bons indicadores da ocorréncia deste parasito. Entretanto, no caso deste estudo
nao foram bons indicadores para Cryptosporidium spp. A presenca de bovinos na
proximidade do local da coleta, sugere ser a principal fonte de oocistos.

A ocorréncia dos protozoarios Giardia spp e Cryptosporidium spp, alta
concentracdo de coliformes fecais e presenca de cianobactérias produtoras de
cianotoxinas, tais como Microcystis sp. reforcam a impossibilidade de atividades
de recreagao e pesca nesta represa.

A técnica de filtragcdo em membranas mostrou boa aplicabilidade para a detecgao
de cistos e oocistos nas amostras de agua de um manancial eutrofizado com
presenca de floragdo de cianobactérias.

A separacdo imunomagnética em amostras de agua nas quais registrou-se
floracbes de cianobactérias, foi importante para a confirmagdo da presenga/
auséncia de protozoarios.

As caracteristicas da matriz de agua (turbidez, pH, presenca de metais,

cianobactérias) do reservatério de Salto Grande influenciaram fortemente as
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taxas de recuperagdo dos protozoarios Cryptosporidium spp e Giardia spp,

especialmente a turbidez.
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9. ANEXOS

ANEXO A - Grafico em colunas da precipitacao pluviométrica*, turbidez e
densidade de protozoarios do ponto 1 (Mini-Pantanal).
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ANEXO B - Grafico em colunas da precipitacao pluviométrica*, turbidez e
densidade de protozoarios do ponto 2 (Saltinho).
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*Precipitacdo pluviométrica da cidade de Americana-SP (CEPAGRI- Centro de Pesquisas Meteoroldgicas e
Climéticas aplicadas a Agricultura).
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