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Resumo

Cryptosporidium spp. € Giardia spp. sdo protozodrios transmitidos por meio de
dguas contaminadas e podem causar gastroenterite moderada a severa no homem e animais.
Por apresentarem grande resisténcia as condi¢des ambientais e aos desinfetantes quimicos
empregados para potabilizar a dgua, assumiram grande relevancia para os sistemas de
abastecimento publico de dgua. O propdsito deste estudo foi investigar a ocorréncia destes
parasitos em uma estacdo de tratamento de dgua (ETA), em Campinas, SP. Para tanto, a
presenca de cistos, oocistos, parametros fisico-quimicos e bacteriolégicos foram
determinados em amostras de dgua bruta do rio Atibaia (captacdo) e em diferentes pontos
do sistema de tratamento de dgua (apds as etapas de decantacdo e filtracdo) da ETA 3
(Sanasa/Campinas). Foram realizados dois experimentos: um no periodo de seis meses
(Experimento I), com periodicidade de 20 dias; posteriormente, durante trés dias
consecutivos, foram colhidas duas amostras didrias dos mesmos pontos, totalizando 18
amostras (Experimento II).

As diversas amostras foram filtradas em membranas de ésteres mistos de celulose (3
um de porosidade nominal), seguida de eluicdo mediante extracdo mecanica. Apods
concentracdo por centrifugacdo (600 x g; 15 minutos), os sedimentos resultantes foram
examinados mediante a reacdo de imunofluorescéncia direta e teste confirmatério da
morfologia empregando-se o corante fluorogénico DAPI ((4’,6’-diamidino-2-
phenylindole). Os demais parametros foram determinados de acordo com os procedimentos
descritos no “Standard Methods, 1998”.

A presenca de cistos de Giardia na dgua bruta captada ocorreu em 90% das

amostras do experimento I e em 100% das amostras do experimento II, respectivamente.
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Cryptosporidium nao foi detectado em ambos os experimentos. Nao houve correlacio
estatisticamente significativa quanto a densidade de cistos, pardmetros fisico-quimicos e
bacteriolégicos nem evidéncias de diferencas estatisticamente significativas entre as
contagens médias de cistos ao se analisar as variagOes climdticas . As andlises fisico-
quimicas e bacterioldgicas atestaram a qualidade da dgua nas diversas etapas do tratamento
e a degradacdo da qualidade da dgua bruta. Os resultados obtidos fornecem uma indicagao
da efici€éncia na remocao de cistos de Giardia pelo sistema convencional de tratamento, no
caso da ETA analisada.

Cabe ressaltar que, recentemente a Portaria 1469/00 do Ministério da Satde/Brasil
recomenda que seja feita a determinacdo da presenca de oocistos e cistos em &4guas
destinadas ao consumo humano. Entretanto, a complexidade dos métodos de anélises e os

altos custos, sdo fatores limitantes a imediata implantacio do monitoramento.

Descritores: Cryptosporidium; Giardia, &4gua para consumo humano; Campinas; Sao

Paulo; Brasil.



ABSTRACT

Cryptosporidium spp. and Giardia spp. are protozoa transmitted by contaminated
water that cause moderate to severe gastroenteritis in man and animals. As they present
great resistance to environment conditions and chemical disinfectants applied in water
purification, they have reached great relevance for water treatment systems. The aim of this
study was to investigate the occurrence of these parasites in a water treatment plant (WTP)
in Campinas, SP. Therefore, the presence of cysts and oocysts, as well as physical-chemical
and bacteriological parameters were determined in raw water samples from the Atibaia
River (water source) and at different point of the water treatment system (after
sedimentation and filtration steps) from WTP 3 (Sanasa/Campinas). Two experiments were
carried out: the first one in a six month- period (Experiment I), with a 20-day interval; it
was followed by collection of two daily samples taken at the same points for three
consecutive days, totaling 18 samples (Experiment II).

The several samples were filtered through mixed esters of cellulose membranes (3
um nominal porosity), followed by elution by mechanical extraction. After concentration
by centrifugation (600 x g; 15 minutes), the resulting sediments were examined by means
of direct immunofluorescence reaction and confirmatory morphological test using the
fluorogenic stain DAPI (4°, 6’-diamidino-2-phenylindole). The other parameters were
determined according to procedures described in “Standard Methods, 1998”.

The presence of Giardia cysts in the raw water collected occurred in 90% of
samples collected in Experiment I and in 100% of Experiment II samples, respectively.
Cryptosporidium was not detected in either experiments. There was no statistically

significant correlation regarding cyst density, physical-chemical and bacteriological
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parameters nor evidence of statistically significant differences among mean cyst counts
when climactic variations were analyzed. The physical-chemical and bacteriological
analyses attested the quality of water in the different treatment phases and the degradation
of raw water quality. The results obtained offered indication of efficiency in the removal of
Giardia cysts by the conventional treatment system, in the case of the analyzed WTP.

It should be emphasized that recently Decree 1469/00, from the Ministry of Health,
Brazil, recommended that the presence of oocysts and cysts in water meant for human
consumption be determined. However, the complexity and high cost of analysis methods

are limiting factors regarding the immediate monitoring implementation.

Descriptors: Cryptosporidium; Giardia; drinking water; Campinas; Sao Paulo; Brazil.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

O Brasil ocupa o primeiro lugar entre os paises com melhor reserva de recursos
hidricos de dgua doce do mundo. A demanda de 4gua pelo homem vem crescendo
constantemente pelo aumento da populagdo mundial e em especial, pela concentragdo
populacional nas cidades. A urbanizagdo tem, entre suas conseqiiéncias, o desenvolvimento
das industrias e a expansao agropecudria intensa o que pode representar um grave problema
pois, além do enorme volume consumido e desperdicado nem sempre a restituicao da agua
ao meio natural estd isenta de riscos a saide e ao meio ambiente (WHO, 1999).

A crescente degradagdo ambiental dos recursos hidricos ocorre devido a constante
contaminacao pelos efluentes domésticos e industriais (PEDRO E GERMANO, 2001) de
modo que podem ser encontrados na d4gua microrganismos provenientes do solo, de fezes,
de material organico em decomposi¢do e de outros tipos de poluentes (BRUM et al, 1997).

Mais de um bilhdo de individuos nos paises em desenvolvimento ndo tem agua
devidamente tratada e cerca de trés bilhdes de pessoas ndo podem sequer contar com
instalacdes sanitdrias adequadas (KRASZEWSKI, 2001). As doengas de transmissao
hidrica (principalmente as diarréicas) constituem uma das mais graves ameagas para a
saude da populacdo infantil, particularmente na América Latina e Caribe. Este grupo de
doencas encontra-se entre as cinco causas principais de 6bito nos individuos de um a quatro
anos de idade (GELDREICH, 1996).

De vérias maneiras a 4gua pode afetar a saide do homem: através da ingestao

direta (dgua contaminada por agentes bioldgicos: bactérias, virus e parasitos) ou



Introducdo

indiretamente pelo consumo de alimentos ou bebidas preparados com dgua contaminada;
ainda, a contaminacdo do ser humano também pode ocorrer de forma acidental, durante
atividades recreacionais ou profissionais (Manual de Saneamento, FUNASA).

Entre os vérios agentes patogénicos causadores de surtos de diarréia e que podem
ser veiculados pela &4gua, destacam-se os protozodrios parasitos Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. (STATES et al, 1997).

Cryptosporidium é um protozodrio de vertebrados, causador, no homem, de diarréia
como constatado em diversas partes do mundo (FAYER et al, 2000). A partir de 1997, com
os adventos de técnicas moleculares, aceita-se que C. parvum compreende, no minimo, dois
genétipos: 1 ou H — infectante somente para o ser humano (antroponético); 2 ou C —
infectante para bovinos, homens e vdrios animais o que confirma o potencial zoondtico
inicialmente atribuido ao protozodrio (KOSEK et al, 2001).

O quadro clinico da criptosporidiose € dependente do estado imunolégico do
hospedeiro: nos individuos portadores de imunodeficiéncia, € caracterizado por diarréia
aquosa, severa e cronica, podendo levar a 6bito; porém, € auto-limitado em pessoas
imunocompetentes (FAYER et al, 2000).

Durante muitos anos, C. parvum foi considerado como o Unico agente etioldgico da
infeccdo humana. Recentemente, o uso de técnicas moleculares possibilitou a comprovagao
de que outras espécies e outros genétipos também afetam o homem, como C. felis
(CACCIO et al, 2002), C. muris (KATSUMATA et al, 2001) ou o gendétipo cervino (ONG

et al, 2002), C. meleagridis (PEDRAZA-DIAS et al, 2000), colocando em evidéncia que
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outras espécies também podem ter impacto em Saude Publica, especialmente para as
pessoas portadoras de alteragdes do sistema imunolégico como os pacientes infectados
pelo VIH (Virus da Imunodeficiéncia Humana) ou SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida), os transplantados ou em tratamento quimioterdpico, os diabéticos, os idosos e
criancas na tenra idade (FAYER et al, 2000).

A ingestdo de pequena quantidade de oocistos (de 9 até 1042 oocistos) pode causar
infeccdo (TZIPORI E WARD, 2002). A transmissdo da criptosporidiose ocorre por meio
dos oocistos eliminados ja infectantes nas fezes dos seus hospedeiros e pode se dar pelo
contato direto (pessoa-a-pessoa), como observado em ambientes com alta densidade
populacional tais como creches e hospitais, ou indiretamente, pela ingestdo de alimentos e
dgua contaminados.

Assim, uma das principais vias de transmissdo do protozodrio ocorre através da
adgua, seja pelo uso de dgua superficial ndo tratada, por sistemas de distribuicdao
contaminados ou tratamento inadequado, usualmente empregando somente a cloragdo
(SOLO-GABRIELE E NEUMEISTER, 1996).

Giardia spp. € um protozodrio flagelado, causador de gastroenterite no ser humano
bem como nos animais domésticos, ocasionando um espectro clinico diverso, desde
infeccdo assintomdtica até quadros severos de diarréia persistente (PICKERING E
ENGELKIRK, 1998). Devido ao seu crescente papel em surtos de diarréia, particularmente
freqiientes entre criangas atendidas em creches, € hoje considerado um agente infeccioso
re-emergente (THOMPSON, 2000). Sua transmissdo ocorre pela ingestdo de 4gua ou
alimentos contaminados com cistos; além de promover uma variedade de sintomas e sinais

clinicos como perda de peso e célicas abdominais, o parasito pode provocar md-absor¢ao
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intestinal e, conseqiientemente, retardo no desenvolvimento infantil (PICKERING E
ENGELKIRK, 1998).

Mundialmente, ambos os protozodrios estdo amplamente dispersos no ambiente,
ocorrendo em diversos tipos de 4gua (LECHEVALLIER E NORTON, 1995; ROSE, 1997).
Oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia sdo capazes de sobreviver tanto em 4gua
superficial como em &4gua tratada, resistindo ao tratamento com desinfetantes quimicos
tradicionalmente empregados para potabilizar a dgua, tais como: cloro, cloraminas ou
diéxido de cloro (DYKSEN et al, 1998). Assim, a filtracdio e a remocdo fisica sao
procedimentos chave para o controle destes protozodrios em estagdes de tratamento de dgua
(SIMMONS et al, 2001). Cabe ressaltar que o amplo espectro de hospedeiros (cerca de 152
espécies de vertebrados), juntamente com o elevado niimero de oocistos eliminados durante
o curso clinico da parasitose (MEDEMA et al, 2001), asseguram o alto nivel de
contaminagdo ambiental favorecendo as chances de que a transmissao hidrica ocorra.

Considerando que a dgua € uma importante via de transmissdo, varios surtos de
doencas de veiculagdo hidrica t€ém sido relatados, associados ao consumo de dgua de
sistemas publicos de abastecimento. Dentre esses episodios, destaca-se o de Milwaukee,
nos Estados Unidos (1993). Estimou-se que 403.000 pessoas contrairam criptosporidiose,
das quais 4.400 foram hospitalizadas (ROSE, 1997; FAYER et al, 2000). No periodo de
1.989 a 1.999, 21 surtos de criptosporidiose foram relatados afetando aproximadamente
481.126 pessoas (FAYER et al, 2000). As dguas incriminadas atendiam ao padrdo de

potabilidade exigidos.



Introducdo

No Brasil, a preocupacdo quanto a qualidade da dgua, motivou o Ministério da
Saide a emitir a Portaria n° 1469 de 29/12/2000 que estabelece procedimentos e
responsabilidades com relagdo ao controle da qualidade da dgua para consumo humano e
seu padrao de potabilidade.

A qualidade microbioldgica da dgua pode ser monitorada a partir da andlise de
bioindicadores (bactérias do grupo coliformes). Estas bactérias estdo presentes na flora
intestinal do ser humano e de outros animais de sangue quente; sdo encontradas em grande
numero nos esgotos e, em geral, ndo sdo consideradas patogénicas (CRAUN et al, 1997).
Apesar de abundantes no meio, sdo eliminadas pelos desinfetantes usuais empregados nos
sistemas de tratamento de dgua o que ndo ocorre com 0s protozodrios Cryptosporidium e
Giardia, justificando a recomendacdo da investigacdo direta destes organismos em aguas
destinadas ao consumo humano.

O monitoramento da presenga de protozodrios patogénicos na 4gua foi
espontaneamente conduzido em alguns paises como EUA e Reino Unido (CLANCY et al,
1999) até que, em 1996, a Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos (USEPA)
iniciou um programa para identificar, padronizar e validar novas tecnologias para a
deteccdo de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium no ambiente aquatico. Os
Métodos 1622 e 1623 (USEPA, 1997; 1999) sdo resultantes desta iniciativa € permanecem
como procedimentos de referéncia (CLANCY et al, 2003), apesar do fato de ainda
apresentarem grande variabilidade quanto a eficiéncia de recuperagdo de cistos e oocistos,

em condicoes de experimentos-controle (HSU et al, 2001).
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No Brasil, hd poucos dados publicados sobre a ocorréncia destes protozodrios na
dgua. No Estado de Sao Paulo, estes parasitos ja foram detectados em dgua bruta superficial
no rio Atibaia (FRANCO et al, 2001a) e em 4guas subterrineas (GAMBA et al, 2000).
Recentemente, em algumas marcas de 4gua mineral (galdes de 20 litros) comercializadas
em Campinas, foi detectada a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium (FRANCO E
CANTUSIO NETO, 2002). Por outro lado, foram assinaladas taxas de prevaléncia de
giardiose e criptosporidiose ao  redor de 10,09% e 5,53%, respectivamente,
entre criancas aparentemente saudaveis, na faixa etdria de 2-42 meses que freqiientaram
creches no distrito de Bardo Geraldo, Campinas (SP) (FRANCO, 1996).

A cidade de Campinas € abastecida pelo rio Atibaia o qual pertence a Bacia do Rio
Piracicaba (Figura 1 e Figura 2). O mesmo sofre impactagdo pelo despejo de efluentes
sanitdrios e descargas industriais de outras cidades, além das dguas de chuva que arrastam
agroquimicos de cultivos proximos ao curso do rio (KRUSHE et al, 2002).

Do volume total de dgua captada pela Sociedade de Abastecimento de Agua e
Saneamento de Campinas (SANASA), empresa responsavel pelo tratamento e distribuicao
de 4gua para o municipio, aproximadamente 72% € tratado nas Estacdes de Tratamento de
Agua (ETAs) 3 e 4 (Figura 3ae 3b ), sendo captado um volume médio didrio de 296.157
m’.

O processo de tratamento utilizado é o convencional (Anexo 1) e compreende as
etapas de clarificagdo (coagulacao-floculacdo, seguida de decantagdo), filtracdo, e

desinfeccao.
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Em condigdes operacionais 6timas, a remog¢do de cistos de Giardia e oocistos de
Cryptosporidium nos filtros € de 99%, sendo que cerca de 1% dos (oo)cistos podem nao
serem removidos pela filtracdo convencional. Dados como a turbidez em diversas etapas
do tratamento indicam a quantidade de matéria orginica e inorganica em suspensdo e
podem sinalizar a presenca de oocistos e cistos na saida dos filtros (FRICKER E CRABB,
1998). Considerando a sua resisténcia ao tratamento quimico (cloragdo), podem nao
ser destruidos na desinfeccdo, mantendo-se vidveis e potencialmente infectantes, com
sérias implicacdes em Satde Publica, quando presentes na dgua final. Tais fatos justificam
a realizacdo deste estudo, cuja finalidade foi de investigar a ocorréncia de oocistos de
Cryptosporidium e cistos de Giardia no ponto de captacdo da dgua bruta do rio Atibaia,
utilizada pela Sanasa-Campinas e nas principais etapas do tratamento. Outro aspecto
relevante € a possivel variagdo do nimero de organismos presentes, pois, esta variacao
pode ser temporal (sazonal ou didria) e entre diferentes partes do sistema de tratamento de
dgua (YALE E STANFIELD, 2000).

Desta forma, considerando as variagdes na densidade destes organismos em funcao
do tempo ou clima, este estudo teve o objetivo de investigar a ocorréncia de cistos e
oocistos no Rio Atibaia. A pesquisa destes protozoarios ocorreu no ponto de captacdo e nas
diversas etapas do processo de tratamento de dgua da ETA 3, em Campinas, SP, em
diferentes periodos do ano e diariamente (Experimento I e Experimento II,

respectivamente).
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Fatores Ecoldgicos e Ocorréncia de Cryptosporidium e Giardia no ambiente
aquatico.

A presenca de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia foi documentada em
varios tipos de dgua, tais como superficiais (rios, lagos, represas), aguas subterraneas
(pocos e nascentes) e dguas salinas (mares), comprovando que estes protozodrios estao
amplamente dispersos no ambiente aquitico (WALLIS et al, 1996; STATES et al, 1997,
LECHEVALLIER et al, 1997; HO E TAM, 1998).

Smith, 1998, discute a importancia da contamina¢do ambiental na transmissio
desses organismos. Fatores que relacionam tanto o parasita como o ambiente
desempenhariam um papel potencial para essa contaminagdo, destacando-se a atividade
humana e nao humana na transmissdo zoondtica, o nimero de hospedeiros infectados, a
capacidade infectante das formas eliminadas pelos individuos e fontes de dgua utilizadas
para abastecimento. Ao contrdrio de outros parasitas, oocistos de Cryptosporidium e cistos
de Giardia sdo eliminados ja na forma infectante.

Fontes de contaminacdo tais como a drenagem hidrica das fezes de animais, o uso
de fertilizantes organicos e o lancamento de esgotos parcialmente tratados ou nao tratados
favorecem a contaminagdo dos mananciais (MEINHARDT et al, 1996; FAYER et al,

2000) que muitas vezes sdao utilizados para a captacdo nos sistemas publicos de
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abastecimento. Varios estudos t€m comprovado tal situacdo (ROSE et al, 1996; STATES et
al, 1997).

Em esgoto, o nimero de oocistos e cistos presentes € bastante varidvel, em
funcdo do tamanho da populacdo ou atividade humana. Por exemplo, Madore et al., 1987
encontraram concentragdes de até 13.700 oocistos/L. em efluentes de esgoto bruto e 3.960
oocistos /L em efluentes tratados, em drea que sofria influéncia por atividade agropecudria.

Chauret et al, 1995, avaliaram uma estacdo de tratamento de esgoto, no Canada,
verificando densidades de Cryptosporidium e Giardia no efluente bruto, com médias de
17,3 oocistos/L e 103 cistos/L. No efluente tratado, as médias encontradas foram de 0,56
oocistos/L e 0,73 cistos/L, respectivamente.

Rose et al, 1996, pesquisaram concentracdes de Cryptosporidium durante 12 meses,
em um efluente bruto que passava por tratamento secundario e filtracio em areia. Foram
detectadas concentragdes médias de 15, 1,4 e 0,04 oocistos/L, respectivamente, nas
amostras analisadas.

Bukhari et al, 1997, pesquisaram estes protozodarios em 7 estacdes de tratamento de
esgoto na Inglaterra. Oocistos de Cryptosporidium 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, 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.

States et al, 1997, realizaram um monitoramento durante 2 anos no efluente de uma

estacdo de tratamento de esgoto, na Pensilvania, Estados Unidos, com a finalidade de
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verificar a eficiéncia da remog¢do dos protozodrios Giardia e Cryptosporidium. A presenca
de cistos e oocistos ocorreu em 83,0% e 33,0 % das amostras dos efluentes da ETE.

Payment et al, 2001 avaliaram uma ETE na regido de Montreal, Canadd, estudando
nio somente a ocorréncia destes protozodrios, como também a presenca de varios
microrganismos. Concentracdes médias de Giardia foram de 1.165 cistos/L no esgoto
publico e 285 cistos/L no efluente tratado, apresentando uma variacdo muito pequena das
concentracdes no periodo estudado. Os valores das médias de Cryptosporidium foram de
6 oocistos/LL no esgoto bruto e 4 oocistos/L no efluente tratado e vérias amostras
apresentaram resultados negativos.

No Brasil, as pesquisas sobre a presenca destes protozodrios sido relativamente
recentes. Dias Junior, 1999, analisou a presenga dos protozodrios em amostras de esgoto na
cidade de Araras - Sao Paulo, tendo observado densidades de cistos de Giardia (2.227/L) e
oocistos de Cryptosporidium (472/L).

Farias, 2000 investigou a ocorréncia de Cryptosporidium em amostras de esgoto na
cidade de Sao Paulo, sendo encontrada uma positividade de 100,0% nas 24 analisadas. As
amostras de esgoto apresentaram concentra¢des de até 1.200 oocistos/L e 1.400 oocistos/L
no corrego receptor.

2.2 - Ocorréncia de Protozoarios Patogénicos em aguas superficiais.

Em 4guas superficiais brutas, pesquisas tem sido realizadas em vdrios paises, em
diferentes ambientes liminicos, investigando a interacdo dos parasitas com o melio,
correlacionando a sazonalidade, temperatura, hidrologia, parametros fisico-quimicos e
microbiolégicos da dgua (CROCKETT E HAAS, 1997; LECHEVALLIER et al, 1997;

STATES et al, 1997;), tendo como objetivo o conhecimento das densidades destes
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organismos, pois estas dguas normalmente sdo utilizadas por sistemas de abastecimento
publico para consumo humano.

Wallis et al, 1996, estudaram no Canadd, 1.173 amostras de dgua bruta durante um
ano, observando niveis mais freqiientes dos protozodrios no final do inverno e comeco da
primavera.

Ong et al, 1996, avaliaram as origens da contaminacdo por Giardia e
Cryptosporidium, no Canadd, em diferentes pontos de duas bacias adjacentes, abrangendo
alguns locais onde se desenvolviam atividades de criagdo de gado. Cerca de 100,0% das
amostras coletadas foram positivas, variando da ndo detec¢do de cistos e oocistos onde ndao
havia tal atividade até niveis significativos, de acordo com o acesso destes animais.

A relacdo entre as densidades de Giardia e Cryptosporidium com parametros de
qualidade da dgua, bem como condi¢des meteoroldgicas, foi avaliada no ano de 1996, nos
Estados Unidos, no rio Delaware. Concentracdes médias de 2,5 cistos/SL de Giardia e 0,5
oocistos/SL de Cryptosporidium foram detectadas e foi verificado o aumento do nimero de
formas de resisténcia de ambos os protozodrios em €pocas de chuvas. Houve correlagao
positiva com os parametros analisados (ATHERHOLT et al, 1998).

Solo-Gabriele et al, 1998, estudaram a ocorréncia dos protozodrios em suprimentos
de 4gua da cidade de Sdo Pedro, Honduras, onde foram analisadas amostras de d4guas
superficiais e subterraneas. As densidades de organismos foram varidveis de acordo com o
tipo de 4gua analisada: para 4guas superficiais, foram detectadas concentracdes de
Cryptosporidium entre 58 e 260 oocistos/100L e para Giardia, entre 380 a 2.100
cistos/100L. Para dguas subterraneas, as concentragdes foram de 26 oocistos/100L e 6

cistos/100L. De acordo com os autores, esses nimeros observados de Cryptosporidium
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sdo similares aos da América do Norte. Os valores da densidade de cistos de Giardia
foram considerados elevados. Os autores concluiram que esforcos sdo necessdrios para a
protecdo das dguas brutas das fontes de contaminacao.

Hsu et al, 1999, estudaram a ocorréncia dos protozodrios no rio Kau-Ping, fonte de
captacdo de 4gua em Taiwan. Das 13 amostras colhidas em diferentes pontos do rio, 92,0%
(1.956 cistos/L) foram positivas para Giardia e 61,0% (4.776 oocistos/L) para
Cryptosporidium.

A ocorréncia destes protozodrios foi estudada nas bacias dos rios Sena e Marne, na
regido de Paris, Franca. Concentracdes médias de Giardia foram altas (928 cistos/100L) em
comparacdo as médias de Cryptosporidium (218 oocistos/100L) (ROUQUET et al, 2001).

Alguns estudos tém sido realizados no Brasil. Dias Jdnior, 1999, analisou a
ocorréncia de Giardia e Cryptosporidium em 12 amostras colhidas no manancial que
abastece a cidade de Araras, Sdo Paulo, incluindo o ponto de captacdo de dgua para
tratamento. Ambos os protozodrios foram detectados: 66,7% das amostras positivas para
Giardia e 64,4% positivas para Cryptosporidium. Este manancial possui pontos impactados
pela acdo de efluentes domésticos.

Franco et al, 2001, investigaram a ocorréncia desses protozodrios no ponto de
captacao do rio Atibaia, na cidade de Campinas, Sdo Paulo. Todas as amostras colhidas
foram positivas para a presenca de ambos 0s protozodrios, em concentracdes maximas de
95,0 cistos/0,5L e 60,8 oocistos/0,5L e minimas de 33,0 cistos/0,5L e 44,5 oocistos/0,5L,

respectivamente.

2.3 - Ocorréncia nas Estacoes de Tratamento de Agua.
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Considerando a importancia dos protozodrios em relacdo as doengas de veiculacao
hidrica, vérios estudos tém sido realizados com a finalidade de verificar a possivel
presenca de cistos e oocistos nas principais etapas de tratamento dos sistemas produtores de
dgua (sistema convencional) para consumo humano e também em estacOes piloto. A
otimizacdo do funcionamento das principais etapas no tratamento convencional €
fundamental para se obter uma efici€ncia da remog¢do destes protozodrios (DUGAN et al,
2001).

Al-Ani et al, 1986, demonstraram a importancia da coagulaciao e dosagem 6tima do
coagulante quimico no tratamento convencional. A efetiva coagulagdo reduziu a turbidez de
0,5 para 0,1 NTU o que implicou em uma capacidade de remocao de 95,0% para 99,9%,
em relacdo aos cistos de Giardia. Quando ndo foi usado o coagulante quimico ideal ou
foram empregadas dosagens inadequadas, a remoc¢ao foi muito baixa, de 0% a 50,0%.

Nas 72 plantas de tratamento de dgua estudadas na América do Norte,
Cryptosporidium estava presente em 51,0% das amostras de dgua bruta e em 13,4% da
agua final. Tém sido constatadas diferengas entre os niveis de oocistos encontrados, tanto
na 4gua bruta como na dgua final. Tal fato tem sido atribuido as varia¢des na qualidade da
dgua bruta e a performance do tratamento (LECHEVALLIER et al, 1991).

Bellamy et al, 1993, avaliaram a performance da filtracdo e os fatores que afetaram
a remocdo de cistos. Destacaram-se: adequacdo da velocidade da mistura do coagulante no
processo de coagulagdo; tempo de floculacdo e sedimentacdo suficientes; adequacao da
profundidade dos filtros e uso de areia e antracito. Os autores sugerem que a manutengao e

lavagens periddicas dos filtros permitem alcancar uma boa remocao do protozodrio.
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Nieminski e Ongerth, 1995, avaliaram a remocao de cistos de Giardia em plantas de
tratamento em escala piloto. A turbidez da d4gua empregada durante os
experimentos era de aproximadamente 4 NTU e os autores obtiveram uma boa média de
remocgao de 3,3 log;o quando os niveis de turbidez estavam entre 0,1-0,2 NTU.

Patania et al, 1995, conduziram estudos em escala piloto de filtracio convencional
com aguas de turbidez entre 0,2 e 13 NTU e concentracdes de cistos de Giardia de 10 a 200
cistos/L. Com o tratamento otimizado para remog¢do de turbidez, houve variacdo na
remog¢ao média de cistos de 3,4 a 5,1 logjo. No efluente do filtro ocorreu a mais efetiva
remocgao da turbidez ( 0,1 NTU ou menor) e de cistos de Giardia.

Wallis et al, 1996, no Canad4, analisaram 423 amostras de dgua tratada. A maioria
delas era tratada apenas por cloracdo. Giardia e Cryptosporidium foram detectados em
18,2% e 3,5% das amostras, respectivamente.

LeChevallier et al, 1997, avaliaram a presenca dos protozodrios em questdo em
amostras de 6 reservatdrios de dgua tratada na cidade de New Jersey, Estados Unidos, pelo
periodo de 12 meses. Foram colhidas 10 amostras na entrada de cada reservatério e 10
amostras na saida, respectivamente. Densidades mais elevadas dos protozodrios foram
observadas nas amostras das saidas (9 amostras positivas e média de 6,1 cistos/100L e 7
amostras positivas e média de 8,1 oocistos/100L) que nas entradas (8 amostras positivas e
média de 1,9 cistos/L e 3 amostras positivas e média de 1,2 oocistos/L). Outros pardmetros
de qualidade da dgua também foram analisados e de acordo com os testes estatisticos ndo-
paramétricos, essas diferencas foram significativas para as concentracdes de

Cryptosporidium e ndo para as de Giardia.
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Karanis et al, 1998, detectaram Giardia em 14,9% das amostras de dgua de
consumo humano, na Alemanha, com densidades maximas de 16,8 cistos/L e
Cryptosporidium em 29,8% , com densidades maximas de 20,8 oocistos/100L. Os autores
concluiram que a otimiza¢@o dos processos de tratamento sao necessarios para a eliminagao
de protozodrios.

Dugan et al, 2001, elaboraram um estudo em sistemas pilotos, com adi¢do de
oocistos aos afluentes, em concentracdes altas (10° oocistos/L). A remocdo de
Cryptosporidium foi positivamente correlacionada a reducdo de turbidez, com resultados
de remocdo total entre 1,4 a 2,5 logjp. Os autores sugerem que o pré-tratamento por
coagulacdo aumenta a remo¢do, no sistema de tratamento convencional.

States et al, 2002, avaliaram plantas piloto de tratamento usando diversos
coagulantes (cloreto férrico, cloreto de polialuminio, e alime) com variacdes de pH. Foi
observada a efetiva remocado de Cryptosporidum e Giardia em amostras de dgua bruta, pela
eficiéncia da coagulacdo na faixa de pH entre 7,2 € 9,2 e a otimizagdo do processo de
tratamento convencional da 4dgua.

No Brasil, Muller, 1999, estudou a ocorréncia de Cryptosporidium em 48 amostras
de 4gua tratada e colhidas em duas estacOes de tratamento na cidade de Sdo Paulo,
mensalmente, por um ano. Foram utilizadas duas técnicas de concentragdo (floculacio e
membrana filtrante), ocorrendo variagcdo no nimero de oocistos encontrados (de 0 a 1,2/L),
dependendo da técnica utilizada.

Ré, 1999, avaliou a ocorréncia dos protozodrios Cryptosporidium sp. e Giardia

lamblia , na cidade de Araras, Sdo Paulo. Foram analisadas 5 amostras de dguas tratadas da
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rede publica de abastecimento, tendo sido detectada a presenca de cistos de Giardia lamblia
em 2 amostras (16,6%). Nao foi observada a ocorréncia de Cryptosporidium sp. nas
amostras analisadas. E importante salientar que as dguas examinadas obedeciam aos

padrdes de potabilidade vigentes pela legislacao especifica brasileira.

2.4 - Surtos de criptosporidiose e giardiose relacionados ao consumo de agua de

sistemas publicos de tratamento.

Virios microrganismos de origem fecal sdo considerados agentes causadores de
gastroenterites de veiculagdo hidrica (CRAUN et al, 1997). Apesar da diminui¢cdo da
ocorréncia de surtos de transmissao hidrica como os de célera ou febre tiféide, no periodo
de 1984 a 1996, permaneceram os relatos de surtos causados por organismos resistentes a
desinfeccao, entre eles os protozodrios Giardia e Cryptosporidium (ROSE et al, 2002).

O grande numero de surtos de criptosporidiose e de giardiose ocorridos em diversos
paises como EUA, Canad4, Reino Unido, entre outros, foi devido ao consumo de 4guas
tratadas inadequadamente e comprovam a ineficiéncia dos processos de tratamento de dgua,
principalmente quando utilizada somente a cloragdo. Por se tratar de doencas autdctones,
com baixas doses infectantes, a magnitude da contamina¢do ambiental com oocistos e
cistos € significativa no meio aquatico. As reduzidas dimensdes dos oocistos e cistos bem
como a resisténcia destes aos desinfetantes, dificultam sua remocdo pelos processos de
tratamento da dgua (SMITH, 1998).

Nos Estados Unidos, nos ultimos 25 anos, 95 surtos de giardiose foram relatados e

associados ao consumo de dguas produzidas por sistemas publicos de tratamento (uso de

16



Revisdo

aguas superficiais brutas), nos quais a filtracdo ou cloragdo foram inadequadas (KENT et
al, 1988; Rose et al, 1991).

Relatos do CDC (Center for Disease Control and Prevention), entre 1986 e 1988,
destacam Giardia como responsdavel por 9 (18,0%) dos 50 surtos de gastroenterite
ocorridos neste periodo. Estes foram veiculados por dgua tratada somente por cloracdo e
mal funcionamento do equipamento utilizado para essa finalidade. Em um  surto
ocorrido na Gedrgia em 1987, 13.000 pessoas contrairam criptosporidiose apds o
consumo de dgua filtrada e clorada de sistema publico de abastecimento. Observe-se que a
dgua atendia aos padrdoes de potabilidade estabelecidos pelas leis do governo Norte
Americano (LEVINE et al, 1990).

Herwaldt et al, 1992, relataram que no periodo compreendido entre 1989 e 1990,
dos 26 surtos de gastroenterite ocorridos, Giardia lamblia causou 7 deles afetando cerca de
697 pessoas, ocorridos em Nova lorque, Colorado, Vermont e Alaska, veiculados por dgua
tratada distribuida.

Moore et al, 1994 relataram a ocorréncia de 34 surtos de veiculacdo hidrica nos
Estados Unidos, entre 1991 e 1992; 7 deles foram causados por Giardia ou
Cryptosporidium. Ressalte-se que em alguns locais, a 4gua ndo era submetida a etapa de
filtracdo; entretanto, coliformes ndo foram encontrados nas amostras analisadas. Em um
dos surtos, a baixa vazdo provocada pela seca e descargas de efluentes sanitarios
eutrofizaram mais ainda o manancial. Desta forma, a investigacdo da agua filtrada foi

13

prejudicada, pois continha “... grande quantidade de particulas semelhantes a oocistos

(algas)”.
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Kramer et al, 1996, relataram a ocorréncia de 30 surtos de veiculacdo hidrica, entre
1993 e 1994, sendo 10 (33,3%) causados pelos protozodrios Giardia lamblia ou
Cryptosporidium. Destes, cinco surtos atingiram 403.271 pessoas.

O maior surto que se tem documentado até os dias de hoje ocorreu neste
periodo e foi o de Milwaukee, onde se estima que 403.000 pessoas contrairam
criptosporidiose das quais 4.400 foram hospitalizadas, sendo a parasitose confirmada por
meio de andlises laboratoriais em mais de 600 pessoas e ndo tendo sido encontrado nenhum
outro organismo patogénico ao qual pudesse ser atribuido o surto. A dgua, proveniente do
lago Michigan que abastecia a cidade, era filtrada e clorada. Fatos como o degelo,
chuvas (contamina¢do de origem agropastoril/pecudria) e problemas no processo de
tratamento (coagulacdo e filtracdo) podem ter permitido a permanéncia e passagem de
oocistos na dgua final. O aumento da turbidez (parametro utilizado para avaliacdo da
eficiéncia do processo de filtracdo) foi registrado, porém dentro dos limites permitidos por
lei e coliformes ndo foram encontrados. Somente 2 semanas depois foi associado o agente
com a dgua de consumo, sendo emitida a recomendacao pelo governo, de ferver a mesma
(SOLO-GABRIELE E NEUMEISTER, 1996).

No de Clark County, Nevada, a duracdo do surto foi de cerca de 7 semanas e
acredita-se que este episddio tenha se iniciado entre os portadores de VIH ( ressalte-se que
a criptosporidiose € uma doenca de notificagdo obrigatéria neste estado). A 4gua,
proveniente do lago Mead obedecia aos padrdes de potabilidade e oocistos ndo foram
detectados nas amostras de &4gua durante o surto. Posteriormente, oocistos foram
encontrados nessas amostras de dgua tratada e também na dgua de lavagem dos filtros

(KRAMER et al, 1996).
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Entre 1995 e 1996, dos 22 surtos de gastroenterite relatados, dois foram causados
por Giardia, no Alaska e Nova lorque, cidades abastecidas por dgua tratada. Foi observada
a elevacdo da turbidez nas amostras de 4gua analisadas (LEVY et al, 1998).

Barwick et al, 2000, entre 1997 e 1998, relataram a ocorréncia de 17 surtos de
gastroenterite, sendo 4 deles causados por Giardia e 2 por Cryptosporidium, com cistos e
oocistos provenientes de dguas tratadas mas nao filtradas.

Entre 1998 e 2000, relatos do CDC destacam a ocorréncia de 1 surto de
criptosporidiose, afetando 5 pessoas, pela presenca de oocistos de Cryptosporidium

provenientes de 4gua de poco comunitério (CDC, 2002).

2.5- Métodos para deteccao dos protozoarios Cryptosporidium e Giardia em agua.

O primeiro surto de transmissdo hidrica de giardiose ocorreu em Aspen (Co) em
1964 e incentivou o desenvolvimento de métodos de deteccao dos protozodrios em agua.
Os métodos mais comuns para detectar e quantificar Cryptosporidium no ambiente foram
adaptados daqueles originalmente delineados para Giardia (ONGERTH E STIBBS,
1987; MUSIAL et al, 1987; ROSE et al, 1988). Hoje, os dois protozodrios podem ser
analisados nas mesmas amostras simultaneamente.

O ensaio de imunofluorescéncia (IFA) para detec¢do de Giardia foi desenvolvido
em 1985, apresentando indmeras vantagens com relacdo ao método anteriormente utilizado,
o qual empregava a flutuagdo com solugdo sulfato de zinco e coloracdo com lugol. Estas
duas técnicas foram comparadas para detec¢do de ambos 0s protozodrios em amostras
ambientais artificialmente contaminadas com esses organismos; conclui-se que o ensaio de

imunofluorescéncia foi 12 vezes mais sensivel para a detec¢do de Giardia em relacao a
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flutuacdo em sulfato de zinco e Cryptosporidium foi detectado em varias amostras. IFA foi
definitivamente incorporada ao método (LECHEVALLIER et al, 1990). O método
completo para deteccio dos cistos de Giardia com sulfato de zinco e lugol foi publicado na
16 edigdo do “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater” € o
método com o ensaio de imunofluorescéncia para determinagdo de ambos os protozodrios
consta na 19* edicdo desse manual (American Public Health Association, 1986 ¢ 1995).
Atualmente, a 20° Edi¢do (1998) ndo inclui nenhum método para deteccido de Giardia e
Cryptosporidium, devido a rdpida evolugdo analitica que envolve essas metodologias.

Na dltima década, o monitoramento da presenca de protozodrios na dgua foi
espontaneamente introduzido em paises como USA, Inglaterra e Austrdlia e foram
utilizados dados gerados pelo ICR (Information Collection Rule). Esse método,
denominado “ICR Protozoan Method for detecting Giardia cysts and Cryptosporidium
oocysts in water by fluorescent antibody procedure”(USEPA 1995) apresentava muitas
desvantagens, tais como: complexidade técnica, baixas taxas de recuperagdo, resultados
falso-negativos e falso-positivos ( CLANCY et al, 1999; ALLEN et al, 2000).

Em 1996, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) iniciou
um programa com o objetivo especifico de identificar métodos analiticos para o
monitoramento de Cryptosporidium e Giardia em amostras de dguas. Os métodos 1622 e
1623 (USEPA 1997; 1999) foram desenvolvidos em resposta a essa iniciativa. A inclusao
de novos procedimentos de filtracio, como a utilizagdo de cdapsulas de filtragdao

(Envirocheck®; Gelman Sciences) ou de elui¢cao, como a separa¢dao imunomagnética (IMS)

dos oocistos e cistos (Dynalbeads®; Dynal Technologies, Austrdlia), acarretou um aumento
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significativo da performance do Método 1623 (USEPA, 1999) com eficiéncia de
recuperacdo de 19,5% a 54,5% (MCCUIN E CLANCY, 2003).

Os métodos de recuperagdo e deteccdao de protozodrios na dgua envolvem 3 passos
muito importantes: filtracio da amostra de 4gua com a finalidade de recuperar ou capturar
os parasitas (cistos e oocistos); elui¢do e concentracdo; e visualizacdo por microscopia de
imunofluorescéncia (JAKUBOWSKI et al, 1996).

Inicialmente, para filtracdo, foram usados filtros de cartucho de polipropileno de
porosidade de 1pum. Eram utilizados grandes volumes de dgua (1000 L para dgua da saida
dos filtros e 100 L para dgua bruta). Eluicdo era conduzida com detergente e mediante a
extracdo mecanica dos oocistos ou cistos a partir das fibras do filtro. Para a etapa de
purificagdo, o uso de sacarose ou Percol ou solugdo de cloreto de sddio e visualizagdo
mediante a IFA. Tal metodologia apresentava limitacdes, como: nao fornecer informacoes
sobre a espécie ou a infectividade das formas de resisténcia dos protozodrios; resultados
falsos positivos e negativos, grande variabilidade e baixa eficiéncia de recuperagao,
variando de 14,0% a 44,0% (MUSIAL et al, 1987).

A técnica de filtracdo em membranas (MF), proposta por Aldom e Chagla, 1995, foi
desenvolvida para detec¢do de oocistos e cistos em dgua tratada e, atualmente, este método
também € considerado para determinacdo destas formas em &dgua bruta (ONGERTH e
STIBBS, 1987). Consiste na captura dos oocistos em membranas de acetato de celulose,
seguida de eluicdo por dissolucdo da mesma em acetona e etanol ou raspagem e lavagem da
superficie da membrana filtrante alternadamente, considerando os diferentes protocolos. A

turbidez da 4gua é o maior fator limitante, pois pode ocorrer rapida obstru¢do da malha
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filtrante, com conseqiiente reducdo do volume efetivamente filtrado. A influéncia do
método de eluicdo diminui a infectividade a cada etapa na dissolucio em acetona
(CARRENO et al, 2001); e, dependendo do método empregado para elui¢do, perdas sao
consideradas. A média de recuperacdo ¢ de cerca de 70,5% (ALDOM e CHAGLA, 1995).

A técnica de floculacdo foi proposta como método de concentracdo de volumes de
10L de 4gua por precipitacdo e floculacdo quimica com carbonato de célcio (VESEY et al,
1993). Em uma primeira etapa, sao adicionadas solu¢des de cloreto de cdlcio e bicarbonato
de sédio aos volumes de até 10 L de amostra; a seguir, o pH € ajustado para 10,0 (com
hidréxido de sédio) sendo a preparacdo mantida em repouso por um periodo de 4 horas em
temperatura ambiente. O precipitado € dissolvido com 4cido sulfimico; a suspensdo
obtida € centrifugada e analisada por IFA. O sedimento resultante é extremamente rico em
material particulado, interferindo na IFA, acarretando dessa forma resultados falso-
positivos. A variagdo nas concentragdes dos reagentes e do pH causam uma diminuicdo do
nimero de organismos floculados. Também nao fornece informagdes sobre a espécie ou
viabilidade. A eficiéncia de recuperacdo estd entre 30,0% a 40,0% (FRICKER e CRABB,
1998).

Cabe ressaltar que apesar das técnicas de biologia molecular, tais como a Reagdao em
Cadeia da Polimerase (PCR — polymerase chain reaction) (STINEAR et al, 1996) e a
deteccdo através de cultivo de Cryptosporidium em monocamadas celulares (SLIFKO et
al., 1997) terem sido propostas, o ensaio de microscopia de imunofluorescéncia continua
sendo o mais utilizado. Quanto a Biologia Molecular, ela apresenta a vantagem da
determinagdo da espécie do protozodrio e a infectividade pode ser avaliada por meio do

cultivo do protozodrio em células.
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Revisdo

Medema et al, 1998, avaliaram a citometria de fluxo como método alternativo para
deteccao destes protozodrios em grandes volumes de dgua e andlise de imunofluorescéncia
em até 2 horas. Porém, o seu uso € limitado pela necessidade de equipamentos caros.

Devido a complexidade dos métodos de andlises para esses protozodrios,
considerando o grande nimero de etapas necessdrias para sua realizacdo, as dificuldades e
a subjetividade na identificacdo microscépica, um programa de qualidade analitica torna-se
fundamental para os laboratérios. Quanto as porcentagens de recuperacdo obtidas, a
maioria das pesquisas praticamente nao fornece dados sobre a qualidade da dgua utilizada,
tempo de armazenamento, qualidade dos oocistos e o periodo de tempo no qual os mesmos
mantiveram contato com a dgua. Desta forma, uma avaliagdo baseada em critérios técnicos
bem definidos, permite alcancar o objetivo de se aperfeicoar a andlise quando comparados
estes resultados (FRICKER E CRABB, 1998; LINDQUIST, 1999).

Para os métodos de andlise de Giardia e Cryptosporidium, torna-se fundamental
uma avaliacdo do desempenho do laboratério na execucdo do ensaio que é realizado
através da determinacdo das porcentagens de recuperacdo de cistos e oocistos dos parasitas
a partir de amostras artificialmente contaminadas e submetidas aos mesmos procedimentos.

Instrucdes detalhadas para determinacdo destas andlises estdo contempladas nos

métodos 1622 e 1623 (USEPA 1998b, 1999), incluindo controles positivos e negativos.

Quando possivel, a realizacao de amostras interlaboratoriais também sao recomendadas.
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Objetivos

3-OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram:

Verificar a ocorréncia de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp.
em volumes varidveis de dgua, compreendendo diferentes etapas do sistema de
tratamento de dgua da estacio de tratamento - ETA 3, SANASA — Campinas — SP, a
saber: /) tomada da 4gua bruta na captacdo do rio; 2) na saida do decantador 2 e 3)
na saida do filtro 5.

Avaliar a qualidade das amostras de 4gua, mediante a andlise dos dados fisico—
quimicos (cor, pH e turbidez) e microbioldgicos (coliformes totais e
termotolerantes), correlacionando-os com a eventual presenca destes protozodrios.
Verificar a possivel influéncia das variacdes climdticas sobre a ocorréncia de cistos
de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. mediante a comparacdo do
nimero de cistos e oocistos nas estacdes: seca e chuvosa, durante o periodo de seis
meses.

Verificar a possivel variacao temporal didria da densidade de cistos/oocistos, nestes
pontos, por trés dias consecutivos, com duas colheitas didrias, apds o término do

periodo da seca.
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Material e Métodos

4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 — Locais das Colheitas

A colheita de amostras de dgua bruta foi realizada na captacdo do rio Atibaia
localizada na rodovia Dom Pedro I, km 124,5, Campinas, Sdo Paulo (Bacia Hidrografica
dos rios Piracicaba, Capivari e Jundiai) (Figuras 2a e 2b). As demais amostras, foram
colhidas na Estacdo de Tratamento 3 e 4, localizada na Rodovia Heitor Penteado, km 6,5
— estrada para Souzas, no sistema da ETA 3 (decantador e filtro - escolhidos
aleatoriamente) (Figura 3b). As ETAs 3 e 4 da SANASA — Campinas produzem a vazao
aproximada de 3.000 L/s de 4gua tratada, sendo utilizado o tratamento convencional,
incluindo as etapas de coagulacdo-floculagdo, seguida de decantacdo, filtracdo e
desinfeccdo. E responsével por 72% do abastecimento da cidade sendo captado um volume
médio didrio de 296.157m’ do rio Atibaia, para atendimento de uma populagdo aproximada
de 1 millhao de habitantes.

Foram conduzidos dois experimentos: - experimento I, durante seis meses com a
finalidade de abranger os periodos de estiagem e chuvas; foram realizadas 10 colheitas,
com periodicidade de 20 dias, nos trés pontos citados acima, totalizando 30 amostras; -
Experimento II, considerada a possibilidade de intermiténcia didria da contaminacao, foram
colhidas duas amostras diariamente, de cada ponto, durantes trés dias consecutivos, com

um total de 18 amostras.
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BACIAS HIDROGRAFICAS DOS RIOS PIRACICABA, CAPIVARI E JUNDIAI

i
8
§

asies

G

A I
AN . '
cpMiiupEs COR DERGPOLY

DO 'ﬂE#ELl

SAOPEDRO » '

i,

MAPOLIS *
e s | LIMEIRA

RIO PIRACICABA

Legenda

— Limite das Bacias

——— Limite dos Estados
— Limite dos Municipios

= Limite da Regiso Metrop. de Campinas

—— Rios
10 Km 50 Km

ESCALA GRAFICA

Figura 1: Mapa de localizacdo do rio Atibaia
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Figura 2b: Captacdo do Rio Atibaia — Campinas (vista aérea).
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Figura 3a: Decantadores e filtros da ETA 4.

Figura 3b: Decantadores e Filtros da ETA 3.
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4.2 — Colheitas e Filtracao das Amostras

Foram colhidas amostras com volumes de 2 L para dguas brutas do rio e de 10 L nas
saidas do decantador e filtro. Para a andlise de Cryptosporidium e Giardia foram utilizados
frascos previamente limpos e descontaminados e lavados com solugdo de elui¢do contendo
Tween 80, a 1%.

No experimento I, as amostras foram colhidas no periodo compreendido entre
marco a setembro de 2002, correspondente as estacdes chuvosas (margo, abril e maio) e
estiagem (junho, julho, agosto e setembro) considerando o seguinte nimero de amostras:
n=10 para dguas brutas, n=10 para a saida do decantador, e n=10 para saida do filtro. As
amostras de dgua bruta foram colhidas sempre as 7 horas da manha, no ponto onde a 4gua
do manancial € captada. As amostras do decantador foram colhidas as 11:30 horas e as dos
filtros, as 12 horas. Esse intervalo entre as amostras teve como objetivo permitir o espagco
de tempo entre a tomada da dgua bruta e a chegada dessa mesma dgua nas etapas seguintes:
floculagdo, decantacgdo e filtracao.

O experimento II, foi realizado no inicio da estacdo chuvosa (apés o inverno).
Foram colhidas 2 amostras didrias (para cada ponto amostral) durante trés dias
consecutivos, portanto: n=6 para dguas brutas; n=6 para a saida do decantador; e n=6 para
saida do filtro, obedecendo ao mesmo horéario citado anteriormente.

Concomitantemente, foram colhidas amostras para as andlises fisico-quimicas (1
litro) e bacterioldgicas (250 mL), de acordo com os procedimentos descritos no “Standard

Methods, 1998”.
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Imediatamente apds a colheita, as diversas amostras de dgua foram transportadas
para o laboratério, em condi¢des adequadas de refrigeracdo e, a seguir, filtradas em
membranas de ésteres mistos de celulose (3,0 um de porosidade nominal, Millipore®; 47
mm de didmetro, utilizando-se bomba de vicuo com fluxo de 4 L/minuto (FANEM®) para

a andlise parasitoldgica.

4.3 — Recuperacao de Oocistos e Cistos a Partir do Material Filtrado

Apb6s filtragc@o, os oocistos e cistos eventualmente presentes nas diversas amostras
foram eluidos da membrana filtrante por meio de extracdo mecanica e alternadamente, por
lavagem da superficie da mesma com solucdo de eluicdo contendo Tween 80, 1%. A seguir,
o liquido resultante foi transferido para tubos de centrifuga. Apds trés centrifugacdes
sucessivas a 600 x g, por 15 minutos, o sobrenadante final foi descartado e o sedimento
ressuspenso para um volume de 1 mL; aliquotas deste foram examinadas mediante o

emprego da reagdo de imunofluorescéncia direta (IFA), num prazo maximo de 24 horas.

4.4 — Visualizacao e Quantificacio de Oocistos e Cistos por Imunofluorescéncia Direta

e Teste Confirmatério da Morfologia

Os sedimentos obtidos apds centrifugacdo foram submetidos a reacdo de

imunofluorescéncia direta com anticorpos monoclonais especificos, utilizando-se o Kit
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Merifluor ® (Meridian Bioscience, Cincinatti, Ohio). Simultaneamente, foram realizadas
observacdes com o proposito de visualizag@o e quantificacdo do numero de oocistos/cistos
presentes nas amostras analisadas. Para tanto, uma ou mais aliquotas de 5 pl das diversas
amostras foram transferidas e aplicadas de maneira uniforme nos pocos da lamina de
imunofluorescéncia e processadas da seguinte forma: apds secagem a temperatura
ambiente, foram fixadas com 10 pL. de metanol absoluto em cada poco da 1amina por 3 — 5
minutos. Adicionou-se a cada aliquota, 1 gota do reagente de deteccao contendo anticorpo
monoclonal anti-Cryptosporidium e anti-Giardia, marcado com fluoresceina e 1 gota do
contra-reagente. As laminas foram mantidas a temperatura ambiente em camara Umida,
protegidas da luz.

Posteriormente, o excesso de reagentes foi retirado mediante a lavagem de cada
poco da lamina com solucao tampao diluida (2,5 mL do tampao do Kit em 47,5 mL de dgua
destilada).

Em seguida, foram aplicados 25 plL da solucio de DAPI (4’6’-diamidino-2-
phenylindole) diluido na proporcdo de 1/5000 em PBS em cada po¢o da lamina, para a
realizacdo dos teste confirmatério da morfologia, simultaneamente a IFA. Passados 10
minutos e aspirado o excesso de corante, procedeu-se as lavagens com PBS e dgua Milli-Q.

Em seguida, foram aplicados 10 puLL do meio de montagem contendo glicerina, em
cada poco e a seguir, uma laminula. As preparacdes foram examinadas no microscopio
Zeiss Axiolab, com filtros apropriados epifluorescéncia (filtro de excitacao: 450-490 nm;
filtro de barreira: 520 nm), e DAPI (filtro de excitacdo: 365-400 nm; filtro de barreira: 395

nm).
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As observacdes foram realizadas empregando-se os aumentos de 250x, 400x e 1000x,
tendo-se efetuado a contagem do ndmero de cistos e oocistos presentes nas diversas
preparacdes. Também foram realizadas observa¢des com microscopia de contraste de fase

para confirmacdo de detalhes morfoldgicos (SMITH et al, 2002).

4.5 — Critérios de Positividade para Identificacao de Oocistos e Cistos
Para a identificacdo de oocistos/cistos foram considerados os seguintes indicadores
durante a leitura microscépica das preparacoes:
a) Imunofluorescéncia
- Grau de fluorescéncia definida pela intensidade verde-maca brilhante (comparavel
aquela exibida por mais de 50% dos oocistos e cistos presentes nas suspensoes
controles positivos).
- tamanho e formato compativeis: 46 pm de didmetro para oocistos e forma
esférica; para cistos, 8—12 um e forma ovalada.
b) Contraste de fase
- estruturas internas analisadas em microscopia de contraste de fase: presenca de
sutura para oocistos; para cistos, a presenca de axonema e visualizacdo dos nucleos
(la4d).
¢) Teste confirmatério utilizando DAPI
- observagdo dos nucleos (1 a 4) corados em azul-céu bem distintos, visualizados

dentro de um unico oocisto/cisto, em geral, apresentando colorag¢do azul intensa.
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4.6 — Quantificacio dos oocistos e cistos
A estimativa do ndmero de oocistos e cistos por litro (X) foi feita com base na
seguinte férmula, onde: n° cistos (cistos visualizados IFA); volume de sedimento (em pL);

volume de sedimento total (mL); volume da amostra (mL); Fator de corregéo(106).

X = n° cistos x 10° x  vol. sedimento total obtido
vol. sedimento no po¢o vol. amostra

4.7 — Experimentos-controles

Foram realizados experimentos-controle positivos e negativos com a finalidade de
avaliar a sensibilidade da metodologia empregada neste estudo. Para o calculo da dose a ser
inoculada nas amostras-controle, trés aliquotas de 5 pLL da suspensdo de oocistos e cistos
presentes no Kit Merifluor (controle positivo) foram enumeradas diretamente nos pogos
das laminas de imunofluorescéncia, sendo calculada a média do ndmero de
oo/cistos encontrados em Sul. A partir desta média, efetuou-se dilui¢do em dgua destilada
com a finalidade de se obter uma concentracio estimada de 10” oo/cistos/L. Esta suspensio
foi finalmente inoculada em volumes similares de dgua Milli-Q (controle positivo) e dgua
bruta artificial gerada pela adi¢do de 4cido himico e celite com a finalidade de se obter
condi¢des semelhantes as amostras colhidas durante o estudo. Para os controles negativos,

processou-se dgua Milli-Q.
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4.8 — Calculo da Eficiéncia de Recuperacao (%)

A eficiéncia de recuperacdo da metodologia empregada foi estimada com base no
nimero de oocistos e cistos visualizados e enumerados mediante a IFA durante o
processamento das diversas amostras contendo dgua artificialmente contaminada, onde

ER= Y(%), de acordo com a seguinte férmula:

Y = n°(oo)cistos recuperados x 100
n° (oo)cistos semeados

4.9 — Analises Fisico-quimicas e Microbiolégicas das Amostras de Agua

Para as andlises microbiologicas, as colheitas foram feitas em frascos de
polipropileno de 250 mL, previamente lavados com detergente nao téxico, enxaguados com
dgua comum e agua destilada (dltimo enxdgiie), esterilizados em autoclave durante 15
minutos, a 121 °C. Para neutralizacao de eventuais residuos de cloro e metais pesados
foram adicionados, antes da esterilizacao, 0,1 mL de solu¢ao de tiossulfato de s6dio a 1,8%
e 0,3 mL de EDTA (etileno-diamino-tetra acetato de s6dio) a 5%, para cada 100 mL de
amostra colhida, tendo sido empregadas as técnicas de tubos mudltiplos e de substrato
cromogénico (American Public Health Association, 1998; Cetesb, 1992) .

Para as andlises fisico-quimicas, as colheitas foram feitas em frascos de
polipropileno de 1 L, previamente lavados, sem preservantes; as amostras foram analisadas
com os seguintes aparelhos: Turbidimetro (HACH) para turbidez, DR 2500 (HACH) para

cor e pHmetro (DIGIMED) para pH.
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4.10. — Analise Estatistica

Os dados foram, inicialmente, analisados por meio de estatistica descritiva; a seguir,
foram empregados: - o teste de correlacdo Produto-Momento de Pearson para avaliar a
possivel correlagdo entre a densidade de organismos (nimero de cistos/oocistos presentes
em 1L), parametros fisico-quimicos e bacteriolégicos e, - andlise de varidncia de uma via,
para o estudo da relacdo entre a concentracdo de organismos detectados na dgua bruta e a
época do ano (periodo de estiagem e de chuvas). Em ambas as andlises, utilizou-se o
programa ‘“‘Statistica” versdo 5.5/2000 — Statsoft Inc. Copyright 84/2000 — Kernel release

5.5 A
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Resultados

5- Resultados

Os resultados sdo apresentados na forma de trabalho cientifico (Capitulo 1), enviado
para publicac@o na revista Higiene Alimentar — ISSN 0101-9171, indexada nas seguintes
bases de dados: CAB ABSTRACTS (Inglaterra); LILACS-BIREME (Brasil); PERI-

ESALQ (Brasil).
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RESUMO

Os protozodarios Cryptosporidium spp. e Giardia spp. sdo parasitos intestinais que podem
ser transmitidos pela dgua. Sao responsdveis pela ocorréncia de vérios surtos de diarréia,
em diversos paises, sendo que oocistos e cistos exibem acentuada resisténcia as condi¢des
ambientais e aos processos de tratamento da 4gua, apresentando grande relevancia em
Saude Publica. Considerando que estes protozodrios ja foram detectados em amostras de
dgua bruta do rio Atibaia, o presente estudo investigou a ocorréncia de oocistos e cistos,
parametros fisico-quimicos e bacterioldgicos, nas principais etapas do sistema da estacao de
tratamento de 4gua 3 e 4 de Campinas. Foram realizados dois experimentos: um no periodo
de seis meses, e outro, em dias consecutivos, respectivamente. No processamento das
amostras foi utilizada a técnica de filtracio em membrana, seguida por elui¢do, centrifugo-
concentragdo, imunofluorescéncia direta e teste confirmatério empregando corante
fluorogénico (DAPI). Os demais parametros foram determinados de acordo com os
procedimentos do “Standard Methods, 1998”. A positividade de Giardia na 4gua bruta
captada no experimento I e II foi de 90% e 100%, respectivamente; Cryptosporidium nao
foi detectado. Cistos e oocistos ndo foram detectados em todas as amostras colhidas apés as
etapas de filtracdo e decantacdo. As andlises fisico-quimicas e bacteriologicas atestaram a
qualidade da 4gua nas diversas etapas e a degradacdo da qualidade da 4gua bruta. Os
resultados obtidos fornecem uma indica¢do da efici€ncia na remog¢do deste organismo pelo

sistema convencional da estacdo de tratamento de dgua analisada.

Palavras-chave: Giardia - Cryptosporidium - Sistema de Tratamento - Campinas - Sao

Paulo -Brasil
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SUMMARY

The protozoa Cryptosporidium spp. and Giardia spp. are intestinal parasites that may be
waterborne. They are responsible for the occurrence of several outbreaks of diarrhea in
many countries, mainly due to oocyst and cyst resistance to the water treatment processes
and in the environment; the presence of these parasites has great Public Health significance.
Considering that these protozoa have already been detected in raw water samples from the
Atibaia River, the present study investigated the occurrence of oocysts and cysts,
bacteriological, physical and chemical parameters in the main steps of the water treatment
system 3 e 4 in the city of Campinas, state of Sao Paulo, Brazil. Two experiments were
carried out: one in a period of six months and another on consecutive days, respectively.
The sample processing utilized the membrane filtration technique followed by elution,
centrifugation for concentration, direct immunofluorescence and confirmatory test using
fluorogenic vital dye (DAPI). The further parameters were determined according to the
Standard Methods, 1998 procedure. Giardia was present in 90% of the raw water samples
in test [ and in 100% in test 11, while Cryptosporidium was not detected. Cysts and oocysts
were not detected in any of the samples collected after the filtration and decantation steps.
Physical, chemical and bacteriological analysis showed the water quality in all steps and the
degradation of the raw water. The results obtained are an indication of efficiency in
removal of this organism through the conventional system at the analyzed water treatment

plant.

Key words: Giardia - Cryptosporidium — Water Treatment System - Campinas - Sao Paulo
- Brazil
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INTRODUCAO

Mais de um bilhdo de individuos ndo tém dgua adequadamente tratada nos paises
em desenvolvimento (Kraszewski, 2001) o que pode afetar a saide do homem. As doengas
de transmissdo hidrica, principalmente as diarréicas, podem ser causadas por varios agentes
patogénicos; dentre eles, destacam-se Giardia spp. e Cryptosporidium spp. (CDC/MMWR,
1996; Fayer et al, 2000). Durante os dltimos 25 anos, estes protozodrios foram responsaveis
por 20% dos surtos epidémicos de gastroenterite ocorridos nos Estados Unidos devido a
ingestdo de dgua contaminada (Craun et al., 1998).

Membros do género Cryptosporidium provocam infeccio no homem e em vdrias
espécies animais, sendo a criptosporidiose principalmente severa em criangas, diabéticos,
idosos e em individuos imunocomprometidos como os portadores de infec¢ao pelo VIH, os
transplantados e os que fazem uso de terapia com corticosterdides (Fayer et al, 2000). A
introdugdo da terapia antiretroviral combinada ocasionou uma diminui¢do dréstica de
diarréias causadas pelos parasitos oportunistas, porém, o numero de portadores de
imunodeficiéncias por outras razdes que ndao a SIDA continua a crescer (Powderly, 2000).

Giardia é um protozodrio flagelado considerado atualmente como um agente
infeccioso re-emergente devido a ocorréncia aumentada deste parasito entre criancas que
freqiientam creches (Thompson, 2000). A giardiose ocasiona espectro clinico varidvel,
desde infecc@o assintomdtica até quadros severos de diarréia persistente. Em criancas, a
presenca do protozodrio foi associada as seqiielas como md absor¢cdo intestinal e,
conseqiientemente, retardo no desenvolvimento infantil (Pickering & Engelkirk, 1998).

Ambos os protozodrios sdo transmitidos por meio de oocistos e cistos eliminados

nas fezes dos hospedeiros e a infec¢do ocorre pelo contato direto interpessoal ou
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indiretamente pela ingestdo de dgua e alimentos contaminados (Griffiths, 1998). A dose
infectante para ambos os parasitos é baixa, ao redor de 10-130 oo/cistos (Thompson, 2000;
Tzipori & Ward, 2002).

Cistos e oocistos podem permanecer por longo tempo no ambiente (LeChevallier et
al, 1991), sobrevivendo por semanas em d4guas superficiais (Rodgers et al, 1995 ) e
também sdo capazes de resistir ao tratamento com desinfetantes quimicos, tradicionalmente
empregados para potabilizar a 4gua (Dyksen et al, 1998).

Virias causas foram responsdveis pelos numerosos surtos de criptosporidiose e
giardiose, documentados em diferentes paises (Howe et al. 2002; Kramer et al., 2001; Rose
et al., 2002) como o uso e consumo de dgua superficial ndo tratada, a contaminagdo dos
sistemas de distribui¢do ou tratamento inadequado (Gasser & O'Donoghue, 1999; Fayer et
al., 2000) e, na maioria deles, as d4guas incriminadas atendiam aos padrdes de potabilidade
exigidos pela legislacdo especifica (Solo-Gabriele & Neumeister, 1996).

O controle da qualidade microbioldgica (potabilidade) nos sistemas de tratamento
de dgua ¢ monitorado pela investigacdo da presenga/auséncia de bactérias, bioindicadores
coliformes totais e termotolerantes na dgua (Cantusio Neto, 2001; Fiksdal et al., 1997). No
Brasil, a investigacdo destes protozoarios foi recomendada pela Portaria n°1469 de
29/12/2000 - Ministério da Sadde, porém a mesma ainda ndo foi implantada. Apesar de
relevantes em Saude Publica, os sistemas de tratamento de dgua, no pais, ainda ndo
monitoram esses patdgenos na dgua final distribuida e nos pontos das captagdes
(mananciais), devido a complexidade da metodologia e ao alto custo das andlises (Chauret
et al., 1995).

A ETA (Estagio de Tratamento de Agua) 3 e 4 da SANASA - Campinas (Sociedade

de Abastecimento de Agua e Saneamento S/A), é responsdvel por 72% do abastecimento
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da cidade sendo captado um volume médio didrio de 296.157 m’ do rio Atibaia.

Cryptosporidium e Giardia ja foram detectados em amostras pontuais deste
manancial (Franco et al, 2001; Relatérios Ambientais/Cetesb, 2000). Considerando-se que
possam ocorrer variacdes na densidade destes organismos em fung¢do do tempo ou clima
(LeChevallier & Norton, 1995; Craun et al., 1998), este estudo teve o objetivo de investigar
a ocorréncia de cistos e oocistos no Rio Atibaia, no ponto da captacdo e possivel presenca
destes nas diversas etapas do processo de tratamento de d4gua da ETA 3, em Campinas, SP,

abrangendo diferentes periodos do ano e/ou dia.

MATERIAL E METODOS

O conjunto das ETAs 3 e 4 produz uma vazdo aproximada de 3.000L/s, sendo
utilizado o tratamento convencional, incluindo as etapas de: coagulagdo-floculagdo (cloreto
férrico), seguida de decantagdo, filtracdo e desinfeccdo (cloraminas). As diversas amostras
de dgua foram colhidas nos seguintes pontos: 1) captacdo do rio Atibaia; 2) saida do
decantador e 3) saida do filtro, sendo que os volumes colhidos foram de 2 L (4gua bruta
captada) e 10 L (apds decantacdo e filtragdo, respectivamente). Foram conduzidos dois
experimentos, como segue:

Experimento I: durante seis meses e, com a finalidade de abranger os periodos de
estiagem e de chuvas, foram realizadas 10 coletas, com periodicidade de 20 dias, nos trés
pontos citados acima, totalizando 30 amostras.

Experimento II: considerando a possibilidade de intermiténcia da contaminacao,
foram colhidas duas amostras diarias, de cada ponto, durante trés dias consecutivos, com

um total de 18 amostras.
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Para todas as amostras colhidas, observou-se o tempo necessdrio para a chegada da
dgua no decantador e posteriormente no filtro, em ambos experimentos.

Procedimentos laboratoriais: todas as amostras foram colhidas em frascos limpos e
descontaminados, previamente enxaguados com soluc¢do de elui¢cdo contendo Tween 80,
1%. Apo6s o transporte em condi¢des adequadas ao laboratério, foram processadas
conforme procedimentos descritos em Franco & Cantusio Neto (2002). Apds centrifugo-
concentracdo a 600 x g (15 minutos) das diversas amostras, as aliquotas resultantes foram
submetidas a reacdo de imunofluorescéncia direta - RID, empregando-se o Kit Merifluor
(Meridian BioScience, Cincinnati, Ohio) e simultaneamente, foram realizadas observagdes
com microscopia de contraste de fase e teste confirmatdrio da morfologia com corante
fluorogénico DAPI (4°,6’-diamidino-2-phenylindole, Sigma Chemicals). Para a leitura das
preparagdes, foi utilizado o microscopio Zeiss Axiolab, com filtros apropriados para
epifluorescéncia (filtro de excitacio: 450-490 nm; filtro de barreira: 520 nm) e DAPI (filtro
de excitacdo: 365-400 nm; filtro de barreira: 395 nm), respectivamente.

Critérios de positividade para a identificacdo de cistos e oocistos: Para a
identificacdo de cistos/oocistos foram considerados os seguintes quesitos: intensidade da
fluorescéncia verde-macga brilhante, tamanho e formatos compativeis. As estruturas internas
foram identificiveis a microscopia de contraste de fase, realizada simultaneamente a RID.
A confirmacdo pelo DAPI incluiu a observacdo dos nucleos, visualizados dentro de um
Unico cisto ou oocisto e apresentando coloragdo azul-intensa em geral (Smith et al, 2002).

O célculo do nimero de oocistos e cistos/L (X) foi feito pela férmula:

X= n° cistos x 10° X vol. sedimento (mL) obtido
vol. sedimento (uL.) no pogo vol. amostra (mL)
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Parametros bacterioldgicos (coliformes totais e termotolerantes), fisicos e quimicos
(cor, pH e turbidez) foram determinados de acordo com os procedimentos descritos no
Standard Methods (1998), com a finalidade de atestar a qualidade das amostras de dgua
examinadas.

Experimentos-controle: para o cdlculo da dose de cistos e oocistos a ser inoculada
em dgua Milli-Q e em 4gua bruta artificial gerada pela adicdo de 4cido humico e celite
(experimentos-controle positivo), trés aliquotas de 5 pl. da suspensdo de oocistos e cistos
presentes no Kit Merifluor foram enumeradas diretamente nos pogos das laminas de
imunofluorescéncia, sendo calculada a média do niimero de (0o)cistos encontrados em cada
SpL analisados. A partir desta, efetuou-se diluicdo em dgua destilada com a finalidade de
obter uma concentracdo estimada de 10” (oo)cistos/L. Esta suspensdo final foi inoculada em
volumes similares aos colhidos durante o estudo. Apds terem sido submetidas aos mesmos
procedimentos laboratoriais descritos acima, a eficiéncia de recuperacdo (Y ) foi estimada
com base no nimero de oocistos e cistos recuperados nos experimentos-controle, de acordo
com a seguinte férmula:

Y = n°(oo)cistos recuperados x 100
n° (oo)cistos semeados

Para o experimento-controle negativo, utilizou-se como amostra dgua Milli-Q e
aplicaram-se os mesmos procedimentos laboratoriais anteriormente descritos.

Andlise Estatistica: foram realizados testes de correlacdo entre a densidade de
organismos, parametros fisico-quimicos e bacterioldgicos, empregando-se o teste de
correlagdo Produto-Momento de Pearson e, andlise de varidncia de uma via, para estudo da

relacdo entre a concentragdo de organismos detectados na dgua bruta e época do ano
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(periodos de estiagem e de chuvas). Em ambas as andlises, foi utilizado o programa
“Statistica” versao 5.5/2000 - Statsoft Inc. Copyright 84/2000 - Kernel release 5.5A.
RESULTADOS

Experimento I: No periodo de marco a setembro de 2002, excetuando-se as
amostras de dgua bruta que foram positivas para a presenca de cistos de Giardia (90% das
amostras; concentracdo média de 32,8 cistos/L e DP = 29,1), ambos os protozodrios foram
ausentes nas diferentes etapas de tratamento, apds decantacao e filtracdo (tabela 1).

Experimento II: As amostras de dgua bruta apresentaram positividade para cistos
de Giardia (100% das amostras; concentragdo média de 35,8 cistos/L e DP = 23,3); cistos e
oocistos nao foram detectados nos efluentes das etapas de decantagdo e filtracdo (tabela 3).

Em ambos os experimentos, os parametros fisico-quimicos e bacteriolégicos
indicaram variacdes na qualidade da dgua bruta captada ao longo dos 6 meses de estudo e
ao redor do periodo de um dia (tabelas 1 e 3), além da ocorréncia de remog¢do da cor,
turbidez e coliformes apds o tratamento (tabelas 2 e 4).

No experimento-controle para dgua bruta artificial, os parametros fisico-quimicos
obtidos (pH = 6,7; cor = 253 mg Pt-Co/L e turbidez = 43,6 NTU) foram semelhantes aos da
dgua bruta examinada. As taxas de efici€éncia de recuperacdo nos experimentos controle
foram de 25,3% (4gua bruta artificial) e 41,6% (4gua Milli-Q) para Cryptosporidium e
46,5% (4gua bruta artificial) e 65,1% (dgua Milli-Q) para Giardia (tabela 5).

Nao foram detectados cistos de Giardia ou oocistos de Cryptosporidium nos
controles negativos.

Andlise Estatistica: Nao houve correlacdo estatistica (p<0.05), entre a concentracio

de Giardia e os parametros analisados (Tabela 1): pH (p = 0,248 e r = - 0,403); cor
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(p=0,362 e r = 0,323); turbidez (p = 0,554 e r = 0,213); coliformes totais (p = 0,348 er = -
0,333); coliformes termotolerantes (p = 0,400 e r =-0,300).

Ao analisar as variagdes climdticas, ndo houve evidéncias de diferencas
estatisticamente significativas entre as contagens médias de cistos durante os periodos de
chuva e seca (p<0.05), embora o nimero de cistos tenha variado durante o periodo

estudado (tabela 1).

Discussao

A pesquisa da presenca de Giardia e Cryptosporidium em amostras de dguas
superficiais de rios e na saida dos sistemas de tratamento foi realizado extensivamente nos
Estados Unidos, Canadd e Reino Unido. Os dados obtidos comprovam a ubiqiiidade destes
protozodrios no ambiente aquatico (LeChevallier et al, 1991; LeChevallier & Norton, 1995;
Hsu et al, 2001a) e, em menor escala, em 4dguas tratadas.

No Brasil, a presenca de Cryptosporidium e Giardia foi documentada em aguas
superficiais de 28 mananciais do Estado de Sdo Paulo, em levantamento realizado pela
CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de Sdo Paulo),
com positividade de 5% para oocistos e 31,5% para cistos, sendo a captacdo do Rio Atibaia
considerada um dos pontos criticos no Estado, com densidade de 521 cistos/L (Hachich et
al, 1999). No presente estudo, a andlise quantitativa revelou uma concentracdo média de 32
cistos/l na dgua bruta; diferencas entre estes dados podem ser justificadas pela defini¢ao
dos critérios de positividade adotada nesta pesquisa, envolvendo observagdes simultaneas
de epifluorescéncia, contraste de fase e do corante vital DAPI, além do método de

concentragdo e eluicdo empregados.
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O perfil ndo definido das estagdes climdticas em Campinas e regido no ano de 2002,
de acordo com dados fornecidos pelo CEPAGRI (Centro de Pesquisa Agricola/Unicamp),
pode ter contribuido para néo ter ocorrido diferenca significativa entre a densidade de cistos
nos periodos de seca e de chuva.

Considerando-se uma possivel intermiténcia da contamina¢do no periodo analisado,
as amostras didrias (Experimento II) mantiveram o mesmo perfil quanto a densidade de
cistos, mesmo com parametros de cor e turbidez alterados (Tabela 3) apds um episédio de
chuva forte.

Embora a presenca de Cryptosporidium tenha sido anteriormente registrada no Rio
Atibaia, com taxa de 54,1 oocistos/0,5L (Franco et al, 2001) estes ndo foram detectados nas
amostras examinadas. Esse manancial, apesar de ser um sistema 16tico, possui pontos de
represamento a montante e estd sujeito a um complexo conjunto de caracteristicas inerentes
a bacia hidrografica na qual estd inserido, tais como: declividade, manejo, controle da
quantidade, volume de dgua da bacia, tipo de sedimento e de solo, vegetacdo, densidade
populacional ao redor, atividades recreativas, variacdes pluviométricas e ressuspensdo de
sedimento, descargas de efluentes industriais e domésticos e diferencas de temperaturas que
podem afetar a variacdo da densidade dos protozodrios.

E pouco provavel que a auséncia de Cryptosporidium seja devida a metodologia
empregada, neste estudo, considerando-se as taxas de recuperacdo obtidas nos
experimentos controle positivos (Tabela 5), onde a baixa concentra¢do de oocistos e a alta
turbidez da dgua bruta artificial simularam as condi¢des naturalmente presentes na agua
captada.

Os altos indices de indicadores bacterioldgicos confirmaram a contaminacdo da

dgua bruta e o impacto do despejo de efluentes sanitdrios e descargas industriais de outras
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cidades (Krushe et al, 2002). Entretanto, tais biondicadores ndo sdo preditivos para a
presenca de Cryptosporidium e Giardia (Craun et al, 1997) como comprovado pela
auséncia de correlacdo entre os parametros fisico-quimicos e bacteriolégicos e a densidade
de cistos, observada neste estudo. Rose et al. (1988) obtiveram resultados similares.

A ndo deteccdo de cistos nos efluentes do decantador e do filtro revelou a boa
performance do sistema convencional de tratamento, apesar da presenca dos mesmos na
dgua bruta captada. Com os valores de pH mantidos dentro de uma faixa 6tima (pH= 8,9 a
pH= 9,8; Tabelas 2 e 4) e procedimentos operacionais apropriados para coagulacdo
(dosagem ideal do coagulante) e sedimentacdo, pode-se atingir niveis de remoc¢do de até
99,9% da matéria orgéanica e inorganica suspensa. A etapa de filtracdo resultou na efetiva
redugdo da turbidez (0,08 a 0,43 NTU; Tabelas 2 e 4), onde valores de 0,1 e 0,5 NTU
caracterizaram a eficiéncia na remoc¢do de cistos pelo sistema de tratamento da ETA 3,
(Nieminski & Ongerth, 1995; Portaria n°1469/00). Ressalte-se que os pontos escolhidos
para andlise nesse estudo (decantacdo e filtracdo) constituem etapas criticas no processo
convencional de tratamento de dgua (Dugan et al, 2001). Ao estudarem a performance entre
remogao de Giardia e Cryptosporidium realizada em escala-piloto, Nieminski & Ongerth,
1995 observaram a correlagdo entre a remog¢ao de particulas de tamanho similares a esses
protozodrios e a remoc¢ao da turbidez. As medidas foram obtidas através do contador de
particulas e pelo monitoramento da turbidez.

Condi¢des da ineficiéncia na operacionalizacdo dos sistemas de tratamento e
distribuicao foram associadas a surtos de criptosporidiose em varios estados, nos Estados
Unidos (Kramer et al, 1996), destacando-se o de Milwaukee, (WIS), que atingiu mais de

400.000 pessoas e resultou em 100 mortes (Fox & Lytle, 1996).
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A técnica de filtracdo em membrana (Aldom & Chagla, 1995; Jakubowski et al,
1996), tem sido extensivamente empregada para avaliacdo da eficiéncia em plantas piloto
(Dugan et al, 2001, Hsu & Yeh, 2003), sendo que a elui¢do de cistos e oocistos constitui
uma etapa critica (Hsu et al, 2001b).

No protocolo adotado neste estudo, eliminou-se a etapa de purificagdo e restringiu-
se o nimero de lavagens com a finalidade de evitar perdas de cistos e oocistos. Outras
modificagdes foram introduzidas, tais como a elui¢ao por extracdo mecanica e alteracdo da
solucdo de elui¢do preparada com dgua destilada (Hsu et al, 2001b), contribuindo para a
melhor performance deste procedimento, evidenciada pela eficiéncia de recuperacdo dos
experimentos-controle (Tabela 5).

A ocorréncia de Giardia spp. no manancial estudado indica a necessidade da
otimizacdo e manutencdo operacional constante do sistema produtor de dgua com a
finalidade de proteger a saide do consumidor. Porém, antes da implantacdo de programas
de monitoramento serdo necessarios mais estudos para o conhecimento das caracteristicas

do comportamento desses protozodrios no ambiente aqudtico.
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TABELA 1
Parametros fisico-quimicos, bacteriolégicos e numero de cistos de Giardia
detectados na Captacao de agua bruta do Rio Atibaia, Campinas, Brasil, no periodo

de marco a setembro de 2002. Experimento I.

Pardmetros Fisico-quimicos Pardmetros
bacterioldgicos
Data pH Cor Turbidez  Colif-Totais *Colif.Fecais Niimero de
cistos/L
(mg Pt-Co/L) (NTU) (NMP/100M1)  (NMP/100MI)
27/03/02 7.1 104 37 1,1 x 10° 2,0x10* 18
15/04/02 5,9 137 25 1,1 x 10° 2,1x10° 46,7
06/05/02 6,4 118 20 1,7x10°  9,0x10* 13,8
27/05/02 6,2 129 24 1,3x10° 1,2x10° 54,5
17/06/02 7 44 9,6 1,7x107 1, 4x10° 12,9
03/07/02 7 70 14 1, 1x10° 7,0x10* 13,3
30/07/02 6,6 167 30 3,0x10° 1,1x10° 14,5
19/08/02 6,8 100 18 6, 0x10° 2,1x10° 0
09/09/02 6,9 160 31 1, 4x10° 1, 5x10° 60
30/09/02 6,5 107 21 3,0x10° 1,1x10° 94,5

* termotolerantes
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TABELA 2

Parametros fisico-quimicos e bacteriolégicos, na agua decantada e filtrada da

ETA 3, Campinas, Brasil, no periodo de marco a setembro de 2002 . Experimento I.

Origem Pardmetros Fisico-quimicos Pardmetros bacterioldgicos
Data da pH Cor Turbidez Colif.Totais *Colif.Fecais
Amostra (mg Pt-Co/L) (NTU) (NMP/100mL) (NMP/100mL)

27/03/02 D 9,0 9 1,74 16 9,2
F 7,1 3 0,35 A A

15/04/02 D 9,2 9 0,86 16 16
F 7,5 3 0,13 A A

06/05/02 D 9,1 9 0,70 16 5,1
F 7,0 2 0,10 A A

27/05/02 D 9,3 24 1,89 16 16
F 7,0 3 0,43 A A

17/06/02 D 9,1 33 1,29 16 16
F 6,7 5 0,13 A A

03/07/02 D 9,1 19 1,36 16 9,2
F 6,9 1 0,08 A A

30/07/02 D 9,6 11 1,76 16 9,2
F 74 2 0,25 A A

19/08/02 D 9,8 27 2,6 16 16
F 7,3 2 0,26 A A

09/09/02 D 9,4 21 1,14 16 5,1
F 7,3 2 0,18 A A

30/09/02 D 8.9 25 1,08 16 5.1
F 6,9 4 0,23 A A

* Termotolerantes; D = Decantada; F = Filtrada; A = Ausente
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TABELA 3

Parametros fisico-quimicos, bacteriolégicos e numero de cistos de Giardia

detectados na captacao de agua bruta do Rio Atibaia, Campinas, Brasil, em dias

consecutivos no més de outubro de 2002. Experimento II.

Pardametros Fisico-quimicos

Pardmetros bacteriolégicos

Data/Hora pH Cor Turbidez  Colif.-Totais **Colif.Fecais Nimero de
cistos/L
(mg Pt-Co/L) (NTU) (NMP/100mL) ~ (NMP/100mL)

07/10/02

(7h) * 7 379 70 1,7x10° 3,0x10° 75
07/10/02

(12hs) 6,7 200 38 1, 1x107 3,0x10* 20
08/10/02

(7hs) 7 93 11,2 2,5x107 9,0x10* 30
08/10/02

(12hs) 6,7 133 24 1, 1x10° 2,1x10° 50
09/10/02

(7hs) 7.1 141 26 1, 7x10° 1,4x10° 30
09/10/02

(12hs) 7.2 130 25 1, 1x10° 7,0x10* 10

*Qcorréncia de chuva forte ; **Termotolerantes
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ETA 3, Campinas, Brasil,

TABELA 4

Parametros fisico-quimicos e bacteriolégicos, na agua decantada e filtrada da

Experimento II.

em dias consecutivos no més de outubro de 2002.

Origem Pardmetros Fisico-quimicos Pardmetros bacterioldgicos
Data da pH Cor Turbidez Colif.Totais *Colif.Fecais
Amostra (mg Pt-Co/L) (NTU) (NMP/100mL) (NMP/100mL)

07/10/02 D 9,6 11 1,67 16 16
F 7,0 6 0,3 A A

07/10/02 D 9,4 18 L5 16 16
F 7,5 2 0,18 A A

08/10/02 D 9,1 21 0,79 16 9,2
F 7,0 3 0,18 A A

08/10/02 D 9,3 20 0,74 16 16
F 7,3 3 0,15 A A

09/10/02 D 9,6 10 0,74 16 16
F 7,2 2 0,21 A A

09/10/02 D 9,7 17 0,58 16 9,2
F 7,6 2 0,12 A A

D = Decantada; F = Filtrada; A = Ausente; * Termotolerantes
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TABELA 5

Eficiéncia de recuperacio obtida e valor médio do n° de cistos/oocistos

semeados nos experimentos-controle em diferentes tipos de aguas.

Amostra Cryptosporidium Giardia
N°.Oocistos N°.Oocistos Taxa de N°.cistos N°.Cistos Taxa de
semeados recuperados Recuperacdo semeados recuperados ~ Recuperacdo
(%) (%)
Milli-Q 113 47 41,6 43 28 65,1
Agua Bruta 79 20 25,3 43 20 46,5
Artificial

54



Referéncias Bibliograficas

ALDOM, J.E. & CHAGLA, A.H. Recovery of Cryptosporidium oocysts from water by
membrane filter dissolution method. Letters Applied Microbiology, 20:186-187,
1995.

AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION. Microbiological Examination. In:
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 20™ ed. APHA,
AWWA, WEF, Washington, 1998.

CANTUSIO NETO, R. Comparagdo entre os Métodos de Tubos Miiltiplos e o de
Substrato Cromogénico Enzimdtico (ONPGMUG), para detecgcdo de Coliformes na
dgua tratada, Campinas, Brasil. Revista Higiene Alimentar, 15: 64-67, 2001.

CDC- MMWR. Surveillance for Waterborne-Disease Outbreaks - United Sates, 1993-
1994. April 12, 1996/45(SS-1); 1-33, 1996.

CEPAGRI /UNICAMP - Centro de Ensino e Pesquisa em Agricultura. Posto
Meteorologico - FEAGRI/UNICAMP - Precipitacdo (mm) - 2002.

CHAURET, C.; ARMSTRONG, N.; FISHER, J.; SHARMA, R.; SPRINGTHORPE, S.;
SATTAR, S. Correlating Cryptosporidium and Giardia with microbial indicators.
Journal of the American Water Works Association, 87 : 76-84, 1995.

CRAUN, F.G.; BERGER, P.S.; CALDERON, R. Coliform bacteria and waterborne
diseases outbreak. Journal of the American Water Works Association, 89: 96-104,
1997.

CRAUN, F.G.; HUBBS, S.A.; FROST, F.;, CALDERON, R.L.; VIA, S. Waterborne
outbreaks of cryptosporidiosis. Journal of the American Water Works Association,
90:81 — 91, 1998.

DYKSEN, J.E.; MARSHALL, M.M.; GERA, A.; CLANCY J.L. Cost of advanced UV for
inactivating Crypto. Journal of the American Water Works Association, 90: 103-
111, 1998.

DUGAN, N.R.; FOX, K.R.; OWENS, J.H.; MILTNER, R.J. Controlling Cryptosporidium
oocysts using conventional treatment. Journal of the American Water Works
Association, 93: 64-76, 2001.

FAYER, R.;, MORGAN, U.; AND UPTON, S.J. Epidemiology of Cryptosporidium:

transmission, detection, and identification. International Journal for Parasitology,
30:1305-1322, 2000.

55



FIKSDAL, L.; TRYLAND, I.; AND NELIS, H. Rapid detection of coliform bacteria and
influence of non-target bacteria. Water Science Technology, 35: 415-418, 1997.

FOX, K. & LYTLE, D. Milwaukee's Crypto outbreak: investigation and
recommendations. Journal of the American Water Works Association, 88:87-94,
1996.

FRANCO, RM.B. & CANTUSIO NETO, R. Occurrence of Cryptosporidial oocysts and
Giardia cysts in bottled mineral water commercialized in the city of Campinas, State
of Sdo Paulo, Brazil. Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz, 97: 205 — 207, 2002.

FRANCO, RM.B.; ROCHA-EBERHARDT, R.; CANTUSIO NETO, R. Occurrence of
Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts in raw water from Atibaia River,
Campinas, Brazil. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, 43:109-
111, 2001.

GASSER, R.B.;, O'DONOGUE, P. Isolation, Propagation and characterisation of
Cryptosporidium. International Journal for Parasitology, 29:1379-1413, 1999.

GRIFFITHS, J.K. Human cryptosporidiosis: epidemiology, transmission, clinical
disease, treatment, and diagnosis. Advances in Parasitoly, 40:37-84, 1998.

HACHICH, EM.; GALVANI, A.T.; PADULA, J.A.;, MENEGOM, N.; SATO, M.I.Z.
Deteccdo de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia em dguas superficiais
captadas para consumo humano. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
MICROBIOLOGIA, 20., 1999, Salvador/BA, Anais, p.17.

HOWE, A.D.; FORSTER S.; MORTON, S.; MARSHALL, R.; OSBORN, K. S.; WRIGHT,
P.; HUNTER, P. R. Cryptosporidium Oocysts in a Water Supply Associated with a
Cryptosporidiosis Outbreak. Emerging Infectious Diseases, 8:619-624, 2002.

HSU, B.M.; HUANG, C.; HSU, Y.; JIANG, G.; HSU, CL. Evaluation of two
concentration methods for detection Giardia and Cryptosporidium in water. Water
Research, 35 : 419-424, 2001a.

HSU, B.M.;, HUANG, C.; PAN, JR. Filtration behaviour of Giardia and
Cryptosporidium - ionic strength and pH effects. Water Research, 35 : 3777 — 3782,
2001b.

HSU, BM.; YEH, H.H. Removal of Giardia and Cryptosporidum in drinking water
treatment: a pilot -scale study. Water Research, 37: 1111-1117, 2003.

JAKUBOWSKI W.; BOUTROS, S.; FABER, W.; FAVER, R.; GHIORSE, W.;
LECHEVALLIER, M.; ROSE, J.; SCHAUB, S.; AND STEWART, M. Environmental

methods for Cryptosporidium. Journal of the American Water Works Association,
88:107-121, 1996.

56



KRASZEWSKI, J. Water for people supports small systems for impoverished people
worldwide. Journal of the American Water Works Association, 93:36-37, 2001.

KRAMER, M.H.; HERWALT, B.L.; CRAUN, G.F.; CALDERON, R.L.; JURANEK, D.D.
Waterborne disease: 1993-1994. Journal of the American Water Works Association
88:, 66-80, 1996.

KRUSHE, A.V.; MARTINELLI, L.A.; VICTORIA, R.L.; BERNARDES, M.; CAMARGO
P.B.;, BALLESTER, M.V., TRUMBORE, S.E. Composition of particulate and

dissolved organic matter in a disturbed watershed of southeast Brazil (Piracicaba
river basin). Water Research, 36: 2743-2752, 2002.

LECHEVALLIER, M.W.; NORTON, W.D.; LEE, R.G. Ocurrence of Giardia and
Cryptosporidium in surface water samples. Applied Environmental Microbiology,
57:2610-2616, 1991.

LECHEVALLIER, M.W.; NORTON, W.D. Giardia and Cryptosporidium in raw water
and finished water. Journal of the American Water Works Association , 87: 5 4-68,
1995.

MINISTERIO DA SAUDE - BRASIL - PORTARIA 1469- publicada em 29/12/2000

NIEMINSKI, E.C.;, ONGERTH, J.E. Removing Giardia and Cryptosporidium by
conventional treatment and direct filtration. Journal of the American Water Works
Association 87 : 96-106, 1995.

PICKERING, LK. & ENGELKIRK, P.G. Giardia lamblia. Pediatric Clinics of North
America, 35:565-577, 1998.

POWDERLY, W 2000. Opportunistic Infections 2000. Medscape HIV/AIDS: Annual
Update. 23/03/2002
www.medscape.com/medscape/hiv/annualupdate/2000/mha.update05. 14.powd/pnt-
mha05.powderly.html.

RELATORIOS AM~BIENTAIS - QUALIDADE DAS AGUAS INTERIORES DO
ESTADO DE SAO PAULO, 2000 - volumes 1 e 2.

RODGERS, M.R.; FLANIGAN, D.J.; AND JAKUBOWSKI, W. Ildentification of Algae
which interfere with the detection of Giardia Cysts and Cryptosporidium Oocysts and

a Method for alleviating this Interference. Applied Environmental Microbiology,
61:3759-3763, 1995.

ROSE, J.B.; DARBIN, H., AND GERBA, C.P. Correlations of the protozoa,

Cryptosporidium and Giardia, with water quality variables in watershed. Water
Science Technology, 20:271-276, 1988.

57



ROSE, J.B.;, HUFFMAN, D.E.; GENNACCARO, A. Risk and control of waterborne
cryptosporidiosis. FEMS Microbiology Reviews, 26:113-123, 2002.

SOLO-GABRIELE, H.;, NEUMEISTER, S. US outbreaks of cryptosporidiosis. Journal
of the American Water Works Association, 88: 76-86, 1996.

SMITH, H.V., CAMPBEL, B.M.;, PATON, C.A.;, NICHOLS, R.A.B. Significance
enhanced morphological detection of Cryptosporidium sp oocists in water
concentrated determinade by using 4',6' - diamidino - 2 - phenylindole and IMS
microscopy. Applied Environmental Microbiology, 68: 5198 — 5201, 2002.

THOMPSON, R.C.A. Giardiasis as a re-emerging infectious disease and its zoonotic
potential. International Journal for Parasitology, 30:1259-1267, 2000.

TZIPORI, S. & WARD, H. Cryptosporidiosis biology, pathogenesis and diseases.
Microbes and Infection, 4 : 1047 — 1058, 2002.

UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY. Office of Water.
Washington DC 20460. Method 1623: Cryptosporidium and Giardia in water by
filtration/IMS/FA. EPA-821-R-01-025, 1999.

* As referéncias estdo de acordo com as normas da Revista Higiene Alimentar

58



Informacdes complementares

6. Informacoes Complementares

Desde que a presenca de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium foi
constatada em dgua bruta superficial do rio Atibaia, principal manancial que abastece a
cidade de Campinas (FRANCO et al, 2001), a investiga¢do das fontes de contaminagdo
tornou-se uma importante informagdo para as questdes epidemioldgicas e ambientais, no
que concerne a captacao do sistema de tratamento de dgua.

No presente estudo, as andlises microbiolégicas comprovaram a contaminagdo do
rio Atibaia (Tabelas 1 e 3), porém, ndo foi observada uma correlagdo significativa entre a
presenca e concentracdo de cistos de Giardia, parametros fisico-quimicos e
bacteriologicos: pH (r =- 0,403); cor (r = 0,323); turbidez (r = 0,213); coliformes totais (r
= -0,333); coliformes fecais (r = - 0,300). No estudo feito por Rose et al, 1988, nos Estados
Unidos, também nao foi encontrada correlacdo entre coliformes totais, fecais, turbidez,
oocistos e cistos de Giardia presentes em 39 amostras de dgua superficial analisadas de um
rio situado na regido oeste dos Estados Unidos: turbidez (r = 0,242); coliformes totais (r =
0,154); coliformes fecais (r = 0,291) para Cryptosporidium e, turbidez (r = 0,284);
coliformes totais (r = 0,018); coliformes fecais (r = 0,102) para Giardia, com p (<0,05).

Contrariamente, Atherholt et al., 1998 estudaram a relagdo entre concentracdes de
Giardia e Cryptosporidium com os parametros fisicos quimicos e microbiolégicos: pH,
turbidez, coliformes totais, coliformes fecais, Escherichia coli, Clostridium perfringens, em
72 amostras de um manancial em New Jersey, Estados Unidos e observaram uma

correlagdo significativa entre as concentragdes de Giardia e os parametros: pH (r=
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0,337); turbidez (r = 0,428); coliformes totais (r = 0,239); coliformes fecais (r = 0,233);
Clostridium perfringens (r =0,421) com (p<0,05); e Cryptosporidium e os parametros:
pH(r = 0,450); turbidez (r = 0,534); coliformes totais (r = 0,442); coliformes fecais (r =
0,428); Clostridium perfringens r = 0,524, com (p<0,01).

No Brasil, Muller, 1999, utilizando o teste de correlagdo de Pearson (p<0,05), ndo
obteve correlacdes significativas entre as concentracdes de Cryptosporidium e coliformes
totais e E. coli em 12 amostras de dgua bruta na cidade de Sao Paulo, onde r (coeficiente de
correlacdo) variou de 0,100 a 0,360.

Dias Junior, 1999, obteve resultados significativos (p<0,05) entre as concentragdes
de Giardia e estreptococcos fecais (r = 0,617) para 12 amostras de dguas superficiais, no
Municipio de Araras (SP).

E interessante ressaltar que o uso do grupo “coliformes” como indicadores da
qualidade da dgua para consumo humano, no que tange a presenca de Cryptosporidium e
Giardia, tem sido muito questionado devido ao fato de que as bactérias sdo organismos
menos resistentes do que os protozodrios em questdo. Ressalte-se que vdrios surtos de
criptosporidiose ocorreram nos Estados Unidos e foram associados a dgua de consumo
humano, apesar da mesma atender aos padrdes bacteriologicos vigentes naquele pais
(KRAMER et al, 1996).

Craun et al, 1997, avaliaram nos Estados Unidos, episddios de surtos de veiculacao

hidrica, envolvendo vdrios patégenos, no periodo entre 1983 e 1992 e ressaltaram que os

coliformes sdo indicadores para bactérias e virus, porém, ndo para 0s protozoarios.
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Desta forma, os resultados obtidos neste estudo e em outros, confirmam a
inadequacdo dos padrdes microbiolégicos como organismos preditores da presenca de
protozodrios patogénicos em dgua destinada ao consumo humano.

Devido as limitacdes destes indicadores, a alteracdo das metodologias € mesmo
outros organismos tém sido indicados como alternativas para avaliacdo da qualidade da
agua, tais como o Clostridium perfringens. No Brasil, Junqueira et al, 2002, estudaram a
ocorréncia de esporos em 50 amostras de dgua bruta na captacdo do rio Atibaia e 80
amostras de dguas tratadas (na mesma ETA deste estudo), abrangendo periodos de chuvas e
estiagem, no ano de 2001/02. A prevaléncia foi de 100% para as amostras de dguas
brutas, com valores maximos de 54 NMP/mL (Numero Mais Provdvel/ mL) no periodo de
estiagem; esporos ndo foram detectados na amostras de dgua, apds o tratamento, colhidas
em pontos da rede de distribuicdio. A presenca de Clostridium perfringens indica a
contamina¢do fecal remota, onde outros indicadores de menor resisténcia (E. coli) nao
seriam encontrados. O monitoramento deste indicador fornece subsidios para avaliar a
eficiéncia na remog¢ao de organismos patogénicos resistentes, cComo 0S protozoarios.

A ubiquidade desses protozodrios em diferentes ambientes aqudticos, tais como:
rios, lagos, reservatdrios, dguas residudrias, marinhas e subterraneas (CHAURET et al,
1995; STATES et al, 1997; ATHERHOLT et al, 1998; SOLO-GABRIELE et al, 1998;
DIAS JUNIOR, 1999; FRANCO et al, 2001; HO E TAM, 1998), ressalta a importancia dos
protozodrios Cryptosporidium e Giardia como patégenos de veiculagdo hidrica,
representando um risco para a saide humana.

No Brasil, embora as pesquisas estejam em expansdo, vdrios estudos tém

comprovado a ampla dispersdo de cistos e oocistos em diferentes ambientes aquaticos, tais
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como: dguas brutas ( MULLER, 1999; FRANCO et al, 2001), efluentes domésticos (DIAS
JUNIOR, 1999; SANTOS et al, 2003), 4guas minerais comercializadas (FRANCO E
CANTUSIO NETO, 2002), dguas de consumo (MULLER, 1999) e 4guas subterraneas
(GAMBA et al, 2000).

Virios estudos tém comprovado a variacdo da densidade de cistos de Giardia e
oocistos de Cryptosporidium em funcdo de fatores como: caracteristicas da bacia
hidrografica, variagdes pluviométricas, descargas de efluentes industriais e domésticos,
temperatura, distribui¢do ndo homogénea, metodologia empregada para andlise e atividade
humana ao redor do manancial (LECHEVALLIER et al, 1991; LECHEVALLIER E
NORTON, 1995; HSU et al, 2001a).

O rio Atibaia, apesar de ser um sistema 16tico, tem seu volume de dgua controlado
pelo reservatério Cantareira e essa porcentagem tem sido muito variada entre o periodo de
2001 a 2003, com uma diminuicao significativa de 4gua (Anexo 2 e Anexo 3). Tal situagdo
tem sido atribuida ao alto impacto ambiental que a bacia tem sofrido (KRUSCHE et al,
2002), além da propria condicao geografica desta. Cabe ressaltar que o ponto de captagao,
objeto deste estudo, sofre acdo do despejo do Ribeirdo Pinheiros, altamente contaminado
por efluentes sanitdrios o qual desdgua a montante, influenciando a qualidade parasitolégica
da 4gua do rio Atibaia (OLIVEIRA et al, 2003).

Quanto as variacdes pluviométricas, elas tém sido indicadas como um dos principais
fatores a influenciar a densidade e ocorréncia desses parasitos (ROSE et al, 2002); o
fendmeno da ressuspensdo de s6lidos e de material fecal pelo efeito das chuvas fortes nos
mananciais, bem como outros fatores ndo identificados (ATHERHOLT et al, 1998), tém

sido considerados. Neste estudo, nido houve evidéncias de diferencas estatisticamente
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significativas entre as concentracdes de cistos de Giardia/LL nos periodos de seca e chuva
(p<0.05). O perfil ndo definido das estacdes climdticas em Campinas e regido no ano de
2002, conforme constatados pelos valores médios de precipitacdo (Anexo 4) pode ter
contribuido para este fato.

A influéncia da temperatura tem sido considerada como um fator para a
sobrevivéncia de protozodrios, bem como de microrganismos autoctones em dguas de rio
(MEDEMA et al, 1997). Na regido da bacia do rio Atibaia, em Campinas, houve pouca
variacdo das temperaturas nos meses estudados (Anexo 5), porém, estdo dentro das faixas
que influenciam o periodo de sobrevivéncia e viabilidade de protozoarios (MEDEMA et al,
1997).

Cabe ressaltar que, de acordo com Meinhardt et al, 1996, as amostras ambientais
representam uma fatia de uma curva de distribuicao dos oocistos no corpo d"dgua e sua
dispers@ao no mesmo ndo € homogénea. Vérios autores também atribuem a origem desses
protozodrios a contamina¢cdo animal predominante na regido do estudo, bem como
atividades humanas (ROSE et al, 1988; SMITH 1998).

Como nio foi encontrada uma diferenca significativa da presenga dos protozoarios,
entre as estagdes seca e chuvosa, considerou-se no experimento II uma provével
intermiténcia da contamina¢do, em termos de uma variacdo didria no periodo analisado;
amostras colhidas diariamente mantiveram o mesmo perfil quanto a densidade de cistos,
mesmo em episddio de chuva forte. Apesar da ndo diferenca estatistica, é importante
ressaltar que o nimero de cistos aumentou logo apds esse episddio (Tabela 3).

E pouco provdvel que a ndo deteccdo de Cryptosporidium, neste estudo, tenha

ocorrido devido a metodologia empregada. A técnica de membrana filtrante foi o0 método
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utilizado nesse trabalho. Proposto em 1995 por Aldom e Chagla, foi desenvolvido para
deteccao de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia em amostras de dgua tratada
e , atualmente, este método é considerado particularmente util para a determinagdo destas
formas em 4guas brutas (ALDOM e CHAGLA, 1995). Este protocolo foi a opg¢ao
metodolégica deste estudo devido ndo sé ao seu menor custo quando comparado ao Método
1623, bem como a taxa de recuperagdo média ao redor de 70,5% (ALDOM e CHAGLA,
1995). Franco et al, 2001a, analisaram amostras de dgua bruta, utilizando a filtracdo em
membrana e relataram taxas de recuperacdo para oocistos e cistos de 41,6% a 91,8%.
Franco e Cantusio Neto, 2002, investigaram amostras de 4guas minerais e obtiveram taxas
de recuperacio para oocistos e cistos de 20 a 91,8%. Testes de reprodutibilidade do método
evidenciaram que a eficiéncia de recuperacdo de oocistos variou entre 35,9% e 96,8%
(FRANCO et al, 2001b). Cabe ressaltar que do conjunto de filtros da ETA 3, o filtro 5 foi
escolhido pela variacao apresentada da turbidez da dgua filtrada.

Quanto a detec¢do através da microscopia por imunofluorescéncia, importa ressaltar
o fato de que ndo sdo disponiveis até o momento anticorpos fluorescentes espécie -
especificos para Giardia e Cryptosporidium. Outro ponto relevante reside na dificuldade do
reconhecimento destes parasitas, dificuldades estas devido aos fatores ambientais adversos
que podem alterar a morfologia dos cistos e oocistos (ONGERTH e STIBBS, 1987).

A experiéncia técnica tornou-se um pré-requisito, sendo uma etapa critica, pois
além de ser uma andlise demorada, é complexa e trabalhosa. Segundo RODGERS et al,
1995, a presenca concomitante de algas, nas amostras de dgua analisadas, pode contribuir
para que ocorram resultados falso-positivos uma vez que algumas espécies de algas reagem

positivamente com anticorpos fluorescentes presentes nos kits comerciais utilizados. No
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periodo deste estudo, ocorreram algumas floragdes algais, com concentragcoes
significativas de fitoflagelados e cianobactérias (CANTUSIO NETO, 2003). Nessa
etapa, € necessdrio utilizar outros elementos para possibilitar a confirmacdo das
caracteristicas morfoldgicas internas. No caso deste estudo, incluiu-se o uso do corante
vital DAPI (teste confirmatério da morfologia dos cistos de Giardia e oocistos de
Cryptosporidium) e simultaneamente a visualizacdo em contraste de fase (Figuras 4 e 5).

Ressalte-se que os altos custos do Método 1623 constituem um fator limitante para a
implantacdo do monitoramento ambiental de oo(cistos) pelas estacdes de tratamento, pois
prevé o uso de separacdo imunomagnética para promover a separacdo dos (oo)cistos e
particulas ndo-alvos, utilizando para isto, particulas magneticamente reagentes cobertas
com anticorpos especificos, direcionados contra a parede dos (oo)cistos. Porém, alguns
autores t€m obtido baixa eficiéncia de recuperacdo por vérios fatores e, dentre eles, pode-se
citar: pH da 4gua, turbidez, tempo de reacdo, volume do sedimento final submetido a IMS
(o qual nao deve ultrapassar 500 pL), estabilidade das solu¢des tampdes dos kits de IMS,
marcas comerciais dos kits e tempo de dissociacdo 4cida (FRICKER e CRABB, 1998;
MCCUIN E CLANCY, 2003).

Por outro lado, a técnica de filtracio em membranas tem sido empregada (nos EUA)
para a avaliacdo da eficiéncia de remocao nas estacdes de tratamento dos protozodrios, em
plantas-piloto (DUGAN et al, 2002; JAKUBOWSKI et al, 1996) e por este motivo, foi
adotada neste estudo.

Neste caso, o maior fator limitante foi a turbidez da 4gua: quanto maior a turbidez ,

conseqiientemente ocorre de maneira mais rapida a obstrucao dos filtros. Caso mantenha-se
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Figura 4 — Cisto de Giardia spp, visualizado pela reaciao de imunofluorescéncia direta, com anticorpos

monoclonais — aumento de 400 x

Figura 5 — Cisto de Giardia spp pela coloracao com corante fluorogénico vital (DAPI) aumento de 400 x
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a filtrac@o nestas condicdes por muito tempo, ocorre a retengdo irreversivel dos organismos
(ONGERTH e STIBBS, 1987).

Algumas modificagdes foram introduzidas com a finalidade de reduzir perdas no
procedimento, tais como: a reducdo das etapas laboratoriais e a ndo inclusdo dos
procedimentos de purificacdo, evitando dessa forma a excessiva manipulacdo no processo
laboratorial; op¢ao por eluicdo mediante extracdo mecanica, pois a dissolu¢do da membrana
resultou em menor taxa de recuperacdo (FRANCO et al, 2001a); a modificacdo da solugdo
de elui¢do em virtude de suas propriedades i0nicas, substituindo a solu¢dao tampao fosfato
por dgua destilada (HSU et al, 2001b). Quanto ao experimento-controle foi utilizada dgua
com caracteristicas artificialmente produzidas, assumindo condi¢cdes similares da &4gua
bruta e contaminada com reduzidos inculos (10° de oocistos de Cryptosporidium e cistos
de Giardia), os resultados obtidos também foram satisfatérios como comprovado pela
eficiéncia de recuperagdo alcancada nesses ensaios (Tabela 5).

Cabe ressaltar a dificuldade de comparar os dados dos experimentos controle-
positivos com dados da literatura, pois as informagdes documentadas nos diversos trabalhos
sdo parciais (KLONICKI et al, 1997). A fonte, tempo de armazenamento, forma de
conservacgdo e técnicas de contagem das suspensdes de oocistos (hemocitdometro, contagem
direta em pocos das laminas de IFA) sdo utilizadas para esse objetivo; atualmente, a
recomendacao € utilizar dosagens menores que 100 oocistos/L (MCCUIN e CLANCY,
2003). Dados das porcentagens de recuperagdo sdao normalmente apresentados nos
trabalhos, porém, poucas sdo as informagdes sobre a qualidade da &dgua utilizada

(FRICKER e CRABB 1998).
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No sistema convencional de tratamento, os procedimentos operacionais para uma
eficiente coagulacdo e sedimentacdo podem remover até 99.9% da matéria organica e
inorganica suspensa no processo; por isso sdo consideradas etapas criticas do processo
de tratamento da dgua (DUGAN et al, 2001). As faixas de pH (Tabelas 2 e 4) se
mantiveram dentro da faixa 6tima (pH=8,9 a pH=9,8) no caso desse estudo. Mesmo em
condic¢des de alteragdes significativas de cor e turbidez na dgua bruta, ocasionada por fortes
chuvas (Tabela 3), o controle operacional permitiu a manutencdo do mesmo perfil dos
parametros das saidas do decantador e filtro (Tabela 4), mantendo a qualidade da dgua
final. Cabe ressaltar que, o uso de um coagulante adequado, como o cloreto férrico, usado
no processo de tratamento, permite uma efetiva remocao de cistos e oocistos (STATES et
al, 2002). Desta forma, os procedimentos operacionais, a otimizacdo do sistema
convencional de tratamento e os valores dos parametros (fisico-quimicos, bacteriolégicos e
parasitoldgicos) analisados, mostraram a boa performance desta Estacdo de Tratamento.

Craun et al, 1997, expdem que, além do monitoramento microbiolégico, as
adequacdes do sistema de tratamento de dgua sdo medidas necessdrias numa ETA para
garantir a qualidade da 4gua final.

Smith e Rose, 1998 relatam que o controle da presenca de cistos de Giardia e
oocistos de Cryptosporidium depende de um eficiente controle operacional de uma ETA.
As édguas brutas devem ser monitoradas sempre que ocorram alteracdes significativas na
sua qualidade ou quando a ETA ndo estiver operando em condi¢des normais.

Em 29/12/2000, o Ministério da Sadde publicou a revisdo da portaria 1469
(Ministério da Sadde, 2000) sobre a qualidade da dgua para consumo humano. Nela

encontra-se a recomendacdo para a pesquisa de oocistos de Cryptosporidium e cistos de

68



Informacoes complementares

Giardia, e também, Enterovirus. Em dguas de abastecimento, a meta é a auséncia destes
organismos. Esta portaria objetiva a garantia da qualidade fisico-quimica e microbiolégica
da dgua, exigindo, desta forma, além dos indicadores microbioldgicos, padrdes de turbidez
de acordo com o tratamento utilizado. Dentre os valores estabelecidos, esta portaria
recomenda que, para a adequada eficiéncia de remocdo cistos de Giardia, oocistos de
Cryptosporidium e enterovirus, se estabeleca como meta, para a filtracao rdpida, a obtencao
de efluente filtrado com valores inferiores a 0,5 NTU (unidades nefelométricas de turbidez)
em 95% da amostragem mensal.

Considerando a importancia dos protozodrios de veiculacdo hidrica, procedimentos
tém sido adotados para evitar a presenca desses contaminantes na dgua. A agéncia de
Protecdo Ambiental (USEPA), nos Estados Unidos, propde padrdes sanitdrios para a
qualidade da dgua de consumo humano - Interim Enhanced Surface Water Treatment Rule
(IESWTR, 1998) que estipula como zero o nivel maximo de contamina¢do por protozodarios
na agua: Maximum Contaminant Level Goal (MCLG) = 0 para Cryptosporidium. Nao sao
limites obrigatdrios e, sim, niveis maximos ideais para contaminantes potenciais que
oferecem riscos a saudde. Por isso, simultaneamente, foi também estabelecido um nivel
maximo permitido — MCL (Maximum Contaminant Level). Muitas vezes, o0 MCL torna-se
invidvel do ponto de vista técnico ou econdmico, por isso, pode-se empregar uma técnica
de tratamento de dgua que seja efetiva para a remocao ou reducdo do contaminante
(USEPA, 1999). Desta forma, essa lei estabelece que os sistemas que utilizam 4dguas
superficiais para abastecimento de uma populacdo maior que 10.000 pessoas devem usar
processos de filtragdo capazes de remover 2 logs (99%) de Cryptosporidium , bem como

requisitos relativos a turbidez e outros parametros relevantes para sistemas publicos.
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No Reino Unido, regulamentagdes foram delineadas pela Water Supply (Quality
Water) Regulations 1999, a qual estabelece que nos sistemas produtores, a 4gua tratada seja
monitorada diariamente para Cryptosporidium, com um limite mdximo de 10
oocistos/100L. Se forem detectadas concentragdes superiores, a empresa estard sujeita a
penalidades. Paises como Austrdlia e Canadd ndo recomendam limites para os protozoarios
devido a nao confiabilidade dos métodos disponiveis. (FAIRLEY et al, 1999).

Smith e Rose, 1998, discutem a atual legislacio européia (Drinking Water
Directive), que requer auséncia de organismos patogénicos, de formas parasitrias e algas
na agua para consumo humano, reconhecendo a impossibilidade de estabelecer-se um

padrdo zero.
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7. Conclusoes

As conclusoes deste estudo foram:

1 - Cistos de Giardia spp. estiveram presentes em 90% (Experimento 1) e 100%
(Experimento II) das amostras de 4gua bruta captada do rio Atibaia — bacia do rio
Piracicaba.

2 - Cryptosporidium spp. ndo foi detectado nas amostras de 4gua bruta do rio Atibaia,
em ambos 0s experimentos.

3 - A ocorréncia de cistos de Giardia na dgua bruta do rio Atibaia (ponto de captagdo)
atingiu valores maximos de 94,5 cistos/L.

4 - Os protozodrios patogénicos Giardia spp. € Cryptosporidium spp. foram ausentes
nas amostras colhidas apds as etapas de filtracdo e decantagdo da ETA 3.

5 - Os valores obtidos em relacdo aos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos
comprovaram a contaminagdo da dgua bruta.

6 - Nao houve correlacdo estatistica (p<0,05) significativa entre a concentracdo de
Giardia (ndmero de cistos/L) e os parametros fisico-quimicos e microbioldgicos
analisados.

7 - Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as contagens médias de
cistos/L quando comparados os periodos de chuva (marcgo, abril e maio) e seca
(junho, julho, agosto e setembro) (p<0,05).

8 — As taxas de eficiéncia de recupera¢do nos experimentos controle da metodologia

empregada neste estudo (Filtragdo em Membrana) foram de 25,3% (4gua bruta
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artificial) e 41,6% (4dgua Milli-Q) para Cryptosporidium e 46,5% (agua bruta
artificial) e 65,1% (dgua Milli-Q) para Giardia.

- A auséncia de cistos de Giardia nos efluentes do decantador e do filtro,
juntamente com os valores obtidos nas andlises fisico-quimicas e microbioldgicas,
atestou a eficiéncia do sistema de tratamento nesta ETA, na remocdo deste

protozodrio patogénico.
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CENTRO DE ENSINO E PESQUISA EM AGRICULTURA - CEPAGRI/UNICAMP

POSTO METEOROLOGICO - FEAGRI/UNICAMP
PRECIPITACAO (mm) - 2002

DA | JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEZ

0,0 0,0 0,0 0,0 2,8 0,0 0,0 6.4 4.8 04 0,0 08
3,0 18,4 0,0 28 0,0 0,0 00 258 0,0 25 0,0 56
0,3 0,0 0,0 0,3 48 0,0 0,0 19,6 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 16,2 1,3 121 0,0 0,0 0.0 0,0 3,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0 0,3 1,0 0,0 00 0,0 0,0 00 240 350
56 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0.0 0,0 0,0 36
0,0 12,6 0,0 18,8 7.3 0,0 0,0 4,0 8,0 0,0 0,0 0,0
4.4 16,0 16 25 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
318 27 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
76 11,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
11 0,0 4.1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 7.0 1.2
12 47 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 36 0,0 0,0 0,0 0,4 28
13 523 30,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0.0 0,0 12,2 0,0
14 19,8 1.7 3.0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 146 199
16 2,8 3,0 46 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 56 0,0 7.1 0,0
16 7.4 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0.0 0,0 0.0 43 18,4
17 0,0 46 0,0 0,0 24 0,0 0,0 0,0 0.4 0,0 19,3 0,8
18 0,0 00 340 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 96 24
19 0,0 0,0 0,0 0,0 3,7 0,0 0,0 0,0 0,0 00 256 0,0
20 80,2 0,0 1,0 0,0 14,7 0,0 0,0 0,0 1,0 8.8 0,0 5,0
21 0,0 188 64 00 202 0,0 0,0 00 292 0,0 0,0 1,8
22 00 210 00 0,0 4.8 0,0 0,2 0.0 0,0 6,4 00 699
23 8,4 49 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0 0,0 0,0 0,0 0.0 0.0
24 9,0 135 82 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0.0 1.5
25 41,2 00 720 0,0 0,0 0,0 0.0 0,0 0,0 0,0 0,0 8.4
26 84 0,0 56 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 6,8 124 48
27 0,3 0,0 0,0 3,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0 6,6 0,0
28 4.0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
29 21,0 XX 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 262 0,0
30 0,0 XX 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 15,0 00 330 198 0,0
31 0,2 XX 0,0 XX 0,0 XX 0,0 0,0 XX 22 XX 0,0

SOONOOAGN =

TOTAL| 3124 1634 1528 290 738 0,0 6,8 710 490 631 1891 1819
MAX. | 802 30,7 720 188 202 0,0 36 258 292 330 262 699
MIN. | 0,0 0,0 0,0 0.0 0,0 0,0 0,0 0.0 0,0 0,0 0,0 0,0

OBS.: Os dados constantes nesta tabela representam normalmente uma area de no maximo 100 metros
de raio, nem sempre, portanto, uma medi¢éo direta representa o fendémeno ocorrido em determinada

area afastada do Posto.

No ver&o ocorrem as chuvas locais de final de tarde; o volume de chuvas e a quantidade de dias chuvosos
variam conforme a regido do Estado.

OBS.: Periodo de Estiagem Agricola:
08/04 a 03/05 = 26 dias
23/05 a 31/07 = 70 dias
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CENTRO DE ENSINO E PESQUISA EM AGRICULTURA - CEPAGRI/UNICAMP

POSTO METEOROLOGICO -FEAGRI/UNICAMP
TEMPERATURA MINIMA DIARIA - ANO DE 2002

DIA | JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEZ
1 186 208 180 173 198 142 132 172 138 200 188 198
2 190 172 198 181 168 132 152 156 8,4 166 17,8 214
3 196 158 202 189 184 138 154 152 5,6 150 164 216
4 192 160 194 170 172 136 146 142 118 200 200 2272
5 212 170 180 XX 180 132 150 150 126 180 182 21,0
6 204 188 198 163 192 138 142 176 180 198 162 208
7 198 196 204 169 174 130 150 158 172 210 136 2186
8 205 210 2086 447 172 128 8,2 180 128 204 142 208
9 18,8 202 208 161 16,4 144 7,8 184 146 212 150 224
10 18,8 17,8 2010 47,56 170 164 9,0 16,8 164 212 200 204
11 200 184 292 iy 180 174 102 144 172 214 208 200
12 202 198 198 167 182 150 140 138 162 222 200 192
13 202 200 198 180 184 152 142 154 200 208 182 192
14 198 202 204 192 170 142 102 162 188 210 174 194
15 200 17,2 200 195 170 172 9,2 178 160 214 188 198
16 180 208 208 190 156 168 8,6 169 174 194 182 200
17 140 198 212 178 160 158 82 16,0 158 220 184 192
18 160 180 218 178 170 120 9,6 166 182 204 204 198
19 178 186 214 208 164 130 124 164 186 198 192 180
20 198 194 216 167 150 158 138 166 200 200 202 210
21 204 206 216 197 158 130 152 154 123 218 218 214
22 204 21,0 184 199 140 156 154 162 121 198 212 208
23 206 212 194 179 154 148 162 174 142 164 200 220
24 204 210 202 162 136 128 142 178 164 174 216 216
25 198 190 204 158 130 144 112 170 130 210 224 202
26 202 182 188 156 128 146 122 164 136 198 210 190
27 206 208 192 148 106 148 128 148 144 180 208 188
28 208 212 200 183 122 152 138 150 158 186 216 182
29 20,0 XX 21,0 174 132 122 9,8 16,0 164 192 206 20,0
30 21,6 XX 1965 183 188 124 116 164 178 206 200 20,0
31 22,0 XX 19,2 XX 13,8 XX 15,2 152 XX 19,4 XX 19,6

MEDIA| 196 19,3 20,1 17,6 16,1 144 124 162 152 198 191 20,3

MAX. | 220 212 218 208 198 174 162 184 200 222 224 224

MIN | 140 158 180 147 106 120 7.8 13,8 56 150 136 180
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