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RESUMO

Giardia spp. e Cryptosporidium spp. estdo amplamente dispersos no
ambiente aquatico e foram responsaveis por diversos surtos de giardiose e
criptosporidiose por veiculacdo hidrica em varios paises. A presenca destes
patégenos em agua utilizada para consumo humano € um fator de risco para
aquisicao destas parasitoses porque cistos e oocistos sao resisientes aos
processos de fratamento e as condi¢gbes ambientais. Deste modo, a preocupacéo
em relag@o a contaminagéo das fontes de agua para uso humano por estes
protozoarios € crescente. No Brasil, ha registros da ocorréncia de ambos
organismos em agua superficial e subterranea e em esgoto bruto e tratado.
Atualmente, ha uma recomendacdo oficial para a implantag&o da pesquisa de
cistos e oocistos em agua tratada. Assim, & necessario ter conhecimento sobre a
frequéncia e a distribuicdo destes parasitos nos mananciais. Os objetivos do
presente estudo foram: ) verificar a ocorréncia de cistos de Giardia e oocistos de
Cryptosporidium em amostras de agua bruta superficial do Rio Atibaia (Campinas,
S&o Paulo) utilizando a técnica de filtragdo em membrana (47 mm diametro, 3 um
de porosidade nominal); i) avaliar a influéncia do desaguamento do Ribeirae
Pinheiros na qualidade da agua do Rio Atibaia mediante a comparacdo e a
correlacdo enire paramefros microbiolégicos, fisicos, pluviometricos e
concentracdo de cistos e oocistos em dois pontos: 4 montante (A1) e a jusante
(A2) do desaguamento do Ribeirdo Pinheiros; e /i) verificar a ocorréncia de
variagéo sazonal destes protozoarios na agua superficial do Rio Atibaia. De margo
de 2002 a abril de 2003, 50 amostras de agua foram analisadas. No ponio Aft,
cistos de Giardia foram detectados em 52,0% das amostras (concentracio = 25,12
cistos/l), enquanto no ponto A2, a positividade foi de 76,0% (64,16 cistos/l).
Qacistos de Cryptosporidium foram detectados somente no ponto A2, em 0,04%
das amostras {0,8 oocistos/l). Houve diferenga significativa na concentragéo de
cistos entre os pontos A1 e A2 (p = 0,011) e correlacdo entre a pluviosidade e os
parametros. concentracéo de cistos de Giardia (r = 0,611); coliformes totais (r =
0,467) e fecais (r = 0,467) no ponto A2. Em ambos os pontos, n&o foi encontrada

correlacdo entre concentragao de cistos de Giardia e as variaveis: coliformes totais
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(A1: r = -0276; A2; r = -0,201), fecais (A1: r = -0,187; A2: r = -0,201) e turbidez
(A1 r = -0,252; A2 r = -0,055). Dentre estes parametros, apenas a turbidez teve
variagao entre veraofinverno e verdofoutono {p = 0,06). A técnica de filtragdo em
membrana apresentou uma eficiéncia de recuperagéo de 72,2% para cistos de
Giardia e de 65,1% para oocistos de Cryptosporidium. Os resultados obtidos neste
estudo sao relevantes porque ¢ Rio Atibaia € o manancial que abastece a cidade
de Campinas e outros municipios da regido e o conhecimento da epidemiologia
ambiental destes protozoarios € importante do ponto de vista da Salde Publica e
também das companhias de tratamento de agua.

Palavras—chave: Giardia, Cryptosporidium, Rio Afibaia, Brasil, aguas superficiais,

doengas de veiculacio hidrica.
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ABSTRACT

Giardia spp. and Cryptosporidium spp. are widely dispersed in the aquatic
environment and are responsible for several waterborne outbreaks of giardiosis
and cryptosporidiosis in many countries. The occurrence of these pathogens in
drinking water is a risk factor for human infection because of the resistance of cyst
and oocyst to water treatment processes and to the environment. Nowadays, there
is an increasing concern about drinking water contamination by these protozoans.
in Brazil, the presence of both organisms was registered in groundwater and
superficial water and in raw and treated sewage. Currently, there is an official
recommendation for monitoring the presence of Giardia and Crypfosporidium in
drinking water samples; thus a federal decree aims to establish researches for
(oo)cysts detection in freated water. The knowledge about the frequency and
distribution of these protozoan parasites in water sources is necessary to establish
policies on public health. The aims of the present study are: ) to verify the
occurrence of Giardia cysts and Cryptosporidium oocysts in Atibaia River's
(Campinas City, Sdo Paulo State) superficial raw water samples using a
membrane filtration method (47 mm diameter, 3 um of nomina! porosity; i) to
evaluate the influence of the discharge of Pinheiros Stream on the water quality of
the Atibaia River by the correlationship among microbiological and physical
parameters, rainfall and oocysts levels in two points: upstream (A1} and
downstream (A2) of Pinheiros Stream; and Jij} to verify the seasonal variation of
these protozoa occurrence in the superficial water of Atibaia River. From March

2002 to April 2003, 50 water samples were collected. In point A1, Giardia cysts



were detected in 52,0% of the samples {concentration = 25,12 cysts/l) while in
point A2 the positivity for this parasite was 76,0% (concentration = 64,16 cysts/i).
Cryptosporidium oocysts were detected only in A2 point, in 0,04% of the samples
(concentration = 0.8 oocysts/l). There was a significant difference for cysts
concentration between A1 and A2 points (p = 0,011) and among rainfall and the
parameters: cyst concentration (r = 0,611); total {r = 0,467) and fecal coliforms (r =
0,467) in A2 point. In both points, it was not found a correlationship among cyst
concentration and the following parameters: fotal coliforms (A1: r=-0,276; A2; r= -
0,201), fecal coliforms (A1: r = -0,187, A2: r = -0,201) and turbidity (A1: r = -0,252;
A2: r = -0,055). The turbidity showed a variation between summer and winter
periods as well as summer and fall periods {p = 0,06). The membrane filtration
technique attained recovery efficiency rates of 72,2% for Giardia cysts and 65,1%
for Cryptosporidium oocysts. The data obtained in this study are relevant because
the Atibaia River is the major water source found in Campinas and other cities in
the region. Thus, the knowledge about the environmental epidemiology of these
protozoa is of very important to policies on to the Public Health and to the drinking

water industry.

Key words: Giardia, Crypfosporidium, Atibaia River, Brazil, surface water,

waterborne diseases.
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1. INTRODUGAO GERAL

A agua é a substancia mais abundante na Terra, cobrindo 77,0% da
superficie do planeta sendo que a maior parte da agua existente é salgada o que
equivale a 97,5% do total; o restante (2,5%) €& de agua doce que esta distribuida
da seguinte maneira: 68,9% correspondem as calotas polares e as geleiras; 29,9%
as aguas subterraneas; 0,3% aos rios e lagos e 0,9% a oufros reservatorios
(REBOUCAS, 2002).

As aguas interiores (rios, lagos, represas, aquiferos subterrdneos, acudes)
nao estdo localizadas equitativamente ao redor do globo e a situacéo da
disponibilidade dos recursos hidricos pode ser definida em: estresse hidrico
(menos de 1.000 m*hab/ano), regular (entre 1.000 e 2.000 m*hab/ano), suficiente
(entre 2.000 ¢ 10.000 m3/hab/ano), rica (entre 10.000 e 100.000 m*hab/ano) e
muito rica (maior que 100.000m*hab/anc). A estimativa para 2025 é a de que
aumente o numero de paises gue exibirdo uma situagdo hidrica de estresse ainda
que, atualmente, esta seja confortavel (REBOUCAS, 2002).

Os problemas de escassez de agua séo atribuidos ao crescimento elevado
das demandas que incluem intensificacdo do consumo nas industrias, na
agricuttura e na urbanizagdo desordenada que concorrem com 0s usos basicos:
higiene, preparo de alimentos e dessedentagdo (CARMO, 2002; REBOUCAS,
2002).

Historicamente, o desenvolvimento das atividades aniropicas esteve
estreitamente ligado & disponibilidade hidrica e hoje este recurso ainda impoe
limites tanto pela quantidade como pela qualidade. A oferta de agua & um fator
fundamental para a manutengdo de ecossistemas naturais e produtores
(alimentos); no entanto, a remog&o da cobertura vegetal e, consequentemente, a
erosdo provocada pela agricultura intensiva, somada as atividades industriais e 2
urbanizacdo, degrada a qualidade dos recursos hidricos afetando a quantidade
efetiva de agua disponivel para usos multipios (SALATI et al., 2002).

Em regides densamente povoadas, o reuso da agua pode ser uma
alternativa interessante para viabilizar a demanda por usos secundarios como

refrigeracdo industrial, recarga de aquiferos subterréneos, irrigagdo de pracas,



parques, jardins e alguns tipos de agricultura. Esta pratica ja ocorre em aiguns
paises como Israel que utiliza 70,0% dos efluentes tratados para irrigar lavouras,
Estados Unidos e Japdo (SALATI et al., 2002).

O Brasil destaca-se pela grande disponibilidade de agua doce que
representa 53,0% dos recursas hidricos da América do Sul e 12,0% do total
mundial, além de possuir reservas subterraneas como a do Aquifero Guarani,
considerado o maior reservatorio natural e subterraneo da Terra, com 1,2 milh3o
de quildmetros quadrados de extensdo e 48.000 m® de agua armazenada
estimada. Entretanto, a distribuicio da agua em territério nacional nao é equitativa,
existindo diferencas entre as unidades hidrogréficas e 'a sua densidade
populacional. As Bacias do Amazonas e do Tocantins abrigam uma baixa
densidade de populacgéo, na faixa de 2 a 5 habitantes/km? e equivalem a 78,0% da
produgdo hidrica nacional, por outro lado, a Bacia do Rio Parana produz 6,0%
deste montante e abriga, em média, 53 habitantes/km? (REBOUCAS, 2002).

No entanto, o pais ndo esta livre de problemas relacionados & escassez e a
gualidade das aguas devido a degradag@o ambiental e & expanséo urbana e
industrial ndo planejada que tiveram inicio na década de 50 e que persistem até os
dias atuais prejudicando a oferta e a distribuicéo de agua (REBOUCAS, 2002;
VASCONCELOS, 2002).

As limitacGes impostas pela baixa qualidade da agua atingem as cidades de
médio e grande porte como as regides metropolitanas de S&o Paulo (RMSP), de
Campinas, do Rio de Janeiro e outras capitais nas quais a quantidade de recursos
hidricos disponiveis para uso urbano e industrial esta diminuindo por causa da
poluicdo, tendo reflexos negativos na economia e na saude da populacéo (SALATI
et al., 2002).

O déficit hidrico da RMSP € suprido psla imporiagdo de agua da Bacia do
Rio Piracicaba, Capivari e Jundiai que por sua vez, apresenta uma demanda
crescente em virtude do aumento populacional e do desenvolvimento econdémico
que sdo incompativeis com o volume disponivel destes recursos, principalmente
porque a qualidade de varios mananciais esta comprometida (CARMO, 2002). A

regifio desta bacia é a segunda maior do estado em concentragéo populacional e



fem como caracteristicas a ocupacdo urbana e industrial intensas, aléem da
producdo agricola bastante expressiva (CARMO, 2002).

A maior demanda de agua é representada pelo uso doméstico (13,3 m?/s},
seguido pelo industrial (12,5 m?/s) e pela irrigacao (7,6 m®/s), além da utilizagao
dos corpos d’'agua para carrear 0 esgoto produzido por essas atividades; esta
situacdo tende a se agravar devido ac processo de expansdo demografica e
econdmica (CARMO, 2002).

De modo geral, em todo o Brasil, a poluicdo hidrica tem aumentado devido
ao manejo ndo planejado das areas de manancial, este fator associado a
distrbuicdo anual das chuvas e ao clima de cada regigo contribui
significativamente para a contaminag&o orgdnica e quimica da agua (BRASIL,
1998).

O desaguamento de esgotos domésticos ndo tratados nos mananciais
utilizados para abastecimento representa uma ameaca a saude publica uma vez
que a agua torna-se um meio eficiente de transmissao de doencas, pois apresenta
grande capacidade de dispersdo, uso abrangente e consumo obrigatdrio
(BRANCO, 2002).

Dados globais da Organizagéo Mundial de Saude estimam que 3,4 mithdes
de pessoas, principalmente criangas, morrem anualmente de enfermidades
relacionadas a agua, principalimente a diarréia; 2,4 bilhdes nao tém acesso ao
saneamento basico e 1,1 bilhdoc ndo conta nem mesmo com melhoria das fontes
de agua. As doencas diarréicas associadas a falta de saneamento, a higiene
precaria e aos suprimentos inadequados de agua matam 2,2 milhdes de pessoas
por ano; porém, a melhora destas condigdes poderia reduzir a incidéncia de
diarréia em 26,0% e a mortalidade, em 65,0% (BRUNDTLAND, 2002).

No Brasil, segundo a Pesquisa Nacional de Saneamento Basico, realizada
em 2000 pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 97,9% dos
municipios brasileiros contavam com servico de abastecimento de agua gue, no
entanto, s6 cobria 63,9% dos domicilios e apresentava um desequilibrio regional,
sendo que no Sudeste as residéncias atendidas chegavam a 70,5% e no Norte e
Nordeste, a 44,3% e 52,9%, respectivamente (IBGE, 2002).



Essas questdes de salde publica ndo sdc preocupagbes exclusivas de
paises pobres ou em desenvolvimento com graves problemas sanitarios; as
nagdes desenvolvidas também enfrentam problemas relacionados a ocorréncia de
surtos de doencas transmitidas pela agua, apesar de possuirem bom padrao de
abastecimento de agua e fratamento de esgotos (CRAUN &t al., 1998).

Qs protozodrios patogénicos de importancia mais expressiva na
transmisséo hidrica sao Giardia duodenalis (sinonimia Giardia lambfia e Giardia
intestinalis) e Cryptosporidium spp. 0s quais apresentam distribuicdo mundial e
causam distarbios gastrointestinais no homem e nos animais (THOMPSON et al,
2000; FAYER et al., 2000)}.

Tanto Giardia spp. come Crypfosporidium spp. estao amplamente dispersos
no ambiente aguatico, presentes em rios, lagos, reservatérios, aguas subterréneas
e marinhas; nas duas Ultimas décadas, estes patdgenos causaram dezenas de
surtos de gastroenterite relacionados a ingestio de agua contaminada destinada
ao consumo e & recreacio, em varios paises (CRAUN et al., 1998; FAYER et al,,
2000; ORTEGA e ADAM, 1997; SOLO-GABRIELE e NEUMEISTER, 1896).

No Brasil, as pesquisas sobre a ocorréncia destes protozoarios em aguas
superficiais comegam a ser desenvolvidas; dados iniciais indicaram a presenca de
oocistos e cistos em aguas superficiais, subtefrneas e em esgotos,
especiaimente em areas metropolitanas e de alta concentragac populacional
(CANTUSIO NETO e FRANCO, 2004; FARIAS et al, 2002; FRANCO et al,
2001a; GAMBA et al., 2000; MULLER, 2000; DIAS JUNIOR, 1999; NEWMAN et
al., 1993).

O estudo conduzido por Franco et al. (2001a) demonstrou a presenca de
ambos os parasitos na agua bruta superficial do rio Atibaia que pertence a Bacia
do Rio Piracicaba e é responsével pelo abastecimento da Regido Metropolitana de
Campinas, além de fornecer agua para o sistema Cantareira, sustentando parte do
abastecimento da capital. A cidade de Campinas capta um volume de 4.500!/s,
sendo que 92,0% deste destina-se ao consumo humano (CARMO, 2002
SANASA, 2004; SEMAE, 2002). Entretanto, estudos recentes indicam que 0 rio
Atibaia esta sujeito a um crescente nimero de impactos: recebimento de esgotos



domésticos e industriais diretos e indiretos por meio de seus afluentes como o
Ribeirdo Pinheiros; contaminacio por insumos agricolas e eroséio (KRUSCHE et
al., 2002; KRUSCHE et al., 1897; CHB-PCJ, 2000; SIVIERO, 2003).

A ocorréncia de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em aguas brutas
superficiais €, reconhecidamente, um fator de risco de contaminagao dos
suprimentos de agua tratada antes da distribuicéo a populacao, sendo de extrema
importancia o monitoramento destes protozoarios nos mananciais (ROEFER et al.,
1996, ROSE, 1997).

Assim, a implantacdo de analises sobre a presenca de cistos e oocistos em
aguas superficiais € uma tendéncia em varios paises do mundo (GASSER e
O'DONOGHUE, 1999; QUINTERO-BETANCOURT et al.,, 2002). No Brasil, o
Ministério da Saude {(6rgdo que regulamenta os parametros de qualidade da agua
para abastecimento ptblico) publicou a Portaria 1.469/00 {modificada atuaimente
pela Portaria 518/04) que recomenda a inclusdo da pesquisa para verificar a
presenca de Giardia spp. e de Cryptosporidium spp. em agua tratada destinada ao
consumo humano com o objetivo de atingir um padrdo de auséncia destes
organismos (BRASIL, 2000; BRASIL, 2004).

Como os dados sobre a ocorréncia desies protozodrios em amostras de
agua proveniente do Rio Atibaia sdo pontuais, a analise periddica, em pontos
significativos, podera fornecer informagdes relevantes sobre a frequéncia e
distribuicdo de tais patdégenos no manancial em questdo (ROSE et al, 2002,
FRANCO et al., 2001a). O conhecimento sobre a presenga de cistos e oocistos ao
longo do tempo fornecerz elementos para o entendimento da epidemiologia
ambiental de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. na regiao.

Considerando os fatos acima expostos, torna-se importante investigar a
ocorréncia destes protozoarios na dgua bruta superficial desse rio.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. As caracteristicas de Giardia spp. e Cryptosporidium spp.

Giardia spp. pertence ao Filo Sarcomastigophora, a classe
Zoomastigophorea, & ordem Diplomonadida e a familia Hexamitidae e ¢
considerada um dos mais antigos organismos eucaridticos existentes. A
reproducéo deste parasito acontece por divisdc bindria e o ciclo de vida apresenta
a altemancia de dois estagios: o trofozoito que é a forma vegetativa e o cisto que
é a forma infectante e resistente as condigdes ambientais sendo eliminado nas
fezes dos hospedeiros (ORTEGA e ADAM, 1997).

A taxonomia deste parasito ainda € controvertida e por compartitharem
caracteristicas morfolégicas comuns € dificil a distingdo entre as espécies. Hoje
s30 reconhecidas seis espécies de Giardia: G. duodenalis (principais hospedeiros:
mamiferos e humanos), G. muris (roedores), G. microti (roedores silvestres), G.
psicatti (psitacideos), G. ardeae (aves silvestres) e G. agilis (anfibios anuros)
(MONIS e THOMPSON, 2003}.

O emprego de técnicas moleculares ajudou a definir a estrutura genética da
populacdo de Giardia duodenalis que, até o momento, exibe pelo menos sete
gendtipos hospedeiro-especificos (‘assemblages’), dentre 0s quais somente os
grupos A e B foram encontrados em humanos. No entanto, 0 grupo A ainda pode
ser subdividido em tipos | e 1l, sendo que o primeiro foi encontrado em humanos e
animais e o segundo somente em humanos; o grupo B parece ser especifico do
homem, embora alguns subtipos tenham sido relatados em animais. Deste modo,
héa questionamentos sobre o potencial zoondtico de Giardia duodenalfis o qual
dependeria da especificidade associada ao grupo (“assemblages’) e das
subdivisdes | e It do mesmo. A diversidade genética e a quantidade de linhagens
existentes favorecem a grande variabilidade nos resultados dos estudos
moleculares envolvendo Giardia; assim, investigagbes rigorosas sobre a
epidemiologia molecular desta espécie s&o necessarias para esclarecer o seu
papel como zoonose (MONIS e THOMPSON, 2003).

Apesar das dificuldades para determinar exatamente o(s) grupo(s)

envolvido(s) na infecgdo humana, a giardiose € uma parasitose intestinal



extremamente comum gue atinge paises desenvolvidos e em desenvolvimento no
mundo inteiro, afetando milhares de pessoas anualmente (THOMPSON, 2000).

A giardiose exibe sintomas variaveis como. diarréia aguda, acompanhada
por dores abdominais, nauseas, flatuléncia, anorexia e mal-estar. Geraimente, a
resolucdo da infeccdo € espontanea, mas alguns individuos a desenvolvem de
maneira cronica, apresentando perda de peso e ma absorgdo de nutrientes
(carboidratos, lipidios, aclcares e vitaminas) quadro que também ocorre em
portadores assintomaticos. As criangas s&o as principais afetadas, pois a infec¢o
cronica interfere no desenvolvimento das mesmas (GUIMARAES e SOGAYAR,
2002; ORTEGA e ADAM, 1997).

O ftratamento para a giardiose € feito usualmente com metronidazol e
costuma ser eficaz na maioria dos casos, mas, em geral, somente os individuos
gue exibem um guadro clinico sintomatico sdo submetidos ao tratamento de modo
que os portadores assintomaticos apresentam grande significado para a saude
publica por atuarem como fonte de cistos (THOMPSON, 2000; ORTEGA e ADAM,
1997).

Além de Giardia spp., outro protozoario patogénico que tem recebido
atencéo devido & potencialidade de transmisséo pela agua é o Cryptosporidium
spp. que pertence ao Filo Apicomplexa, & classe Sporozoasida (sub-classe
Coccidiasina), & ordem Eucoccidiorida ¢ a familia Cryptosporidiidae e tem como
principais caracteristicas um ciclo de vida monoxénico, reprodugéo envolvendo
fases assexuada e sexuada (esporogonia, merogonia ¢ gametogonia) e formagéo
de oocistos contendo quatro esporozoitos, mas sem esporocistos. O oocisto € a
forma infectante que difere dos demais coccidios por exibir fenda na membrana
externa (através da qual os esporozoftos saem para o exterior) e dispensar
periodo de maturagio no ambiente porque j& sdo liberados esporulados. S&o
formados dois tipos de oocistos: os de parede delgada (cerca de 20,0% do total,
relacionados & auto-infeccéo interna) ou espessa (equivalente a 80,0% de
oocistos, eliminados com as fezes dos hospedeiros infectados) (SODRE e
FRANCO, 2001).



Atualmente sio aceitas 14 espécies de Cryptosporidium. C. parvum
(hospedeiros principais: bovinos, humanos), C. muris (roedores), C. hominis
(homem, primatas ndo humanos), C. andersoni (bovinos), C. wrairi (roedores), C.
felis (felinos), C. canis {canideos), C. meleagridis {aves e humanaos), C. baileyi
(aves), C. galli (galinaceos), C. serpentis (répteis), C. saurophilum (répteis), C.
molnari (peixes) e C. suis (suinos) (XIAO et al., 2004; RYAN et al., 2004).

Evidéncias moleculares tém demonstrado que o C. parvum ndo € uma
espécie Unica, contendo varios gendtipes distinfos ou um complexo de espécies
que exibem diferencas em especificidade de hospedeiro {FAYER et al., 2000). S&o
conhecidos pelo menos dois distintos ciclos de transmissdo, na natureza,
relacionados a C. parvum. o gendtipo H (*human”) ou gendtipo 1, infectante
apenas para seres humanos € macacos Rhesus, embora ja tenha sido encontrado
em peixe-boi marinho (MORGAN et al.,, 2000) e, por infeccdo experimental, em
ovinos (GILES et al.,, 2001); recentemente, o gendtipo H ou 1 foi considerado uma
nova espécie, C. hominis, baseado em diferencas biolégicas e moleculares (XIAO et
al., 2004); o gendtipo C (“cattie” bovino) ou 2 que favorece a transmissdo
zoondtica (WIDMER et al.| 1998; XIAQ et al., 2001).

Apesar da criptosporidiose ter sido classificada como uma zoonose durante
muitos anos, a utilizagdo de técnicas moleculares permitiu esclarecer que além de C.
parvum e de C. hominis, outras espécies fambém tém importancia na infecgio
humana: C. meleagridis, C. felis, C. canis, e C. muris (XIAQ, et al., 2004; MONIS e
THOMPSON, 2003).

A criptosporidiose no homem teve sua importancia reconhecida a partir do
surgimento dos primeiros casos de diarréia aquosa associados aos pacientes
portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), no inicio dos anos
80. Logo, estudos subseqlentes comprovaram que a doenca & esporadica e de
duragdo limitada em pessoas saudaveis, mas a infecgdo pode ser particularmente
severa entre os individuos com comprometimento do seu sistema imunolégico
como as criancas menores de itrés anos, os idosos, as pessoas desnutridas,

aquelas em terapia com imunossupressores ou quimioterapicos, que podem



apresentar diarréia cronica ou persistente, de longa duragdo (MARSHAL et al,,
1997: SODRE e FRANCO, 2001).

Os individuos imunodeficientes que apresentam uma contagem de células
CD4 menores que 150/ml e que sao expostas ao protozoario invariaveimente
desenvolvem a doenca (TZIPORI e WARD, 2002). Os repetidos epistdios de
diarréia causados por Crypfosporidium nos primeiros anos de vida podem afetar o
crescimento € o desenvolvimento cognitivo da crianca; além disso, nao existe um
tratamento efetivo contra a infec¢do uma vez que 0s medicamentos geraimente
utilizados ndo apresentam resultados homogéneos para todos 0s pacientes e nao
promovem a cura parasitoldgica (DILLINGHAM et al., 2002).

A fransmissdo de ambos os protozoarios ocorre de modo semelhante: via
fecal-oral e pode ser devida ao contato direto ou indireto entre pessoas, a
exposicao a animais infectados, a ingestéo de alimentos e, principalmente de agua
contaminados (FAYER et al., 2000).

Um dos mais importantes fatores de risco para a aquisigado de giardiose e
criptosporidiose € a exposicdo a Agua contaminada devido a varios fatores:
ubiglidade destes organismos no ambiente aquatico, longa sobrevivéncia no
ambiente (seis meses em agua a 20°C), resisténcia aos desinfetantes comumente
utilizados no fratamento de agua para abastecimento publico efou para recreagio
e baixa dose infectante que varia, dependendo da cepa, de nove a 1.042 oocistos
e cerca de 10 cistos ou menos (FAYER et al., 2000; ORTEGA e ADAM, 1997).

2.2. Doengas de Veiculacdo Hidrica: Os Surtos de Giardiose e de
Criptosporidiose

As doencas de veiculagdo hidrica (DVHs) surgiram a partir da segunda
metade do século XIX guando, na Inglaterra, a reforma sanitaria de Chadwick
introduziu 0 uso generalizado da descarga hidraulica nos vasos sanitarios,
ligando-os & rede de esgotos a fim de diluir os dejetos nos rios e corregos que até
entdo recebiam somente o escoamento das aguas pluviais, esse sistema foi
rapidamente adotado pela Franca e outros paises da Europa e América
(BRANCO, 2002). O pretendido saneamento, baseado no lancamento de esgotos
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sem desinfeccdo prévia nos corpos d'agua, resultou em grandes epidemias de
colera, febre tifdide e outras infeccdes (ROSE, 1997). A associagBo entre o
consumo de agua e o desenvolvimento de doengas ocorreu na segunda metade
do século XIX quando John Snow relacionou a ingestao de agua e a infecgdo por
célera apos estudar uma epidemia de gastroenterite em Londres (1885).

No inicio do século XX, a qualidade do manancial utilizado para captacéo e
o tipo de tratamento da agua para abastecimento (filiragcéo e cloragéo) foram
reconhecidos como componentes importantes para a distribui¢cdo de agua livre de
patdégenos entre a populacdo (ROSE, 1997). Hoje se sabe que a agua pode estar
associada a propagacac de varias enfermidades por transportar passivamente
organismos patogénicos e por servir como ambiente para fases do ciclo de vida de
alguns patdgenos (como o Schistosoma spp.) ou de seus vetores (BRANCO,
2002; HESPANHOL, 2002).

As doengas de veiculagde hidrica (DVH) tém ocorréncia mundial e atingem
também os paises com elevado grau de saneamento basico e oferia de agua
tratada. Nos Estados Unidos, desde 1971, a Agéncia de Protecdo Ambiental
(United States Environmental Protection Agency — USEPA) e o Centro de Controle
e Prevencdo de Doencgas (Center for Diseases Confrol and Prevention — CDC)
mantém um sistema de vigildncia e cooperagdo para compilar e relatar
periodicamente a ocorréncia € a etiologia destas infeccdes (KRAMER et al., 1996).

Os surtos epidémicos de doengas transmitidas pela agua s&o definidos por
duas caracteristicas: afetar pelo menos duas ou mais pessoas (as quais devem
apresentar sintomas semelhantes apés ingerir dagua para consumo ou apos
exposicdo a aguas recreacionais) e apresentar relagéo com a agua, comprovada
por estudos epidemioldgicos (KRAMER et al., 1996).

No periocdo de 1971 a 1994, foram registrados 740 surtos de gastroenterite
relacionados & ingestao de agua contaminada nos Estados Unidos; destes, 47,0%
eram de eficlogia desconhecida; dentre os agentes patogénicos identificados
destacaram-se os parasitos, presentes em 20,0% das ocorréncias. Bactérias,
substancias quimicas e virus foram responsaveis por 15,4%, 9,5% e 7,9% destes
surtos, respectivamente. As protozooses também foram apontadas como as
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principais causas de hospitalizagbes (79,8%) e de obitos (78,7%) quando
comparados aos demais organismos (14,8% e 14,6%), efou contaminantes
quimicos (1,0% e 7,0%). Os protozodrios mais comumente associados a essas

ocorréncias foram Giardia spp. e Cryptosporidium spp. (CRAUN et al., 1998).

2.2.1. Giardiose

O primeiro surto de giardiose devidamente documentado de origem hidrica
foi relatado em 1965, em Aspen, Colorado (EUA). A pesquisa foi realizada porque
um médico gue estivera de férias no local, apresentou sintomas caracteristicos de
giardiose e comprovou a infecgdo depois de encontrar cistos de Grardia spp. nas
suas amostras de fezes; a partir disso, um estudo foi realizado entre 1.094
esquiadores e freqUentadores da estacdo de esqui que ali passavam as férias
(dezembro de 65 e janeiro de 66) para determinar a ocorréncia e a provavel fonte
de infeccao. Este levantamento revelou que 123 deles apresentavam sintomas de
gastroenterite (CRAUN, 1990).

A cidade captava agua a partir de frés pocos e de um corrego proveniente
das montanhas cujo fratamento incluia a desinfec¢do com cloro, nem sempre
acompanhada pela filtracgo. A contaminag&o intermitente por coliformes fecais
nos pogos foi detectada durante ¢ surto, sugerindo vazamentos na rede de
esgotos de onde os cistos foram isolados. Antes deste episddio, outro surto de
gastroenterite devido a infeccBo por Giardia spp. foi registrado na cidade de
Portiand (Oregon, EUA), no periodo de outubro de 1954 a margo de 1955 e atingiu
cerca de 50,000 pessoas, mas sua origem nunca foi comprovada apesar da agua
para consumo ter sido a fonte mais provavel da infecgdo (CRAUN, 1990},

De 1965 a 2002, ocorreram 148 relatos de surtos de giardiose por
veiculag@o hidrica nos Estados Unidos, com 30.008 casos confirmados, incluindo
agua para consumo e de recreacdo (CRAUN, 1990, LEVINE, et al., 1990, CRAUN
et al., 1998, BARWICK et al., 2000; LEE et al., 2002; BLACKBURN et al., 2004,
YODER et al., 2004).

Na mazioria dos episddios notificados entre 1991 e 2002, os mananciais

subterraneos (pogos e fontes) estiveram envolvidos em 58,3% dos casos porque,
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geraimente, a agua captada nao fora submetida a nenhum tibo de tratamento,
pratica assinalada em mais da metade das ocorréncias. Alem disso, deficiéncias
no tratamento como auséncia de filtracdo ou falhas na coagulagéo e problemas na
rede de distribuicdo também foram apontadas como causas da contaminag&o da
agua destinada ao consumo humano; no manancial, a fonte mais comum de cistos
de Giardia spp. foi 0 desaguamento de esgotos domésticos que contaminaram a
agua bruta superficial e a subterranea (LEVINE et al,, 1990; KRAMER et al., 1996,
BARWICK et al., 2000; LEE et al., 2002; BLACKBURN et al., 2004).

2.2.2. Criptosporidiose

O primeiro surto documentado de criptosporidiose por veiculagdo hidrica
ocorreu no Texas (EUA) em 1984, tendo 2.006 casos estimados. A agua do pogo
que abastecia a comunidade fora contaminada por esgoto doméstico; na época,
pouco se conhecia sobre a criptosporidiose e seu agente etioldgico, por isso as
andlises de agua somente incluiram testes para detecgado de coliformes o que
indicou a contaminagdo do manancial por fezes humanas e os exames clinicos
realizados nos pacientes com diarréia demonstraram, de maneira inequivoca, a
presenca de oocistos de Crypfosporidium spp. nas fezes (D’ANTONIO et al,
1985).

De 1984 a 2002, 69 surtos de criptosporidiose causados pela veiculacao
hidrica foram relatados nos Estados Unidos afetando cerca de 436.232 pessoas
(ANEXO A) (LEVINE, ef al., 1990; CDC, 1991, HERWALDT et al., 1992, CDC,
1993; SOLO-GABRIELE e NEUMEISTER, 1996; ROSE, 1997; CRAUN et al,
1998; FAYER et al., 2000; BARWICK et al., 2000; LEE et al., 2002; BLACKBURN
et al., 2004; YODER et al., 2004). No mesmo periodo, paises como Reino Unido,
Canada, Japao, ltalia, Nova Zelandia e Irlanda do Norte registraram um total de 58
surtos e 38.284 casos da doenca (FAYER et al., 2000; GLABERMAN et al., 2002;
HOWE et al., 2002; SAID et al., 2003). As aguas destinadas ao consumo humano
foram responsaveis por 43,6% de todas estas ocorréncias e aquelas utilizadas
para recreacao, 50,4%.
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O episodio mais expressivo aconteceu em 1993 na cidade de Milwaukee
(Wisconsin — EUA) onde foi registrado um numero recorde de casos estimados:
403.000 individuos infectados, 4.400 hospitalizacdes e a morte de 100 pessoas,
sendo 69 delas portadoras do HIV (SOLO-GABRIELE e NEUMEISTER, 1996). Os
custos médicos e a perda de produtividade, ocasionados por este surto, somaram
96 milhdes de ddlares considerando despesas com assisténcia medica,
internacBes, medicamentos, transporte de emergéncia e faltas ao trabalho
(CORSO et al., 2003).

A cidade de Milwaukee era abastecida por agua potave!l produzida por duas
companhias de tratamento: uma no norte, outra no sul. As alteragdes No processo
de tratamento da agua ocorreram na planta sul que registrou altos valores de
turbidez (1,7 NTU), provavelmente devido a dosagem inadequada de coagulantes,
reutiizacdo da agua de lavagem dos filtros e falha na etapa de filtracdo, fatores
que podem ter contribuido para o aumento do numero de oocistos circulantes e
diminuido sua remocdo durante sua passagem pelos filtros (MACKENZIE et al,,
1994).

A detericracdo da qualidade do Lago Michigan contribuiu decisivamente
para a enirada de oocistos no sistema operacional da planta de tratamento
envolvida porque © manancial recebia esgotos domésticos e dejetos bovinos
provenientes das fazendas produtoras de leite situadas na proximidade dos rios
que seguiam para o lago. Por algum tempo, os residuos da atividade pecuaria
foram apontados como a principal fonte de contaminacéo da agua, pensamento
reforcado pela ocorréncia de chuvas primaveris e do escoamento de neve devido
ao periodo de degelo gue atingiram a regido na época do surto e que teriam
carreado fezes bovinas para o lago (KRAMER et al., 1996, MACKENZIE et al,
1994; SOLO-GABRIELE ¢ NEUMEISTER, 1896). Posteriormente, 0 estudo do
gendtipo dos oocistos presentes nas amostras fecais examinadas evidenciou a
presenca do gendtipo 1 ou H, isto é, de origem humana como responsavel pelos
casos de infeccdo por Cryptosporidium O que sugere que o recebimento de
esgotos domeésticos fora a principal fonte de contaminacéo dos sistemas (PENG et
al., 1997).
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Em 1994, na cidade de Las Vegas (Nevada — EUA), ouiro surto de
gastroenterite chamou a atencdo por ser o primeiro envolvendo um sistema de
tratamento de agua conhecido como sendo o estado-de-arte em tratamento de
agua potavel, gue aparentemente ndo apresentava falhas e utiizava um
manancial de pardmetros fisico-quimicos e microbiolégicos &timos (turbidez,
nimero de particulas, nimero de coliformes totais e fecais). O episddio durou
cerca de sete meses e foi reconhecido, primeiramente, a partir do diagnédstico da
infeccdo entre pessoas portadoras do HIV (ROEFER et al., 1996).

A cidade de Las Vegas, conhecida pela excelente assisténcia a saude
desses individuos, agregava uma populacdo expressiva de pessoas em busca de
auxilio médico especializado; além disso, 0s profissionais da area de satde eram
bem preparados para diagnosticar a criptosporidiose, infeccao freqientemente
detectada entre os pacientes HIV - soropositivos. Assim, um aumento do numero
de casos da doencga foi prontamente notado e as providéncias para o isolamento
da fonte de contaminacéo foram tomadas. Ao todo, 103 casos foram relatados
sendo que 78 foram diagnosticados durante os estudos epidemiologicos que se
seguiram; destes, 63 eram individuos portadores do HIV, onze criangas
imunocompetentes e quatro adultos (dois em tratamento com medicamentos
imunossupressores); ao todo, 41 pessoas morreram e destas, pelo menos 20
tiveram a criptosporidiose como causa da morte registrada na certiddo de obito
(KRAMER et al., 1996; SOLO-GABRIELE e NEUMEISTER, 1996).

A agua, captada de um grande reservatorio (Lago Mead), apresentava
turbidez média menor que 0,2 NTU embora a bacia recebesse a descarga de
efluentes industriais € domésticos em um ponto localizado a 11 km da captacgéo; a
estagé.o de tratamento mantinha um &6timo padrao de qualidade e realizava,
mensalmente, o monitoramento da presenga de oocistos de Crypfosporidium spp.
nas aguas bruta, tratada e de lavagem de filtros; apesar destas condigdes, a agua
foi considerada o principal fator de risco para a aquisi¢do da doenga, concluséo
inferida a partir do levantamento epidemiolégico realizado no periodo do surto
(ROEFER et al., 1996; KRAMER et al., 1996).
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Durante este surto, a avaliagao da presenca de oocistos‘foi intensificada e
amostras de agua bruta, final e de lavagem de filtros foram analisadas
semanalmente, mas o0s resultados revelaram “a ocorréncia de estruturas
semelhantes aos oocistos em cada um dos tipos de agua analisados” e somente
em 1996, 18 meses depois do inicio do surto, um oocisto foi encontrado na agua
de lavagem dos filtros (ROEFER et al., 1996).

Considerando os diversos surtos de criptosporidiose por veiculagdo hidrica,
as principais causas da contaminacdo da Agua para consumo estiveram
relacionadas ao: i) tratamento inadequado ou ausente das aguas captadas,
especialmente, no caso de pogos e nascentes (aguas subterraneas) cujo
tratamento era feito por meio de filfracdo simples ou, unicamente, cloracdo; i)
deficiéncias no sistema de fratamento gue incluiram falhas na etapa de
coagulacdo e filtracao, iil) reutilizacdo da agua de lavagem de filfros; iv) problemas
na distribuicdo da agua devido a contaminagdo da rede por vazamentos nas
conexdes que conduziam o esgoto; e iv) contaminacdo de mananciais por esgoto
doméstico ou por fezes de animais (LEVINE et al.,, 1990; KRAMER et al., 1996;
BARWICK et al.,, 2000; LEE et al., 2002).

Em relacdo as aguas recreacionais, 53 surtos de gastroenterite causados
por Cryptosporidium spp. foram relatados nos Estados Unidos, entre 1986 ¢ 2002
(ANEXQ B). Nestes casos, a ingestdo de agua foi acidental e a contaminagéo da
mesma foi devida ou a acidentes fecais duranie as atividades de natacao,
principalmente as que envolviam criangas ou a contaminacdo dos sistemas por
esgotos domésticos no caso de ambientes aquaticos ao ar livre. As piscinas foram
indicadas como fonte de infeccdo em 79,2% das ocorréncias, provavelmente
porque eram, na maioria das vezes, de uso compartilhado entre adultos e criangas
de todas as faixas etarias. As causas mais comuns da permanéncia de oocistos
de Cryptosporidium spp. nesse ambiente envolveram deficiéncia no sistema de
filtragdo da agua e clorag&o insuficiente e, apesar da dose de cloro utilizada nas
piscinas ter sido potencialmente capaz de inativar os oocistos, nem sempre o
tempo de contato fora suficiente para que isso acontecesse (FAYER et al., 2000,
YODER et al., 2004).
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2.2.3. Consideragdes gerais

O levantamento da ocorréncia das doencas de veiculac@o hidrica é
extremamente importante para a melhoria da qualidade da agua utilizada para
consumo humano e para recreacgdo; entretanto, o numero real de casos pode ser
subestimado porque nem sempre 0s surtos sdo reconhecidos, devidamente
investigados e relatados as autoridades. Alguns fatores interferem no processo de
coleta de informacdes como: a associacao enire a epidemiologia da doenca e o
consumo ou ingestio acidental de dgua que nem sempre é evidente (uma vez que
a giardiose e a criptosporidiose apresentam grande espectro de sintomas e mais
de uma via de transmissdo); o diagndstico tardio da infec¢do (porque geraimente
as pessoas buscam atendimento médico apenas quando a sintomatologia é
severa ou aparente); a falta de treinamento técnico de médicos e laboratoristas e
auséncia de exames laboratoriais de rofina {(que Incluam a detecgao de
Cryptosporidium spp. nas amostras clinicas), a efetividade dos programas de
vigilancia de agéncias locais de satde e, por fim, as caracteristicas intrinsecas dos
surtos como extensdo, numero de casos e tipo de infeccao (infecgbes agudas e de
curta duragdo s&o mais dificeis de serem detectadas) (BARWICK et al,, 2000).

De modo geral, nos Estados Unidos, o numero de surtos de gastroenterite
causados por Giardia spp. e Cryptosporidium spp. apresentaram uma tendéncia
de queda a partir de 1896, o que pode ser um reflexo dos esforgos das estacOes
de tratamento em melhorar o0 padrdo da agua produzida e das alteracbes na
legislagdo (BARWICK et al., 2000). Porém, no periodo correspondente a 1899-
2002, esta propensdo pareceu ser coniraria, especiaimente para aguas
recreacionais {embora o numero maior de relatos tambeém possa ter sido motivado
pelo sistema de vigilAncia adotado e pela crescente conscientizacéo sobre a
importancia destas doencas, principalmente da criptosporidiose, por parte dos
sistemas locais de saude) (LEE et al., 2002; YODER et, al 2004).
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2.3. A vigilancia de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em aguas
destinadas ao consumo humano.

A medida gue a vigilancia sobre as doencgas transmitidas por veiculacio
hidrica foi sendo feita, houve a necessidade de atualizar e melhorar a legislacao
sobre 0s padrbes de qualidade da agua produzida para o consumo humano e para
as atividades de recreacdo. Assim, em 1994, a USEPA propds um conjunto de
normas, denominado Information Coffection Rule (ICR), para coleta de dados
sobre a presenca de varios patogenos em mananciais ufilizados no abastecimento
de agua que atendiam comunidades com populagdo maior ou igual a 100.000
habitantes e a capacidade das estacfes de tratamento em remové-los, inciuindo
sub - produtos da desinfec¢io da agua. E, pela primeifa vez, Cryptosporidium spp.
tem indicagdo especifica nos levantamentos;, até entdo, somente Giardia e
coliformes fecais e fotais figuravam nas normas da USEPA (KRAMER et al,
1996).

Ao longoe do tempo e com base nos dados do sistema de vigilancia, novos
acréscimos foram incorporados as normas vigentes, como o Inferim Enhanced
Surface Water Treatment Rule (IESWTR) promulgado em 1998 e que trata da
inclusdo da remogéo de Crypfosporidium e outros patégenos como meta para as
estacSes de tratamento de agua para todos os sistemas de abastecimento que
utilizam agua superficial ou subterrénea sob sua influeéncia, complementando a
norma Surface Water Treatment Rule (SWTR) que estabelecia metas para a
remover cistos de Giardia, coliformes fecais e totais (BARWICK et al, 2000;
KRAMER et al., 1996).

Hoje, novas normas tém o objetivo de atender a um padrao de auséncia de
oocistos de Crypfosporidium também em pequenos sistemas puoblicos de
abastecimento que usam agua superficial (atendem a uma populacdo inferior a
10.000 pessoas), em agua de lavagem de fiitros e em agua subterranea passivel
de contaminagéao por estes organismos (LEE et al., 2002).

Oufros paises também tém discutido regulamentos especificos que
estabelecam a remocéo de oocistos e cistos. No Canada cada provincia possui

sua norma, sendo que Giardia spp. e Cryptosporidium spp. s&o citados em
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algumas diretrizes como uma preocupacdo (FINCH e BELOSEVIC, 2002). No
Reino Unido, a legislagéo estipula que a dgua de consumo deve ser monitorada
diartamente e o numero para Cryptosporidium n&o deve ultrapassar 10 oocistos/
10 | (QUINTERO-BETANCOURT et al., 2002).

No Brasil, o Ministério da Saude publicou em dezembro de 2000 a Portaria
1.489 que determina os padrdes de qualidade para a agua potavel e recomenda a
inclusdo da analise da presenca de oocistos e cistos em aguas destinadas ao
consumo humano com o objetivo de atingir um padrdo de auséncia destes
protozodrios na agua utilizada no abastecimento publico (BRASIL, 2000).
Recentemente uma nova resolugéo foi aprovada, a Portaria 518, que mantém a
determinacéo anterior (BRASIL, 2004).

24. Os metodos para avaliagdo da presenca de Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. em amostras ambientais.

Na maioria dos surtos documentados, as aguas incriminadas atendiam aos
padrées de potabilidade determinados pela legislacdo especifica; assim, a adocao
de programas de vigilancia das doencas de veiculagio hidrica exigiu que métodos
especificos para a sua detecgao fossem empregados, com a finalidade de coletar
e relatar dados sobre a ocoméncia de Giardia spp. e Cryptosporidium spp.
(BARWICK et al., 2000).

A avaliacdo da ocorréncia de microrganismos indicadores, um dos
principais recursos usados para se determinar a qualidade da agua, nao é eficaz
para indicar a presenca de cistos e oocistos porque suas caracteristicas s&o bem
distintas daquelas dos grupos de bactérias indicadoras (coliformes totais, fecais ou
Escherichia coli), como segue:. a) nac s&o facilmente cultivaveis in vifro, por isso
as amostras de agua precisam ser analisadas microscopicamente; b} o nimero
presente no ambiente € menor; ¢) apresentam grande resisténcia aos processos
de desinfeccéo utilizados nas estacbes de tratamento de &gua, sobrevivem mais
tempo e assim, quando ha auséncia de baciérias na agua final ndo & possivel
afirmar gue © mesmo ocorra com 0s protozoarios. Dal a necessidade de métodos
diferenciados para a deteccio de cistos e oocistos (FRICKER e CRABB, 1998).
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Deste modo, uma grande variedade de metodologias foi testada com a
finalidade de documentar a presenga de cistos e oocistos em amostras de agua.
As técnicas utilizadas para a detecg@o de oocistos de Cryptosporidium spp. no
ambiente aquatico foram inicialmente adaptadas daquela originalmente delineada
para cistos de Giardia spp. (ROSE, 1997). No inicio da década de 80, as primeiras
analises foram feitas empregando a técnica de concentragdo em solugdo de
sulfato de zinco e visualizac&o com lugo! (LeCHEVALLIER e NORTON, 1995).

Em 1887, com o desenvolvimento e disponibilidade dos testes comerciais
de anticorpos monoclonais marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC),
especificos para os protozoarios, a reagdo de imunofluorescéncia direta (IFA) foi
definitivamente incorporada ao procedimento de deteccdo de Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. em agua; somente a adogao desta etapa acarretou uma
eficiéncia de recuperacao 12 vezes maior em comparacao ao uso de sulfato de
zinco acompanhado de visualizacio com lugol (CLANCY et al., 1999).

Embora recebendo diferentes denominacdes: ASTM, 1993; APHA/ AWWA/
WEF, 1995, ICR/ USEPA, 1996 e apresentando pequenas modificacdes em
relacdo aos reagentes e procedimentos, estas metodologias foram padronizadas e
s50 utilizadas ainda hoje para gerar dados sobre a ocorréncia destes protozoarios
no ambiente aquatico (FRICKER e CRABB, 1998); no entanto todas s&o
fundamentadas em trés etapas baésicas: i) concentragdo das amostras de agua
(coleta e filtracao); i) eluicdo e purificacdo, e iii) visualizacdo por meio de reacado
de imunofluorescéncia (ROSE, 1997; FRICKER e CRABB, 1998; QUINTERO-
BETANCOURT et al., 2002).

Para a filtragdo, foram utilizados inicialmente filtros de cartuchos de
polipropileno, fibra de vidro ou nylon com porosidades variaveis (1 @ 3 um). Um
grande volume de agua — 100 | para amostra bruta e 1.000 | para a tratada -
passava pelo filtro (a um fluxo de 1 a 5 I/min) o qual posteriormente era cortado e
lavado manualmente com solugao de eluigado repetidas vezes. O liquido resultante,
cerca de 3 a 4|, era submetido & centrifugo-concentracio e os cistos e 0s oocistos
eram separados das sujidades mediante a purificacdo com gradiente de sacarose

ou Percoli® (Pharmacia Biotech) ou ambos (gravidade especifica = 1.10 ou 1.18)
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g, finalmente, visualizados por meio da reagdo de imunofluorescéncia e contraste
de fase (LeCHEVALLIER e NORTON, 1995; JAKUBOWISK! et al., 1996, ROSE,
1997; FRICKER e CRABB, 1998; QUINTERO-BETANCOURT et ai., 2002).

As principais criticas a esta metodologia incluiam a necessidade de filtracao
de grandes volumes, a baixa reprodutibilidade, a grande variabilidade na
porcentagem de recuperagdo, o alto limite de deteccdo (>100 organismos/l), a
ocorréncia de resultados falsos-positivos e falsos-negativos, o pequenc volume
efetivamente filtrado, a complexidade analitica, a grande necessidade de
manipulacdo e o longo tempo de execucdo laboratorial, além de ser sujeito &
influéncia do tipo de amostra analisada. As modificagbes introduzidas como o uso
de gradientes de densidade e alta velocidade de centrifugagéo ndo acarretaram
melhores resultados (ALLEN et al., 2000; LINDQUIST et al., 1999; QUINTERO-
" BETANCOURT et al., 2002); tampouco, este procedimento fornecia informacgoes
sobre viabilidade ou espécie dos protozoarios detectados. A eficiéncia de
recuperacao relatada por estudos interlaboratoriais foi de 25,0%-44,0% para
Giardia spp., com variagbes de 0%-139,0%, e 23,0%-35,0% paré Cryptosporidium
spp., variando de 0%-140,0% (JAKUBOWISKI et al., 1986).

Novos procedimentos utilizando membranas de policarbonato ou de acetato
de celulose foram descritos com indices de recuperagdo em torno de 5,0%-50,0%
e de 70,5% , respectivamente. Esta técnica consiste no uso de membrana com
porosidade nominal de 1,2 a 3,0 um e didmetro de 142 mm ou 293 mm, acoplada
a um sistema de porta-filtro; apds a filtragdo da amostra, a mesma é retirada do
suporte e a seguir, eluida por extracdo mecénica e lavagem de sua superficie. O
sedimento € obtido por centrifugacao (650 x g por 15 minutos) e por fim, os
organismos s3o visualizados com o emprego de IFA, apés purificacdo em
gradiente de densidade (JAKUBOWISKI et al., 1996).

Ongerth e Stibbs (1987) propuseram o uso de filtros de membranas de
policarbonato de 293 mm de didmetro e porosidade de 5 e 1 pm; por este método
volumes de até 20 |, no maximo, passavam por pré-filtracdo em membrana de 5
Km e depois por filtraggo em 1 um; a concentracéo do material era conduzida em
agua destilada; a partir dai o produto final era submetido ao gradiente de
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densidade com citrato de potassio e visualizado. A eficiéncia de recuperagao de
oocistos variou entre 5,0% e 22,0%.

Musial et al. (1987) introduziram meodificacbes nesta metodologia como o
uso de solucao tampao contendo Tween 80 (0,1%) e flutuagdo em gradiente de
sacarose, mas a recuperacéo de Crypfospondium spp. ainda permaneceu baixa,
cerca de 29,0%.

Dawson et al. {1993) utilizaram a filtraggo em membrana de nitrato de
celulose com 142 mm de didmetro seguida diretamente pelas etapas de eluicéo e
imunofluorescéncia para visualizagdo de oocistos. A media de recuperacao obtida
foi de 25,5%, com variacdo enfre 19,9% e 36,6%, que apesar do baixo indice de
recuperacao, teve um tempo de execucdo menor.

Em 1995, Aldom e Chagla empregaram a filtragdo em membranas de
acetato de celulose (293 mm de didmetro e porosidade nominal de 1 a 2 um); a
eluigdo era feita mediante dissolugdo em acetona da mesma, seguida de lavagens
sucessivas em etanol e solugéo tampao, o produto da dissolucdo era centrifugado
diversas vezes e o sedimento final submetido a imunofluorescéncia. A eficiéncia
de recuperacdo media relatada foi de 70,5%, mas o método possuia algumas
limitacdes como a permanéncia de particulas sélidas nao dissolvidas que podiam
reter cocistos, a impossibilidade de utilizar agua com grande namero de particulas
em suspensdo restringindo sua aplicabilidade a amostras de agua fratada.
Entretanto, deve se ressaltar que o protocolo de eluicao escolhido € uma etapa
critica (FRANCO et al., 2001b; THOMAS et al., 2001).

Nieminski et al. (1995) compararam ¢ desempenho da filtracdo em cartucho
de polipropileno € em membrana de policarbonato e chegaram a concluséo de que
o bom desempenho na recuperagdc de oocistos depende, principalmente, do
numerc de etapas laboratoriais envolvidas na execucéo do procedimento e das
caracteristicas da agua, do método escolhido; mas, segundo estes autores, a
eficiéncia de recuperacdo da técnica de filtracdo em membrana foi maior {Filtragdo
em membrana: Giardia spp.— 49,0% a 86,0%, Cryptosporidium spp.— 9,0% a
78,0%) em relagdo a filtragcdo em cartucho (Giardia spp—~ 12,0% a 76,0%,
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Cryptosporidium spp.— 8,0% a 56,0%), além do primeiro consumir menos tempo
de execucao e ser economicamente menos dispendioso.

Shepherd e WynJdones (1996) avaliaram a eficiéncia de trés procedimentos:
filtragdo em cartucho (recuperagdo de cistos em agua bruta de rio;. 16,3%;
oocistos: 94%), em membrana a partir de fillros de diferentes caracteristicas
(cistos: 50,1%, oocistos; 38,1%) e floculacdo em carbonaio de calcio (cistos;
72,6%, oocistos. 71,3%) e demonstraram maior eficiéncia da técnica de filtracao
em membrana quando eram empregadas as de acetato de celulose cujas
superficies s80 mais macias, faciliando a extracdo mecanica dos cistos efou
oocistos, sem risco de rompimenic e conseqiente perda de organismos e
apresentando a vantagem de n&o soltar fibras durante o processo de eluicao.

Uma das restrices deste procedimento reside na saturacdo dos poros da
membrana, devido a turbidez da agua analisada o que, usuaimente, limitava a 2 |
os valores efetivamente filtrados (FRICKER e CRABB, 1998; HSU et al., 2001).

Outro método de concentracao descrito na literatura emprega a precipitacéo
guimica de volumes de 10 | mediante a precipitacdo e a flocula¢do quimica em
carbonato de calcio (VESEY et al., 1893); os flocos formados s&o dissolvidos pela
adicdo de acido sulfdmico e os sedimentos, recuperados por centrifugacao.
Embora tenha a vantagem de ser um meétodo de execugao laboratorial mais
simples e econdmico, as limitagbes incluem: cuidado extremo na etapa de
remocao do sobrenadante, porque o residuo de carbonato de calcio ndo pode ser
ressuspenso, sob pena de perdas de oocistos;, quaiquer decréscimo na
concentracio de reagentes leva a uma diminuicdo do ndmero de oocistos
floculados; valores de pH menores que 10 resultaram em menor quantidade de
flocos contendo oocistos e em pH acima de 10, foi registrada a diminuicdo da
fluorescéncia dos oocistos. Além disso, o procedimento deve ser conduzido em pH
10 o que inviabiliza 0 estudo posterior do potencial infectante dos cistos e oocistos
recuperados (VESEY et al., 1993; BUKHARI et al., 1998). O indice de recuperacao
para esta metodologia chegou a cerca de 79,0% em amostras de agua bruta

superficial, mas menores taxas de recuperacdo foram citadas variando entre
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30,0% e 40,0% em condicdes de experimentos-controle (FRICKER e CRABB,
1998).

Paraielamente ao desenvolvimento destes métodos para a detecgio de
Giardia spp. e Cryptosporidium spp., a USEPA iniciou em 1996 um programa com
0 objetivo especifico de reunir, identificar e padronizar novas tecnologias para a
pesquisa de cistos e oocistos em amostras de agua. Os Métodos 1622 e 1623
(USEPA, 1997; USEPA, 1999) foram desenvolvidos em resposta a essa iniciativa
e sdo idénticos em muitos aspectos, diferindo na adicdo de anticorpo especifico
para Giardia spp. (1623), método de purificacdo e uso de diferentes marcas de
reagentes (CONNEL et al., 2000). No Método 1623, a adog&o de novos
procedimentos de fiitragdo e eluicdo, como a utilizagdo de capsulas (Envirocheck,
Gelman®) ou unidades de filtracdo (Filta—Max, IDEXX®), acarretou um aumento
significativo da recuperacdo; na efapa seguinte, microesferas magnéticas
reagentes recobertas com anticorpos anti-Giardia e anti-Crypfosporidium sao
utilizadas para separar os protozodrios das sujidades e demais particulas
presentes na amosira (separacéo imunomagnética: IMS) o gue resulta em
preparacdes finais com menos sujidades (CONNEL et al., 2000). Entretanto,
persiste a variabilidade nas taxas de recuperacéo (entre 12,0% e 93,0%) em
funco das diferentes marcas dos Kkits comerciais de separadores
imunomagnéticos, da inclusdo (e tempo de conducio) da etapa de dissociagio
acida (para separar cistos o oocistos das microesferas), da capacidade de
tamponamento das solugles presentes nos diferentes kits, do pH da amostra
examinada e da limitagdo do volume do sedimento a ser submetido ac IMS (nédo
superior a 500 ui), além de nao fornecer informacbes sobre as espécies de Giardia
spp. € Crypfosporidium spp. ou sua viabilidade/infectividade (BUKHARI et al,,
1998; KUHN et al., 2002; ROCHELLE et al., 1999; QUINTERO-BETANCOURT &t
al., 2002).

A turbidez & um fator critico em relag@o & sensibilidade deste método, bem
como o0 tamanho e a natureza do material particulado presente na amaostra
(DIGIORGIO et al., 2002; FENG et al., 2003).
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Yakub e Stadterman-Knauer (2000) sugerem que a presenca de ferro na
agua em concentragfes de 40 mgfl e de 4 mg/l teria um efeito inibitério na
recuperacao de Giardia spp. € de Crypfosporidium spp., respectivamente, por
interferir na etapa de formagdo dos complexos microesferas-anticorpos-
cistos/oocistos durante o procedimento de separa¢io imunomagnética devido a
interacdo entre o ferro dissolvido e a superficie de cistos e oocistos.

Novos e sofisticados métodos de concentracédc e visualizagdo estédo em
desenvolvimento como a centrifugacdo de fluxo continuo, citometria de fluxo,
eletroquimioluminescéncia e a técnica de PCR para amostras ambientais
(JAKUBOWISKI et al, 1996, QUINTERO-BETANCOURT et al, 2002
BORCHARDT e SPENCER, 2002). No entanto, estas novas tecnologias
apresentam um custo bastante alto que podem limitar seu uso em larga escala
para monitoramento ambiental de modo gue a imunofluorescéncia permanece
como um dos meétodos de referéncia para pesquisa de protozoarios patogénicos
em agua (JAKUBOWISKI et al., 1996). No caso especifico da reacdo da
polimerase em cadeia, o maior obstaculo ainda é a presenga de inibidores da PCR
que sdo co-extraidos com o DNA do parasito e inibem a reacao de amplificagéo
(XIAO et al., 2001), além do fato de que oocistos e cistos estdo usualmente
presentes em pequena quantidade nas amostras ambientais o que limita o nimero
de amostras que podem ser amplificadas com sucesso (GASSER e
O’DONOGHUE, 1999). A técnica € sensivel o bastante para detectar filamentos de
DNA livre na amostra o gque poderia produzir resultados falso-positivos e, por
acarretar o rompimento de cistos efou oocistos, nao é possivel fazer o exame
microscopico (FRICKER e CRABB, 1998).

O aprimoramento de métodos analiticos para detecgdo de protozoarios
patogénicos em agua, no que tange as etapas de coleta, concentracdo e
purificacdo foi assunto extensivamente estudado, mas poucos frabalhos
enfocaram a questdo da qualidade dos anticorpos utilizados para a reagao de
imunofluorescéncia (HOFFMAN et al., 1999). Cistos e oocistos sofrem
madificacbes de sua parede, pelo estresse ambiental e isto pode influenciar a

habilidade dos anticorpos em efetivamente ligar-se aos seus epitopos. Por outro
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lado, a reatividade cruzada com algas (ex.. Microcystfis) ou outros coccidios (ex.:
Monocysts, Apicomplexa: Monocystidae) ou mesmo a variagdo entre diferentes
lotes do produto, influenciam a performance dos anticorpos (FERRARI et al., 1999;
BULL et al., 1998; HOFFMAN et al., 1999).

Além disso, a escolha do método deve ser fundamentada em questles
como: qual o propésito da amostragem, a qualidade da agua a ser analisada, a
infra-estrutura do laboratorio onde a analise sera conduzida, o tempe consumido e
a complexidade do protocolo a ser executado além da sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade (FRICKER e CRABB, 1998). Por este motivo,
um fator fundamental a ser levado em consideracdo na avaliacio da performance
dos diferentes métodos € a realizacdo de experimentos controles com a
inoculacéo de quantidades conhecidas de cistos e oocistos em aliquotas de agua
fivre de interferéncias que devem ser submetidas ao mesmo fratamento da
amostra ambiental a ser analisada (LINDQUIST et al., 1999).

A comparacio entre as diferentes metodologias € prejudicada pela falta de
padronizagdo dos critérios para a condugdo destes experimentos como:
informagdes sobre as caracteristicas da agua amostrada, descricéo de diversos
procedimentos de inoculagdo em diferentes trabalhos existentes que dificultam a
comparacio entre os tipos de amostras inoculadas, grandes concentracbes de
cistos e oocistos semeados que acabam por resultar em maior eficiéncia de
recuperagdo, método de enumeracdo e qualidade da suspens@c de oocistos
inoculados, uso de amostras comprovadamente negativas como controle e “ensaio
cego” para diminuir o erro de leitura das iaminas (LINDQUIST et al.,, 1999).

Os métodos comumente utilizados para deteccio de Giardia spp. e
Crypfosporidium spp. no ambiente apresentam o inconveniente de nao
discriminarem cistos e oocistos efetivamente capazes de completarem seu ciclo
de vida no hospedeiro daqueles que nao exibem esse potencial (FINCH e
BELOSEVIC, 2002; LINDQUIST et at, 1999). A propriedade de distinguir
organismos infectantes ou ndo, é de suma importancia no estudo da epidemiologia
ambiental dos protozoarios patogénicos devido as implicagbes em Saude Puablica

e aos riscos reais de aquisicdo da infecgdo. Ressalte-se que o termo “viabilidade”,
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amplamente utilizado na literatura especifica, € ambiguo pofque reline varios
fendmenos bioldgicos distintos em um s6 (FINCH e BELOSEVIC, 2002;
LINDQUIST et at, 1999): a permeabilidade da parede; a capacidade de excistar, a
de penetrar em uma nova ceélula-hospedeira e a de repreduzir © ciclo de vida do
protozoario, com a conseqiente eliminacao de formas de resisténcia. As técnicas
propostas para avaliagido de “viabilidade” nos Ultimos anos foram: a excistacao in
vitro, o teste de infectividade em modelo animal, a RT-PCR (transcriptase reversa
da reacdo em cadeia da polimerase), a inclusdo e exclusdo de corantes
fluorogénicos vitais {DAPL: 4'6 diamidino — 2 fenilindole e Pl iodeto de propidio), a
infeccdo em linhagens de células e a hibridizagdo fluorescente in situ (FISH)
(NEUMANN et al., 2000, QUINTERO-BETANCOURT et al., 2002; GASSER e
O’'DONOGHUE, 1999; GRIMASON et al.,, 1994). No entanto, na pratica, cada
método proposto tem restricdes (GASSER e O'DONOGHUE, 1999).

A excistagdo in vitro simula as condi¢des epigastricas para liberacio dos
esporozoitos de oocistos que teriam a capacidade de infectar os animais,
eniretanto, foi demonstrado que esporozoitos que nao excistaram (interpretados
como nao “viaveis”) causaram infecgao (NEUMANN et al., 2000). O uso de modeio
animal em estudos de infectividade é eficaz para testar a capacidade de infecgéo
do gendtipo C (potencial zoondtico) de C. parvum, mas ndo do gendtipo H
(humano) o qual ndo infecta camundongos. Os dois métodos requerem grandes
quantidades de organismos em suspensdes concentradas e relativamente
purificadas o que limita o uso para amostras ambientais devido ac pequeno
nimerc de cistos e oocistos usualmente presentes nas mesmas (FREIRE-
SANTOS et al., 2000; JAKUBOWISKI et al., 1996).

A RT-PCR é& uma ferramenta molecular que inclui varios passos: a)
isolamento e purificacao do RNA; b) transcricdo reversa da fita complementar do
DNA; c¢) amplificacdo e d) deteccdo do produto amplificado (QUINTERO-
BETANCOURT et al., 2002). E baseada no principio de que somente organismos
vivos efetuam a transcri¢cio para formar RNAm, mas ja foi demonstrado que cistos
de Giardia spp. em processo de morte celular por aquecimento {(heat killing)
produzem RNAm detectavel por RT-PCR (GASSER e O'DONOGHUE, 1999). O



27

método também possui desvantagens como extracéo ineficiente do RNA de cistos
e oocistos, nterferéncia na transcric2o € ampliacdo por constituintes ambientais,
natureza ndo quantitativa do teste, pequenos volumes amosirados e quantidade
de organismos recuperados das amostras ambientais insuficientes para extracao
do RNA (QUINTERO-BETANCOURT et al., 2002).

Os corantes fluorogénicos vitais (DAPlI e Pl), s@o indicadores de
caracteristicas internas e marcadores de membranas intactas, respectivamente.
Agem por inclusdo (DAPI) e exciusao (Pi), quando utilizados no mesmo ensaio
podem sugerir, por inferéncia, o potencial infectante; o primeiro cora o nicleo dos
esporozoitos e o segundo, revela se a membrana da celula esta intacta (se for
impermedvel & sua enfrada). Porém, as caracteristicas de permeabilidade aos
corantes ndo indicam necessariamente atividade metabdlica dos esporozoitos ©
que de fato comprovaria a natureza infectante do protozoario (GRIMASON et al,,
1994).

Ressalte-se que o método 1623 recomenda a aplicagcdo do DAP],
simultanea & IFA como um teste de confimagdo da morfologia, pois seu uso
propicia a visualizacdo de caracteristicas morfologicas adicionais tais como o
namero de nucleos o que possibilita a identificagcao correta da estrutura observada
(GRIMASON et al., 1994; USEPA, 1999).

QOutras metodologias tém sido empregadas na determinagdo da
“viabilidade” dos protozodrios como a coloracdo dos Acidos nucléicos (corantes
SYTO 8, hexadium e SYTOQ 59), hibridizacdo in sifu e cultivo do protozoario em
cultura de células, entretanto séo procedimentos caros, laboriosos, sem protocolos
devidamente padronizados (NEUMANN et al., 2000; QUINTERO-BETANCOURT
et al., 2002). O peguenc numero de cistos e cocistos usualmente presentes nas
amostras ambientais também & um fator restritivo.

Slifko et al. (1999) adotaram a técnica de enumeracao denominada “numero
mais provavel” (MPN) para quantificar focos do desenvolvimento de
Cryptosporidium em cuitura de células e concluiram que este método € bastante
sensivel podendo detectar oocistos infectantes em concentracbes de um
oocisto/m! ou menos.
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Mesmo que oocistos e cistos considerados “invidveis” sejam encontrados
na amostra, nao se pode assegurar que ndo existam organismos potencialmente
infectantes na agua analisada; por exemplo, LeChevallier et ai. (1991), em um
levantamento feito em varios mananciais, estimaram que aproximadamente 32%
dos oocistos recuperados apresentavam esporozoitos, sugerindo uma capacidade
potencial de causar infeccio.

De modo geral, as metodologias existentes atualmente ndo correspondem
a um padrdo otimo de desempenho tanto para a detecgdo como para avaliacéo da
capacidade infectante de Giardia spp. e Cryplosporidium spp.: ndo ha um método
unico que apresente resultados consistentes e satisfatérios frente a ampla
variacao das condi¢gbes ambientais como o tipo de amostra, a idade dos cistos e
oocistos presentes na agua, as caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas do
meio (DIGIORGIO et a)., 2002).

2.5. Fatores determinantes da ocorréncia de Giardia spp. e Cryptosporidium
spp. em agua bruta superficial

A dinédmica da ocorréncia de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em
mananciais d'agua superficial € influenciada por diversos fatores abidticos e
bidticos como: a turbidez, a velocidade do fluxo de agua, o pH, a precipitacéo, o
escoamento superficial, a temperatura, a microbiota local e, sobretudo, a fonte de
oocistos e cistos (ROSE et al,, 2002; ATHERHOLT et al,, 1998).

A turbidez & uma medida relativa de claridade da agua e foi iniciaimente
utitizada em estudos limnoldgicos para avaliar a profundidade alcancada pela uz.
A turbidez natural € composta por um conjunto de particulas de tamanho e
caracteristicas Opticas diferentes (argila, sedimentos, silica, matéria organica,
vegetacao e organismos vivos), além disso, € um paramefro importante para
controle dos processos de tratamento da agua (BURLINGAME et al., 1998).

O aumento da turbidez tem sido relacionado a dificuldade de se obter
indices satisfatdrios de recuperacdo laboratorial de Giardia spp. e de
Crypfosporidium spp. principaimenie porque um grande numero de material

particulado satura os filtros, acarretando um aumento do volume de sedimento
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concentrado podendo interferir na ligacdo entre os anticorpos 'e 08 protozoarios
(NIEMINSKI et al., 1995; DiIGIORGIO et al., 2002; FENG et al., 2003). Destaca-se
também a tendéncia de cistos e oocistos se fixarem as particulas presentes em
aguas naturais, devido as interacdes hidrofébicas ou elefrostaticas de suas cargas
superficiais (MUSIAL et al., 1987; MEDEMA et al., 1998).

A velocidade e a intensidade do fluxo de agua podem provocar a
ressuspensao do sedimento e, consequentemente, do nimero de particulas, isso
significa uma maior probabilidade de interacSes entre cistos e oocistos e o
material particulado e embora a sedimentacio destes organismos aderidos ocorra,
sua velocidade é baixa e influenciada pela turbuléncia da agua (MEDEMA e
SCHIJVEN, 2001; MEDEMA et al., 1998; ATHERHOLT et al., 1998).

A concentracdo de cistos e oocistos no ambiente aquatico sofre alteracdes
nos periodos de maior precipitagdo pluviométrica e aumentando apés as chuvas o
que pode ser atribuido ao carreamento adicional de material particulado, ao
revolvimento do sedimento depositado no leito e nas margens dos rios € ao
escoamento superficial; concomitantemente, ha nesta época uma acentuada
sazonalidade da criptosporidiose humana (NEWMAN et al, 1993; ROSE et al.,
2002; KISTEMANN et al., 2002). Entretanto, & preciso destacar que a precipitagdo
exerce influéncia na turbidez e na vazdo do rio, fatores que também, esto
relacionados a ocorréncia de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. (CROCKETT e
HAAS, 1997, ATHERHOLT et al., 1998).

O escoamento superficial € igualmente influenciado pela pluviosidade e as
caracteristicas geograficas e da vegetacao locais; estes fatores, somados as
atividades humanas praticadas na area, determinam como 0s oocistos
contaminam o corpo d'agua. Mananciais localizados em areas montanhosas estéo
sujeitos a um carreamento mais intenso de particulas provocado pela chuva ou
degelo que aqueles situados em planicies (SOLO-GABRIELE e NEUMEISTER,
1896); o tipo e a quantidade de vegetacdo presente interfere na velocidade de
escoamento, pois areas sem cobertura vegetal ou de pastagem tendem a oferecer
menor resisténcia &4 passagem da agua e nao atuam como barreira para o
transporte de cistos e oocistos (GRACZYCK et al., 2000; DAVIES et al., 2004). A



30

criacao de animais como bovinos, ovinos e outros, hospedeiros de Grardia spp. e
Cryptosporidium spp., € uma fonte importante de cistos e oocistos uma vez que
estes animais, quando infectados, chegam a eliminar cerca de 10° a 10° oocistos
por grama de fezes durante o periodo correspondenie ao curso clinico da
infecgdo; os residuos produzidos geralmente ndo sofrem nenhum tipo de manejo e
s80 deixados no solo para que se decomponham naturalmente, mas no periodo
de chuvas este material pode ser transportado para rios e corregos (IONAS et al.,
1998; ROSE et al., 2002; GRACZYCK et al., 2000). Os animais silvestres também
podem ser fontes de cistos e oocistos (JELLISON et al., 2002).

A temperatura e o pH da agua influenciam o tempo de sobrevivéncia e a
carga superficial dos protozoarios, respectivamente. No meio ambiente estes
protozoarios podem sobreviver por seis meses a 20°C, trés meses entre 25 e 30°C
e dois meses a -5°C (FAYER et al,, 2000). A interacéo entre a carga superficial e
as particulas determinam a mobilidade dos cistos e oocistos; em pH neutro a
carga & negativa, mas um aumento no pH reduz esta mobilidade produzindo uma
maior afinidade com as particulas suspensas e, consequentemente, aumento na
sedimentacao dos organismos, por isso a fendéncia de se recuperar oocistos
vazios em procedimentos que utilizam pH 10 como a floculagéo ou precipitacdo
em carbonato de calcio (ONGERTH e PECORAROQ, 1996; VESEY et al., 1993).

A dinamica da microbiota presente em varios tipos de aguas também
determina a sobrevivéncia de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. porque envolve
a predacdo de cistos e oocisios por rotiferos, protozodrios ciliados € amebas de
vida livre e a injuria metabolica ou estrutural por substancias produzidas pela
microflora (MEDEMA et al., 1998; STOTT et al., 2003).

Por fim, um fator extremamente importante para a contaminagao hidrica €
a utilizacdo de corpos d’agua como receptores de efluentes de esgoto doméstico
brutc ou fratado que sd@o fontes permanentes de cistos e oocistos podendo
contribuir com concentragdes de 1,3 x 10* oocistos/100 | & mesmo quando estes
residuos s&o tratados, a remocdo dos protozoarios do lodo ativado acontece de
maneira incompleta (CHAURET et al., 1995, GIBSON |1l et al., 1998). Sanios et al.

(2004a) obtiveram resultados semelhantes ao pesquisar a presenga de cistos e
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oocistos de uma companhia de tratamento de esgoto, os dados preliminares
revelaram que Giardia spp. esteve presente em 93,5% das amosiras de efluente
tratado e Cryptosporidium spp., em 3,2%, confirmando a influéncia do

desaguamento de esgotos nos mananciais mesmo apos passarem por tratamento.

2.6. Qcorréncia de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em agua bruta
superficial

Varios autores tém avaliado a presenca de cistos e oocistos visando
conhecer melhor as caracteristicas locais dos mananciais € verificar a influéncia
dos fatores bidticos e abidticos na ocorréncia de ambos 0s protozoarics, fais
esforcos podem resuitar em dados relevantes para o gerenciamento das unidades
hidrograficas e para o desenvolvimenio ou aprimoramento das tecnicas para
deteccdo de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. (ONGERTH e STIBBS, 1987;
MUSIAL et al., 1987; LeCHEVALLIER et al, 1991; CHAURET et al., 1995;
DIGIORGIC et al., 2002; IONAS et al., 1998; HO e TAM, 1998; HSU et al., 2001;
LEMARCHAND e LEBARON, 2003).

Os primeiros levantamentos da ocorréncia de Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. foram realizados a partir da década de 80 nos Estados
Unidos. As amostras analisadas confirmaram a presenca de cistos e oocistos na
agua bruta superficial em mananciais de varias regides do pais com elevados
indices de positividade (alguns obtiveram 100,0% das amostras positivas para
Cryptosporidium spp.) e apresentaram uma concentracdo de Giardfa spp. entre
0,01 e 112 cistos/l e de Cryptosporidium spp. variando entre 0,07 e 484 ococistos/]
(ONGERTH e STIBBS, 1987, ONGERTH et al., 1995, LeCHEVALLIER et al.,
1991; LeCHEVALLIER e NORTON, 1995).

Pesquisas realizadas ao redor do mundo tambeém demonstraram a
ubiquidade destes protozoarios no ambiente aquatico. Na Europa,
Cryptosporidium spp. € Giardia spp. foram detectados nos Rios Seine e Marne
(Franga) em concentfragGes que variaram de 20 a 3.220 oocistos/100 1 e de 40 a
6.125 cistos/100 | relacionadas a influéncia de descargas de esgoto (ROUQUET et

al., 2000); Lemarchand e Lebaron (2003) relataram uma variagao de 0,04 a 7,3
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oocistos/l no Rio Tech. Na Alemanha, Kistemann et al. (2002) registraram um valor
de até 12,40 cistos/100 | e 17,05 oocistos/100 | e associaram um efeito acentuado
da precipitacédo pluviométrica na ocorréncia dos protozoarios.

As amostras de agua bruta superficial analisadas na Escécia, irlanda,
Finlandia, Austria e Russia apresentaram positividade de 40,5%, 40,6%, 10,1%,
10,0% e 26,0% para Cryptosporidium spp., respectivamente (SMiTH et al., 1991:
SKERRETT e HOLLAND, 2000; HORMAN et al., 2004; HASSL et al., 2001:
EGOROQOV et al, 2002). Os trabalhos que incluiram Giardia spp. nas andlises
obtiveram 46,6% (Reino Unido) e 30,0% (Russia) (GILMOUR et al, 1991;
EGOROQV et al., 2002).

Na Asia, no Oriente Médio e na Africa, pesquisadores também assinalaram
a presenca de cistos e oocistos em aguas superficiais. Ho e Tam (1998) relataram
a ocorréncia de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em trés rios chineses em
concentragbes de até 100 cistos/! e 30 oocistos/l; estes resultados foram
atribuidos principalmente & contaminagdo dos mananciais por efluentes
domeésticos n&o tratados, embora tenha sido raro encontrar Cryptosporidium spp.
nas amostras (uma Unica amostra positiva em cada ponto). No sul de Taiwan, Hsu
et al. (1999) obtiveram 80,0% de positividade para cistos e 60,0% para oocistos no
Rio Kau-Ping, onde foi constatada também a contaminacao por coliformes fecais
{neste caso particular os autores obtiveram correlago entre a concentracdo dos
protozodrios e estes biocindicadores). Ono et al. {2001), estudando diversos rios na
area de Kansai no Japdo, obtiveram 47 4% de amostras positivas para
Cryptosporidium spp., sendo que em éreas de criagéo de gado essa porcentagem
chegou a 100,0%. Na Malasia, Ahmad et al. (1997) ndo detectaram oocistos,
apenas cistos de Giardia spp. em 80,0% das analises.

Em lIsrael, o trabalho de Zuckerman et al. (1997) indicou a presenca de
oocistos e cistos (80,0% e 53,3% das amostras, respectivamente) em fontes de
agua potével e em lago (66,6%, oocistos e 83,3%, cistos). Kfir et al. (1995),
registraram a ocorréncia de ambos os protozoarios em concentragbes médias de 6
oocistos/10 | e 30 cistos/10 | em 74,5% das andlises de dgua bruta superficial na

Africa do Sul. Ressalte-se que em outros paises africanos essa porcentagem pode
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ser maior em virtude do grande numero de casos de pacientes HIV positivos e da
ma qualidade de vida em virtude de conflitos armados, dos baixos indices de
saneamento basico e de oferta de agua tratada a populagdo {GELTMAN et al.,
2003; UNAIDS, 2004).

Na Nova Zelandia, um levantamento feito por todo o pais mostrou que
Giardia spp. e Cryptosporidium spp. estdo amplamente dispersos nos sistemas
naturais de agua, sendo detectados em 22,5% e 13,0% deles, respectivamente.
Este resultado destaca a vulnerabilidade dos mananciais neozelandeses devido as
atividades agropecudrias e a alta densidade de animais presentes nas
proximidades de rios, lagos e outras fontes de agua, além de uma alta incidéncia
de criptosporidicse na populagdo — 24,00 casos/100.000 habitantes — se
comparada a de outros paises: em média 7,50 casos/100.000 (IONAS et al., 1998;
DUCANSON et al., 2000}

Estes protozoarios foram encontrados em todas as Américas. No Canada, a
quantidade de amostras positivas variou de 14,0% a 88,8% para Giardia spp. e de
50% a 51,9% para Cryptosporidium spp. (ROACH et, 1993; ONG et al., 1996;
WALLIS et al., 1996). Um estudo conduzido por LeChevallier et al. {(1991) em 14
estados norte-americanos € um canadense, demonstrou a presenca destes
parasitos em amostras de agua bruta superficial {cistos: 81,2%; cocistos: 87,0%),
resultados que foram corroborados por outros autores (ONGERTH e STIBBS,
1987; LeCHEVALLIER e NORTON, 1985). Baseado no relato destes estudos e na
ocorréncia de alguns surtos € possivel inferir que a distribuicdo de ambos
protozodrios seja maior (LEVINE et al., 1990; SOLO-GABRIELE e NEUMEISTER,
1996; CRAUN et al., 1998, FAYER et al., 2000; BARWICK et al., 2000; LEE et ai.,
2002).

Solo-Gabriele et al. (1998), detectaram ambos os parasitos em todas as
amostras analisadas em Honduras. Na Costa Rica, Luna et al. (2002) registraram
85,7% de positividade para Crypfosporidium spp..

Diante destes achados, & preciso ressaltar que os paises considerados
desenvolvidos também apresentam mananciais contaminados por Giardia spp. e

Cryptosporidium spp., uma vez que a ocorréncia destes protozoarios esta
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associada & ocupacdo humana existente ao longo das bacias hidrogréaficas,
principalmente quando envolve atividades que podem ser consideradas fontes
potenciais de cistos e oocistos, por exemplo: fazendas de gado leiteiro e outros,
despejo de efluentes tratados efou sem tratamento e descarga combinada de
residuos (ONGERTH et al., 1995; STATES et al., 1997).

2.7. Ocorréncia de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em agua bruta
superficial no Brasil

Os dados disponiveis sobre a ocorréncia destes protozoarios no Brasil
provem, especialmente de pesquisas cientificas que demonstraram a presencga de
cistos (CANTUSIO NETO e FRANCO, 2004; SANTOS et al., 2004a/b; FRANCO et
al., 2001a; DIAS JUNIOR, 1999) e oocistos (FARIAS et al,, 2002, GAMBA et al,,
2000, MULLER, 2000, NEWMAN et al, 1993) em aguas superficiais,
subterraneas, tratadas, de esgotos tratados parcialmente ou sem tratamento.

QOocistos estavam presentes em agua potdvel proveniente do sistema de
distribuigao e de pogo particular numa regiéo da periferia de Fortaleza (Ceara). O
método empregado foi o de concentracé@o em filtro de cartucho e a detecgéo
realizada por meio de coloracao alcool-acido resistente e imunofluorescéncia; no
entanto, o baixo numero de amostras positivas n3o permitiu a comparagao entre
as duas. A contaminac¢io da agua pode ter tido miltiplas causas por se tratar de
uma area com infra-estrutura deficiente (nlcleo de sub-moradias) e por contar
com casos de criptosporidiose na populacdo humana e animal do local (NEWMAN
etal., 1993).

Em aguas subterréneas, no municipio de ltaguaquecetuba (S&o Paulo),
oocistos foram encontrados por meio da técnica da concentragio por floculacéo
em carbonato de calcio; a origem da contaminacdo provavelmente foi o contato
com a agua de esgoto doméstico proveniente de fossas sépticas (GAMBA et al.,
2000).

Cryptosporidium spp. foi detectado em efluentes de esgoto, em corregos,
em &gua bruta e tratada; as amostras foram recolhidas em pontos da cidade e da
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regido metropolitana de S&o Paulo e submetidas & floculagéo em carbonato de
célcio e filtragio/dissolugio em membrana (FARIAS et al., 2002; MULLER, 2000).

No estado de S&o Paulo, a Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental (CETESB) faz 0 monitoramento de alguns mananciais das unidades de
gerenciamento de recursos hidricos do estado e os resultados deste trabalho
mostram a presenca de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em varios fios
utifizados para a captacdo de dgua para consumo e para recreacio (HACHICH et
al., 1999; CETESB, 2003; HACHICH et al., 2004).

No interior do estado de Sac Paulo, a presenca de Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. foi demonstrada em manancial da cidade de Aragatuba em
9,0% e 67,0%, respectivamente (DIAS JUNIOR, 1999). No Rio Atibaia, ambos
foram detectados por Franco et al. (2001a); nesta pesquisa as técnicas utilizadas
foram filtragdo e dissolugdo em membrana: oocistos e cistos estavam presentes
em todas as amostras. Os fatores mais relevantes para a contaminag&o do trecho
do rio avaliado foram: o impacto causado pelo desaguamento de esgotos (com e
sem tratamento) e as chuvas intensas que antecederam o estudo.

Santos et al. (2004a) pesquisaram o uso dos métodos de centrifugo-
concentracéo e filtracdo para analisar amostras de esgotos brutos (afluentes) e
tratados (efluentes) de uma Estago de Tratamento de Esgoto em Campinas e
enconfraram alta concentragcdo de ambos protozodrios (afluentes: 1,2 X 10°
cistos/l. 6.0 x 10 cocistos/!; efluentes: 1,5 x 10° cistos/l, 1,6 x 10% oocistos/l).

E importante salientar que, em 1996, a prevaléncia de criptosporidiose e
giardiose na populagio infantit na cidade de Campinas em criangas saudaveis de
0-3 anos de idade que freglentavam creches urbanas, situava-se ao redor de
5,5% e 10,1%, respectivamente (FRANCO e CORDEIRO, 1996). Levantamentos
recentes indicaram a prevaléncia de 9,7% de Cryptosporidium spp. em pacientes
portadores do HIV neste municipio (BARALDI et al., 2004).

A Portaria 518/04, do Ministéric da Satide recomenda a inclusdo da
pesquisa de protozoarios patogénicos em agua tratada destinada ao consumo
humano (BRASIL, 2004). No entanto, varios fatores podem dificultar o

atendimento imediato & esta recomendacao pelas companhias de tratamento de
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agua, como os altos custos dos pi‘otocolos validados pela USEPA (o Método 1623
tem um custo inicial de implantacdo de 3.800 ddlares), a complexidade laboratorial
inerente ao método, a necessidade de pessoal devidamente treinado (HSU et al.,
2001) e a falta de informagbes disponiveis sobre a ocorréncia de Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. nos mananciais nacionais.

Atualmente, n&o ha dados continuos sobre a avaliagdo da ocorréncia de
Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em amostras do Rio Atibaia, colhidas a
intervalos regulares de tempo, existindo apenas fegistros pontuais (FRANCO et
al,, 2001a; HACHICH et al., 1999, HACHICH et al, 2004; CETESB, 2003). A
obtengdc de dados quinzenais pode fornecer informacgdes importantes sobre a
ocorréncia destes protozoarios no manancial estudado, pois é possivel que
variagdes ciclicas da concentragéo dos protozodrios ocorram em fungéo de fatores
abicticos (turbidez, precipitagdo e variaghdo climatica estacional) e bidticos

(contaminag&o por esgotos domésticos).
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho fem por objetivos:

= Determinar a ocorréncia de Giardia spp. e Crypfosporidium spp. em amostras
de agua bruta superficial do Rio Atibaia, principal manancial que abastece a
cidade de Campinas, durante um periodo de 12 meses, utilizando o método de
filtracdo em membranas {de 47mm de didmetro e 3 ym de porosidade nominal)
e visualizagdo por IFA dos cistos e oocistos, eventuaimenie presentes nas
amostras;

= Avaliar o efeito do recebimento do desaguamento do Ribeirao Pinheiros no Rio
Atibaia mediante a comparacéo e correlagdo entre os niveis de indicadores
microbiolégicos (coliformes totais e fecais), fisico-quimicos (pH, turbidez, cor) e
climaticos {pluviosidade) e a concentragdo de cistos e oocistos em dois pontos
significativos: & montante (A1) e & jusante (A2) do enconiro do Ribeirdo
Pinheiros com o Atibaia, sendo gue 0 segundo (A2) coincide com o ponto de
captacio da estacio de fratamento de agua do municipio de Campinas; e,

= Verificar a possivel variagdo sazonal da ocorréncia de Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. nas aguas superficiais do Rio Atibaia, frente as distintas

estacdes do ano.
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4. MATERIAL e METODOS
4.1. Area de Amostragem

O Rio Atibaia € formado pela juncéo dos rios Atibainha e Cachoeira e
pertence a Bacia do Rio Piracicaba que possui 12.746 km? de area de drenagem
(SEMAE, 2002) (FIGURA 1). A sub-bacia do Atibaia é composta por 15
municipios: Atibaia, Joanopolis, Piracaia, Nazaré Paulista, Jarinu, Braganca
Paulista, Bom Jesus dos Perddes, ltatiba, Valinhos, Campinas, Paulinia, Nova
Odessa, Americana, Jaguariuna e Morungaba e tem uma area de drenagem de
2817,88 km* (CARMO, 2002). O uso da agua na bacia € dividido em
abastecimento publico e industnal, irmigacdo de culturas, criagcdo de animais,
recreacdo e afastamento de efluentes domesticos e industriais, gerando uma
grande demanda: somente ¢ municipio de Campinas capta 92,0% da agua
utilizada para consumo deste rio (SANASA, 2004 CETESB, 2003).

O Rio Atibaia recebe diretamente esgotos domésticos e industriais como a
carga poluidora dos municipios de Atibaia, Bom Jesus dos Perddes, Nazaré
Paulista e Paulinia e indiretamente, por meio de seus afluentes como o Ribeirdo
Pinheiros que, por sua vez, recebe os efluentes de esgoto das cidades de
Valinhos e Vinhedo (CHB-PCJ, 2000; CETESB, 2003).

O estudo levou em consideragao os possiveis efeitos do desaguamento dos
gsgotos ndo fratados provenientes do Ribeirdo Pinheiros na qualidade
parasitoldgica da agua do Rio Atibaia (FIGURA 2).

Assim, dois pontos foram selecionados. © primeiro (A1), esta localizado nas
imediacbes da Ponte do Padre Abel (46°57 37229'W; 22°54.67000'S) (FIGURA 3)
a montante do Ribeirdo Pinheiros € o segundo (A2), corresponde a entrada do
ponto de captacao na estacdo de tratamento de agua (ETAs 3 e 4 da Sociedade
de Abastecimento S/A, SANASA) (46°58.45311'W,; 22°54.24449'S) e, por sstes
motivos, considerado estratégico neste estudo (FIGURA 4). Ambos localizam-se
enire os quildmetros 123 e 124, da Rodovia Dom Pedro |, na divisa dos municipios

de Valinhos e Campinas e distam cerca de 2,3 km entre si.
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FIGURA 3: Rio Atibaia, Campinas. Ponte do Padre Abel: ponto A1.
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FIGURA 4: Rio Atibaia, Campinas. Ponto de Captagcdo da Estagdo de
Tratamento de Agua da SANASA: ponto A2.

4.2. Preparo do Material

Os recipientes plasticos utilizados para acondicionar as amostras de agua
foram previamente lavados com detergente, enxaguados em agua de torneira por
30 minutos e tratados com a solugdo de eluigdo por 5 minutos a fim de evitar a
possivel ades&o de cistos e oocistos a sua superficie. Depois de utilizados, foram
descartados apropriadamente.

O frasco plastico (coletor) para recolher as amostras de agua foi
previamente lavado com solugéo de hipoclorito de sddio e detergente para retirada
de eventuais residuos e sujidades e, a seguir, enxaguado em agua de torneira.

Apo6s a obtengdo de cada amostra, o frasco foi descontaminado com alcool
70° para remogéo de agentes bacterianos ou virais e lavado com solugao de
eluicdo contendo agua destilada e Tween 80 — 1,0% no local.

4.3. Obtencdo das amostras

As amostras foram recolhidas durante 12 meses com a periodicidade de 15
dias, totalizando 50 espécimes.

Dois litros de agua foram recolhidos sempre no mesmo horario do dia, por
volta das 13 horas e a uma profundidade de até 20 cm da superficie; as amostras
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foram transportadas em condicbes adequadas ao laboratorio para posterior
analise.
4.4. Exame Parasitolégico da Agua Bruta Superficial

4.4.1. Filtragdo

No mesmo dia em que foram recolhidas, as amostras foram submetidas a
filtracdo em membranas de ésteres mistos de celulose (47 mm de diametro;
porosidade nominal de 3 um - Millipore®). O sistema de filtragdo utilizado foi o de
bomba de presséo negativa, ajustada a um fluxo de filtragcdo de 0,4 a 4 Imin e
portafiltro de vidro (Gelman®).

Apds a filtracdo de cada amostra, o sistema foi descontaminado com etanol
e posterior lavagem com &gua e detergente. As membranas contendo o material
filtrado foram colocadas em placas plasticas de Petri {Millipore®) estéreis, onde
foram submetidas aos procedimentos de eluicao.

4.4.2. Procedimentos de Eluicdo e Concentracao

As membranas foram eluidas mediante um protocolo combinado de
extracdo mecanica (raspagem cuidadosa e suave da superficie da membrana
gvitando rompimenios e soliura das fibras utilizando alga plastica macia) e
lavagens sucessivas com solucio de eluigao contendo agua destilada e Tween 80
— 1,0%. Ambas as etapas foram executadas durante 20 minutos.

O liguido resultante deste procedimento foi submetido a centrifugagéo a 650
x g por 10 minutos; 0 sobrenadante obtido foi descartado e o sedimento suspenso
em solugdo de agua destilada e Tween 80 — 1,0% e novamente centrifugado sob
as mesmas condigbes. O produto final foi armazenado em tubo cdnico, sendo
mantido sob refrigeracdo por um periodo maximo de 24 horas, previamente 3
reacéo de imunoftfuorescéncia direta.

4.4.3. Reagdo de Imunofluorescéncia Direta - IFA

O sedimento final das amostras de agua foi submetido & reacdo de
imunoflucrescéncia direta (IFA) para a visualizacde e enumeracdo de cistos e
oocistos eventualmente presenies nas diversas preparagbes utilizando o kit

Merifluor® (Cryptosporidium/Giardia - Meridian Bioscience, Cincinnatti, Ohio).
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Aliquotas de 5 ul foram distribuidas homogeneamente nobs pocos da lamina,
permanecendo por 30 minutos a temperatura ambiente e, a seguir, foram fixadas
com 10 pl de metanol, durante 10 minutos.

Posteriormente, uma gota do “fluido de detecgéo” contendo os anticorpos
monoclonais, foi colocada sobre cada pogo, acrescentando-se rapidamente uma
gota da “solugc@o de contraste”. O material permaneceu ac abrigo da luz, &
temperatura ambiente e em camara umida por 30 minutos, de acordo com as
instrucdes do fabricante. Ao término deste tempo, o excesso de reagentes foi
cuidadosamente retirado por meio de gotejamento da “solugéo tampéo” (diluida a
1:20), também disponivel no kit.

O material a ser examinado foi ordenado nas laminas de tal forma que o
controle negativo ficasse entre as amosiras da suspensao do “controle positivo” e
a da agua bruta concenirada. Para a retirada do excesso de reagentes a
preparacao foi inclinada 45° evitando o possivel contato entre os pocos.

O teste confirmatdrio da morfologia foi feito mediante 0 uso de corante
fluorogénico vital, DAPl (4'6- diamidino-2-fenilindole - Sigma Chemicals®),
concomitantemente a reagdo de imunofiuorescéncia. Assim, apds a retirada do
excesso do fluido de deteccdo da IFA, 25 ul da solugao diluida (2:5000) de DAPI
foi acrescentada a cada poco, durante 5 minutos. Na seqluéncia, a lamina foi
suavemente inclinada e o excesso, aspirado com pipeta automatica.

Em seguida, o material passou por quatro lavagens consecutivas, sendo
trés com “solucdo tampéo” diluida {10 pl) e uma com agua destilada (10 pl),
conduzidas durante um minuto € ao abrigo da luz. O excesso de liquido foi
aspirado cuidadosamente.

Ao término das reacbes, a lamina foi mantida em dessecador {contendo
silica gel) & temperatura ambiente por uma hora. Por fim, uma gota do “meio de
montagem” foi colocada em cada pogo anfes da cobertura com laminula. A
preparacéo foi mantida sob refrigeraco e ao abrigo da luz até o momento da
analise.

4.4.4. Visualizagdo
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As laminas foram analisadas com o auxilio de microscopio de
epifluorescéncia (Jenalumar — Carl Zeiss®), com filtros de excitacdo de 450-480
nm e 520 nm de barreira.

As esfruturas gue exibiram fluorescéncia em tonalidade verde-macs,
tamanho e forma equivalentes 2 descricdo de cistos e oocistos e comparaveis as
estruturas observadas no controle positivo da lamina foram submetidas a leitura
da reacdo com 0 DAPI em microscopio com filtros de excitacdo 365-400 nm e 395
nm de barreira (Zeiss-Axiolab®). A visualizacao em microscopio de contraste de
fase também foi empregada. E em todos os casos foram utilizados aumentos de
250x e 400x.

4.5. Critérios de Positividade

Os critérios para a identificacdo de oocistos e cistos levaram em
consideracdo os seguintes indicadores:

a) Imunofluorescéncia; fluorescéncia definida pela cor verde-maga brilhante
(comparavel aguela exibida por mais de 50% de cistos e oocistos presentes nas
suspensdes de “controles positivos”); auséncia de poros ou apéndices; tamanho e
formato compativeis: 8-12 um de tamanho e forma oval para os cistos de Giardia
spp. e, 46 pym de diametro, formato esférico e presenga (ndo obrigatéria) de
sutura no oocisto - para Cryptosporidium spp..

b) Contraste de fase: axonema e nucleos (um a quatro) para cistos; presenca das
estruturas internas, sutura para oocistos.

¢} Teste confirmatorio — DAPI: presenga de quatro nucleos distintos ou axonema,
de cor azul-céu intensa, no interior de um unico cisto/oocisto.

4.6. Equacdo da Concentragédo de Cistos e Oocistos

A estimativa do numero de cistos e oocistos por litro (concentragdo = X)
levou em consideracdo o volume efetivamente filtrado da amostra (l), do
sedimento obtido apds a etapa de concentracdo e eluicdo (ul) e da aliquota
submetida a IFA (ul).

0O célculo foi feito de acorde com a seguinte equacio:
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(1)

Onde:

X = concentragdo de cistos/oocistos;
n = namero de cistos/oocistos;

k = constante, i (k = 5);

S = volume do sedimento obtido (ui);
A = volume da amostra filtrada (1).
4.7. Experimentos Controle

Com a finalidade de conhecer a sensibilidade do procedimento,
experimentos controles positivos e negativos foram efetuados. Para isso, cistos e
oocistos provenientes do kit Merifluor® foram utilizados, sendo enumerados e
inoculados em agua destilada.

A enumeracao inicial de ambaos protozoarios (previamente a inoculagao) foi
feita diretamente na lABmina de imunofluorescéncia e, para célculo da dose de
cistos e oocistos a serem inoculados, levou-se em consideracdo o nimero médio
de cistos/oocistos a partir da contagem de trés aliquotas da suspenso “controle
positivo” do kit, colocadas, respectivamente, nos trés pogos da lamina de IFA.

Controle positivo: Um litro de agua destilada foi artificialmente
contaminado com uma quantidade estimada de 22 cistos e 270 oocistos (a partir
da enumeracgao inicial como descrito acima) e submetido aos procedimentos de
filtracdo, eluicdo, concentracdo e visualizagdo referentes as demais amostras
exceto a reagdo com DAPL _

Controle negativo: Um volume de 500mi de agua reagente foi examinado
de acordo com todas as etapas referenies & andlise parasitologica, de maneira
intercalada as amostras de agua do ponto A1 e as do ponto A2. Assim, 0 controle
negativo serviu como indicativo de possivel contaminagdo do equipamento
utilizado e das condigdes presentes no laboratério durante a manipulagio do
material de estudo.

4.8. Equagao da Eficiéncia de Recuperagio do Método
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A eficiéncia de recuperago foi estimada por:

Y=_r @)

| Onde:

Y = eficiéncia de recuperacao;

r = nimero de cistos/ococistos recuperados;

i = nimero de cistos/oocistos inoculados.

4.9. Exame Microbiol6gico das Amostras de Agua Bruta

Os parametros fisico-quimicos e microbiolégicos foram determinados no
laboratério de Microbiologia da SANASA, de acordo com metodologia descrita no
“Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 20"
(APHA,1998).

A andlise de coliformes foi realizada mediante a técnica de tubos multiplos,
segundo as normas da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
(CETESB: NT L5.202, 1993). Os parametros fisico-quimicos foram mensurados
nos seguintes equipamentos: turbidimetro (HACH), espectrofotémetro (DR 2500 —
HACH) e peagdmetro (DIGIMED) para a determinac&o da turbidez, da cor e do
pH, respectivamente.

4.10. Dados Climaticos

Os dados climaticos foram obtidos junto ao Centro de Ensino e Pesquisa
em Agricultura — CEPAGRI — Unicamp.
4.11. Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados com 0 emprego de estatistica
descritiva e analitica, incluindo teste “f de Student’, para a comparagéo entre a
concentracdo de cistos e oocistos nos dois pontos, andlise de correlagdo de
Pearson entre 0s parametros fisico-quimicos e bioisgicos estudados e analise de
varidncia para determinar a influéncia das estagbes do ano em relagdo 2
concentragdo de cistos e oocistos, coliformes totais, coliformes fecais, turbidez e

pluviosidade. O programa estatistico utilizado foi SPSS, v.12.0.
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5. RESULTADOS
5.1. Experimentos-controle

A eficiéncia de recuperacéo média obtida durante 0os experimentos-controle
positivos (n = 3) foi de 72,72% para Giardia spp. ¢ de ©518% para
Cryptosporidium spp. (TABELA 1).

Em todos os experimentos—controie negativos realizados (n = 25) durante o

estudo, cistos e oocistos ndo foram encontrados.

TABELA 1: Eficiéncia de recuperacdo do métedo de filtragdo em membrana.

Numero Tipode  Volume NuUmero de Organismos Eficiéncia de
do Agua de agua Visualizados™ Recuperacao (%)
Controle inoculado  Giardia Cryptosporidium Giardia Cryptosporidium
(ml) SPp. Spp. Spp. spp.
I Destilada 1.000 19 231 86,3 85,5
il Destilada  1.000 19 130 86,3 48,1
i Destilada 1.000 10 167 45 4 61,8

=Foram inoculados 22 cistos de Giardia spp. e 270 oocistos de Crypfosporidium spp. a cada
experimento.

5.2. Amostras de Agua Bruta do Rio Atibaia

No periodo compreendido entre margo de 2002 a abrii de 2003, foram
recolhidas 25 amostras de agua bruta superficial do rio Atibaia, dos pontos A1 e
A2 respectivamente. O volume de agua efetivamente filtrado foi de 500 ml para
todas as amostras e o volume do sedimento final, apos os processos de eluicdo e
concentracdo, variou entre 25 pl e 165 pl, dependendo da turbidez da agua
analisada {TABELAS 3 e 4).

Ponto A1: A positividade das amostras foi de 52,0% (13+/25) para cistos de
Giardia spp. cuja concentragdo média foi de 25,12 cistosfl (DP = 33,43, variagéo
de 16 — 136) (FIGURA 5). Oocistos de Cryptosporidium spp. n&o foram detectados
nas amostras neste porto (TABELA 2). Quanto acs parametros fisico-quimicos, os
valores médios foram para a turbidez: 53,76 NTU (DP = 58,65; variaco de 12 —
279); pH, 7,0 (DP = 0,45; variacéo de: 5,8 a 7,8) e cor, 274,56 mg Pt — Co/L (DP =
316,96; variacéo de 68 — 1491) (TABELA 3).
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TABELA 2: Concentracao de cistos de Giardia spp. e cocistos de Cryptosporidium
spp. na agua bruta superficial do Rio Atibaia — Pontos A1 e A2, Campinas, SP,
Brasil {(Margo de 2002 a Abril de 2003).

Giardia Cryptosporidium Giardia Cryptosporidium

Datas (cistos/l) (oocistos/l) {cistos/l) {oocistos/i)

A1 A1 A2 A2
23/04/02 ND* ND 32 ND
07/05/02 ND ND 130 ND
21/05/02 ND ND 240 ND
04/06/02 136 ND 90 ND
18/07/02 ND ND 40 ND
02/07/02 80 ND 44 ND
16/07/02 28 ND 14 ND
30/07/02 60 ND 88 ND
13/08/02 ND ND 42 ND
27108/02 ND ND 42 ND
10/09/02 56 ND ND ND
24/09/02 44 ND 66 ND
08/10/02 54 ND 144 ND
22{10/02 ND ND 60 ND
05/11/02 30 ND ND ND
18/11/02 24 ND 182 ND
03/12/02 20 ND ND ND
17112102 40 ND 20 20
30/12/02 16 ND 22 ND
14/0103 ND ND 168 ND
28/01/03 ND ND 124 ND
11/02/03 ND ND ND ND
25/02/03 ND ND ND ND
11/03/03 40 ND 56 ND
25/03/03 ND ND ND ND

*ND = néo detectado
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TABELA 3: Parametros fisicos, quimicos e microbiolégicos e volume do sedimento

da agua bruta superficial do Rio Atibaia no ponto A1, Campinas, SP, Brasil (Marco
de 2002 a Abril de 2003).

Coliformes Coliformes Pluvios.

Datas Sedm'llento Tura;t.)rngez H (F:'orc 1 totais fecais pontual
{ul) (NTU) mg P-Colt  ymp/100ml  NMPHOOMI  (mm)
23/04/02 45 17 6,6 82 80x 10° 1,3x10° 0,0
07/05/02 45 17 6,4 90 1,7 x 10* 27 x10% 7.3
21/05/02 80 16 6,3 83 50x 10 2,0x10° 20,2
04/06/02 85 26 6,2 138 24x10° 1.4x10° 0,0
18107102 35 14 6,5 83 1,3x10° 1,1 x10° 0,0
02/07/02 50 16 7.3 81 1,3x 10* 4,0x10? 0,0
16107102 35 12 7.5 74 7.0x 10° 4.0x 10 0,0
30/07/02 75 a0 7.3 464 33 x10% 40x10° 0,0
13/08/02 45 121 6.6 692 28x10° 20x10° 0,0
27/08/02 35 27 7.0 77 7.0x10° 30x10° 0,2
10/09/02 35 21 6,9 68 17 x10° 8,0 x 10° 0,0
24/09/02 55 18 6.4 84 1,3x10* 1,7 x10° 0,0
08/10/02 65 15 7.1 75 50x10° 8,0 x 10? 0,0
22110102 65 52 6,8 297 2,1 x 10 40x10° 6.4
05/11/02 75 26 77 128 80x10° 50x10° 24,0
19/11/02 60 29 7.4 151 3,0x 10 1.3x10° 256
03/12/02 50 76 77 381 50x10* 9,0x10° 0,0
17/12/02 50 18 7.3 62 24x10* 9,0 x 10° 0,8
30/12/02 40 135 7.0 660 2,4 x10° 6,0 x 10° 0,0
14/0103 135 121 7.7 540 3,0x10° 2,7 x 10* 18,6
28/01/03 85 279 7.2 1491 22x10° g 0x 10* 15,4
11/02/03 35 51 7.1 261 7.0x 10% 1,7 x 10* 0,0
25/02/03 25 43 7.0 234 50x10* 40x10° 0,0
11/03/03 100 62 6,8 346 1,7 x 10% 6,0x10* 6,2
2503103 25 42 7.5 2022 2,0 x 10° 2,0x 10 0.0
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TABELA 4: Parametros fisicos, quimicos e microbioldgicos e volume do sedimento

da agua bruta superficial do rio Atibaia no ponto A2, Campinas, SP, Brasil (Margo
de 2002 a Abril de 2003).

Coliformes Coliformes Pluvios.

Datas Sed;ml;anto T‘(’S.‘;'.'&TZ pH m cli(t)-rCo N totais fecais pontuat
H g NMP/100ml  NMP/100ml  {(mm)
23/04/02 40 26 6,7 125 22x10° 20x10° 0,0
Q7/05/02 65 19 6,1 101 1,1 x 10° 7.0x10° 7.3
21/05/02 100 19 6,2 131 1,7 x10° 9.0 x10* 20,2
04/06/02 75 23 58 127 6,0x10° 1,3x10° 0,0
18/07/02 25 15 6,4 80 1,7 x 10° 1,4 x 10° 0,0
02/07/02 55 15 7.4 69 1,0x10° 7.0x10* 0.0
16/07/02 35 13 7.3 65 9.0x10° 2,0x10° 0,0
30/07/02 55 33 7.1 185 3,0x10° 1,1 x 10° 0,0
13/08/02 35 54 6,4 295 1,7 x10° 2,0x10° 0.0
27108102 35 18 6,7 77 33x10° 1,1 x10° 0,2
10/09/02 45 26 6,7 122 1,4x10° 1,3 x10° 0,0
24/09/02 55 27 6,9 135 9.0x 108 1,1x10° 0,0
08/10/02 45 56 7.2 377 26x10* 6,0 x 10* 0,0
22/10/02 75 255 6,3 350 26x10? 9.0x 10 6,4
05/11/02 165 29 7.5 161 1,6 x 10° 1,6 x 10° 24,0
19/11/02 65 63 7.3 344 9,0x10° 40x10° 256
03/12/02 75 168 7.1 915 9,0x10° 2,0x10° 0,0
17/12/02 50 17 7.2 80 22 x10° 4,0x10° 0,8
30/12/02 55 17 7.2 60 22x10° 40x10° 0,0
14/0103 105 192 7.8 990 1,1 x10° 1,1 x 10* 18,6
28/01/03 155 129 7.2 702 2.2x10° 9,0x10° 15,4
11/02/03 45 60 7.1 309 2,2x10° 90x10° 0,0
25/02/03 20 46 7.4 267 50x10? 1.1 x 10* 0,0
11/03/03 70 100 6,5 549 26x10° 8,0 x 10* 6,2
25/03/03 25 40 7.1 226 7.0x10° 4.0x10* 0,0

A andlise microbioldgica mostrou que a quantidade média de coliformes totais e
fecais foi de 5,8 x 10* NMP/100ml (DP = 8,6 x 10* variagdo de 1,7 x 10° - 3,0 x
10°%) e de 1,1 x 10* NMP/ml (DP = 2,1 x 10 variacéo de 4,0 x 10> -~ 9,0 x 10%,

respectivamente (TABELA 3).

Ponto A2: Cistos de Giardia spp. estiveram presentes em 76,0% (19+/25)

das amostras e oocistos de Crypfosporidium spp., em 0,04% (1+/25) delas
(FIGURA 5). A concentracdo meédia de Giardia spp. foi de 64,16 cistos/| (DP =
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66,19, variacdo de 14 — 240) e de Cryptosporidium spp., 0,8 oocistos/t (TABELA
2).

A turbidez média foi de 58,4 NTU (DP = 63,12; variacdo de 17 — 255), a
média do pH foi de 6,9 (DP = 0,499; variagdo de 5,8 — 7,8) e a da cor, 272,88 mg
Pt — Co/L (DP = 259,70; variagcao de 60 — 990) (TABELA 4).

A quantidade média de coliformes totais foi de 6,6 x 107 NMP/100mi (DP =
3,2 x 10% variagéo de 5,0 x 10 —1,6 x 10°) e de coliformes fecais foi de 6,44 x 107
NMP/ml (DP = 3,2 x 10%, variacdo de 9,0 x 10°—1,6 x 10°%) (TABELA 4).

Durante © periodo de estudo, em ambos os ponios, a precipitacéo
pluviométrica apresentou os seguintes valores™: ver8o, 689,1 mm; outono, 195
mm; inverno, 126,2 mm e primavera, 349,5 mm.

5.3. Anédlise Estatistica

Teste f de Student: A comparacdo da concentracdo de cistos entre os dois
pontos analisados revelou diferenca significativa entre eles (p = 0,04; o = 0,05).

Analise de Correlagdo: Houve correlagao entre os seguintes parémetros:
coliformes totais ¢ fecais (pontos A1 e A2); indices pluviométricos e concentracdo
de cistos no ponto A2, mas nédo no A1; turbidez e indices microbioldgicos no ponto
A1 (TABELA 5).

Nao houve correlagdo entre a concenitracdo de cistos e 0s seguinies
parametros. coliformes totais, fecais e turbidez (TABELA 5).

Analise de Variancia: Em relacao & sazonalidade, nd&o houve diferenca
significativa entre as estacdes e as variaveis: concentra¢io de cistos e estacdes
do ano (F = 2,868; P = 0,05); coliformes totais (F = 4,940; P = 0,05); coliformes
fecais (F = 4,951; P = 0,05) e pluviosidade (F = 5,104; P = 0,05). A turbidez
apresentou variacao entre os periodos de verdo e invemo {p = 0,016; a = 0,05),
verdo e outono (p = 0,006; o = 0,05). |

* Deve-se considerar tais valores aproximados, pois a medicio representa uma area de no maximo
100 metros de raio do Posto Meteoroldgico.
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Figura 5: Grafico da concentragdo de cistos de Giardia spp. na agua bruta superficial do
Rio Atibaia, Campinas, Brasil (Marco de 2002 a Abril de 2003).
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TABELA 5: Correlacéo™ entre a concentracao de cistos de Giardia spp., turbidez,

coliformes fecais, coliformes totais e pluviosidade nos pontos A1 e A2, Campinas,
SP, Brasil (Marco de 2002 a Abril de 2003).

. Coliformes Coliformes o
Parametros Ponto TF&?S‘?Z totais fecais Pluw;i;dade
(NMP/100mi)  (NMP/100mi) (mmy)
Al r=-0252; r=-0276; r=-0,252; r=-0,223;
Giardia spp. p=0224 p=0,,0181 p =0,224 p =0,285
(cistos/l) A =-0,055; r=-0201: r=-0,201; r=0611;
p=0795 p=0,7335 p =0,334 p = 0,001
A1 _ r = 0694; r=0,750; r=0,197;
Turbidez p =0,000 p = 0,000 p =0,346
(NTU) A2 _ r=-0,087; r =-0,086; r=0,010;
p=0679 p =0,682 p =0962
_ Af _ . r=0,602 r=0,284;
Coliformes p = 0,001 p =0,169
totais
NMP/100ml A2 _ N r=1,000; r=0,467;
p =0,000 p=0,019
r=0,275;
Al - — — p=0,183
Coliformes
fecais A2 —_ — — r _"_%%67;
NMP/100m! p=0,019
A2 — — — —

*r: coeficiente de correlagio; p: nivel de significancia.
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6. DISCUSSAQ

Os problemas relacionados a escassez e a qualidade dos mananciais de
agua doce constituem uma preocupagao crescente em todo o mundo, inclusive no
Brasil, principalmente nas regides metropolitanas porque podem prejudicar a
oferta e distribuicio da agua, além de trazer prejuizo para a satdde da populacdo
(VASCONCELOS, 2002). As enfermidades causadas pela agua contaminada
comprovam o quanto € necessario ¢ acesso a agua tratada adequadamente: a
cada ano, ocorrem cerca de 3,4 milhoes de obitos € mais de 30 milhdes de casos
de doencas de veiculag@o hidrica (BRUNDTLAND, 2002).

No Brasil, ainda & uma pratica comum © despejo de esgoto domeéstico in
naftura nos corpos d'agua, cerca de 52,2% dos municipios possuem rede de
esgotamento sanitario, mas somente 20,2% tratam o esgoto (IBGE, 2000). O
municipio de Campinas possui redes de afastamento e coleta de esgotos em
88.0% dos domicilios, mas trata apenas 14,0% do esgoto doméstico produzido
(SANASA, 2004; SANTOS et al., 2004b).

No caso da Bacia do Rio Piracicaba, a demanda crescente de agua em
funcdo do aumento da populacdo e do desenvolvimento econdmico, €
incompativel com o volume disponivel destes recursos, principalmente porque a
qualidade de varios mananciais esta comprometida. A area da bacia possui um
expressivo numero de industrias e produgdo agricola bastante intensa (CARMO,
2002); estas caracteristicas sdo comuns 4 regido do Rio Atibaia, responsavel pelo
abastecimento da Regi8o Metropolitana de Campinas e outras cidades proximas
(CARMO, 2002; SANASA, 2004; SEMAE, 2002). Ao longo dos ultimos anos, este
manancial vem sofrendo intensa atividade antrépica, destacando-se a ocupagio
imobiliaria e praticas agricolas (que tém coniribuido para o aumento da quantidade
de material particulado proveniente de processos erosivos e do escoamento
superficial}) (SIVIERO, 1989, SIVIERO, 2003) e a disposicdo de residuos
industriais e domésticos (que chegam aos cursos d’'agua com tratamento parcial
ou ausente, sobretudo nas areas de maior concentracio populacional, como no
municipio de Campinas) (KRUSCHE et al., 2002).
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O Ribeirdo Pinheiros recebe esgotos nio tratados de cidades vizinhas,
além do efluente da Estacgdo de Tratamento de Esgotos (ETE)
Samambaia/Campinas e, desagua no rio 4 montante do ponto de captacio (A2)
de agua pela companhia de abastecimento do municipio de Campinas,
considerado estratégico neste estudo.

Os altos indices de coliformes totais e fecais (TABELAS 3 e 4), atestaram a
contaminacdo da Agua e refletiram as mas condigbes da qualidade deste
manancial, principalmente apés © recebimento do Ribeirdo Pinheiros. Ao
compararmos a qualidade da agua do Rio Atibaia, em relacdo a presenca de
cistos, verificamos que a mesma & fortemente influenciada pelo desaguamento do
ribeirdo como demonstra a maior concentracio de cistos no ponto A2 em relacao
ao A1 (p = 0,011). Alem disso, ja fol documentado que este ponto apresenta, em
alguns momentos, uma diminuic&o do oxigénio dissolvido, aumento da demanda
bioguimica de oxigénio, nitratos e coliformes, parametros que indicam perda da
qualidade da agua (KRUSCHE et al., 1997; KRUSCHE et al., 2002).

A presenca de bactérias do grupo “coliformes” (totais e fecais) é
amplamente empregada para indicar contaminagdo em ambientes e sistemas
aquaticos (ROMPRE et al., 2002), entretanto, estes microrganismos n&o sao
considerados indicadores obrigatdrios da presenca de cistos de Giardia spp. efou
oocistos de Cryptosporidium spp. (FRICKER E CRABB, 1998), sendo que a
correlacao enire a ocorréncia de coliformes e destes protozoarios patogénicos
ainda € um aspecto controvertido, pois enguanto alguns esfudos apontam esta
correlacdo (LEMARCHAND e LEBARON, 2003; HSU et al., 1999; ATHERHOLT et
al., 1998; AHMAD et al., 1897; LECHEVALLIER et al., 1991), outros n&o obtiveram
o mesmo resultado (CARRARO et al., 2000; ROUQUET et al., 2000; HO e TAM,
1928); também, nesta investigacao nao houve correlacéo entre cistos e coliformes
totais/ fecais, em ambos os pontos (A1 e A2). No entanto, € importante mencionar
que “... a relacdo entre estes indicadores e a ocorréncia de cistos e oocistos pode
variar de um sistema aquatico para outro e também em locais diferentes em um
mesmo manancial... (CHAURET et al., 1995).
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Quanto a presenca de Giardia spp. no Rio Atibaia, a concentragdo de cistos
observada no ponto A2 (TABELA 1) foi alia assim como os dados obtidos pela
CETESB, em levantamento que incluia o ponto de captacio (A2) no qual, Hachich
et al. (1999) relataram uma concentracdo maxima de 521 cistos/l. £ importante
enfatizar que a comparacao entre diversos estudos é dificultada em funcdo das
diferentes metodologias empregadas e da grande vanabilidade inter-laboratorial
no que tange a recuperacdo de cistos e oocistos (FRICKER e CRABB, 1998).
Além disso, outro fator que pode ter contribuido para a diminuicdo da
concentragdo de cistos de Giardia spp. neste ponto foi o inicio do funcionamento
(julho de 2001) da ETE Samambaia cujo efluente tratado chega ao Ribeirdo
Samambaia e posteriormente ao Ribeirdo Pinheiros; o tratamente do esgoto
doméstico desta area atende a 4,1% da populagdo de Campinas (39.892
habitantes) (SANASA, 2004). A ocorréncia de Giardia spp. ndo apresentou
variagdo sazonal durante o periodo de estudo o0 que & coerente com as
caracteristicas climaticas regionais cujas diferencas estacionais ndo sao tao
acentuadas em Campinas (CEPAGRI, 2004).

QOocistos de Cryptosporidium spp. foram detectados em uma amostra
proveniente do ponto A2, na concentracéo de 20 ococistos/I (TABELA 2). Este
achado ocorreu no inicio do verdo depois de pesadas chuvas que cairam
anteriormente ao dia desta coleta. Situacdes semelhantes, nas quais oocistos
foram detectados apoés forte precipitacdo pluviométrica também foram relatadas
por outros autores (KISTEMANN et al, 2002; SKERRETT e HOLLAND, 2000;
FERGUNSON et al., 1996) e, segundo ATHERHOLT et al, (1998), as chuvas
contribuem para aumentar a concentra¢do de cistos e oocistos pelo acréscimo da
quantidade de material particulado devido ao revolvimento de sedimentos; por
outro lado, cistos e oocistos podem, dada a sua grande capacidade de
sobrevivéncia ambiental e de adesdo as particulas presentes na &agua,
acumularem-se no leito do rio, de modo que as chuvas, principalmente aquelas
que ocorrem no inicio do veréo, podem originar altas concentragSes do organismo
no manancial. Ressalte-se que os fendmenos de adesdo exibidos por cistos e

oocistos s&o um importante fator na epidemiologia ambiental de Giardia spp. e
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Cryptosporidium spp. {KISTEMANN et al., 2002; ROSE et al., 2002; NEWMAN et
al., 1993; GILMOUR et al., 1991).

A correlacdo existente entre coliformes totais/ fecais e a pluviosidade
(TABELA 5) e entre conceniragdo de cistos e pluviosidade no ponio A2 reflete
claramente o papel das chuvas na qualidade microbiolégica e parasitologica do
Rio Atibaia e a influéncia do desaguamento do Ribeirdo Pinheiros neste
manancial.

Em relacéo as diferentes estagbes do ano, houve variagdo da turbidez
(ver&oloutono; veraofinvemo; p = 0,05); tal resultado era esperado uma vez que
 existem diferencas na taxas de pluviosidade em cada um destes periodos: no
verdo, época das chuvas, ha maior quantidade de particulas em suspenséo e, no
outonofinverno, em fungdo da estiagem prolongada que atinge usualmente a
regido de Campinas, ¢ teor de material particulado suspenso no manancial €
menor.

Algumas das amostras analisadas apresentaram alterados os parametros
de cor, pH e turbidez (referentes ao ponto A2) (TABELA 3), tais alteraches
confirmam a contribuicdo exercida pontualmente pelo Ribeirdo Pinheiros na
deterioracdo da gqualidade de agua do Atibaia e sua possivel interferéncia nos
processos de autodepuracéo natural desse manancial (FIGURA 2).

Apesar dos valores de turbidez terem variado de 12 a 279 NTU nas
amostras analisadas, as preparacOes finais permitiram a identificagdo dos
organismos sem que houvesse interferéncia como fluorescéncia residual ou
compactacio de sujidades que poderiam obscurecer e dificultar a visualizagao dos
cistos e oocistos (FIGURAS 6 e 7).

Assim, considerando que a recuperacgdo laboratorial destes protozoérios é
dependente das caracteristicas da agua a ser analisada, introduziu-se
modificagdes em relagdo ao método de filtragdo em membrana originalmente
descrito por Franco et al. (2001b) visando reduzir a possivel perda de organismos
por meio da alteracéo da solucéo de eluicdo (utilizando agua destilada ao invés de
PBS), de modo a diminuir as interagbes entre a carga superficial de cistos e
oocistos e o meio (THOMAS et al., 2001); da utilizagdo de membranas de ésteres



58

FIGURA 6: Cistos de Giardia spp. em amostra da agua bruta do Rio Atibaia,
ponto A2. Aumento: 400x.

FIGURA 7: Oocisto de Cryptosporidium spp. em amostra da agua bruta do Rio
Atibaia, ponto A2. Aumento: 400x.



59

de celulose devido & sua maior maciez, resisténcia e facilidade de manuseio
(SHEPHERD e WYN-JONES, 1996) o que garantiu boa eficiéncia de recuperagao
nos experimentos -~ controle: 72,7% para Giardia spp. e ©659% para
Cryptosporidium spp. (TABELA 1). Franco et al. (2001a) empregando cistos e
oocistos purificados obtiveram um resultado semelhante com taxas de
recuperacdo para Giardia spp. entre 33,0% a 95,0% e para Cryptosporidium spp..
44 5% a 100,0%.

Por estes motivos, € pouco provavel gue os resultados negativos para a
presenca de Cryptosporidium spp. neste estudo sejam devidos a metodologia
empregada. Estes dados sdo semelhantes aos resultados apresentados pela
CETESB (2003) nos quais oocistos de Cryptosporidium spp. ndo foram detectados
neste manangcial, utilizando o método 1623 (separacio imunomagnética) (USEPA,
19989). _

E importante enfatizar que n&o hd uma Unica metodologia que seja
apropriada em todas as situagbes e que apresente um desempenho reprodutivel,
diante de uma ampla variacdo de condigGes ambientais; mesmo a introducéo de
tecnologias como a separacdo imunomagnética ou os aparatos de filtracao
(Envirocheck/Filta-Max) acarretaram pequenas melhorias nas taxas de
recuperacao e, a etapa de filtragdo mostrou-se ser critica, principalmente quando
analisando a agua bruta (FRANCY et al, 2004; FENG et al., 2003); assim, a
escolha do método a ser utilizado deve levar em consideragdo qual o propdsito da
amostragem, a qualidade da agua a ser analisada, a infra-estrutura do laboratério
onde a analise sera conduzida, o tempo de execugdo, o custo e a complexidade
do protocoic a ser executado, além da sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade (FRICKER e CRABB, 1928; DiGIORGIO et al., 2002).

Vale ressaltar que os métodos validados em outros paises podem nio se
mostrar adequados para analisar 0s mananciais brasileiros devido &s suas
caracteristicas intrinsecas, por isso ha a necessidade de se pesquisar alternativas
compativeis com as caracteristicas de cada regido e que envolvam menores
custos de implantagdo e de manutengio.
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Estudos sobre a epidemiologia ambiental de Giardia spp. e Crypfosporidium
spp. sdo de grande relevancia para os sistemas produtores de agua devido ao
risco potencial que estes protozoarios representam para a Saude Publica guando
presentes em agua para consumo humano casc ocorram possiveis falhas no
sistema de tratamento convencional. Condictes como a alta turbidez em amostras
de agua bruta, podem representar uma maior dificuldade nas etapas de
decantacéo e filtrac@o (consideradas criticas para a remogao de cistos de Giardia
spp. e oocistos de Crypfosporidium spp.) durante este tipo de sistema de
tratamento (CANTUSIO NETO e FRANCO, 2004; L eCHEVALLIER ¢ NORTON,
1995).
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7. CONCLUSAO
As conclusdes obtidas neste trabalho foram:

1. Cistos de Giardia spp. estiveram presentes em 52,0% (13+/25) das
amostras de agua bruta superficial do ponto A1 e em 76,0% (19+/25) das
amostras no ponto A2;
2. A concentracéo de Giardia spp. no ponto A2 foi maior (variando entre 14 a
240 cistos/l; média de 64,16 cistos/l) que no ponto A1 (16 e 136 cistos/! média
de 25,12 cistosfl);
3. Houve diferenca significativa entre as concentracBes de cistos de Giardia
spp. quando comparados os pontos A1 e A2 (p = 0,05) o que indica que a
qualidade do Rio Atibaia e fortemente influenciada pelo desaguamento do
Ribeiréo Pinheiros;
4.  Occistos de Cryptosporidium spp. estiveram presentes em 0,04% (1+/25)
das amostras do ponio A2, mas néo foram detectados no ponto A1 e a
concentracao Cryptosporidium spp. foi de 20 oocistos/t (média de 0,8 oocistos/l);
5. A detecgdo de ambos os protozoarios foi possivel com o emprego da
técnica de filtragdo em membrana de 47 mm e porosidade nominal de 3 um;
6. As modificagbes introduzidas no método de filtragdo em membranas
alcancaram uma eficiéncia de recuperacdo de 72,2% para Giardia spp. e 65,9%
para Cryptosporidium spp.;
7. A precipitac@o pluviomeétrica exerce grande influéncia na qualidade da agua
e também nas caracteristicas do rio uma vez que houve correlacdo: entre a
pluviosidade e a concentragdo de cistos de Giardia spp. no ponto A2 (r = 0,61 1 )
mas ndo no A1 (r = -0,223); enire a pluviosidade e a quantidade de coliformes
totais (r = 0,467) e fecais (r = 0,467) no ponto A2; entre a turbidez e coliformes
totais (r = 0,694) e fecais (r = 0,750) no ponto A1;
8. N&o houve correlacgio entre: coliformes totais e a concentracio de cistos de
Giardia spp. (A1: r = -0,276; A2: r = -0,201); coliformes fecais e a concentracdo
de cistos de Giardia spp. (Al: r = -0,187; A2 r = -0,201) e, portanto, ndo foram
parametros adequados para indicar a presenca de Giardia spp. e
Cryptosporidium spp.;
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9. A presenca e a quantidade de cistos de Giardia spp. n&o apresentaram
sazonalidade (p = 0,05);

10. A turbidez apresentou variagdo entre os periodos de veréao e inverno (p =
0,016) e verado e outono (p = 0,008).



63

8. REFERENCIAS

= AHMAD, R. A LEE, E; TAN, I. T. L;; MOHAMAD-KAMEL, A. G. Occurrence of
Giardia cysts and Crypfosporidium oocysts in raw and treated water from two large
treatment plants in Selangor, Malaysa. Wat. Res., v. 31, n. 12, p. 3132-3136,
1997.

= ALDOM, J. E.; CHAGLA, A. H. Recovery of Cryptosporidium oocysts from
water by a membrane filter dissolution method. Lett. Appl. Microbiol., v. 20, p.
186-187, 1995.

» AMERIACAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATON (APHA). Standart Methods for
the Examination of Water and Wastewater. 20% ed. Washington: American
Public Health Association, Water Works Association e Water Environment
Federation, 1998.

» ALLEN, M. J; CLANCY, J. L,; RICE, E. W. The plain, hard truth about
pathogen monitoring. J. AWWA, v. 92, n. 9, p. 64-76, 2000.

* ATHERHOLT, T. B.; LeCHEVALLIER, M. W,; NORTON, W. D.; ROSEN, J.S.
Effect of rainfall on Giardia and Crypfo. J. AWWA, v. 80, n. 9, p. 66-80, 1998.

= BARALDI, S. R; DEL GUERCIQ, V. M. F.; BORGES, V. R. P; VIEIRA, C. S.
Protozodrios entéricos: Cryptosporidium sp. e Isospora belli na regido de
Campinas, SP. In. | Semindrio Internacional em Protozodrios Patogénicos
Emergentes. | Congresso da Sociedade Paulista de Parasitologia: Meio Ambiente,
Saneamento e Impactos na Salde. Anais eletronicos... [Campinas]: [s.n], 2004.
resumo n. 34. 1 CD-ROM.

s BARWICK R. S.; LEVY, D. A; CRAUN, G. F; BEACH, M. J.; CALDERON, R.
L. Waterborne disease outbreaks, United States, 1997-1998. In: Surveillance
Summaries. MMWR, v. 49, n. 884, p. 1-35 may 2000. Disponivel em:
<www.epa.gov/mmwr>. Acesso em: 03 maio 2004.

= BLACKBURN, B. G.; CRAUN, G .F; YODER, J. S.; HILL, V.; CALDERON, R.
L.: CHEN, N_; LEE, S. H.; LEVY, D. A; BEACH, M. J. Surveillance for Waterborne-
Disease Outbreaks Associated with Drinking Water — United States, 2001 — 2002
In: Surveillance Summaries. MMWR, v. 53, n. SS8-08, p. 24-45 oct. 2004.
Disponivel em: <www . epa.govimmwr>. Acesso em 15 de dez. 2004.

= BORCHARDT, M. A. e SPENCER, S. K. Concentration of Crypfosporidium,
microsporidia and other water-borme pathogens by continuous separation channel
centrifugation. J. Appl. Microbiol., v. 92, p. 645-656, 2002.

= BRANCO, S. M. Agua, Meio Ambiente e Saude. In: REBOUCAS, A C,;
BRAGA, B. e TUNDIS|, J.G. (Org.). Aguas Doces no Brasil — Capital Ecologico,



64

Uso e Preservagdo. 22 ed. S50 Paulo: Editora Escrituras. Cap. 7, p. 227-248,
2002.

« BRASIL. Ministério do Meio Ambiente, dos Recursos Hidricos € da Amazbnia
Legal. Recursos Hidricos no Brasil. Brasilia, DF. Secretaria dos Recursos
Hidricos, Ministério do Meio Ambiente, Abril, 1998. Acervo Técnico. Disponivel em:
<www.mma.gov.br>. Acesso em: 15 maio 2002.

= BRASIL. Ministério da Saude. Portaria n® 1.489 de 29 de dezembro de 2000.
Brasilia, DF, 2000.

» BRASIL. Ministério da Satide. Portaria n® 518 de 25 de margo de 2004. Diario
Oficial da Unido n. 59, Brasilia, DF., 26 mar. 2004, Secéo |, pag. 266-270.

= BRUNDTLAND, G. H. Water Supply Sanitation and Hygiene Links to
Health. Disponivel em: <http:./iwww. who.int/docstore/water _sanitation
_health/General/ facts&fig.pdf diseases/ wshlinks.pdf>. Acesso em: 15 mar. 2002.

= BUKHARI, Z.; McCUIN, R. M. FRICKER, R. C.. CLANCY, J. L
Immunomagnetic separation of Crypfosporidium parvum from source water
samples of various turbidities. Appl. Environ. Microbiol., v. 64, p. 4495, 1998.

= BULL, S.; CHALMERS, R.; STURDEE, A. P.; CURRY, A. KENNAUGH, J.
Cross-reaction of an anti-Crypfosporidium monoclonal antibody with sporocysts of
Monocystis species. Vet. Parasit., v. 77, p. 195-197, 1998.

= BURLINGAME, G. A; PICKEL, M. J; ROMAN,I J. T. Practical apphcations of
turbidity monitoring. J. AWWA, v. 90, n. 8, p. 57-69, 1998,

= CANTUSIO NETO, R.; FRANCO, RM.B. Ocorréncia de oocistos de
Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. em diferentes pontos do processo
de tratamento de agua, em Campinas, S30 Paulo, Brasil. Higiene Alimentar, v.
18, n. 118, p. 52-59, 2004.

» CARMO, R. L. A agua € o limite? Redistribuicdo espacial da poputagao e
recursos hidricos no Estado de Sao Paulo. Campinas: Nacleo de Estudos da
Populagao, Unicamp, set. 2002, 181p. (Textos NEPO 42).

= CARRARO, E.; FEA, E.; SALVA, S,; GILLI, G. Impact of wastewater treatment
plant on Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts occurring in a surface water.
Wat. Sci. Tech., v. 41, n. 7, p. 31-37, 2000.

= CENTER FOR DISEASES CONTRQOL AND PREVENTION (CDC). CDC
surveillance summaries. MMWR, v. 40, n. 53-3, 1991. Disponivel em:
<http:/iwww.cdc.govimmwr>. Acesso em. 03 maio 2004.

» CENTER FOR DISEASES CONTROL AND PREVENTION (CDC). Surveillance
for Waterbome Disease Qutbreaks — United States, 1991-1992. In: CDC



65

Surveillance Summaries. MMWR, v. 42, n. §8-5, p. 1-22, nov. 1993. Disponivel
em: <http://www.cdc.govimmwr>. Acesso em: 03 maio 2004.

= CENTRO DE PESQUISAS METEOROLOGICAS E CLIMATICAS APLICADAS
A AGRICULTURA. Clima de Campinas. Disponivel em: <
http://orion.cpa.unicamp.br/portal/index.php>. Acesso em: 10 dez. 2004.

= CHAURET, C.; ARMSTRONG, N.; FISHER, J; SHARMA R,
SPRINGTHORPE, S.; SATTAR, S. Correlating Cryptosporidium and Giardia with
microbial indicators. J. AWWA v. 7, n. 11, p. 76- 84, 18985.

» CLANCY, J. L; BUKHARI, Z; McCUIN, R. M.; MATHESON, Z; FRICKER, C.
R. USEPA Method 1622. J. AWWA, v. 91, n. 9, p. 60-68, 1999.

= COMITE DAS _BACIAS HIDROGRAFICAS DOS RIOS PIRACICABA,
CAPIVARI, JUNDIAI (CBH-PCJ). 2.4.3.- Uso dos Recursos Hidricos € Demanda
de Agua. In: Situagcdo dos Recursos Hidricos das Bacias Hidrograficas dos
Rios Piracicaba, Capivari e Jundiai, UGRHI 5 — Relatério técnico final. v. 1.
Séo Paulo: Centro Tecnologico da Fundagdo Paulista de Tecnologia e Educacéo
(CETEC), maio 2000, p.163-258. Disponivel em: <
hitp:./fiwww.comitepcj.sp.gov.br/>. Acesso em: 08 maio 2003.

= COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL (CETESB).
Relatério de Qualidade das Aguas interiores do Estado de Sdo Paulo 2002.
Sao Paulo: CETESB, p. 273, 2003. ISSN: 0103-4103. Secretaria Estadual de Meio
Ambiente: Série Relatérios. Disponivel em: <www.cetesb.sp.gov. br>. Acesso em:
18 out. 2003.

* COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL (CETESB).
Coliformes totais e fecais em amostras de agua pela técnica de tubos
multiplos. Sdo Paulo, NT L5.202, 1993.

= CONNELL K; RODGERS, C. C; SHANK-GIVENS, H. L; SCHELER, J;
POPE, M. L.; MILLER, K. Building a better protozoa data set. J. AWWA, v. 92 n.
10, p. 30-43, 2000.

= CORSO, P. 8.; KRAMER, M. H; BLAIR K A_; ADDISS, D. G.; DAVIS, J. P
HADDIX, A. C. Cost of iliness in the 1993 waterborne Crypfosporidium outbreak,
Milwaukee, Wisconsin. Emerg. Infec. Dis., v.9, n. 4, p. 426431, 2003.

» CRAUN, G. F. Waterborne giardiasis. In. MEYER, E. A (Ed.) Giardiasis. 1% ed.
Amsterdan: Elsevier. Vol 3. Cap. 15, p. 267-293, 1990.

* CRAUN, G. F; HUBBS, S. A; FROST, F.; CALDERON, R. L.; VIA S. H.
Waterborme outbreaks of cryptosporidiosis. J. AWWA, v. 90, n. 8, p. 81-91, 1988.

» CROCKETT, C.S.; HAAS, C. N. Understanding protozoa in your watershed. J.
AWWA v.89,n. 9 p. 62-73, 1997.



66

» D’ANTONIO, R. G.; WINN, M. D; TAYLOR, JEFFERY; GUSTAFSON, T. L.
CURRENT, W. L.; RHODES, M. M.; GARY Jr., G. W.;: ZALAC, R. A. A waterborne
outbreak of cryptosporidiosis in normal hosts. An. Int. Med., v. 103, n. 6, pt. 1, p.
886-888, 1985.

= DAVIES, C. M., FERGUNSON, C. M., KAUCNER, C.; KROGH, M;
ALTAVILLA, N.; DEERE, D. A; ASHBOLT, N. J. Dispersion and transport of
Cryptosporidium oocysts from fecal pats under simulated rainfall events. Appl.
Environ. Microbiol., v. 70, n. 2, p. 1151-1158, 2004,

= DAWSON, D. J.; MADDOCKS, M.; ROBERTS, J.; VIDLER, J. 8. Evaluation of
recovery of Cryptosporidium parvum oocysts using membrane filtration. Lett. Appl.
Microbiol., v. 17, p. 276-279, 1993.

» DIAS JUNIOR, O. Occurrence of Giardia spp. cysts and Cryptosporidium
spp. oocysts in surface waters and sewage from Araras city, Sdo Paulo,
Brazil. 1999. Dissertacéo (Mestrado) — Universidade Mackenzie.

* DILLINGHAM, R. A; LIMA, A L; GUERRANT, R. L. Cryptosporidiosis:
epidemiology and impact. Microb. Inf,, v. 4, p. 1059-1066, 2002.

* DIiGIORGIO, C.L; GONZALEZ, D.A,; HUITT, C. C. Cryptosporidium and
Giardia recoveries in natural waters by using Environmental Protection Agency
Method 1623. Appl. Environ. Microbiol., v. 68, n. 12, p. 5952-5855, 2002.

= DUCANSON, M.; RUSSEL, N.; WEINSTEIN, P, BAKER, M.; SKELLY, C.:
HEARNDEN, M.; WOODWARD, A. Rates of notified cryptosporidiosis and quality
of drinking water supplies in Aotearoa, New Zealand. Wat. Res. v. 14, n. 15, p.
3804-3812, 2000.

*» EGOROV, A; PAULAUKIS, J.; PETROVA, L.; TERESCHENKO: DRIZHD, N.:
FORD, T. Contamination of waters supplies with Cryptosporidium parvum and
Giardia lamblia and diarrheal iliness in selected Russian cities. Int. J. Hyg.
Environ. Health., v. 205, p. 281-289, 2002.

* FARIAS, E. W. C,; GAMBA, R. C.; PELLIZARI, V. H. Detection of
Cryptosporidium spp oocysts in raw sewage and creek water in the city of Sao
Paulo, Brazil. Brazil. J. Microbiol., v. 33, p. 41-43, 2002.

* FAYER, R; MORGAN, U.; UPTON, S.J. Epidemiociogy of Cryptosporidium:
transmission, detection and identification. Int. J. Parasitol., v. 30, p. 1305-1322,
2000.

» FENG, Y.Y.; ONG, S.L; HU, J.Y,; SONG, L.F.; TAN, X L; NG JERN, W. Effect
on particle on the recovery of Cryptosporidium oocysts from source water samples
of various turbidities. Appl. Environ. Microbiol., v. 69, n. 4, p. 1898-1903, 2003.



67

= FERGUNSON, C. M.: COOTE, B. G,; ASHBOLT, N. J.; STEVENSON, |. M.
Relationships between indicators, pathogens and water quality in an estuarine
system. Wat. Res., v. 30, n. 9, p. 2045-2054, 1936.

» FERRARI. B.C., VESEY, G.. WEIR, C.; WILLIANS, KL; VEAL, DA
Comparison of Cryptosporidium-specific and Giardia-specific monoclonal
antibodies for monitoring water samples. Wat. Res., v. 33, n. 7, p. 1611-1617,
1999.

= FINCH, G.R. e BELOSEVIC, M. Controlling Giardia spp. and Crypfosporidium
spp. in drinking water by microbial reduction processes. J. Environ. Eng. Sci. v.1,
p. 17-31, 2002.

» FRANCQO, R.MB.; ROCHA-EBERHARDT, R.; CANTUSIO NETO, R
QOccurrence of Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts in raw water from the
Atibaia River, Campinas, Brazil. Rev. Inst. Med. Trop. S. Paulo, v. 43, n. 2, p.
108-111, 2001a.

» FRANCO, R.M.B.; CANTUSIO NETO, R.; BRANCO, N. Deteccdo de
Cryptosporidium sp. e Giardia sp. em agua pela tecnica de filtracdo em membrana:
estudo comparativo entre diferentes protocolos de eluigdo. In: XV Congresso
Latino-Americano de Parasitologia. [Rio de Janeiro]. J. Bras. Patol., v. 37, n. 4, p.
205, 2001b.

= FRANCO, R. M. B.; CORDEIRO, N. da 8. Giardiose e criptosporidiose em
creches no municipio de Campinas, SP. Rev. Soc. Bras. Med. Trop,, v. 29, p.
585-591, 1996.

» FRANCY, D. S.; SIMMONS Ill, O. D.; WARE, M. W.; GRANGER, E. J,;
SOBSEY, M. D.; SCHAEFER Ill, F. W. Effects of seeding procedures and water
quality on recovery of Crypfosporidium oocysts from stream water by using US
Environmental Protection Agency method 1623. Appl. Environ. Microbiol., v. 70,
n. 7, p. 4118-4128, 2004.

= FREIRE-SANTOS, F; OTEIZA-LOPEZ, A. M., VERGARA-CASTIBLANCO, C.
A ARES-MAZAS, E. Study of combined influence of environmental factors on
viability of Cryptosporidium parvum oocysts in water evaluated by fluorogenic vital
dyes and excystation techniques. Vet. Parasitol., v. 89, p. 253-259, 2000.

» FRICKER, C. R.; CRABB, J. H. Water-bome Cryptosporidiosis: Detection
methods and treatment options. Adv. Parasitol., v. 40, p. 241-278, 1998.

» GAMBA, R C.. CIAPINA, E. M. P.; ESPINDOLA, R.S.; PACHECO, A;
PELLIZAR!, V.H. Detection of Cryptosporidium sp. oocysts in groundwater for
human consumption in ltaguaguecetuba city, S@o Paulo, Brazil. Bras. J.
Microbiol., v. 31, p. 151-153, 2000.



68

» GASSER, R.B.; ODONOGHUE, P. Isolation, propagation and characterization
of Cryptosporidium. Int. J. Parasit., v. 29, p. 1379-1413, 1998.

* GELTMAN, P. L.; COCHRAM, J.; HEDGECOCK C. Intestinal parasites among
African refugees resettled in Massachusetts and the impact of an overseas pre-
departure treatment program. Am. J. Trop. Med. Hyg., v. 69, n. 6, p. 657-662,
2003.

= GIBSON I, C. J.; STADTERMAN, K L., STATES, S.; SYKORA, J. Combined
sewer overflows: a source of Crypfosporidium and Giardia? Wat. Sci. Tech., v. 38,
n. 12, p. 67-72, 1998.

» GILES, M.; WEBSTER, K. A ; MARSHALL, J. A.; CATCHPOLE, J.: GODDARD,
T. M. Experimental infection of a lamb with Cryptosporidium parvum genotype 1.
Vet. Rec., v. 149, n. 17, p. 523-525, 2001.

* GILMOUR, R. A; SMITH, H. V.; SMITH, P. G_; MORRIS, G. P.; GIRDWOQOD,
R. W. A The occurrence and viability of Giardia spp. cysts in UK waters. Wat. Sci.
Tech., v.24, n. 2, p. 179-182, 1991.

» GLABERMAN, S.; MOORE, J. E; LOWERY, C. J; CHALMERS, R. M;
SULAIMAN, L.; ELWIN, K;; ROONEY, P. J.; MILLAR, B. C.; DOOLEY, J. S. G. LAL,
A. A; XIAQ, L. Three drinking water associated cryptosporidiosis outbreaks
Northern Ireland. Emerg. Inf. Dis., v. 8, n. 6, p. 631-633, 2002.

* GRACZYCK, T. K;; EVANS, B.M.; SHIFF, C.J.; KARREMAN, H.J. e PATZ, J.A.
Environmental and geographical factors contributing to watershed contamination
with Cryptosporidium parvum oocysts. Environ, Res. Sec. A, v.82, p. 263-271,
2000.

= GRIMASON, A M, SMITH, H. V., PARKU, J. F. W.. BUKHARI] Z.:
CAMPBELL, A T., ROBERTSON, L. J Application of DAPl and
immunofluorescense for enhanced identification of Crypfosporidium spp. oocysts in

water samples. Wat. Res., v. 28, n. 3, p. 733-736, 1994,

« GUIMARAES, S.; SOGAYAR, M. J. Detection of anti-Giardia lamblia serum
antibody among children of day care centers. Rev. Saade Piblica, v. 36, n. 1, p.
63-68, 2002. '

= HACHICH, E. M.; SATO, M.I.Z; GALVANI, A. T.; MENEGON, J. R. N.; MUCCI,
J. L. N. Giardia and Crypfosporidium in source waters of Sdo Paulo State, Brazil.
Wat. Sci. Tech,, v. 50, n. 1, p. 239-245, 2004.

* HACHICH, E. M.; GALVANI, A. T.; PADULA, J. A; MENEGON, N_; SATO, M. L
Z. Importéncia do controle dos parasitas patogénicos Giardia e Cryptosporidium
em aguas captadas para consumo humano. In; XXVl Congresso Interamericano
de Engenharia Sanitaria e Ambiental (ABES), 20, 1999, [Salvador].
Anais...[Bahia]: 17, 189S. p. 1-7. Resumo expandido.



69

= HASSL, A; BENYR, G.; SOMMER, R. Occurrence of Crypfosporidium sp.
oocysts in fecal and water samples in Austria. Acta tropica, v. 80, p. 145-149,
2001.

» HERWALDT, B. L.; CRAUN, G. F. STOKES, S. L.; JURANEK, D. D. Publication
of CDC Surveillance Summaries: Waterbome diseases outbreaks, 1989-1890. in:
MMWR Weekly. MMWR, n. 41, v. 05, p. 85-87, feb. 1992. Disponivel em:
<www.epa.gov/mmwr>. Acesso em: 03 maio 2004.

» HESPANHOL, I Agua e Saneamento Bésico — Uma visdo realista. in:
REBOUCAS, A. C.; BRAGA, B. e TUNDISI, J.G. (Org.). Aguas Doces no Brasil -
Capital Ecoldgico, Uso e Preservagéo. 22 ed. S&o Paulo: Editora Escrituras,
Cap. 8, p. 249-304, 2002.

= HO, B.SW. e TAM, T.Y. Giardia and Cryptosporidium in sewage-contaminated
river waters. Wat. Res., v. 32, n. 9, p. 2860-2864, 1998.

= HOFFMAN, B.; CHAURET, C.; STANBRIDGE, J.; PETERSON, L. Evaluation of
four commercial antibodies. J. AWWA, v 91, p. 69-78, 1999,

* HOWE, A. D,; FORSTER, S.; MORTON, S.; MARSHALL, R.; OSBORN, K S
WRIGHT, P.; HUNTER, P. R. Crypiosporidium oocysts in a water supply
associated with a cryptosporidiosis outbreaks. Emerg. Inf. Dis. v. 8, n. 6, p. 619-
624, 2002, '

* HORMAN, A; RIMHANEN-FINNE, R.; MAUNULA, L.: von BONSDORFF, C.
H.; TORVELA, N.; HEIKINHEIMO, A.; HANNINEN, M. L. Campylobacter spp.,
Giardia spp., Cryptosporidium spp., noroviruses, and indicator organisms in
surface water in Southwestern Finland, 2000-2001. Appl. Environ. Microbiol., v.
70, n. 1, p. 87-95, 2004.

« HSU, B,; HUANG, C.; HSU, C. L;; HSU, Y. F. YEH, J. H. Occurrence of Giardia
and Cryptosporidium in the Kau-Ping river and its watershed in Southemn Taiwan.
Wat. Res., v. 33, n. 11, p. 2701-2707, 1999.

= HSU, B; HUANG, C,; HSU, C. L Analysis for Giardia cysts and
Cryptosporidium oocysts in water samples from small water systems in Taiwan.
Parasitol. Res., v.87, p.163-168, 2001.

= INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE).
Pesquisa Nacional de Saneamento Basico 2000. Disponivel em:
<www.ibge.gov.br/homelestatistica/populacac/condicaodevida/pnsb/default. shtm>.
Acesso em: 05 maio 2002.

* IONAS, G,; LEARMONTH, J. J.; KEYS, E. A; BROWN, T. J. Distribution of
Giardia and Cryptosporidium in natural water systems in New Zealand — A
nationwide survey. Wat. Sci. Tech., v. 38, n. 12, p. 57-60, 1998.



70

« JAKUBOWISK!, W.; BOUTROS, S.; FABER, W.; FAYER, R.; GHIOSE, W,
LeCHEVALLIER, M.; ROSE, J.; SCHAUB, 8. SINGH, A; STEWART, M
Environmental methods for Crypfosporidium. J. AWWA, v. 88, n. 9, p. 107-121,
1996.

» JELLISON, K L.; HEMOND, H. F.; SCHAUER, D. B. Sources and species of
Cryptosporidium oocysis in the Wachusett reservoir watershed. Appl. Environ.
Microbiol., v. 68, n. 2, p. 569-575, 2002.

» KFIR, R;; HILNER, C.; du PREEZ, M.; BATEMAN, B. Studies on the prevalence
of Giardia cysts and Crypfosporidium oocysts in South Africa water. Wat. Sci.
Tech., v. 31, n. 58, p. 435-438, 1995.

» KISTEMANN, T.; CLAREN, T.; KOCH, C; DANGERDORF, F.; FISCHEDER, R.;
GEBEL, J.; VACATA, V.; EXNER, M. Microbial load of drinking water reservoir
tributaries during extreme rainfall and runoff. Appl. Environ. Microbiol., v.68, n. 5,
p. 2188-2197, 2002.

* KRAMER, M. H; HERWALDT, B. L. CALDERON, R. L., JURANEK, D. D..
Waterborne disease outbreaks, United States, 1993-1994. In: CDC Surveillance
Sumaries. MMWR, v. 45 n. SS-1, p. 1-33, apr 1996. Disponivel em: <
www.epa.gov/mmwr>. Acesso em: 03 maio 2004,

= KRUSCHE, A V., CARVALHO, F. P.; MORAES, J. M.; CAMARGO, P. B,
BALLESTER, M. V. R; HORNINCK, S.; MARTINELLI, L. A; VICTORIA, R. L.

Spatial and temporal water variability in the Piracicaba River Basin, Brazil.
JAWRA, v. 33, n. 5, 1997.

= KRUSCHE, 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). Wat. Res., v. 36, p. 2743-2752, 2002.

» KUHN, R. C.; ROCK, C. M.; OSHIMA, K H. Effects of pH and magnetic
material on immunomagnetic separation of Cryptosporidium oocysts from
concentrated water sampies. Appl. Environ. Microbiol., v. 68, n. 4, p. 2066-2070,
2002.

» [LeCHEVALLIER, M. W.; NORTON, W. D_; LEE, R. G. Qccurrence of Grardia
and Cryptosporidium spp. in surface water supplies. Appl. Environ. Microbiol., v.
57, n. 9, p. 2610-2616, 1991.

« |eCHEVALLIER, M. W.; NORTON, W. D. Giardia e Cryptospornidium in raw and
finished water. J. AWWA v. 87, p. 54-68, 1995.

» LEE, S. H; LEVY, D. A;; CRAUN, G. F.; BEACH, M. J.; CALDERON, R L.
Surveillance for Waterborne disease outbreaks, United States, 1999-2000. In: CDC



71

Surveillance Summaries. MMWR, n. 51, v. 88-8, p. 1-52, nov. 2002. Disponivel em
< www.epa.govimmwr>. Acesso em: 03 maio 2004.

» LEMARCHAND, K. LEBARON, P. Occurrence of Salmonelia spp. and

Cryptosporidium spp. in a French coastal, watershed: relationship with fecal
indicators. FEMS Microb., v. 218, p. 203-209, 2003.

= LEVINE, W. C.; STEPHENSON, W. T.; CRAUN, G. F. Waterborne disease
outbreaks, 1986-1988. In: CDC Surveillance Summaries. MMWR, v. 39, n. §8-1, p.
1-9, mar 1990. Disponivel em: <www.epa.gov/mmwr>, Acesso em: 03 maio 2004.

« LEVY, D. A; BENS, M. S;; CRAUN, G. F.; CALDERON, R. L.; HERWALDT, B.
L. Surveillance for Waterborne disease outbreaks, United States, 1995-1996. In:
CDC Surveillance Summaries. MMWR, v. 47, n. §8-5, p. 1-34, dec. 1998.

Disponivel em: <www.epa.govimmwr>. Acesso em: 03 maio 2004,

= LINDQUIST, A.; DUFOUR, A. P.; WYMER, L.. J.; SCHAEFER, F. W. Criteria for
evaluation of proposed protozoan detection methods. J. Microb. Meth., v. 37, p.
33-43, 1999

v LUNA, S.; REYES, L. L; CHINCHILLA, M.; CATARINELLA, G. Presencia de
ooquistes de Crypfosporidium spp. en aguas superficiales en Costa Rica.
Parasitol. Latinoam. (FLAP), v. 57, p. 63-65, 2002.

= MACKENZIE, W. R; HOXIE, N. J.; PROCTOR, M. E.; GRADUS, S. M.; BLAIR,
S. M.; PETERSON, D. E.; KAZMIERCZAK, J. J.; ADIS, D. G. FOX, K R.; ROSE,
J. B.; DAVES, J. P. A massive outbreak in Milwaukee of Cryptosporidium infection
transmitted through the public water supply. New Engl. J. Med. v. 331, n. 3, p.
161-167, 1994.

* MARSHAL, M. M., NAUMOVITZ, D.; ORTEGA, Y., STERLING, C. R
Waterbome Protozoan Pathogens. Clin. Microbiol. Rev,, v. 10, n. 1, p. 67-85,
1997,

» MEDEMA, G. J; SCHETS, F. M.; TENIS, P. F. M;; HAVELAR, A H.
Sedimentation of free and attached Crypfosporidium oocysts and Giardia cysts in
water. Appl. Environ. Microbiol., v. 64, n. 11, p. 4460-4466, 1998,

» MEDEMA, G. L.; SCHIWVEN, J. F. Modelling the sewage discharge and
dispersion of Cryptosporidium and Giardia in surface water. Wat. Res., v. 35, n.
18, p. 4307-4316, 2001.

= MONIS, P. T.; THOMPSON, R. C. A. Crypfosporidium and Giardia — zoonoses:
fact or fiction? Inf. Gen. Evol., v. 3, p. 233-244, 2003.

= MORGAN, U. M,; XIAO, L.; HILL, B. D.; O'DONOGHUE, P.; LIMOR, J.; LAL,
A; THOMPSON, R.C.A. Detection of the Cryptosporidium parvum “human’



72

genotype in a dugong (Dugong dugon). J. Parasitol., v. 86, n. 6, p. 1352-1354,
2000.

» MULLER, A. P. B. Deteccao de oocistos de Cryptosporidium spp., em
aguas de abastecimento superficiais ¢ tratadas da regido metropolitana de
Sd0 Paulo. 2000. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

« MUSIAL, C. E; ARROWOOD, M. J.; STERLING, C. R.;; GERBA, C. P.
Detection of Crypfosporidium in water by using polypropylene cartridge filters.
Appl. Environ. Microbiol., v.53, n.4, p. 687-692, 1987.

= NEUMANN, N. F.; GYUREK, L. L; GAMMIE, L.; FINCH, G. R.; BELOSEVIC,
M. Comparison of animal infectivity and nucleic acid staining for assessment of
Cryptosporidium parvum viability in water. Appl. Environ. Microbiol., v. 66, n. 1,
p. 406-412, 2000.

 NEWMAN, RD; WUHIB, T.; LIMA, AA; GUERRANT, R.L,; SEARS, C. L.
Environmental sources of Cryptosporidium in urban sium in Northeastern Brazil.
Amer. J. Trop. Med. Hyg., v. 49, p. 270-275, 1993.

» NIEMINSKI, E. C.; SCHAEFFER ili, F. W.; ONGERTH, J. E. Comparison of two
methods of Giardia cysts and Crypfosporidium oocysts in water. Appl. Environ.
Microbiol., v. 61, n. 5, p. 1714-1719, 1995.

s ONG, C.; MOOREHEAD, W.; ROSS, A.; ISAAC-RENTON, J. Studies of Giardia
spp. and Cryptosporidium spp. in two adjacent watersheds. App. Environ.
Microbiol,, v. 62, n. 8, p. 2798-28095, 1996.

» ONGERTH, J. E.; HUNTER G. D.; DeWALLE, F. B. Watershed use and Giardia
cyst presence. Wat. Res., v. 29, n. 5, p. 1295-1299, 1995.

= ONGERTH, J. E.; PECORARO, J. P. Electrophoretic mobility of
Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts. J. Environ. Engin., v. 122, n. 3, p.
228-230, 1996.

» ONGERTH, J. E; STIBBS, H. H. Identification of Crypfosporidium oocysts in
river water. Appl. Environ. Microbiol., v.53,n.4, p. 672-6/76, 1987.

» ONO, K; TSUJI, H.; RAI, 8. K; YAMAMOTO, A.; MASUDA, K,; ENDO, T;
HOTTA, H; KAWAMURA, T.; UGA, S. Contamination of river water by
Cryptosporidium parvum oocysts in western Japan. Appl. Environ. Microbiol., v.
67, n. 9, p. 3832-3836, 2001.

* ORTEGA, Y. R; ADAM, R. D. Giardia: Qverview and update. Clin. Infect. Dis.,
v. 25, p. 545-50, 1997.



73

» PENG, M. M,; XIAQ, L.; FREEMAN, A. R.; ARROWOOD, M. J.; ESCALANTE,
A A; WELTMAN, A. C.; ONG, C. S. L.; MACKENZIE, W. R.; LAL. A. A; BEARD,
C. B. Genetic polymorphism among Cryptosporidium parvum isolates: evidence for

two distinct human transmission cycles. Emerg. Infect. Dis., v. 3, p. 567-573,
1997.

= QUINTERO-BETANCOURT, W.; PEELE, E. R; ROSE, J. B. Cryptosporidium
parvum and Cyclospora cayetanensis: a review of laboratory methods for detection
of these waterborne parasites. J. Microb. Meth., v. 49, n. 3, p. 209-224, 2002.

» REBOUCAS, A.C. Agua Doce no Mundo e no Brasil. Iz REBOUCAS, A. C,;
BRAGA, B. e TUNDISI, J.G. (Org.). Aguas Doces no Brasil — Capital Ecolégico,
Uso e Preservacdo. 22 ed. Sdo Paulo: Editora Escrituras. Cap. 1, p: 1-37, 2002.

» RQACH, P. D.; OLSON, M. E; WHITLEY, G.; WALLIS, P. M.; Waterborne
Giardia cysts and Cryptosporidium oocysts in the Yukon, Canada. Appl. Environ.
Microbiol., v. 59, n. 1, p. 67-73, 1993.

» ROCHELLE, P. A; DeLEON, R.; JOHNSON, A.; STEWART, M. H.; WOLFE, R.
L. Evaluation of immunomagnetic separation for recovery of infectious
Cryptosporidium parvum oocysts from environmental samples. Appl. Environ.
Microbiol., v. 65, n. 2, p. 841-845, 1999.

» ROEFER, P. A; MONSCVITZ, J. T.; REXING, D. J. The Las Vegas
cryptosporidiosis outbreak. J. AWWA, p. 95-106, sept. 1996.

= ROMPRE, A; SERVAIS, P.: BAUDART, J.: de ROUBIN, M. R.; LAURENT, P.
Detection and enumeration of coliforms in drinking water: current methods and
emerging approaches. J. Microb. Meth., v. 40, p. 31-54, 2002.

» RQOSE, J. B. Environmental ecology of Cryptdsporidium and public health
implications. An. Rev. Public Health, v. 18, p. 135-61, 1997.

» ROSE, J. B.; HUFFMAN, D. E.; GENNACCARO, A Risk and control of
waterborme cryptosporidiosis. FEMS Microb. Rev., v. 26, p. 113-123, 2002.

= ROUQUET, V. HOMER, F.; BRIGNON, J. M.; BONNE, P.; CAVARD, J. Source
and occurrence of Giardia and Cryptosporidium in Paris rivers. Wat. Sci. Tech., v.
41, n. 7, p. 79-86, 2000.

* RYAN, U. M. MONIS, P.; ENEMARKT, H. L; SULAIMANT, 1;
SAMARASINGHE, B.; READ, C.; BUDDLE, R.; ROBERTSON, I; ZHOUT, L
THOMPSON, R. C. A; XIAO, L. Cryptosporidium suis n. sp. {Apicomplexa:

Cryptosporidiidae) in pigs (Sus scrofa). J. Parasitol., v. 90, n. 4, p. 769-773, 2004.

= SAID, B, WRIGHT, F; NICHOLS, G. L; REACHER, M., RUTTER, M.
Outbreaks of infectious disease associated with private drinking water supplies in
England and Wales 19870-2000. Epidemiol. Infect. v. 130, p. 469-479, 2003.



74

= SALATI, E.; LEMOS, H. M.; SALATI E. Aguaeo Desenvolvimento Sustentavel.
In: REBOUCAS, A. C.; BRAGA, B. e TUNDISI, J.G. (Org.). Aguas Doces no
Brasil — Capital Ecolégico, Uso e Preservacdo. 22 ed. S30 Paulo: Editora
Escrituras. Cap. 2, p: 39-63, 2002.

= SANTOS, L. U.; CANTUSIO NETO, R.; FRANCO, R. M. B. Metodologias para
detecgao de cistos de Giardia spp. e oocistos de Crypfosporidium spp. em
amostras de esgoto. In: | Seminario Internacional em Protozoarios Patogénicos
Emergentes. |l Congresso da Sociedade Paulista de Parasitologia: Meio Ambiente,
Saneamento e Impactos na Saude. Anais eletrénicos... [Campinas]. [s.n], 2004a.
resumo n. 40. 1 CD-ROM.

= SANTOS, L. U.; BONATTL, T. R; CANTUSIO NETO, R.; FRANCOQO, R. M. B.
Occurrence of Giardia cysts and Crypfosporidium oocysts in activated sludge
samples in Campinas, SP, Brazil. Rev. Inst. Med. Trop. S. Paulo, v. 46, n. 6, p.
309-313, 2004b. '

» SERVICO MUNICIPAL DE AGUA E ESGOTO DE PIRACICABA (SEMAE)
Formagdo do Rio Piracicaba. Disponivel em: <www.semaepiracicaba.org.br/
bacia.htm>. Acesso em: 15 maio de 2002.

» SHEPHERD, K. M.; WYN-JONES, A P. An evaluation of methods for the
simultaneous detection of Crypfosporidium oocysts and Giardia cysts from water.
Appl. Environ. Microbiol., v. 62, n. 4, p. 1317-1322, 1996.

» SIVIERQO, M. R. L. A producio de sedimentos a montante de uma se¢do do
Rio Atibaia associada a descarga sélida transportada. 1999. Dissertacio
(Mestrado). Faculdade de Engenharia Civil, Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, SP.

» SIVIERO, M. R. L. Estudo da ocupagdo do solo a montante de uma seg¢ao
do Rio Atibaia associada & descarga sélida fransportada. 2003. Tese
{Doutorado) Faculdade de Engenharia Civil, Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, SP.

= SKERRETTT, H. E.; HOLLAND, C. V. The occurrence of Cryptosporidium in
environmental waters in the Greater Dublin area. Wat. Res., v. 34, n. 15, p. 3756-
3760, 2000.

» SLIFKQ, T. R; HUFFMAN, D. E_; ROSE, J. B. A most-probable-number assay
for enumeration of infectious Crypfosporidium parvum oocysis. Appl. Environ.
Microbiol., v.65, n. 9, p. 3936-3941, 1999.

= SMITH, H. V.; GRIMASON, A M., BENTON, C.; PARKER, J. F. W. The
occurrence of Crypfosporidium spp. oocysts in Scottish waters, and the
development of a fluorogenic viability assay for individual Crypfosporidium spp.
oocysts. Wat. Sci. Tech., v. 24, n. 2, p. 168-172, 1991.



75

» SOCIEDADE DE ABASTECIMENTO DE AGUA E SANEAMENTO. A SANASA
Hoje. [Campinas]. Disponivel em: <www.sanasa.com.br/ _indexins.htm>. Acesso
em: 15 dez de 2004.

= SOCIEDADE DE ABASTECIMENTO DE AGUA E SANEAMENTO. A SANASA
Hoje. [Campinas]. Programa Minha Escola na SANASA: Bacias Hidrograficas.
Folheto informativo. Jan. de 20005

= SODRE F.C., FRANCO, RM.B. Novos aspectos sobre um tema bem
conhecido: Cryptosporidium. RBAC, v. 33, n. 2, p. 97-107, 2001,

» SOLO-GABRIELE, H.; AGER JR, A. L; LINDO, J. F.; DUBON, J. M,
NEUMEISTER, S. M., BAUM, M. K; PALMER, C. J. Occurrence of
Cryptosporidium ococysts and Giardia cysts in water supplies of San Pedro Sulg,
Honduras. Rev. Panam, Salud Publica/Pan Am. J. Public Health, v. 4, n. 6, 398-
400, 1998.

= SOLO-GABRIELE, H.; NEUMEISTER, S. US outbreaks of cryptosporidiosis. J.
AWWA, v. 88, n. 9, p. 76-86, 1996.

» STATES, S.; STADTERMAN, K AMMON, L.; VOGEL, P.: BALDIZAR, J.;
WRIGHT, D.; CONLEY, L.; SYKORA, J. Protozoa in river water. sources,
occurrence, and treatment. J. AWWA v .89, n. 9, p. 74-83, 1997,

» STOTT, R,; MAY, E.; WARREN, A. Predation of Cryptosporidium oocysts by
protozoa and rotifers: implications for water quality and public health. Wat. Sci.
Tech., v. 47, n. 3, p. 77-83, 2003.

= THOMAS, F.; BARD, E.; ROUILLIER, M. C.; PRELOT, B.; MATGIEU, L.
Filtration-elution of Cryptosporidium oocysts assisted by electrostatic interactions.
Colloids and Surfaces A: Physicochem. Eng. Aspects, v. 195 p. 135-142,
2001.

= THOMPSON, R.C.A Giardiasis as re-emerging infectious disease and its
zoonotic potential. Int. J. Parasitol., v. 30, p. 1259-1267, 2000.

s THOMPSON, R.C.A.; HOPKINS, RM.; HOMAN, W.i. Nomenclature and
genetic groupings of Giardia infecting mammals. Parasitol. Today v. 16, p. 210-

213, 2000.

» TZIPORI, S.; WARD, H. Cryptosporidiosis: biology, pathogenesis and disease.
Microb. Inf., v. 4, p. 1047-1058, 2002.

» UNAIDS — JOINT UNITED NATIONS PROGRAMME ON HIV/AIDS. AIDS
epidemic update. December 2004. Disponivel em: <http://www.unaids.org/
wad2004/EP|_1204_pdf_sp/Chapter3_subsaharan_africa_sp.pdf>. Acesso em: 29
dez. 2004.



76

» UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY (USEPA).
Method 1622: Cryptosporidium in water by filtration/IMS/FA. United States
Environmental Protection Agency, Washington, D.C. Dec. de 1997. Disponivel em:
<www.epa.gov/nerlcwww/1622ap01.pdf.>. Acesso em: 10 out. de 2002.

» UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY (USEPA).
Method 1623: Cryptosporidium and Giardia in water by filtration/IMS/FA.
United States Environmental Protection Agency, Washington, D.C. Abril de 1999.
Disponivel em: <www.epa.gov/nerlcwww/1622ap01.pdf.>. Acesso em: 10 out. de
2002,

» VASCONCELOS, Y. A purificacdo das aguas. Rev. Pesq. FAPESP, v. 75, p.
65-69, 2002.

= VESEY, G.; SLADE, J. S; BYRNE, M.; SHEPHERD, K_; FRICKER, C. R. A
new method for the concentration of Cryptosporidium oocysts from water. J. Appl.
Bacteriol., v. 75, p. 82-86, 1983.

= WALLIS, P. M,; ERLANDSEN, S. L; ISAAC-RENTON, J. L; OLSON, M. E;
ROBERTSON, W. J; van KEULEN, H. Prevalence of Giardia cysts and
Cryptosporidium oocysts and characterization of Giardia spp. isolated from drinking
water in Canada. App. Environ. Microbiol., v. 62, n. 8, p. 2789-2797, 1996,

= WIDMER, G.; TCHACK, L.; SPANO, F,; TZIPORIL 8. A study of
Cryptosporidium parvum genotypes and population struture. Mem. Inst. Oswaldo
Cruz, v. 93, p. 685- 686, 1998.

» XIAOQ, L.; FAYER, R; RYAN, U.; UPTON, S. J. Cryptosporidium taxonomy:
recent advances and implications for public health. Clin. Microbiol. Rev., v. 17, n.
1, p. 72-97, 2004.

« XIAQ, L.; SINGH, A.; LIMOR, J.; GRACZUK, T. K; GRADUS, S.; LAL, A A.
Molecular characterization of Crypfosporidium oocysts in samples of raw surface
water and wastewater. Appl. Environ. Microbiol., v. 67, n. 3, p. 1097-1101, 2001.

= YAKUB, G. P. STADTERMAN-KNAUER, K. i.. Evaiuation of Immunomagnetic
Separation for Recovery of Crypfosporidium parvum and Giardia duodenalis from
High-lron Matrices. App. Environ. Microb., v. 66, n. 8, p. 3628-3631, 2000.

» YODER, J. S., BLACKBURN, B. G.; CRAUN, G. F.; HILL, V.; LEVY, D. A;
CHEN, N; LEE, S. H.; CALDERON, R. L.; BEACH, M. J. Surveillance for
waterbome disease outbreaks associated with recreational water — United States,
2001-2002. In: CDC Surveillance Summaries. MMWR, v. 53, n. 8808, p. 1-22, oct.
2004. Disponivel em: <www.epa.gov/mmwr>. Acesso em: 15 dez. 2004.

= ZUCKERMAN, V.; GOLD, D.; SHELEF, G.; ARMOS, R. The presence of
Giardia and Crypfosporidium in surface waters and effluents in Israel. Wat. Sci.
Tech., v. 35, n. 11-12, p. 381-384, 1997.



9. ANEXOS

77



9.1. Anexo A

Surtos de criptosporidiose e giardiose em aguas destinadas ac consumo humano.
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Cryptosporidium spp.: Agua para consumo humano — UK e outros paises

Data Local N° Casos Fonte de Causas Hospital./
(Estimados)* Captacao Obitos
1986 UK Sheff 49 (537) Reservaiorio Def Tratamento a
1988 UK Ayr 27 Fonte Def. Tratamento a
1989 UK Sw 516 Rio Def.Tratamento a
1990 Uk Loch 442 Canal Def Tratamento a
1990 UK Nhum 477 Rio Def. Tratamento a
1990/1 UKlIsThan 47 Rio Def. Tratamento a
1991 UKLonS 44 Distribuicdo  Def.Tratamento a
1992 UK Devon 7 Torneira Cont. agua final a
1892 UK NO 42 Torneira Cont. agua final a
1992 UK NO 83 Torneira Cont. agua final a
1992 UK SO 108 Torneira Cont. agua final a
1902 UKYorks 125 Torneira Distribuicdo a
1992 UK 47 Torneira Distribuicao a
Mersey
1992 UK Bradf 125 Torneira Distribuicdo a
1992/3 UK Warri 47 (1.840) Torneira Distribuicao a
1993 UK Wess 40 Torneira Distribuicio a
1993 UK North 05 Torneira Distribuicio a
1993 UK Yorks 97 Torneira Distribuigcdo a
1993 UK Northt 43 Fonte Distribuicao a
1993 UKWess 27 Torneira Distribuicao a
1994 UKvarias 224 Torneira Distribuicao a
1994 UKTrent 33 Torneira Distribuicao a
1995 UK Devon 575 Rio Agua ndo floculada  a
1995 UK SO 575 Torneira Distribuicdo a
1996 UKNEngl ~126 Torneira Distribuigdo a
1996 UKYorks 20 Torneira Distribuigio a
1996 UKNEEng 7 Torneira Distribuicgo a
1997 UK Ntham 345 Torneira Distribuicédo a
1997 UK >4.321 Muitiplas Multiplos a
EngWa
1998 UK 24 Torneira Cont. reservatdrio a
Lancashire
1999 UK NEEng ~360 Agua superf Auséncia de filt. a
2000 UK South 8 Poco/Fonte  Def Tratamento a
Wes
2000 UK 58 Nascente Auséncia de filt. a
Lancashire
1993 CAN >1.000 Torneira Distribuic&o a
Water
1994 JAP Kan 461 Torneira Distribuicao a
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Data Local N° Casos Fonte de Causas Hospital./ -
(Estimados)* Captagdo Obitos

1995 ITANorte 284 Cistermnas? Comunidade a

1886 JAP Orose >9.000 Fonte/Poco  Auséncia de filt. a

1996 CAN Ontar ~182 Reservatério Auséncia de filt. a

1996 BC Kelow ~14.500 Lago Auséncia de filt. a

1996 BC Cranbr ~2.097 Reservatdric Auséncia de filt. a

1997 CAN Ontar ~100 Lago Auséncia de filt. a

19098 BC Chilliw  25-30 ? ? a

1999 NZe Haw 20 ? ? a

1999 NZe Nisl ? ? ? a

2000 Irlanda 129 a a a
Norte

2000 Irlanda 117 a Cont. distribuicdo a
Norte

2001 Irlanda 230 a Cont. distribuicdo a
Norte

TOTAL 47 surtos 37.195

*Dado disponivel somente em alguns surtos.

?. Desconhecido.
a: Sem dados.
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Cryptosporidium spp.: Agua para consumo humano — EUA

Data Local N° Casos Fontede Causas Hospital./
: Captacdo Obitos.
1984 Texas 2.006 Pogo Cont. esgoto a
1886 Novo 78 Agua Cont. residuo bovino a
México Superficial
1987 Georgia 13.000 Rio Def. Tratamento - a
1991 Pensilvania 551 Pocgo Def. Tratamento a
1992 Oregon 3.000 Fonte Def. Tratamento a
1992 Oregon 3.000 Rio Def. Tratamento a
1993 Minnesota 27 Lago Passagem ooc. filtros a
1993 Nevada 103 Lago Passagem ooc. filtros  a/ 41
1993 Washington 07 Pocgo Agua nao tratada a
1993 Wisconsin ~ 403.000 Lago Def. Tratamento 4.030/
100
1294 Washington 134 Poco Cont. dguairrigacado a
1995 Flérida 72 Caixa Cont. distribuicéo a
d'agua
1998 Novo 32 Poco Def. Diversas a
: Meéxico
1998 Texas 1.400 Pogo Def. Tratamento a
2000 Flbrida 05 Pogo Def. Distribuicdo a
2001 Indiana 10 Poco Def, Tratamento a
TOTAL 16surtos 423.425

a: Sem dados.
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Giardia spp.: f\gua para consumo humano - EUA

Data Local N° Casos Fonte de Causas Hospital./
elou de Captacio Obitos
Surtos
1965-  Viérios | 24541/ 92 Varios® Diversas a
1985 surtos
1986-  Vdrios 09 surtos Superficial  Def. a
1088 Tratamento
1989-  Varios 07 surtos Superficial./ Auséncia de a
1990 Subterrdnea Filtracdo
1991 Califérnia 15 Fonte Def. a
Distribuicao
1991 Pensilvania 13 Poco Sem a
Tratamento
1992 Idaho 15 Pogo Sem a
Tratamento
1992 Nevada 80 Lago Def. a
Tratamento
1983 Pensilvania 20 Pogo Cont. esgoto a
1993 Dakota Sul 07 Pogo Cont. riacho a
1694 New 18 Reservatdric Auséncia de a
Hamps Filtragao
1994 New 36 Lago Auséncia de a
Hamps Filtragao
1094 Tenesse 304 Reservatorio Def. a
Distribuicao
1995 Alasca 10 Superficial Sem a
Tratamento
1995 Nova York 1.449 l.ago Def. a
Tratamento
1997 Nova York 50 Lago Def. a
Tratamento
1997 QOregon 100 Poco/Fonte  Def. a
Distribuigcao
1998 Florida 07 Poco Sem a
' Tratamento
1298 Florida 02 Poco Sem a
Tratamento
1999 Florida 02 Pogo Sem a
Tratamento
2000 Colorado 27 Ric Def. a
Tratamento
2000 Florida 02 Pogo Def. a
Distribuicéo
2000 Minnesota 12 Pogo Sem a

Tratamento



32

Data Local N° Casos Fonte de Causas Hospital./
elou de Captagao Obitos
Surtos
2000 New 05 Pogo Def. a
Hamps Tratamento
2000 N. México 04 Rio Def. Diversas a
2001 Colorado 06 Rio Def. a
Tratamenio
2001 Fldrida 06 Poco Sem a
Tratamento
2002 Nova York 06 Poco/Fonte  Def. a
Distribuicdo
TOTAL 132 surtos 26.737

a: Sem dados.
“ Incluindo sistemas individuais e de recreacio.
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9.2. Anexo B _
Surtos de criptosporidiose e de giardiose causados por aguas usadas em

atividades de recreacio.

Cryptosporidium spp.: Aguas recreacionais — UK e outros paises

Data Local N° Casos Tipo Cenério Hospital./
(Estimados*) Obitos

1988 UK 79 Piscina b a
Doncaster

1990 Can BC 23 (66) Piscina b a

1992 UK 13 Piscina b a
Gloucester

1994 AUS 70 Piscina b a
Sutherland

1906 UK Andover  (8) Piscina b a

1997 UK NEEng| 7 (27) Rio b a

1997 UK NEEngl 9 Piscina b a

1988 AUS 210 Piscina b a
Canberra

1997 AUS Queens! (129) Piscina b a

1998 AUS New (370) Piscina b a
South

1998 NEZel Hutt 171 Piscina b a
Val

TOTAL 11 surtos 1.089

a: Sem dados.

b: Indeterminado.
* Casos estimados {Dado disponivel somente em alguns relatos).
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Cryptosporidium spp.: Aguas recreacionais — EUA

Data Local N° Casos Tipo Cenario Hospital./
(Estimados*) Obitos

1986 N. Meéxico 56 Lago b a

1288 LA 44 Piscina b a

1992 Idaho 26 (500} Espelho d'agua Parque a
aquatico

1992 Oregon 52 (500) Ondas Artific.  Parque a
aquatico

1993 Wisconsin 51 Piscina Motel a

1993 Wisconsin 05 Piscina Motel a

1993 Wisconsin 54 Piscina b a

1993 Wisconsin 64 Piscina b a

1994 Missouri 101 Piscina b a

1994 New Jersey 418 Lago b a

1995 Georgia 5.449 Piscina Parque a
aquatico

1995 Kansas 24 Piscina Parque a
aquatico

1995 Nebraska 14 Piscina Parque a
aquatico

1996 Califdrnia 3.000 Piscina Parque a

' diversao

1996 Fldrida 22 Piscina Uso a
comunitario

1996 Indiana 03 L ago Praia a

1997 Minnesota 369 Fonte Zoolbgico a

1998 Florida 07 Piscina Creche a

1998 Minnesota 45 Piscina Clube a |

1998 Minnesota 07 Piscina Uso a
comunitario

1998 Oregon 69 Piscina Uso a
comunitario

1998 Pensilvania 08 Lago Parque est. a

1998 Wisconsin 12 Piscina Uso _ a
comunitario

1998 Wisconsin 038 Piscina Uso a
comunitario

1998 Wisconsin 12 Piscina Uso a
comunitario

1998 Flérida™ 38 Fonte Praia a

1998 Florida 06 Piscina Uso particular a

1999 Minnesota 10 Piscina Parque trailers a

1999 Wisconsin 10 Piscina Uso publico a

2000 Colorado 112 Piscina Uso publico a

2000 Florida Piscina Condominio a

03
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Data Local N° Casos Tipo Cenario Hospital./
(Estimados) Obitos

2000 Flérida 05 Piscina Clube a

2000 Flérida 19 Piscina Resorie a

2000 Florida 05 Piscina Condominio a

2000 Geérgia 36 Piscina Uso a
comunitario

2000 Minnesota 200 Lago Praia a

2000 Minnesota 07 Piscina Camping a

2000 Minnesota 06 Piscina Hotel a

2000 Minnesota 04 Piscina Uso publico a

2000 Nebraska 225 Piscina Uso a
comunitario

2000 Ohio 700 Piscina Clube a

2000 Carolina Sul 26 Piscina Uso a
comunitario

2001 linois 358 Piscina Parque a
aquatico

2001 Nebraska 157 Piscina Uso a
comunitario

2001 Nebraska 21 Piscina Uso a
comunitario

2001 Wyoming 02 Fonies Parque a
estadual

2002 Georgia 03 Piscina Creche a

2002 Massachussetts 767 Piscina Clube a

2002 Minnesota 52 Piscina Clube a

2002 Minnesota 41 Piscina Hotel a

2002 Minnesota 16 Piscina Resorte a

2002 Texas 54 Piscina Hotel a

2002 Wyoming 03 Lago Lago a

TOTAL 53 surtos 12.807

a: Sem dados.
b: Indeterminado.
*. Dado disponivel somente em alguns relatos.

** Cryptosporidium e Shigeffa sonnet.
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Giardia spp. : Aguas recreacionais - EUA

Data Local N° Casos efou  Tipo Cenario Hospital./
de Surtos Obitos

1965-  Varios 3.000/ 3 surtos  Varios® Diversos a

85

1986-  Varios 02 Surtos Piscina b a

88

1991 Gedrgia 09 Piscina Creche a

1991 Gedrgia 07 Piscina Creche a

1991 Maryland 14 Piscina Parque a

1991 Washington 04 Lago Camping a

1993 Maryland 12 Lago b a

1993 New Hamps 43 Lago b a

1003 Washington 06 Rio b a

1994 Indiana 80 Piscina b- a

1996 Florida 77 Piscina Uso a

comunitario

1999 Massachussets 18 Lago Lago a

2002 Wyoming 02 Rio Rio a

TOTAL 16 surtos 3.272

a: Sem dados.
b: Indeterminado.

°: Incluindo sistemas individuais e de recreagéo.
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9.3. Anexo C
Dados climaticos — precipitagdo pluviométrica durante o periodo de abril de 2002 a

marco de 2003. Em destaque, as datas da obteng&o das amostras.

PRECIPITAGAO PLUVIOMETRICA MENSAL (mm)

és Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev
Dia 2002 2003

Mar

00 28 00 00 64 48 04 00 08 00 28
28 00 00 00 258 00 25 00 58 00 00
03 48 00 00 196 00 00 ©00 00 00 00
13 121 00 00 00 00 30 00 00 300 16
03 10 00 00 00 00 00 240 350 238 00
00 00 00 00 00 00 00 00 36 230 264
188 7.3 00 00 40 80 00 00 00 04 00
25 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
00 00 00 00 00 ©00 00 00 00 00 00
100 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
11 00 00 00 00 00 00 00 70 12 189 0,
12 00 ©00 00 36 00 00 00 04 28 99 00
13 00 00 00 00 00 00 00 122 00 241 68
14 00 00 00 00 00 00 00 146 199 1886 168
15 00 00 00 00 00 56 00 71 00 00 58
4 00 00 00 60 00 00 00 43 184 00 23
17 00 24 00 00 00 04 00 193 08 244 153
18 00 00 00 00 00 00 00 96 24 00 1048
199 00 37 00 00 00 00 00 256 00 125 38
20 00 147 00 00 00 10 88 00 50 21 00

1

21 00 202 00 00 00 292 00 00 1,8 0,6 9,1

22 00 48 00 02 00 00 64 00 699 296 10
23 00 00 00 30 00 00 00 00 00 104 00
24 00 00 00 00 00 00 00 ©00 15 98 00
25 00 00 00 00 00 00 00 00 84 05 00
26 00 00 00 00 00 00 68 124 48 05 00

27 30 00 00 00 02 00 OO0 6586 0,0 1.8 0,0
28 o0 00 00 00 00 00 00 00 6o 154 00
29 00 O00 00 00 00 00 00 262 00 354 -
30 00 00 00 00 150 00 330 188 00 204 -

31 00 - 00 00 - 2,2 - 0,0 11,8 -

OCO~~NONhAWN -

Total 290 738 00 68 710 490 631 1891 1819 3124 1634
Max. 188 202 00 36 258 292 330 262 689 802 307
Min. 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0

Observacoes: Os dados constantes nesta tabela representam nommalmente uma area de no
maximo 100 metros de raio, nem sempre, portanto, uma medicdo direta representa o fenémeno
ocorrido em determinada area afastada do Posto Meteorolégico. No ver&o ocorrem as chuvas
jocais de final de tarde; o volume de chuvas e a quantidade de dias chuvosos variam conforme a
regido do Estado.



