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Resumo

Os protozodrios patogénicos gastrointestinais, Cryptosporidium spp. € Giardia spp. estdo
amplamente presentes em ambientes aquaticos e suas formas infectantes (oocistos e cistos),
sdo resistentes as condicOes ambientais (temperatura e radiacdo solar) e ao processo de
desinfeccdo da dgua (principalmente a cloracdo). Inimeros surtos de gastroenterite foram
causados por estes organismos devido a veiculacdo hidrica, sendo que estes protozodrios
patogénicos tornaram-se uma preocupagdo constante para os sistemas produtores de dgua.
Os objetivos desta pesquisa foram: verificar a ocorréncia de cistos de Giardia spp. e
oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de dgua do rio Capivari em dois pontos,
identificados como CAP1 (localizado na estacdo de tratamento de dgua ETA Capivari) e
CAP2 (a montante da mesma estacdo), avaliar a interface sedimento-adgua no ponto CAP1,
com periodicidade mensal de agosto 2009 a Janeiro 2011, avaliar a qualidade da 4gua
mediante andlise microbioldgica e fisico-quimica deste manancial. Para os ensaios
parasitoldgicos, foi empregada a técnica de filtragdo em membrana de acordo com Franco
et al., (2001) e visualizacdo mediante reacdo de imunofluorescéncia direta (RID) com
anticorpos monoclonais comerciais para visualizacdo de cistos e oocistos; para ensaios
microbioldgicos visando a detec¢do de coliformes termotolerantes, utilizou-se a técnica de
tubos multiplos de acordo com os procedimentos descritos no STANDARD METHODS
21* edicdo (APHA, AWWA, WEF, 2005). As andlises das amostras da Interface
sedimento-dgua foram processadas pela técnica de centrifugo-concentracdo através da
metodologia que emprega desagregacdo quimica acrescida de desagregacdo fisico-quimica
por ultrassom. Ao todo, 36 amostras de dgua bruta superficial e 18 amostras da interface
sedimento-agua foram coletadas. Nos pontos CAP1 e CAP2, cistos de Giardia spp. foram
detectados em 94,1 % e 100,0 % das amostras, respectivamente; na interface sedimento-
dgua 94,5 % das amostras foram positivas para cistos de Giardia spp. Oocistos de
Cryptosporidium foram detectados no ponto CAP1 em 6,6 % das amostras, em 13,3 % das
amostras no ponto Cap2 e em 16,6 % das amostras da interface sedimento-dgua durante
toda a pesquisa. Ambos os protozodrios foram detectados nas diferentes amostras do rio

Capivari.

Palavras chave: Cryptosporidium spp., Giardia spp., Sedimento (Geologia), draga de
Ekman, interface solo-dgua.
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Abstract

The gastrointestinal pathogenic protozoa Cryptosporidium spp. and Giardia spp. are
ubiquitous in aquatic environment and their infectious forms (cysts and oocysts) are
resistant to environmental conditions (temperature and solar radiation) and the water
disinfection process (mainly chlorination). Numerous outbreaks of gastroenteritis were
caused by these organisms due to waterborne transmission and these parasitic protozoa
have become a constant concern for systems producing water. The aims of this research
were: to investigate the occurrence of Giardia cysts and Cryptosporidium oocysts in water
samples of Capivari River in two sites identified as CAP1 ( in the plant of water treatment
named ETA Capivari) and CAP2 (upstream from the same plant); to evaluate the sediment-
water interface in site CAP1, from august 2009 to january 2011, to assess water quality of
this source by microbiological and physical-chemical analysis. For parasitological assays,
the membrane filter technique according to Franco et al. (2001) was employed followed by
visualization by direct immunofluorescence assay (IFA) with commercial monoclonal
antibody kit for enumerating cysts and oocysts. For microbiological tests aiming the
detection of thermo tolerant coliforms, multiple tubes technique was used according to the
procedures described in STANDARD METHODS 21* edition (APHA, AWWA, WEF,
2005). The analysis of the sediment-water interface samples were made by centrifugation
and concentration technique through the methodology that uses chemical disaggregation
followed by physical-chemical disaggregation using ultrasonic equipment. 36 fresh water
samples and 18 sediment-water interface samples were collected. In CAP1 and CAP?2 sites,
cysts of Giardia were detected in 94,1 % and 100% of the samples, respectively; in
sediment-water interface, 94,5 % of the samples presented Giardia cysts. Cryptosporidium
oocysts were detected in 6,6 % of the samples from CAPI site, in 13,3 % samples from
CAP2 site and in 16,6 % of the samples from sediment-water interface during all the

research. Both protozoa were detected in different samples of the Capivari river.

Keywords: Cryptosporidium spp., Giardia spp., Sediments (Geology), Ekman Drag, Soil-
water Interface.
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1- Introducao

O Brasil € um pais com dimensdes continentais, com uma area de mais de 8,5
milhoes de kmz, possui uma costa de cerca de 8,500 km de extensdo, onde se encontra a
maior parte da populagdo. O relevo brasileiro apresenta grande variedade de aspectos
geomorfoldgicos, decorrentes de sucessivas mudangas climdticas, das caracteristicas
litolégicas e estruturais e dos fatores bioldgicos, que originam sua compartimenta¢do
geomorfolégica atual. Além disso, possui uma diversificacdo climdtica muito ampla
(MMA, 1998).

O territdrio brasileiro € constituido de trés grandes bacias e de dois complexos de
bacias hidrogréficas. As trés bacias sdo: a do rio Amazonas, a do rio Tocantins e a do Sdo
Francisco, e os dois complexos de bacias sdo a do rio da Prata e do Atlantico. O complexo
da bacia do Prata é constituido de trés bacias: Alto Paraguai, Parana e Uruguai e o
complexo Atlantico é subdividido nos seguintes complexos: Atlantico Norte, Atlantico
Nordeste, Atlantico Leste 1, Atlantico Leste 2 e Sudeste (MMA, 1998).

A produgdo hidrica, entendida como o escoamento anual afluente ao Oceano
Atlantico é de 168.790 m3/s, no territdrio brasileiro, levando-se em consideragdo também a
vazdo produzida na drea da bacia Amazodnica que se encontra em territério estrangeiro,
estimada em 89.000 m”/s. A disponibilidade hidrica total do pais atinge 257.790 m?/s, dessa
maneira observa-se que ha abundéncia de dgua no Brasil, considerando-se o valor médio de
36.317 m’/ano/hab. No Brasil, o volume de agua subterranea a menos de 1.000 m de
profundidade e de boa qualidade para o consumo humano, estd estimado em 112.000 km’,
porém, existem bacias que estdo no limiar de escassez hidrica como as do Atlantico leste,

com somente 1.967 m*/ano/hab (MMA, 1998).



Desta maneira, embora com esta relativa abundancia de dgua no pais, a sua
qualidade tem sido questiondvel. O Brasil concentra 12 % de toda a d4gua doce do planeta
no Aquifero Guarani, considerado o maior reservatdrio natural de 4gua subterrinea da terra
com 1,2 milhdes sz, e que nao estd livre de problemas relacionados a escassez e
qualidade das d&guas devido ao uso ndo planejado e a degradacdo ambiental
(VASCONCELQOS, 2002).

A polui¢d@o hidrica tem-se agravado no pais, considerando-se o aumento das cargas
poluidoras urbanas e industriais, o uso inadequado do solo, erosdao, desmatamento, uso
inadequado de insumos agricolas e a mineracao. Estes fatores levam a danos ambientais dos
recursos hidricos, aliado ao aumento da concentracio da populacdo em determinadas
regides que implica em uma alta demanda por dgua disponivel para abastecimento publico
e descarga de efluentes urbanos e industriais. Desta maneira, a unido destes fatores acarreta
danos ambientais causados pelo transporte de sedimento para a dgua superficial devido ao
aumento das correntezas durante as chuvas e conseqiiente contamina¢do organica e quimica
das aguas (MMA, 1998).

A medida que a demanda suplanta a oferta, os lencéis fredticos estdo hoje
diminuindo em todos os continentes. Dezenas de paises estdo enfrentando esse problema.
Vivemos num mundo em que a dgua se torna um desafio cada vez maior. Infelizmente, no
proximo meio século quase todos os trés bilhdes de habitantes irdo nascer em paises que
sofrerdo com a escassez de dgua (UMA, 2001).

Nos dias de hoje, muitas pessoas vivem em paises que carecem de dgua, com
problemas até mesmo para suprir suas necessidades higiénicas e produzir alimentos. Com a
populacdo de seis bilhdes, 0 mundo tem um imenso déficit hidrico. Cerca de 70 % da dgua

consumida mundialmente, incluindo o desvio dos rios € a bombeamento do subsolo, sdo



utilizados para irrigacdo e somente 20 % vao para a industria e 10 %, para as residéncias
para consumo humano (UMA, 2001).

Segundo dados do IBGE (2010), 78,6 % dos domicilios urbanos no Brasil t€m
acesso a dgua tratada. O nimero cai para 45,3 % na regido norte do pais. A rede de esgoto
chega a 58,9 % das moradias em todo o pafs, no norte chegam a 11,5 %, em outras dreas
20,4 % tém fossas sépticas e as demais ndo contam com nenhum recurso de coleta do
esgoto sanitdrio e tratamento.

Com relagdo ao saneamento completo (abastecimento de dgua, esgoto sanitdrio e
coleta de lixo), o percentual de domicilios cobertos chega a apenas 60,3 %. No nordeste e
no centro-oeste, o nimero cai para 41 % e no Norte para 11,5 %. O tratamento do esgoto
coletado € feito em 28,5 % dos municipios brasileiros, por meio de estacdes de tratamento
de esgotos (ETE) que possuem pré-tratamento, tratamento primdrio, tratamento secundario
e tratamento tercidrio incluindo a remog¢do de nutrientes e a desinfec¢do (IBGE, 2010).

No sudeste somente 48,0 % dos municipios fazem o tratamento do esgoto, no
Estado de Sao Paulo, o percentual de tratamento € de 78,4 % em 2008. No mesmo ano,
34,8 milhdes de pessoas, ou seja, 18,0 % da populagdo brasileira viviam em cidades sem
rede coletora de esgoto (apenas 55,2 % dos municipios possuiam rede coletora); o aumento
da populagdo nao acompanhou a constru¢do de novas redes, mesmo levando-se em conta
que nem a extensao nem a qualidade da rede estdo incluidas nas estatisticas, € 0 municipio
que possui somente um distrito atendido, ja é considerado na estatistica (IBGE, 2010).

A degradacdo e a consequente queda da qualidade dos recursos hidricos deixou de
ser somente uma preocupacgdo de ambientalistas, passando a representar um sério problema
de satde piiblica (MORAES & JORDAO, 2002), pois a constante degradacio ambiental em

bacias hidrogréificas de intensa ocupagdo antropica tem alterado significativamente a



qualidade da 4gua dos mananciais utilizados para abastecimento publico, irrigacdo e
recreacao (CANTUSIO, 2008).

O lancamento de efluentes domésticos sdo a causa dessa deterioracdo da qualidade
da dgua em paises em desenvolvimento e desenvolvidos. Tais efluentes contém misturas
toxicas, como pesticidas, metais potencialmente téxicos, produtos industriais e uma
variedade de outras substancias com sérias conseqii€ncias para a saide humana (MORAES
& JORDAO, 2002).

Segundo o relatério da Organiza¢do das Nagdes Unidas (ONU, 2008), em paises
subdesenvolvidos como o Camboja, Indonésia, Filipinas e Vietnd, 1,6 milhdes de pessoas
morrem por ano devido a falta de 4gua e saneamento bésico. No inicio do século XX, 44,0
% das mortes ocorridas também em um pais desenvolvido como os Estados Unidos foram
por doencas infecto contagiosas, onde as doengas transmitidas pela d4gua contribuiram com
um quarto deste percentual. No Brasil 28 mil pessoas por ano ainda morrem por causa da
contaminac¢do da dgua (OMS, 2008).

Estes problemas também ocorrerem em regides industrializadas como a regido de
Campinas, onde se encontram as seguintes micro-bacias hidrograficas: Capivari, Quilombo,
Anhumas, Atibaia, Jaguari e Capivari - Mirim. Sendo que abastecem Campinas somente 0s
rios Atibaia e Capivari. O rio Atibaia € formado pela jungdo dos rios Atibainha e
Cachoeira, entre os municipios paulistas de Bom Jesus dos Perddes e Atibaia. O rio Atibaia
abastece 95,0 % da agua para a populacdo de Campinas, que possui alta densidade
industrial, com quase 5500 fabricas, além do efeito poluidor desta densidade urbano —
industrial. A bacia do rio Atibaia fornece dgua para o sistema Cantareira, principal sistema

de abastecimento de Sao Paulo e Campinas (SILVA, 2004).



O rio Capivari é afluente direto do Rio Tiet€ e localiza-se na regiao sul de
Campinas, ap6s passar pelos municipios de Monte Mor, Capivari, Rafar e Mombuca. Entre
2002 e 2003, os rios que integram a bacia do rio Capivari, apresentaram uma reducdo do
indice de qualidade das dguas (IQA) somente no ponto localizado a montante da regido
metropolitana de Campinas (RMC), onde o IQA passou de 52, classificado como “boa”
para 47, “aceitavel”. Nos pontos a jusante da RMC, observou-se um aumento do IQA,
refletindo incremento na eficiéncia da rede de tratamento de efluentes. O ponto localizado
préoximo a foz do rio Tieté registra um aumento do IQA de 48 para 53, elevando a
classificagdo realizada pela CETESB de “aceitavel” em 2002, para “boa” em 2003.

Os indices indicativos da qualidade das dguas superficiais na bacia do Rio Capivari
que retratam a situac@o dos recursos hidricos nesta sub-bacia apresentaram valores variando
entre “36” e “517, sendo que classificacdes de 80 — 100 sdo consideradas 6timas, 52 — 79
boas, 37 — 51 aceitaveis, 20 — 36 improprias para tratamento convencional e 0 — 19
imprépria para consumo humano (PCJ, 2007). Esse enquadramento € definido pelo
CONAMA 357/2005, o qual estabelece um conjunto de pardmetros de qualidade e seus
devidos fins de utilizacio (abastecimento, recreacao e irrigacao).

Atualmente o trecho do rio Capivari entre os municipios de Valinhos e jusante da
sede de Monte Mor, encontra-se em situacdo correspondente a um rio com enquadramento
classe 4 (PCJ, 2008-2020). Vale ressaltar que visando o abastecimento para consumo
humano, é recomendavel até classe 3 e esta drea ndo se enquadra na classificagdo para
aguas de captacdo para tratamento (MORAIS, 2009; CONAMA 357/2005).

Com niveis de IQA tdo baixos a dgua pode atuar como veiculo de doencgas, dentre
elas as gastroenterites provocadas por protozodrios patogénicos como Cryptosporidium

spp. € Giardia spp. e também as provocadas por bactérias como Campylobacter spp.,



Shigella spp., Salmonella spp e Escherichia coli, que lideram significante taxa de
morbidade e mortalidade em paises em desenvolvimento e desenvolvidos (SNEL et al.,
2009).

No mundo todo a cada 14 segundos, morre uma crianga vitima de doencgas de
veiculagdo hidrica. Estima-se que 80,0 % de todas as moléstias e mais de um terco dos
6bitos dos paises em desenvolvimento, sejam causados pelo consumo de 4gua contaminada.
Em média, até um décimo do tempo produtivo de cada pessoa se perde devido a doengas
relacionadas a dgua, tais como: amebiase, febre tifoide e paratifoide, hepatite A e B (OMS,
2008).

Entre os vérios agentes patogénicos relacionados a veiculacdo hidrica, algumas das
espécies dos protozodrios parasitas como Cryptosporidium spp. € Giardia spp. sao
reconhecidos como causadoras de surtos de diarreia e, nos ultimos 25 anos, estes
organismos alcancaram grande relevincia em saide publica devido ao expressivo nimero
de casos registrados (GAJADHAR & FORBES, 2002; MACPHERSON, 2005; KARANIS,
2007; CANTUSIO, 2008).

Cryptosporidium spp. € Giardia spp. estdo amplamente dispersos no meio ambiente
aqudtico e foram responsdveis por diversos surtos de criptosporidiose e giardiose por
veiculacdo hidrica, tanto em paises em desenvolvimento bem como em desenvolvidos
como os Estados Unidos e Finlandia (FRANCO et al., 2001; PEREIRA et al., 2009;
WANG ET al., 2011).

A transmissdo destes organismos se deve ao estdgio ambiental do ciclo de vida, que
Ja estd infectante quando eliminado no meio ambiente via fezes. Cryptosporidium spp. e
Giardia spp. podem ser transmitidos para um humano, por qualquer material contaminado

com oocistos e cistos se ingeridos por um hospedeiro suscetivel. Tanto o Cryptosporidium



spp. como a Giardia spp. possuem ciclos de vida que possibilitam as transmissdes de
origem hidrica e alimentar, sendo a d4gua o seu principal forma de transmissdo (SMITH &
NICHOLS, 2010).

No Estado de Sdo Paulo, estes parasitos ja foram detectados em &dgua bruta
superficial no rio Atibaia (FRANCO et al., 2001; CANTUSIO et al., 2010) e em aguas
subterraneas (GAMBA et al., 2000) e teve seu primeiro registro de Cryptosporidium spp.
em 4guas superficiais em 2002. Outro estudo realizado em amostras de 20 marcas
diferentes de dgua mineral comercializadas em Campinas, foi detectada a ocorréncia de
oocistos de Cryptosporidium spp. em uma das amostras (FRANCO & CANTUSIO, 2002).
Sendo que a presenca destes patégenos em dgua utilizada para consumo humano é um fator
de risco para aquisicdo destas parasitoses (OLIVEIRA, 2005). No Brasil, também ha
registros da ocorréncia de ambos os organismos em dgua superficial e subterrinea e em
esgoto bruto e tratado (SANTOS, 2007; CANTUSIO, 2008).

No rio Atibaia, na cidade de Campinas, foi detectada uma concentragdo média de
64,14 cistos de Giardia spp. por litro, com uma positividade de 76 % das amostras, € uma
concentracdo média de 0,08 oocistos de Cryptosporidium spp. por litro e positividade de
0,04 % nas aguas deste manancial (OLIVEIRA, 2005).

Além destes trabalhos, considerou-se também a avaliacdo da concentracdo de
Cryptosporidium spp. e de Giardia spp. que foi realizada pela Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental (CETESB) em 28 mananciais, dentre eles, o Capivari, o qual foi
considerado um dos mais criticos (HACHICH et al., 2004).

De acordo com Jiang (2005), os leitos dos rios também sao reservatorios de oocistos
de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp., € ap0Os fortes chuvas ocorre um aumento

da quantidade destes cistos e oocistos, este comportamento ambiental pode propiciar o



deslocamento destas espécies que estdo depositadas no sedimento e consequentemente
serem captadas pelas estacdes de tratamento.

A Portaria M/S n. 518, de 25 de marco de 2004, recomenda a pesquisa destas
formas ambientais com o objetivo de assegurar a adequada eficiéncia de remog¢ado de cistos
de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. na dgua a ser distribuida para a
populacao.

Desta maneira é fundamental que se monitore a freqiiéncia e a distribuicao destes
parasitos em 4aguas, considerando-se suas variagdes de densidade em locais que podem
comprometer a saide humana tais o rio Capivari que € um importante rio de abastecimento

para a cidade de Campinas.

2- Revisao de literatura
2.1- Cryptosporidium spp. e Giardia spp. no meio ambiente

Segundo a OMS (2008), os patogenos de veiculacdo hidrica englobam bactérias,
virus e parasitos como: Burkholderia pseudomallei, Campylobacter jejuni e C. coli, E. coli
0157:H7, Legionella spp., Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella spp.,
Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica, adenovirus, astrovirus, Hepatites A e E, rotavirus,
Acanthamoeba spp., Cyclospora cayetanensis, Entamoeba histolytica, Naegleria fowleri e
Toxoplasma gondii., Cryptosporidium spp. e Giardia duodenalis.

Estes patdgenos sdo causadores de gastroenterites que € o problema de satide mais
comum entre viajantes que visitam dreas em desenvolvimento, especialmente nos trépicos.
Acima de 80 % dos episddios de diarreia em viajantes sdo de origem bacteriana, causadas

principalmente por algumas espécies de E. coli e também sdo causadas por Shigella spp.,



Campylobacter spp. e Salmonella spp., assim como, metade dos casos de célera registrados
sao causados pelo Vibrio cholerae (OMS, 2008).

Cryptosporidium spp. e Giardia spp. sdo os principais causadores de diarreia por
protozodrios, liderando uma significativa taxa de morbidade e mortabilidade em paises
desenvolvidos e subdesenvolvidos (SNEL et al., 2009).

Os protozodrios, Giardia spp. (40,6 %) e Cryptosporidium spp. (50,8 %) foram
responsaveis pela maioria destes surtos no mundo, respectivamente. Entamoeba histolytica
e C. cayetanensis foram os agentes etioldgicos incriminados em nove (2,8 %) e seis (1,8 %)
surtos, € Taxoplasma gondii e Cystoisospora belli, ocasionaram trés surtos cada (0,9 %),
enquanto dois (0,6 %) eventos foram a veiculacio hidrica de Blastocystis hominis. Outros
agentes parasitdrios, como Balantidium coli, microsporidios, Acanthamoeba e Naegleria
fowleri foram responsaveis por um surto, cada um deles contribuindo com 0,3 %
(KARANIS et al., 2007).

A transmissao destes agentes ocorre através da via fecal-oral ou por meio da urina,
seguida por contato direto ou indireto com o0s estigios transmissiveis dos organismos.
Parasitos como Cryptosporidium spp. € Giardia spp. podem ser transmitidos por trés
origens, antroponotica, zoondtica e sapronética em substratos abioticos (SNEL et al., 2009).

Varios fatores contribuem para a ampla dispersdo dos cistos de Giardia spp. € de
oocistos de Cryptosporidium spp. no ambiente: sdo eliminados em grandes quantidades
com as fezes de humanos e outros animais infectados no ambiente além de lancamentos de
esgotos ndo tratados e tratados (considerando que os processos de tratamento de esgotos
ndo sdo capazes de alcancar 100,0 % de remocdo), a deposi¢do de fezes animais em cursos
d*4gua, o escoamento superficial do solo onde foram depositadas fezes de animais

domésticos e silvestres (SMITH & GRIMASON, 2003).



Ferramentas para diagndstico molecular estdo sendo utilizadas para o acesso a
taxonomia, ao potencial zoonético, as transmissdes de espécies de Giardia spp. e
manifestacdes clinicas em humanos. Sendo que adaptacdes ao hospedeiro e a descoberta de
gendtipos e subgendtipos classificando-as em subgendtipos ou assembleias. Estes estudos
também demonstraram variacdes na distribuicido de genétipos de Giardia duodenalis que é
a espécie que acomete o ser humano, entre diferentes dreas geograficas, entre ruminantes
domésticos e selvagens e diferencas nas manifestagdes clinicas e, o potencial para causar
surtos que algumas assembleias possuem (FENG & XIAO, 2011).

De acordo com Wang et al. (2011), o estudo molecular, resultou em 8 espécies € 6
genotipos de Cryptosporidium spp. infectando humanos, com as espécies C. parvum e C.
hominis responsdveis pela maioria das manifestacdes clinicas, mas a distribuicdo destas
duas espécies difere entre regides geograficas.

Oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. sdo detectados em
amostras de esgoto bruto e tratado, em concentracdes que variam de 10%a 10 oocistos e 10°
a 10° cistos/L, respectivamente (CARRARO et al, 2000). Santos et al, (2004) detectaram
altas concentragoes de cistos de Giardia spp. (4,4 x 10*a 8,0 x 10*/L) em amostras de lodo
ativado de uma estacao de tratamento de esgoto de Campinas.

As formas cisticas destes protozodrios sdo capazes de suportar os processos de
cloracdo da 4gua e apresentam elevada persisténcia em condi¢des ambientais adversas,
podendo permanecer infectantes até seis meses, a 20°C em aguas superficiais (MONS et al.,
2008).

Estas formas cisticas agregadas a outras particulas possuem velocidades de
sedimentacdo de aproximadamente 1,4 pm S em solucdes salinas 2 23°C, afetadas por

caracteristicas das particulas as quais estdo agregadas, tais como, tamanho e densidade, que
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aliadas a alta taxa de sobrevivéncia dos cistos podem resultar no seu acimulo em
sedimentos aqudticos representando assim, alto risco a empresas de saneamento
(MEDEMA et al., 1998).

Além da possivel concentracdo de cistos no ambiente, outro problema que ocorre
mesmo em paises desenvolvidos onde o tratamento de esgoto é praticado com tecnologia
sofisticada e amplamente difundido, sdo os surtos que tiveram o esgoto doméstico como
sendo a fonte poluidora dos recursos hidricos devido a falhas no processo de tratamento
(GAJADHAR & ALLEN, 2004; MACPHERSON, 2005).

Atualmente o surto de giardiose por veiculacdo hidrica de maior destaque ocorreu
na cidade de Bergen na Noruega entre os anos de 2004 e 2005, onde mais de 1500
pacientes foram diagnosticadas com giardiose. Este foi primeiro surto com estas dimensdes
na Noruega, onde teve como provdvel fonte de contaminagdo o lancamento de esgoto nao
tratado de uma drea residencial que foram drenados em dire¢cdo ao corpo hidrico de
captacdo, confirmando que o lancamento de esgoto sem tratamento € a principal fonte de

contamina¢cdo (ROBERTSON et al., 2006).

2.2- Giardia

Giardia spp. pertence a ordem Diplomonadida e familia Hexamitidae e com ciclo
bioldégico monoxénico (apenas um hospedeiro definitivo). O género Giardia teve as
descrigcdes das espécies, baseadas inicialmente apenas na especificidade do hospedeiro. Os
taxonomistas utilizam como parametros a forma e a posi¢do dos corpos medianos, a forma
dos trofozoitos, o tamanho do disco ventral, entre outras caracteristicas possiveis de
observacao por microscopia eletronica. O trofozoito (forma intestinal) é flagelado, em

forma de péra e possui um disco em forma de ventosa, por meio do qual se fixa a superficie
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das células da mucosa intestinal, sendo encontrado em toda a extensio do duodeno
nutrindo-se de substancias liquidas. Ao se moverem para o célon transformam-se em cistos
com dimensdes entre 6,0 ¢ 12,0 um que sdo a forma ambiental que completa o ciclo. Os
cistos sdo eliminados pelas fezes em grande quantidade, ocorrendo periodos de interrupcao
de sua eliminagao por sete a dez dias. Os trofozoitos também podem estar presentes nas
fezes, mas sao os cistos os responsaveis pela transmissdo (FELICE, 1952).

Giardia spp. é o protozodrio entérico patogénico mais comum em humanos e
animais domésticos. Criancas com até 5 anos, particularmente aquelas que vivem em paises
em desenvolvimento e comunidades carentes, constituem uma categoria populacional que
se encontra em maior risco de infec¢cdo com manifestagdes clinicas mais severas (MONIS,
2009).

A giardiose apresenta diversas manifestacdes clinicas, com sintomas de severidade
varidvel, que incluem diarreia, perda de massa corpdrea, dores abdominais e pode
contribuir para o retardo do crescimento em criangas, dependendo da carga parasitdria,
devido a deficiéncia nutricional decorrente da m4 absor¢do de vitaminas lipossoliveis pelo
hospedeiro infectado. A transmissdo ocorre pelos seguintes mecanismos: ingestdo de cistos
que contaminam a &4gua e alimentos, transmissdo interpessoal em creches e hospitais
psiquidtricos e transmissdo sexual (sexo anal/oral) (GUIMARAES & SOGAYAR, 2002).

A giardiose € responsiavel pela morbidade residual, que significa que, em
determinadas dreas endémicas, a prevaléncia da doenca € baixa bem como a carga
parasitdria, causando fadiga cronica, sindrome do intestino irritdvel pds-infeccdo, o que
provoca na primeira infancia baixa funcdo cognitiva e alteracdo no crescimento

dependendo do estado nutricional e da carga parasitaria (ESCOBEDO et al., 2010).
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2.2.1- Espécies de Giardia

A aplicacdo de ferramentas moleculares como a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) em isolados de Giardia spp. em amostras fecais e ambientais demonstrou que hd um
grande nimero de espécies e gendtipos do protozodrio devido a existéncia de especificidade

de hospedeiro, podendo classificd-las em sete gendtipos ou assembléias classificadas como

A, B,C,D,E, Fe G (THOMPSON, 2008, MONIS et al, 2009).

As assembleias A e B foram detectadas em humanos e em uma grande variedade de
outros mamiferos e s@o divididas nos subgrupos, Al, BIII (zoonéticos), AIl e BIV
(exclusivamente humanos). As assembleias de C a G s3o hospedeiro- especificas, sendo

que C e D sido especificas para cades, a assembleia E especifica para bovinos, ovelhas e

porcos, F para gatos e G para ratos (THOMPSON, 2004).

Tabela 1: Espécies e respectivas assembleias do género Giardia.

Espécies

Hospedeiros

Giardia duodenalis (= assembleia A)
G. entérica (= assembleia B)

G. agilis

G. muris

G. ardeae

G. psittaceae

G. microti

G. canis (= assembleia C/D)
G. cati (= assembleia F)

G. bovis (= assembleia E)
G. simondi (= assembleia G)

Humanos e mamiferos, domésticos e
selvagens.

Humanos, primatas, cdes e algumas
espécies de mamiferos selvagens.
Anfibios

Roedores

Passaros

Passaros

Roedores

Caes domésticos e outros canideos

Gatos domésticos

Bovinos e animais de criagdo rural

Ratos

Fonte: Adaptado de Monis et al., 2009.

Mais de 100 surtos de giardiose por veiculag@o hidrica foram relatados em todo o

mundo do inicio do século passado até 2004. Nos ultimos anos foram relatados casos de
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giardiose por veiculacao hidrica na Florida e em Hampshire nos EUA e também em Nokia
na Finlandia. O surto de giardiose ocorrido na Noruega por veiculacdo hidrica acometeu
mais de 1500 pessoas, € considerado um dos maiores surtos em nimero de pessoas afetadas
(ROBERTSON et al., 2006).

A investigacdo molecular de amostras fecais obtidas durante este surto indicou que
a maioria dos isolados de Giardia duodenalis estavam relacionados ao subgenétipo BIII,
gendtipo da assembleia B com reconhecido potencial zoonético. Um pequeno nimero de
cistos foi detectado na dgua e o esgoto doméstico foi a provavel fonte de contaminacdo do
recurso hidrico (ROBERTSON et al., 2006).

Alguns estudos de casos feitos no Brasil comprovam que a giardiose é uma
parasitose de grande prevaléncia no pais. Sua incidéncia varia de 12,4 % a 50,0 %,
dependendo do estudo, da regido e faixa etaria pesquisada, vindo a predominar nas criangas
entre zero e seis anos. Estudo feito em Botucatu/SP encontrou acometimento de criangas
em uma faixa etdria predominante de 1 a 4 anos (MONTEVERDE et al., 2007).

A formacido de aglomerados sem saneamento basico e preparo sanitirio, bem como
o convivio em creches, aumenta a disseminagdo dos enteropatégenos como G. duodenalis,
podendo ocorrer picos sazonais simultaneos a estacdo do verdo, relacionado ao maior uso
de piscinas comunitdrias por criancas de pouca idade. As creches sdo locais em que
comumente se encontram parasitoses intestinais. Trabalho feito em Aracaju, que avaliou se
as creches sao ambientes protetores ou propiciadores de infestagdo intestinal, em relagdo ao
grupo-controle, verificou-se que a maior prevaléncia de parasitoses ocorria em criangas que
frequentam creches (MONTEVERDE et al., 2007).

Porém grandes surtos ocasionados por Giardia spp. por veiculacdo hidrica ndo

foram documentados até o momento no Brasil, talvez pela deficiéncia de diagndstico e
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registro dos casos. Contudo o problema pode ocorrer a qualquer momento devido a
vulnerabilidade dos mananciais quanto & contaminac¢do por patégenos (SANTOS et al.,

2008).

2.3- Cryptosporidium

O género Cryptosporidium pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa,
subclasse Coccidia, ordem Eucoccidiida, subordem Eimeriina, familia Cryptosporiididae
(PLUTZER & KARANIS, 2009).

E um coccidio intestinal que afeta vérias espécies de répteis, aves e mamiferos. A
criptosporidiose humana teve sua importancia reconhecida a partir do surgimento dos
primeiros casos de diarreia aquosa associados aos pacientes portadores da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), no inicio dos anos 80. Estudos subsequentes
comprovaram a criptosporidiose como uma doenca esporddica e de duracdo limitada em
pessoas saudaveis, mas a infec¢do pode ser particularmente severa entre os individuos com
comprometimento do seu sistema imunoldgico como as criangas menores de cinco anos, 0s
idosos, as pessoas desnutridas, aquelas em terapia com imunossupressores ou
quimioterdpicos, que podem apresentar diarréia cronica persistente e de longa duragdo
(SODRE & FRANCO, 2001).

O protozoario Cryptosporidium spp. foi considerado como relevante problema de
saude publica, atingindo individuos imunocompetentes, apdés o surto de Milwaukee
(Wisconsin-EUA) em 1993. Neste episodio, 403 mil pessoas foram infectadas em uma
cidade de 1,5 milhoes de habitantes, causando 100 mortes; no entanto, estes nimeros foram
subestimados porque somente pessoas com sintomas de diarreia aquosa foram consideradas

no levantamento oficial (MACKENZIE et al., 1994)
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Evidéncias moleculares tém demonstrado que o C. parvum ndo € uma espécie Unica,
contendo vérios gendtipos distintos ou um complexo de espécies que exibem diferencas em
especificidade de hospedeiro. O género Cryptosporidium consiste de mais de 20 espécies e
mais de 60 gendtipos (SMITH & NICHOLS, 2010).

C. parvum ja foi considerada a dnica espécie de Cryptosporidium capaz de infectar
humano. O uso de ferramentas de genotipagem no final dos anos 90 identificou dois
gendtipos (I e II) de C. parvum, que receberam a nomenclatura de C. hominis e C. parvum
senso stricto, ambos infectantes para imunocompetentes e imunocomprometidos. O uso de
ferramentas de genotipagem baseado em fragmentos de RNA (ssRNA) revelou a presenca
de muitas outras espécies, incluindo C. canis, C. felis e C. meleagridis em fezes humanas,
bem como, C. muris e C. suis. Em adi¢do, muitos genodtipos de Cryptosporidium spp. t€m
sido detectados em fezes humanas de pacientes com criptosporidiose, incluindo: o genétipo
de cervideo; gendtipo semelhante ao C. suis; gendtipo semelhante ao C. andersoni;
genotipo de Tamias striatus (esquilo listrado); gendtipo de Didelphis marsupialis (gamba);
e o genotipo C. hominis em simios (FAYER, 2010).

O protozoario Cryptosporidium apresenta estdgio ambiental infectante (oocistos)
transmitido pela via fecal-oral a partir de um individuo infectado para outro susceptivel,
possui potencial zoondtico, pois infecta varias espécies de animais, € transmitido por meio
de alimentos e dgua contaminados. Oocistos podem permanecer infectantes no ambiente
por longos periodos e sdo insensiveis as concentracdes de desinfetantes como cloro
utilizado na descontamina¢do ambiental (ORTEGA & ADAM, 1997).

E necessdrio um ndmero relativamente pequeno para se iniciar a infec¢do no
hospedeiro susceptivel, cerca de 9,0 a 1042,0 oocistos dependendo da espécie e,

amplamente disperso no ambiente aqudtico como, rios, lagos, reservatérios, aguas
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subterraneas e recreacionais, Cryptosporidium spp. causou numerosos surtos de
gastroenterite relacionados a veiculacdo hidrica no mundo nas duas tltimas décadas
(FAYER et al., 2000; KARANIS, 2007).

Em dgua doce, os oocistos de Cryptosporidium spp. permanecem infectantes por
seis meses, em temperatura entre 0 ¢ 20°C e resistem a salinidade de 35,0 % por 40 dias a
18°C, sendo esta mais uma das caracteristicas que o torna uma espécie com alta taxa de
sobrevivéncia ambiental (MONS et al., 2009).

Durante o processo de tratamento de 4gua, a remog¢do desse organismo depende
basicamente da remocdo fisica. EstacOes de tratamento de dgua que utilizam o processo
convencional de tratamento (com base na floculacio, coagulacdo, sedimentacgdo e filtragdo)
alcangam, em geral, uma remocao de 99,0 % dos oocistos de Cryptosporidium spp. nas
etapas de sedimentagdo e filtracdo, diminuindo assim o risco de transmissdo. Porém a
caracteristica da compressibilidade que permite aos oocistos reduzirem seu tamanho de
2,94 - 8,4 um para 2,0 - 4,0 um quando expostos as altas pressoes, pode permitir que os
oocistos atravessem esses filtros. Soma-se a isso, a alta resisténcia dos oocistos a

desinfeccao da 4dgua e do efluente tratados (SANTOS, 2007).

2.3.1- Espécies de Cryptosporidium

As regras para aplicacdo de nomes cientificos para organismos animais, incluindo
Cryptosporidium ssp. e Giardia spp., sao publicados no Coédigo Internacional de
Nomenclatura Zooldgica (ICZN) (FAYER, 2010). Entretanto, alguns autores propuseram
critérios para caracterizagdo de uma nova espécie de Cryptosporidium spp.

Egyed et al., (2003) relataram que as espécies aceitas como Cryptosporidium spp.

sdo aquelas que os oocistos foram inteiramente caracterizados quanto a morfologia e

17



informacdo genética. J4 para Xiao et al., (2004), os requisitos minimos para uma nova
espécie inclui dados morfométricos, caracterizacdo genética, conhecimento de hospedeiros
naturais e infectados experimentalmente e por dltimo, enquadramento as regras ICZN.

No entanto, hd poucos caracteres morfoldgicos dos oocistos que possam contribuir
para a diferenciacdo das espécies de Cryptosporidium spp. Assim, no passado, os
pesquisadores se basearam na ocorréncia do protozoario no hospedeiro, mas, as espécies de
Cryptosporidium spp. possuem potencial zoonético o que resultou em confusio taxondmica
(O'DONOUGHUE, 1995; THOMPSON, 2002).

A aplicac@o de técnicas moleculares tem contribuido para a deteccdo e diferenciacio
das espécies e genotipos de Cryptosporidium spp., como também, a caracterizacdo da
transmissao dos oocistos entre outros animais e humanos (XIAQO, 2010).

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

Ainda hoje € controvertido o numero de espécies do género Cryptosporidium e
muitas t€m sido aceitas e excluidas. De acordo com Fayer (2010), as espécies aceitas sao:
C. andersoni, C. bovis, C. parvum, C. ryanae (parasitando ruminantes e bovinos), C.
baileyi, C. galli, C. meleagridis (parasitando aves e galindceos), C. canis (parasitando caes
domésticos), C. felis (parasitando gatos domésticos), C. fayeri, C. macropodum

(parasitando canguru), C. hominis, C. parvum (parasitando humanos), C. muris
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(parasitando camundongo), C. serpentis (parasitando répteis), C. suis (parasitando suinos),
C. varanii e C. wrairi (parasitando porquinho da india).

Em 2009, Fayer e Santin identificaram uma nova espécie: C. xiaoi que foi
previamente denominada como C. bovis-like. Ndo foram consideradas como espécies C.
molnari, C. scophthalmi (parasita de peixes) e C. fragile (parasita de sapo) por ndo
apresentarem dados taxonomicos suficientes (FAYER, 2010). Também nao foram aceitos,
C. anserinum e C. tyzzeri (LINDSAY e BLAGBURN, 1990). C. nasorum nao foi
considerado por nao ter descricdo suficiente (RYAN et al, 2004; XIAO et al, 2004), e
também ndo foi considerada como nova espécie, C. blagburni, pois dados moleculares

indicaram que € a mesma espécie que C. galli (RYAN et al, 2003).
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Tabela 2: Género Cryptosporidium, espécies, autores, hospedeiros

Espécie Autor Hospedeiro

Cryptosporidium molnari Alvarez- Pellitero and Sitja Peixe
Bodadilla, (2002)

Cryptosporidium Alvarez- Pellitero et al., (2004) Peixe
schophthalmi
Cryptosporidium serpentis Levine (1980) Serpente
Cryptosporidium varanii* Pavlasek et al., (1995) Lagarto
Cryptosporidium fragile Jirku et al., (2008) Sapo
Cryptosporidium meleagridis | Slavin, (1995) Peru
Cryptosporidium baileyi Current et al., (1986) Galinha
Cryptosporidium galli Pavlasek, (1999) Galinha
Cryptosporidium muris Tyzzer, (1907) Camundongo
Cryptosporidium parvum Tyzzer, (1912) Camundongo
Cryptosporidium wrairi Vetterling et al., (1971) Porquinho da India
Cryptosporidium felis Iseki, (1979) Gato
Cryptosporidium andersoni Lindsay et al., (2000) Boi
Cryptosporidium canis Fayer et al., (2001) Caes
Cryptosporidium hominis Morgan-Ryan et al., (2002) Homem
Cryptosporidium suis Ryan et al., (2004) Porco
Cryptosporidium bovis Fayer et al., (2005) Boi
Cryptosporidium fayeri Ryan et al., (2008) Canguru
Cryptosporidium ryanae Fayer et al., (2008) Boi
Cryptosporidium Power and Ryan, (2008) Canguru
macropodum
Cryptosporidium xiaoi Fayer and Santin, (2009) Carneiro

Fonte: (FAYER, 2009; FAYER e SANTIN, 2009). * Sinonimo de C. saurophilum (Koudela

Modry, 1998)

De 1984 a 2000, 76 surtos epidémicos de transmissao hidrica foram associados ao

Cryptosporidium em paises como EUA, Inglaterra, Irlanda do Norte, Canada, Japao, Italia,

Nova Zelandia e Australia, atingindo 481.026 pessoas; destes 59,2 %; (n = 45) estavam

relacionados a dgua potavel e 40,7 % (n = 31) ao uso de dgua recreacional. As causas mais

freqlientes de contaminacdo foram falhas operacionais dos sistemas de tratamento, o
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contato da dgua com o esgoto ou, acidente fecal, no caso de &4guas recreacionais
(GLABERMAN, 2002).

O episddio ocorrido em Milwaukee (EUA) teve o maior nimero de casos ja
documentado: 403.000, com 4.400 hospitalizacdes e a morte de cerca de uma centena de
pessoas. Fatores como a diminui¢ao da efetividade do processo de coagulacio e filtracdo de
uma das companhias locais de abastecimento de &dgua, ocasionaram um aumento da
turbidez da dgua tratada e a remocdo inadequada de oocistos de Cryptosporidium spp.
(KRAMER et al., 1996).

Posteriormente, a aplicacdo de técnicas moleculares tornou possivel averiguar que
C. hominis foi o principal agente etioldgico envolvido no surto de Milwaukee (PENG et al.,
1997) e, mais recentemente, o estudo da sequéncia de genes que codificam a glicoproteina
GP60 permitiu identificar a existéncia de variagdo intraespecifica, ou seja, o subgenétipo 1-
b fo1 responsdvel pelo episodio de abril de 1993, o que justifica as observacgdes clinicas
feitas por ocasido do surto: 93,0 % dos individuos infectados haviam relatado, em inquérito
telefonico, a ocorréncia de diarreia aquosa com duragdo entre 12 e 19 dias, um periodo
excepcionalmente longo em se tratando de individuos imunocompetentes. Hoje, sabe-se
que o subgendtipo I-b exibe uma acentuada viruléncia (FRANCA, 2007).

A ampliacdo dos estudos na drea ambiental, com a realizacdo de investigacdo de
amostras disponiveis de esgoto bruto da cidade de Milwaukee, evidenciou a ocorréncia de
seis espécies de Cryptosporidium, a época do surto: C. andersoni, C. muris, C. hominis, C.
parvum, C. canis, C. felis e Cryptosporidium genétipo cervideo (XIAO et al., 2001).

Em Las Vegas, Nevada, EUA, também ocorreu outro evento onde uma estacdo de
tratamento considerada modelo de tratamento de dgua, experimentou um surto epidémico

(n = 103 casos) que foi reconhecido primeiramente a partir do diagndstico da infeccdo entre
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as pessoas portadoras da sindrome da imunodeficiéncia (SIDA). Este surto teve sete meses
de duracdo (ROEFER et al; 1996; FRANCA, 2007). Esta esta¢do de tratamento ja praticava
o monitoramento dos protozodrios Cryptosporidium spp. € Giardia spp. por ocasido do
surto e nenhuma falha operacional pode ser comprovadas, porém, apds 18 meses de
monitoramento, uma Unica amostra positiva para Cryptosporidium spp. foi detectada entre
aquelas colhidas, e referente as dguas de retro lavagem dos filtros. Ao todo, 41 pessoas
vieram a Obito, destas, pelo menos vinte tiveram a criptosporidiose como causa de morte,

registrada na certidao de 6bito (FRANCA, 2007).

2.4- Investigacio da concentracio de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp., na interface sedimento-agua.

Andlises de amostras de dgua superficial sdo determinantes para se conhecer o nivel
de eutrofizacdo de um ambiente, bem como andlises da interface sedimento-dgua, pois,
sabe-se que concentram poluentes, tornando-se de fundamental importidncia que se
pesquisem suas caracteristicas (NETO et al., 2009).

A utilizacdo da interface sedimento-dgua para estudos de caracterizagdo ambiental
apresenta algumas vantagens com relacdo ao meio hidrico circulante, pois esta corresponde
a um dos segmentos ambientais mais estiveis em termo fisicos e quimicos e concentracao
de algumas espécies de bactérias, e proporciona protecao contra os raios ultravioleta. Por
essa razao, sao freqiientemente indicativos da qualidade média das dguas (BONATTI et al.,
2007)

A amostragem da interface pode ser superficial ou sub-superficial. As amostras
superficiais, que tem interesse particular neste trabalho, sdo aquelas que se situam no topo

da coluna sedimentar ou interface sedimento-dgua (em depdsitos aquaticos) ou sedimento
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atmosfera (em depdsitos subaéreos). Estas interfaces apresentam suas caracteristicas
determinadas por processos ambientais como dispersao e sedimentagdo. As amostras sub-
superficiais, consistem no material que estd abaixo da interface sedimento-dgua ou
sedimento-atmosfera (BAISCH et al., 2003).

De acordo com Jiang (2005), apds fortes chuvas ocorre um aumento massivo na
turbidez das dguas superficiais que geralmente pode ser relacionado com o aumento da
quantidade de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp., este fato pode
liberar tais espécies contaminantes depositados na interface sedimento-dgua.

Em estudo realizado por Graczyk et al., (2007) esses autores demonstraram que a
suspensao desta interface dos rios causada por acdo mecanica eleva os niveis de oocistos de
C. parvum, cistos de G. duodenalis e alguns microsporidios, particularmente
Enterocytozoon bieneusi. As ocorréncias dos fendmenos de acumulo de espécies na
interface sedimento-dgua a qualifica como sendo de extrema importancia em estudos de
impacto ambiental.

As interacOes hidrodinamicas entre os cistos de Giardia spp., oocistos de
Cryptosporidium spp. e as particulas suspensas na coluna d agua reduz suas concentragoes
na agua superficial. Estas associagdes aumentam a taxa de velocidade de sedimentagdo
transferindo-os para o leito do rio, de acordo com o trabalho de Kristin et al., (2006).

Além das espécies citadas acima existem outros enteropatdgenos antropozoondticos
que possuem distribui¢do agregada ao leito do rio, tais como: Encephalitozoon intestinalis,
E. hellen e E. cuniculi, que também causam considerdvel morbidade e podem causar o

obito em individuos imunossuprimidos (CROCKETT, 1995; GRACZYK et al., 2007).
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3- Justificativa

No Brasil, a detec¢do dos protozodrios Cryptosporidium spp. € Giardia spp. foi
registrada em diversas amostras, como: dguas superficiais, subterrineas, tratadas, fontes
naturais, dentre outras.

Em decorréncia do potencial risco a saide humana, representado pela possivel
presenca destes organismos na dgua de abastecimento, e a recomendacdo do Ministério da
Satde por meio da Portaria 518 de 25 de mar¢o de 2004 para a pesquisa, dentre outros, de
oocistos de Cryptosporidium spp. e de cistos de Giardia spp., fundamentam a necessidade
de estudos e pesquisas em mananciais utilizados para fins de abastecimento publico.

Ressalte-se também a relevancia deste estudo quanto a investigagdo destes
protozodrios na interface sedimento-dgua do rio Capivari (juntamente com as amostras
superficiais), pois sdo poucos os estudos descritos na literatura em amostras desta drea dos
rios relacionados a concentracao oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp.
0 que pode comprometer diretamente a qualidade da dgua.

O monitoramento da interface sedimento-agua torna-se justificavel, pois se sabe que
somente 0,1 % dos contaminantes estdo dissolvidos na agua, e 99,9 % estdo concentrados
no fundo dos rios. Como o revolvimento do fundo do rio pode mudar as caracteristicas da
agua, o ponto CAPI torna-se critico com relagdo ao sedimento por ser o local de tomada da

dgua bruta da ETA
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4- Objetivos

e Avaliar a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. em
amostras da dgua bruta superficial do Rio Capivari.

e Determinar a qualidade da dgua do rio Capivari mediante parametros fisico-quimicos
(cor, pH e turbidez) e parametro microbioldgico (coliformes termotolerantes).

e Avaliar a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. em

amostras da interface sedimento — dgua no Rio Capivari.

5- Material e métodos
5.1- Locais de coleta das amostras de agua bruta superficial

O rio Capivari pertence ao estado de Sdo Paulo, afluente norte do rio Tieté. Sua
nascente fica entre os municipios de Louveira e Jundiai, passando pelas cidades de
Campinas, Monte Mor e Capivari, desaguando no rio Tieté, ndo muito longe da cidade de
Laranjal Paulista. De acordo com a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental e
Fiscalizacao (CETESB, 2010) o rio apresenta-se fortemente impactado, devido ao
lancamento de esgotos industriais € domésticos sem tratamento, entretanto € utilizado como
fonte de captacdo de 4gua para distribui¢do publica na estacdo de tratamento ETA Capivari.

Esta estacdo estd localizada na cidade de Campinas, no Km 86 da Rodovia dos
Bandeirantes e utiliza o rio Capivari como fonte de captacdo, sendo responsivel por uma
parte da producdo de dgua potdvel do municipio. Estd em operacdo desde 1988 com o
tratamento convencional diferenciado (com pré-cloracdo), tendo capacidade de produgdo de
aproximadamente 210 L/s de dgua tratada.

Nessa pesquisa, foram escolhidos dois pontos proximos a esta estacao de tratamento

de dgua utilizada pela SANASA, onde foram colhidas mensalmente, amostras de 2 litros de
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agua bruta superficial durante 18 meses (n = 36), sendo o primeiro ponto de coleta

denominado CAPI1, localizagdo: (23°00°15,117"- S) — (47°05°56,49"- W) (Figura 1).

Figura 1: Ponto de coleta CAP1 localizado préoximo a ETA Capivari.
Fonte: Google Earth, 09-11-11.

O segundo ponto de coleta denominado CAP2, localizado a montante da estagdo de

tratamento de dgua, localizagdo: (23°03°37,45™"- S) — (47°00°38,81"" - W) (Figura 2).

Figui'a 2: Ponto de coleta CAP2 localizado a montante da ETA
Capivari. Fonte: Google Earth, 09-11-11
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5.2- Local de coleta das amostras da interface sedimento-agua

Foram coletados mensalmente, aproximadamente 250 mL da interface sedimento-
dgua no ponto CAPI1 (Figura 3) durante 18 meses (n = 18), com auxilio de uma draga de
Ekman modelo B5023 (Figura 4). No ponto de coleta CAP2 ndo foi possivel coletar o
sedimento devido as caracteristicas do fundo do rio e a forte correnteza apresentada neste

local.

Figura 3: Entrada da ETA Caivari, local de
coleta das amostras da interface sedimento-agua.

5.2.1- Draga de Ekman modelo B5023

A draga de Ekman tem formato de caixa, possui sistema de fechamento e acesso ao
sedimento amostrado. O amostrador de Ekman desce ao fundo com as tampas superiores e
também as duas mandibulas em forma de segmento de cilindro aberto. Assim que toca o
fundo € lancado o mensageiro e espera-se o fechamento da draga por meio da liberagcao da
tensdo em duas potentes molas de aco que ficam instaladas nas laterais do equipamento

além do fechamento das tampas superiores. Este amostrador tem a vantagem de preservar a
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superficie da interface sedimento-dgua referente a aproximadamente 5 cm na coluna

sedimentar (FIGUEIREDO & BREHME, 2001).

Figura 4: Draga de Ekman modelo B5023 utilizada
para as coletas da interface sedimento-agua.
5.3- Analise parasitologica

As andlises parasitoldgicas incluiram todas as amostras de dgua bruta superficial e

da interface sedimento-dgua, como segue:

5.3.1- Recuperacao de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. da
agua bruta superficial, a partir do material filtrado

A metodologia empregada foi a de filtragdio em membrana de ésteres mistos de
celulose, 47,0 mm de didmetro e 3,0 um de porosidade nominal, utilizando bomba de
vacuo, de acordo com Franco et al. (2001).

Apo6s filtracdo, os oocistos e cistos eventualmente presentes nas diversas amostras
foram eluidos da membrana filtrante por meio de extracio mecanica e alternadamente, por

lavagem da superficie da mesma com solu¢dao Tween 80 (0,01%), por 20 minutos. A seguir,
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o liquido resultante foi transferido para tubos de centrifuga, apds centrifugagdes sucessivas
com 4gua ultrapura (Milli-Q®) a 1050 x g, por 10 minutos, o sobrenadante final foi
descartado e o sedimento ressuspenso para um volume de 1 mL; uma aliquota de 10 uLL foi
examinada mediante o emprego da reacdo de imunofluorescéncia direta (RID), num prazo
maximo de 24 horas.

Para amostras de dgua bruta com valores de turbidez acima de 50 NTU e abaixo de
100 NTU, apés a etapa de centrifugacio e raspagem da membrana, utilizou-se a separacio

imunomagnética (IMS) para purificacdo dos organismos-alvo.

5.3.1.1- Procedimento para separacao imunomagnética (IMS), utilizado para as
amostras de agua bruta superficial, com turbidez acima de 50 NTU.

A separacdo imunomagnética consiste na separacao seletiva de cistos de Giardia e
oocistos de Cryptosporidium spp., a partir de concentrados de amostras de dgua, usando-se
esferas microscOpicas, uniformes, monodispersas, paramagnéticas, recobertas com
anticorpos purificados contra cistos e oocistos. Neste estudo, foi usado o Kit comercial
Dynabeads® que contém os seguintes reagentes: Dynabeads anti-Cryptosporidium;
Dynabeads anti-Giardia; Tampao A 10X; Tampao B 10X.

A partir do volume final de 1 mL e o sedimento de até 500 uL, de acordo com a
técnica de concentracdo usada (filtragio em membranas), e apds o preparo dos tampdes
requeridos (A 10X e B 10X fornecidos com o kit comercial), a amostra (volume final de 10
mL com sedimento) foi transferida para o tubo Dynal L10 contendo os tampdes. As
microesferas paramagnetizadas (Dynabeads anti-Cryptosporidium e anti-Giardia) foram
agitadas por 10 segundos e adicionadas (100 uL) ao tubo de Lyton e colocado no “mixer”

rotatério (Dynal MX — 1) por uma hora. Apds esse periodo, este tubo foi transferido para o
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concentrador magnético de particulas (MPC 1) com o lado reto do tubo voltado para o
magneto e procedendo a agitacio manual longitudinalmente num angulo de 90° por 2
minutos. Apdés descarte cuidadoso do sobrenadante, a amostra foi ressuspendida,
adicionando-se 1 mL de tampao (A 10 X), e todo o volume presente foi transferido
gentilmente para um tubo de centrifuga.

A seguir, este tubo de centrifuga foi colocado no concentrador magnético MPC-S,
efetuando-se nova agitacdo manual por 1 minuto, com aproximadamente um giro por
segundo. Apds este tempo, retirou-se todo o sobrenadante com auxilio de pipeta. Foi
removida a fita magnética do concentrador e conduziu-se a dissociacao acida adicionando-
se 50 puL de acido cloridrico (HC1) 0,1 N. Apds agitacdo por 10 s, o tubo foi colocado
novamente no concentrador de particulas — MPC-S, sem a fita magnética. Apds o tempo de
espera necessario (10 minutos), levou-se o tubo de centrifuga novamente para agitacao por
10 s e depois foi inserido novamente no concentrador MPC-S, agora com a fita magnética
por 10 s. Finalmente, todo o volume presente no tubo de centrifuga foi transferido para o
poco da lamina de imunofluorescéncia, que foi previamente preparado adicionando-se 10
pL da solugdo de hidroxido de s6dio 1 N. Em seguida, a aliquota da amostra purificada por
IMS foi espalhada cuidadosamente na lamina para visualizagdo em microscopio de

fluorescéncia, apds a coloragdo com os anticorpos monoclonais, com aumento de 630X.

5.3.2- Recuperaciao de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. a
partir das amostras da interface sedimento-agua

A técnica de detecc@o de oocistos e cistos em amostras de sedimento foi adaptada a
partir de Kepner e Pratt (1994), que utiliza a solucdo de pirofosfato de tetrassédio para a

dispersdo de bactérias no solo. Dessa forma, visando a desagregacdo dos oocistos e cistos
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das outras particulas do sedimento, empregou-se nesse estudo a combinagdo de tratamentos
fisicos e quimicos, como o agente dispersante pirofosfato tetrassédio 0,001 M e TRIS.

No laboratério foram transferidos 5 mL do material colhido na interface sedimento -
dgua (250 mL), apés homogeneizacdo, para o tubo de centrifuga e adicionados 1 mL de
solugdo de pirofosfato tetrassédio (0,001 M) e 4 ml de tampao TRIS. O tubo de centrifuga
foi levado ao aparelho vortex para agitacdo por 30 s e deixado em repouso refrigerado a
4°C.

Ap6s 24 horas, levou-se o tubo de centrifuga novamente ao aparelho vortex por 2
minutos e apos a homogeneizagdo, centrifugou-se o tubo contendo a amostra 2 vezes a
1050 x g por 10 minutos, entre cada centrifugacao foi desprezado o sobrenadante até 1 ml e
elevado o volume para 10 mL com 4gua ultrapura e reduzido para 1mL. As 12 amostras
iniciais foram processadas desta forma, as 06 amostras finais tiveram mais uma etapa
adicionada no procedimento com a finalidade de melhorar a recuperacdo dos cistos e
oocistos, considerada a média obtida no periodo de 12 meses. Assim, introduziu-se um
passo de desagregacdo de particulas empregando o ultrassom, durante 60 s, apds a segunda
centrifugacao.

ApoOs esta etapa, transferiu-se uma aliquota de 10 pL para o poco da lamina de
imunofluorescéncia direta (RID) para a reacdo com anticorpos anti-Cryptosporidium e anti-

Giardia para visualizacdo.

5.3.3- Visualizacio e quantificacio de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp., através da RID com anticorpos monoclonais especificos
As aliquotas obtidas foram transferidas para o po¢o da lamina de imunofluorescéncia,

espalhadas com o auxilio de uma ponteira e apés 10 minutos foram adicionadas a superficie
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de cada pogo da lamina 10 pL de metanol, e esperou-se 10 minutos. Apds este periodo foi
colocada uma gota do reagente de detec¢do anti-Cryptosporidium e anti-Giardia e, em
seguida o contra corante em cada po¢o da lamina, que foi transferida para a cAmara escura e
umida a temperatura ambiente por 30 minutos. A retirada do excesso de reagente foi feita
com uma solu¢do de elui¢do do kit 1 vez e 1 vez com dgua ultrapura e, apds a secagem da
lamina com papel macio, foi colocado o meio de montagem (1 gota no centro de cada poco)

e por ultimo a laminula.

5.3.4- Teste para confirmacdo das estruturas observadas utilizando o corante
fluorogénico 4 — 6 — diamidino — 2 — phenilindol (DAPI)

A utilizacdo do corante fluorogénico vital DAPI foi empregada nas mesmas laminas da
RID como teste confirmatorio das estruturas, e foram coradas da seguinte maneira:

A solugdo de trabalho diluida foi preparada no dia da andlise, no momento do uso e
protegidas da luz, sendo a solucdo estoque restante do corante DAPI guardada sob
refrigeracdo. Nas laminas foram aplicados 50 puL da solu¢cdo de DAPI (1/5000 em PBS),
ap6s o corante da RID a cada po¢o da lamina e mantida em temperatura ambiente por
aproximadamente 10 minutos. Apds este periodo, foi aspirado o liquido superficial,
cuidadosamente, inclinando-se a lamina e utilizando uma pipeta Pasteur para retirada do
excesso do DAPI, sem escarificar o pogo da lamina. Foi aplicado 50 uL de PBS (pH 7,2
150 mM) a cada pogo esperando que reagisse por 5 minutos, logo ap6s foi aspirado o PBS
repetindo este passo mais duas vezes. Apds esta etapa foi colocado uma gota de agua
ultrapura por 1 minuto e apds este tempo, o liquido do pog¢o da ldmina foi aspirando

cuidadosamente.
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As laminas foram colocadas no dessecador e protegidos da luz durante 1 hora; logo
apos, foi colocado o meio de montagem, cobertas com laminula e as laminas estavam
prontas para visualizacdo.

As preparagdes foram examinadas em microscépio de epifluorescéncia Zeiss Axiolab
que contém um filtro de excitacdo no comprimento de onda de 450 - 490 nm que emite luz

azul e observagao feita com aumento de 400, 630 e 1000 X.

5.3.5- Controle positivo para as amostras de agua bruta superficial

Foram realizados experimentos-controles positivos, a cada trés amostras de agua
superficial (n = 6), nos dois pontos de coleta. Para isso foi semeado uma quantidade
conhecida de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp., utilizando-se o Kit
Color Seed® que contém aproximadamente 100 cistos e 100 oocistos (100 = 1DP) gama-
irradiados.

Para cada 1 L das amostras de agua superficial foi inoculado o ColorSeed®, que
ap6s adicionar 2 mL de Tween 20 - 0,05 % (v/v) o tubo foi tampado e agitado
vigorosamente. ApOs esta etapa, foi novamente adicionado ao tubo 3 mL de 4dgua ultrapura,
este agitando vigorosamente e apds verter a amostra, esta ultima etapa foi repetida
novamente.

Os cistos e oocistos do controle Color Seed® quando observado em comprimento
de onda especifico, emitem a fluorescéncia vermelha enquanto que os cistos € oocistos

naturais da amostra corados pela RID nao emitirdo esta fluorescéncia.
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5.3.6 - Controle negativo para as amostras de dgua bruta superficial
Para os controles negativos, foram submetidas 6 amostras de 1 L de dgua ultrapura
ao mesmo processamento que as amostras de dgua superficial nos meses que se efetuou os

controles positivos.

5.3.7 - Controle positivo para as amostras da interface sedimento-agua

Foram realizados experimentos-controles positivos a cada 3 meses (n = 6), onde foi
semeada uma quantidade conhecida de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. do kit comercial Color Seed®. O procedimento de inoculacdo dos
cistos e oocistos foi 0 mesmo utilizado para as amostras de dgua bruta superficial.

Nao foi possivel efetuar os controles negativos para as amostras da interface

sedimento dgua devido as caracteristicas da amostra.

5.3.8 - Critérios de positividade dos protozoarios

Para a identificacdo dos cistos e oocistos foram considerados os seguintes
indicadores durante a leitura microscOpica das preparagdes:
a) Imunofluorescéncia (RID).

Grau de fluorescéncia definida pela intensidade verde-magd brilhante, mais
acentuado na parede do cisto e também do oocisto (aspecto em anel). Esta fluorescéncia foi
comparada aquele exibido por mais de 50,0 % dos oocistos e cistos presentes nas
suspensoes de controles positivo
b) Tamanho e formato

Compativeis: 2,94 - 8,4 um de didmetro e forma esférica para oocistos; 6-12 um e

forma oval para cistos.
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c) Contraste de fase.

Estruturas internas: presenga de sutura para oocistos; a presenca de axonemas e
visualizagao dos ntcleos para cistos.
d) Teste confirmatoério utilizando DAPI.

Observagdo do nucleo (1 a 4) corados em azul-céu, visualizados dentro de um tnico
oocisto/cisto, em geral, apresentando colorag@o azul intensa, de acordo com o Método 1623

(NANCY et al, 2008).

5.4- Estimativa da concentracio de cistos e oocistos
a) Para a estimativa do nimero de cistos e oocistos em dgua bruta superficial, foi utilizada a

seguinte formula para o calculo da concentracio na dgua superficial (USEPA, 2005):

X = X (D)

Sendo:

A = Numero de cistos e oocistos visualizados no pogo da lamina.
B = Volume da aliquota semeada no poco da lamina (uL).

C = Volume de sedimento final (mL).

D= Volume total de amostra filtrada (L).

b) Para as amostras de sedimento, foi utilizada a seguinte férmula para o célculo da

concentracdo de oocistos/cistos (BARROS et al. 2010):

FxG+H
Y = ()
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Sendo:

F = Namero de cistos e oocistos visualizados no poco da lamina.
G = Volume do sedimento final (uL).
H = Volume da amostra inoculado no pogo da lamina (uL).

I = Volume de amostra analisado (L).

5.5 - Eficiéncia de recuperacao

Apenas as formas que apresentaram a coloragdo verde-maca foram consideradas como
naturalmente presentes nas amostras, as formas que apresentaram fluorescéncia vermelha
foram consideradas como provenientes do kit ColorSeed®, fornecendo assim a estimativa
da sensibilidade da metodologia empregada, com base no nimero de oocistos e cistos
visualizados e enumerados mediante a RID.

a) Para isso utilizou-se a seguinte formula (USEPA, 2005):

ER = — x100 xFc 3)

Sendo:

J = Numero de cistos e oocistos recuperados (encontrado em 10 pL).

K = Numero de cistos e oocistos semeados na amostra (esperado em 10 pL).

Fc = Fator de correcdo: utilizado somente para as amostras de sedimento. Refere-se a
regido onde possivelmente estdo concentrados os cistos e oocistos, € formado apds a

centrifugacdo e corresponde a aproximadamente 100 puL na superficie do sedimento. O

36



célculo € efetuado por meio da divisao do valor da drea de concentracao (100 uL) dividido

pelo volume total do sedimento formado no fundo do tubo de centrifuga.

5.6 - Analises microbiolégicas e fisico-quimicas e estatisticas das amostras de agua
bruta

Em relagdo aos parametros fisico-quimicos (pH, turbidez e cor) e microbioldgico
(coliformes termotolerantes), foram realizadas andlises da dgua bruta superficial do rio
Capivari de acordo com os procedimentos descritos no STANDARD METHODS 21°
edicio (APHA, AWWA, WEF, 2005), estas andlises ndo foram efetuadas para a interface
sedimento-agua pois ndo era possivel aplicar os métodos utilizados neste tipo de amostra.

Para verificar se houve diferenca significativa entre as médias dos valores dos
parametros fisico-quimicos e microbioldgico entre os pontos de coleta CAP1 e CAP2, foi
realizada a Andlise de Varidncia (ANOVA) entre dois fatores com nivel de significancia de
5,0 %.

Nos testes significativos foi feito o Teste de Comparacao Multipla de Médias (Teste
de Duncan); para testar as diferengas entre as médias das concentragdes encontradas, que é
um teste paramétrico que as localiza por meio de diferentes agrupamentos (Letras A e B),
sendo adotado o nivel de significancia de 5,0 %.

A escolha deste teste fundamentou-se na comparagdo multipla de médias dos
parametros analisados de cada ponto de coleta, testando a homogeneidade do grupo (CAPI,
CAP?2 e interface sedimento-agua), cuja diferenca entre os pontos pode ser significativa ou
nao.

Também foi utilizada a andlise de Correlacio de Pearson ou Coeficiente r de

Pearson para verificar a existéncia de correlacdo (positiva ou negativa e probabilidade
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menor que 5 %) entre os parametros fisico-quimicos e biol6gicos analisados referentes a
cada ponto de coleta (CAP1, CAP2 e interface sedimento-dgua).
O programa SAS Inc. 2009 for Microsoft Windows Professional. Versao 9.1. Cary,

NC, 1028p foi utilizado para ANOVA, Teste de Duncan e Correlagao de Pearson.

6.0- Resultados

Os resultados parasitoldgicos referentes a ocorréncia e concentracdo de cistos de
Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. estdo apresentados juntamente com a
discussao de cada ponto. Os resultados dos parametros fisico-quimicos (cor, turbidez e pH)
e microbioldgico (coliformes termotolerantes) também sdo apresentados separadamente
pelos pontos de coleta CAPI, CAP2 e interface sedimento-dgua juntamente com a

discussao de cada ponto.

6.1- Analises estatisticas
Os resultados das analises estatisticas foram utilizados nas respectivas discussoes e

demonstrados integralmente a partir do item 7.

6.2- Experimento controle da agua bruta superficial (CAP1)

A eficiéncia de recuperacao média foi de 34,6 % para cistos e 16,7 % para oocistos
(Tabela 3), sendo que o maior valor de recuperacao foi de 50,0 % para cistos e 40,0 % para
oocistos, ambos no més de agosto de 2010. As menores porcentagens de recuperagcao
ocorreram no més de novembro de 2009 apenas para oocistos de Cryptosporidium spp.

quando a turbidez apresentou valores acima de 50 NTU (Prancha 1, Figura A2).
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Tabela 3: Porcentagem de recuperacio de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. nos experimentos controles positivos realizados nos meses de
agosto 2009, novembro 2009, fevereiro 2010, maio 2010, agosto 2010 e novembro 2010,

para as amostras de agua bruta superficial do ponto CAP1 do rio Capivari.

Recuperacao de

Data das coletas Turbidez Recuperacio de cistos de Oocistos
(NTU) Giardia spp. (%) Cryptosporidium
spp. (%)

11/agosto/09 29,0 42,0 27,0
18/novembro/09* 75,9 40,0 0,0
10/fevereiro/10 46,6 32,5 15,0
18/maio/10 19,8 25,0 0,0
17/agosto/10 15,8 50,0 40,0
18/novembro/10 49,9 18,0 18,0
Médias/+ DP 395+223 346+11,8 16,7+ 15,6

Legenda: * = Amostra com IMS, DP = Desvio Padriao.

6.3- Experimento controle da agua bruta superficial (CAP2)

A eficiéncia de recuperacao média foi de 48,9 % para cistos e 12,2 % para oocistos
(Tabela 4), sendo que o maior valor de recuperacdo encontrado foi de 96,0 % para cistos e
32,0 % para oocistos, ambos na amostra do més de agosto de 2009, os menores valores

encontrados foram no més de novembro de 2009 e maio de 2010 ( Prancha 1, Figura B2).
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Tabela 4: Recuperacio de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. nos
experimento controle positivos realizados nos meses de agosto 2009, novembro 2009,
fevereiro 2010, maio 2010, agosto 2010 e novembro 2010, para as amostras de agua

bruta superficial do ponto CAP2 do rio Capivari.

Recuperacao de
oocistos de

Data das coletas Turbidez Recuperacio de Cryptosporidium
cistos de Giardia spp. (%)
O spp. (%)
11/agosto/09 32,9 96,0 32,0
18/novembro/09* 91,1 19,0 0,0
10/fevereiro/10* 79,3 39,0 2,0
18/maio/10 40,4 70,0 0,0
17/agosto/10 38,4 45,0 15,0
18/novembro/10 49,5 24,0 24,0
Médias/+ DP 52,3+41,0 48,9 +29.3 12,2+ 11,7

Legenda: * = Amostra com IMS, DP = Desvio Padrao.

6.4- Discussiao: experimentos controles da matriz de agua bruta superficial dos pontos
de coleta CAP1 e CAP2.

Os valores das médias de recuperacdao de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. para o ponto CAP1 obtidos neste estudo, com o uso do Color Seed®,
estdo dentro da faixa dos valores estabelecidos para aceitagdo propostos pela Agéncia de
Protecao Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) (Tabela 5). Para o ponto CAP2, a média
dos resultados para a recuperacdo de cisto também se encontra dentro da faixa limite
porém, a média de recuperagdo de oocistos de Cryptosporidium spp. foi de 12,2% + 11,7,
sendo este valor muito préximo ao proposto para o protozoario Cryptosporidium spp. em

dgua bruta, que é de 13,0 % (USEPA, 2005).
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Tabela 5: Critérios de aceitacdo para os experimentos controle positivos - USEPA.

Matrizes semeadas Cistos de Giardia spp. Oocistos de Cryptosporidium
(%) spp. (%)
Recuperacao média 15,0—-118,0 13,0—-111,0

Fonte: USEPA, 2005. MS = Matrizes semeadas.

A recuperacdo de cistos e oocistos depende tanto da separacdo fisica quanto da
interacdo quimica entre organismos e particulas em suspensao, tais como a argila, relatados
por trabalhos onde se comprovou que existe uma correlacdo linear negativa entre a
recuperacdo de cistos e oocistos e a concentragdo de argila em amostras de dgua bruta

superficial (KUCZYNSKA & SHELTON, 1999).

De acordo com a CETESB (2008), a 4dgua bruta superficial do rio Capivari tem
elevada concentracdo de argila. Esta caracteristica, em conjunto com a carga superficial
negativa dos oocistos de Cryptosporidium spp. e a hidrofobicidade dos cistos de Giardia
spp. atua nas ligacdes entre as estruturas, bem como, na bioquimica da parede externa dos
cistos e oocistos (distribuicdo e funcdo dos lipideos, proteinas e carboidratos), além de
mudancas de pH, o que pode afetar diretamente a recuperacdo dos cistos € 0o0cistos
(PEREIRA, 2008).

Nos ensaios controles de alguns meses como no més de novembro de 2009, foi
empregada a separacdo imunomagnética (IMS). De acordo com Cantusio (2008), os valores
de turbidez acima de 50 NTU influenciam diretamente na metodologia empregada. Além
disso, o processamento das amostras por IMS ndo ocasionou aumento da recuperagdo, ao
contrdrio, ndo houve recuperacio quando empregado nas amostras de &dgua bruta

superficial, pois as particulas de argila provavelmente impregnadas com hidréxidos de ferro
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aderiram aos oocistos interferindo diretamente na ligacdo das esferas magnetizadas com

anticorpos de captura (RYBICKA et al., 1995; INOUE et al., 2006).

Os resultados obtidos nos ensaios controles mostram a variabilidade da eficiéncia de
recuperagdo da técnica, com valores de 10,0 % a 42,0 % para cistos de Giardia spp. e de
0,0 % a 40,0 % para oocistos de Cryptosporidium spp. no ponto CAP1 e valores de 19,0 %
a 96,0 % para cistos de Giardia spp. e de 0,0 % a 32,0 % para oocistos de Cryptosporidium
spp. no ponto CAP2. A baixa reprodutibilidade ainda € um dos pontos criticos comum a
todas as metodologias existentes para detec¢do de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em
amostras hidricas e refletem o efeito da matriz no comportamento dos métodos (FRANCY

et al, 2004).

Francy et al. (2004) observaram que a recuperacao média de cistos de Giardia spp.
e oocistos de Cryptosporidium spp. empregando o método 1623 variou de 2,9 a 56,0 % ,
relatando que houve correlacio inversa entre o aumento da turbidez das amostras (acima de
100 NTU) e a eficiéncia do método, sendo que o método se comportou de maneira diferente
em amostras coletadas no mesmo local com valores diferentes de turbidez. Da mesma
maneira as porcentagens de recuperacdo deste trabalho foram afetadas diretamente pela
turbidez, podendo se observar que nos meses onde os valore de turbidez foram maiores as

porcentagens de recuperacao foram as mais baixas (Tabelas 3 e 4).

Segundo Davies et al. (2003) a eficiéncia de recuperagdo pode ser afetada se ocorrer
um desvio de apenas 0,12 unidades do pH 7,0 considerado como 6timo, as taxas de
recuperagdo que podem variar de 3,0 a 24,0 %, razdo pela qual as recuperagdes tiveram

variacoes de 0,0 a 40,0% para oocistos (Tabela 3) e de 18,0 a 96,0 % para cistos (Tabela 4),
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os variagdes dos valores de pH podem ser observadas nas tabelas 8 e 9 nos meses referentes

aos controles.

6.5- Resultado do experimento controle negativo da agua bruta superficial

Nao foram detectados cistos de Giardia spp. ou oocistos de Cryptosporidium
spp- nos controles negativos, atestando que ndo houve contaminacdo durante rodo o

processamento das amostras.

6.6- Ocorreéncia de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. na agua

bruta superficial do ponto de coleta CAP1.

Ao todo, foram analisadas 18 amostras quanto aos parametros fisico-quimicos e
microbioldgico e somente 15 amostras foram analisadas quanto ao pardmetro parasitolégico
devido a alta turbidez. Destas, quatorze amostras foram positivas para cistos de Giardia
spp. € somente uma amostra positiva no més de setembro 2010 para oocistos de
Cryptosporidium spp. (Tabela 6). A positividade de cistos neste ponto foi de 94,1 % e de
6,7 % para oocistos (Prancha 1, Figuras Al e A3). O més no qual se observou maior
concentracao de cistos foi em outubro de 2010; ressalte-se que somente no més de fevereiro
2010 nao foram encontrados cistos de Giardia spp. Nestas amostras, a concentragdo média

de cistos foi de 19,3 /L. e 0,7 oocistos/L .
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Tabela 6: Parametros parasitologicos (cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp.) para as amostras de agua bruta superficial no ponto de coleta
CAP1, Rio Capivari, Campinas, SP, no periodo de Agosto de 2009 a Janeiro de 2011.

Data das coletas Cistos de Giardia spp./L Oocistos de Cryptosporidium spp./L

11/agosto/09 32,0 ND*
21/setembro/09 4,0 ND*
20/outubro/09 14,0 ND#*
18/novembro/09*** 20,0 ND*
14/dezembro/09 NA** NA**
13/janeiro/10 32,0 ND*
10/fevereiro/10 ND* ND*
16/marco/10 18,0 ND#*
14/abril/10 7,0 ND*
18/maio/10 15,0 ND*
17/junho/10 10,0 ND*
16/julho/10 12,0 ND*
18/agosto/10 40,0 ND#*
15/setembro/10 30,0 10,0
10/outubro/10 45,0 ND#*
10/novembro/10 6,0 ND*
15/dezembro/10 NA** NA**
18/janeiro/11 NA** NA**
Médias/ + DP 19,3 +13,0 0,714

*ND - nao detectado, **NA - ndo analisado. *** amostra com IMS.
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6.7- Ocorréncia de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. na agua

bruta superficial do ponto de coleta CAP2.

Ao todo, foram coletadas 18 amostras de dgua bruta superficial nas quais foram
analisados os pardmetros fisico-quimicos e microbiolégicos. Para as amostras do CAP2
ocorreu 0 mesmo problema com relacio aos meses de maior precipitacdo sendo que
somente 15 amostras foram analisadas no parametro parasitoldgico. Destas, todas foram
positivas para cistos de Giardia spp. e em duas amostras detectou-se a presenga de oocistos

de Cryptosporidium spp. (Tabela 7).

Com relacdo aos cistos de Giardia spp., 0 més no qual se detectou maior
concentragdo foi agosto de 2009. Neste ponto, a concentragdo média de cistos foi de 77,2
cistos/L. Oocistos de Cryptosporidium spp. foram encontrados nos meses de outubro 2009

e junho 2010, a concentracdo média foi de 1,9 oocistos/L (Pranchal, Figuras B1 e B3).
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Tabela 7: Parametros parasitologicos (cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp.) para as amostras de agua bruta superficial no ponto de coleta
CAP2, Rio Capivari, Campinas, SP, no periodo de Agosto de 2009 a Janeiro de 2011.

Data das coletas Cistos de Giardia spp./L Oocistos de
Cryptosporidium spp./L

11/agosto/09 162,0 ND*
21/setembro/09 130,0 ND*
20/outubro/Q9*** 25,0 16,0
18/novembro/Q9*** 57,0 ND#*
14/dezembro/09 NA* NA**
13/janeiro/10 30,0 ND*
10/fevereiro/10%*** 120,0 ND#*
16/marco/10 40,0 ND#*
14/abril/10 70,0 ND*
18/maio/10 80,0 ND*
17/junho/10 117,0 13,0
16/julho/10 32,0 ND*
18/agosto/10 75,0 ND#*
15/setembro/10 144,0 ND#*
16/outubro/10 60,0 ND*
18/novembro/10 16,0 ND#*
15/dezembro/10 NA* NA**
18/janeiro/11 NA* NA**
Médias/+ DP 77,2 +46,9 1,9+2,1

Legendas: *ND - nao detectado, **NA - nao analisado. *** amostras com IMS.
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6.8- Caracterizacao fisico-quimica e microbiologica do ponto de coleta CAP1.

As amostras de dgua bruta superficial deste ponto apresentaram altos valores de cor
e turbidez, devido a ocorréncia de chuvas nos dias que antecederam as coletas nos meses de

dezembro 2009, dezembro 2010 e janeiro 2011.

Neste ponto a média dos resultados do parametro cor foi de 1089,5 PtCO, fora dos
padrdes de classificacdo para mananciais de captacdo segundo (CONAMA 357, 2005). Em
relacdo ao parametro cor, os maiores valores foram observados nos meses citados acima,
exercendo influéncia na média dos valores obtidos, gerando um desvio padrao de 1902,1

(Tabela 8).

A média dos valores de turbidez do ponto CAP1 (372,9 NTU) foi superior a média
do ponto CAP2 (310,2 NTU) (Tabela 9). Da mesma maneira, os meses mais chuvosos

influenciaram nos valores de turbidez, gerando um desvio padrdo de 372,1 (Tabela 8).

Na andlise dos valores de pH, verificou-se que nas amostras de 12 meses este nao se
distanciou da neutralidade, sempre com uma pequena elevacdo, 7,1 a 7,7. Nos meses de
marco 2009, agosto 2009, maio 2010 e junho 2010, ocorreu diminui¢do dos valores de pH,

tendendo para a acidez (6,90).

Os valores das concentracdes de coliformes termotolerantes variaram de 10*a 10’
NMP/100 mL e no més de setembro de 2010, registrou-se a maior concentragdo de

coliformes.
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Tabela 8: Parametros fisico-quimicos (pH, cor, turbidez) e microbiolégico (coliformes
termotolerantes) para as amostras de agua bruta superficial no ponto de coleta CAP1,
Rio Capivari, Campinas, SP, no periodo de agosto 2009 a janeiro 2011.

Data da coleta pH Cor Turbidez  Coliformes termotolerantes
O (NTU**) (NMP/100 mL)
11/agosto/09 6,90 329 29,0 3,0X10*
21/setembro/09 7,35 182 23,8 3,0X10*
20/outubro/09 7,22 277 34,7 1,7X10°
18/novembro/09 7,51 511 75,9 5,0X10°
14/dezembro/09 7,10 5750 810,0 3,0X10"
13/janeiro/10 7,25 239 33,6 1,3X10°
10/fevereiro/10 7,35 341 46,6 4,0X10*
16/marco/10 6,92 252 38,8 2,0X10*
14/abril/10 7,05 235 40,7 2,0X10°
18/maio/10 6,80 165 19,8 2,8X10°
17/junho/10 6,94 122 18,4 4,0X10°
16/julho/10 7,10 149 19,1 5,0X10°
18/agosto/10 7,58 166 15,8 5.0X10°
15/setembro/10 7,31 243 38,1 7,010’
10/outubro/10 7,13 545 49,0 1,1x10*
10/novembro/10 7,70 344 49,9 1,7x10°
15/dezembro/10 7,01 5526 750,0 2,3x10°
18/janeiro/11 7,12 4235 550 5,0x10°
Médias + DP 7,1 + DP 1089,5 + 372,9 + 8,9x10" + 1,6x10°
7,2 1902,1 372,1

Legendas: *PtCO — miligramas de Platina Cobalto **NTU — unidades de turbidez pelo
método nefelométrico, NMP — niimero mais provavel por 100 ml.
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6.9- Caracterizacao fisico-quimica e microbiologica do ponto de coleta CAP2.

As amostras de dgua bruta superficial deste ponto de coleta apresentaram variagoes
nos valores de cor e turbidez, devido a ocorréncia de chuvas nos dias que antecederam as
coletas nos meses de dezembro 2009, dezembro 2010 e janeiro 2011. Os valores de
turbidez que foram registrados nos meses de maior precipitacdo de chuvas, também
exerceram influéncia na média gerando desvio padrdo de + 346,5 NTU. A turbidez do
ponto CAP2 (310,2 NTU) apresentou média inferior ao ponto CAP1 que € o ponto de

captacao de agua bruta.

Em relagdo ao parametro cor os maiores valores foram nos meses de maior
precipitacdo de chuvas, exercendo influéncia na média e gerando desvio padrdo de +

1872,6 e média de 1216,6 PtCO (Tabela 9).

Na anélise dos resultados de pH, verificou-se que em 7 amostras do total os valores
de pH ficaram préximos a neutralidade e no més de novembro 2010 registrou-se pH de 7,2
(Tabela 9). No restante dos meses ocorreu a queda dos valores ficando o pH entre 6,5 e pH

6.9.

Quanto ao monitoramento dos coliformes termotolerantes foram observadas,
durante o periodo do estudo, concentra¢des que variaram de 10° NMP/100 mL a 10’

NMP/100 mL com média de 10° NMP/100 mL.
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Tabela 9: Parametros fisico-quimicos (pH, cor, turbidez) e microbiolégico (coliformes
termotolerantes) para as amostras de agua bruta superficial no ponto de coleta CAP2,

Rio Capivari, Campinas, SP, no periodo de agosto 2009 a janeiro 2011.

Data da coleta pH Cor aparente Turbidez Coliformes
(PtCO¥*) (NTU**) termotolerantes
(NMP/100mL)
11/agosto/09 6,90 379 32,9 9,0X10*
21/setembro/09 6,98 360 35,9 3,3X10°
20/outubro/09 7,00 562 79,0 1,1X10°
18/novembro/09 7,06 720 91,1 1,3X10°
14/dezembro/09 7,04 6012 885 2,2X10°
13/janeiro/10 7,00 259 37,1 8,0X10°
10/fevereiro/10 7,07 684 79,3 3,0X105
16/marco/10 6,88 304 42,8 5,0X10°
14/abril/10 6,71 265 37,7 3,0X10°
18/maio/10 6,70 323 40,4 8,0X10°
17/junho/10 6,51 383 40,5 4,0X10°
16/julho/10 6,80 345 33,0 8,0X10°
18/agosto/10 6,84 362 38,4 1,7X10°
15/setembro/10 6,62 515 41,9 2.2X10’
16/outubro/10 7,06 655 49,0 7,0X10°
18/novembro/10 7,20 401 49,5 2,0X10°
15/dezembro/10 6,89 5920 630,0 3,0X10*
18/janeiro/11 6,91 3450 450,0 2,2X10°
Médias + DP 7,1+0,1 1216,6 +1872,6 3102 + 1,7x10°+ 5,1x10°
346,5

Legendas: *PtCO — miligramas de Platina Cobalto, **NTU — Unidades de turbidez pelo

método nefelométrico, NMP — niimero mais provavel por 100 ml.
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6.10- Discussao: matriz de agua bruta superficial dos pontos de coleta CAP1 e CAP2
do rio Capivari.

Niao foi possivel analisar amostras de dgua bruta superficial do rio Capivari em
alguns meses devido a alguns adventos climaticos (tempestades). De acordo com a Defesa
Civil, o ano de 2009 encerrou-se com altos indices pluviométricos na cidade de Campinas,
onde o volume de chuvas registrado no municipio durante o ano foi 0 maior nos ultimos 21
anos. O més de dezembro deste mesmo ano terminou como sendo o mais chuvoso desde
1988 com um total de chuva acumulada no ano que foi superior a 2.000 mm, sendo que a

média anual € normalmente de 1.420 mm (DEFESA CIVIL, 2011).

Isto ocorreu também nos anos de 2010 e 2011 nos mesmos meses. Esta precipitacao
aumenta a quantidade de material em suspensdo nas dguas superficiais dos mananciais, €
provoca o revolvimento do leito dos rios, aumentando a concentragdo de patégenos e
metais potencialmente téxicos, bem como a cor e a turbidez (DEFESA CIVIL, 2011).

O método 1623 validado pela USEPA, apesar de ter sido desenvolvido visando
contemplar tanto amostras de dguas brutas quanto tratadas (CLANCY et al., 2003), nele
nao € levado em conta a influéncia da turbidez da 4dgua dos mananciais. No entanto,
procedimentos alternativos para a concentracdo inicial dos organismos sdo permitidos
desde que sejam atestados os niveis similares de recuperacdo de organismos (CLANCY et
al., 2003). Smith e Nichols (2010) obtiveram variagdes da recuperagdo em matrizes de dgua
deionizada e agua bruta, onde a maior recuperagdo de oocistos de Cryptosporidium spp. foi

de 8,3 % em amostras com até 50 NTU.

Outra técnica por filtracio em membranas, propostas por Aldom e Chagla (1995),
foi desenvolvida para detec¢do de oocistos e cistos em dgua tratada, posteriormente este

método também passou a ser utilizado para determinagdo destas formas em 4dgua bruta; a
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técnica consiste na captura dos cistos e oocistos nas membranas, seguida de elui¢do por
raspagem e lavagem da sua superficie alternadamente, sendo que a turbidez da dgua é um
fator limitante, pela rdpida obstru¢do da malha filtrante. Similar a tecnica usada neste

estudo.

De acordo com Medeiros, (2010), a recuperacdo de cistos e oocistos depende do
método empregado e das caracteristicas da amostra analisada e, a recuperacdo de cistos e

oocistos e o desempenho do método sio afetados negativamente pelo aumento da turbidez.

Desta maneira as amostras coletadas nos meses de dezembro 2009, dezembro 2010
e janeiro 2011, nas quais os valores de turbidez ultrapassaram 100 NTU, tanto do ponto de
coleta CAP1 como do ponto de coleta CAP2, ndo puderam ser processadas pela
metodologia empregada neste estudo, pois 0 monitoramento da turbidez feito diariamente
pela ETA Capivari demonstrou que os valores de turbidez permaneceram acima dos 100
NTU durante todo o més.

Feng et al. (2003) verificaram o efeito da turbidez e das particulas em suspensao na
recuperacdo de oocistos de Cryptosporidium spp. a partir de matrizes de dgua bruta. Em
amostras que apresentavam turbidez de 1,8 NTU a recuperagdo de oocistos foi de 63,3 %.
Quando a turbidez subiu para 5,0 NTU, o valor de recuperagao foi de 85,0 %. Porém houve
um decréscimo na recuperacao para 24,9 % quando a turbidez foi de 40 NTU. Tais
resultados comprovam que a turbidez pode influenciar na detec¢do de oocistos de
Cryptosporidium spp. o que também foi evidenciado neste estudo.

Em diferentes condi¢des ambientais, as forcas de interac@o entre os cistos € 0ocistos
e a adesdo dos mesmos as particulas se alteram entre eletrostaticas e hidrofébicas, além do

potencial zeta que representa o potencial eletrocinético em sistemas coloidais, onde os
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oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. tem sua dispersdo no meio
liquido alterada como, demonstrados em estudos realizados por Hsu et al. (2002).

Os autores inferiram que a medicdo do potencial zeta é sensivel a alteracdo da
resisténcia ionica e, assim, diferem diante de distintos valores de condutividade e de pH.
Demonstraram que oocistos e cistos apresentaram cargas superficiais dependentes do pH,
com 0s potenciais zeta menos negativos a medida que o pH era reduzido (4cido). Assim, o
potencial zeta de zero foi alcancado em pH 3,3 e pH 2,2 para oocistos e cistos
respectivamente, sendo que a recuperagao deste estudo também pode ter sido afetada pelas
variacOes de pH (HSU et al., 2002; PEREIRA, 2008).

A correlacdo linear de Pearson demonstrou correlacio moderada negativa (r = -
0,52245) (Tabela 18) entre cistos de Giardia spp. € o pH. De acordo com o trabalho de
Cook et al, (2007) o pH influencia na recuperacio dos cistos e oocistos, pois interfere com
caracteristicas da superficie da célula e altera a estabilidade das ligacdes antigeno-
anticorpo. Em pH ligeiramente baixo, ha melhores recuperacdes sendo que ha o aumento ao
redor de pH 5,5 favorece a detec¢do de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de
Giardia spp. em amostras ambientais. O potencial Zeta dos oocistos também € influenciado
pelo pH e, esta for¢a de adesao fica mais negativamente carregada quanto maior for o pH.

Desta maneira, de acordo com Kuhn et al. (2002) que testaram o efeito do pH em
solugdo salina durante a captura de oocistos de Cryptosporidium spp. a recuperagdo mais
alta foi de 26,3 % quando o pH foi ajustado para 7,0, considerado como 6timo em relacao
aos valores de pH que variaram em relagdo ao neutro.

Outras propriedades dos oocistos que podem afetar a recuperacdo sdo as
bioquimicas e fisicas, que podem mudar dependendo das condi¢cdes ambientais e do tempo

de persisténcia no ambiente, ocasionando perda de oocistos durante o processamento
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laboratorial das amostras (INOUE et al., 2006). Por outro lado, oocistos recém-eliminados
nas fezes e imediatamente expostos ao corante vital DAPI ndo se impregnam com o corante
(INOUE et al., 2006), o que provoca criticas ao uso do DAPI como teste confirmatério da
morfologia, como descrito no Método 1623, afetando também diretamente na observacao.

Nos meses onde se utilizou a IMS ndo foi possivel detectar oocistos de
Cryptosporidium spp., mesmo com a sua utilizacdo (Tabelas 6 e 7). Isto pode ser explicado
devido ao fato que, com a utilizacdo da separacdo imunomagnética, caracteristicas da
amostra tais como, as presengas de alguns sais de ferro possivelmente interferiram na etapa
de formacdo dos complexos microesferas anticorpos e epitopos dos oocistos durante o
procedimento IMS (SANTOS et al., 2011).

Os dois pontos de coleta apresentaram positividade muito alta para cistos de
Giardia spp. (94,1 % - CAP1 e 100,0 % - CAP2), o que atesta a influéncia de lancamentos
de efluentes domésticos e industriais ocasionando a alteracdo da qualidade da 4gua.
Achados similares foram observados em amostras de esgoto bruto no Canada, Itdlia e no
Brasil com positividade de 73,0 a 100,0 % dos cistos de Giardia spp. (WALLIS et al.,
1996; HEITMAN et al., 2002; CACCIO et al., 2003; SANTOS et al., 2011).

De acordo com os resultados obtidos, foi verificado que a concentracdo de cistos de
Giardia spp. foi maior no ponto CAP2 durante todo o estudo. Neste local ocorrem
lancamentos de efluentes domésticos e industriais (Figura 7 e 8), com altas concentracdes
de coliformes termotolerantes neste ponto de coleta (7,0 X107) (Tabela 9) apesar de ndo ter
sido observado correlagdo positiva entre cistos e coliformes. A calha do rio apresenta varias
curvas e quedas de velocidade de correnteza em alguns pontos o que pode favorecer a
sedimentacdo dos cistos durante seu percurso até o ponto CAP1 onde ocorre a captacio de

agua.

54



Cistos de Giardia spp. possuem taxa de sedimentacdo de 0,84 mm/s além de
hidrofobicidade que proporciona afinidade com outras particulas de matéria orginica e
minerais, este fenOmeno aumenta sua taxa de sedimentagﬁo, e conseqlientemente sua
concentracdo no leito do rio (MEDEMA et al, 1998; DAI & BOLL, 2006).

Além disso, no ponto de coleta CAP1 (local de captacdo de dgua bruta superficial) ha
uma barragem artificial (Figura 9 e 10), modificacd@o esta que proporciona captagdo de dgua
bruta superficial mesmo em meses de estiagem. A barragem pode favorecer a sedimentacio
dos cistos de Giardia spp. pois em ambientes onde ndo existe correnteza 0s cistos
sedimentam e sua concentracdo aumenta na interface sedimento-dgua (MEDEMA et al,
1998).

Mesmo sendo o rio Capivari um manancial de captacio de agua para consumo
humano, vale ressaltar que valores das concentracdes médias de coliformes termotolerantes
em suas dguas variaram , tendo em destaque o més de setembro 2010 aonde a concentragdao
no ponto CAP2 chegou a 7,0 x107 NMP/100 mL, concentracio muito acima do
enquadramento para dguas de captacdo e consumo humano de acordo com a Resolucio
CONAMA N°357, de 17 de margo de 2005.

Wu et al. (2009) detectaram valores de 7,1 x 10% a 6.4 x 10° NMP/100 mL, em trés
pontos de coleta de aguas superficiais e variacdes de 2,0 a 3,3 x 10> NMP/ 100 mL no
sedimento. Esses autores relataram que a concentracdo de E. coli aumentou durante
tempestades e retornou para valores menores durante o periodo de estiagem. A correlacio
entre a concentracdo de E. coli entre a superficie € o sedimento foram : r = 0,298; p =
<0,01, todavia, a sua concentraciao tende a aumentar durante a estiagem sendo assim, 0s

sedimentos sdo considerados como fonte destas bactérias.
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A comparagdao multipla de médias (Teste de Duncan), entre o ponto CAP1 e a
interface sedimento-dgua registrou diferenca significativa para cistos de Giardia spp.
(médias de 19,0 e 52,1 cistos/L respectivamente) e ndo houve diferenga para oocistos de
Cryptosporidium spp. detectados em ambas as amostras (Tabela 16). Tais achados podem
ser devidos ao processo de sedimentagcdo que ocorre em ambientes de barragens. Brookes et
al. (2005), demonstraram que oocistos de Cryptosporidium spp. exibem maior afinidade
com a matéria orginica (efluentes de esgoto) que por particulas inorganicas.

Ainda que cistos de Giardia spp. sejam mais detectados que oocistos de
Cryptosporidium spp., Oliveira (2005) relatou de 1 a 2 amostras positivas por ano de
oocistos de Cryptosporidium spp., no verdo e inicio de outono, durante 0 monitoramento
destes protozodrios no rio Atibaia na cidade de Campinas. Os dados obtidos neste trabalho
sdo similares, sendo 1 amostra positiva para Cryptosporidium spp. no CAP1 e 2 amostras
positivas no CAP2 (uma delas no outono e a outra no inverno, que sdo periodos de
estiagem) (Tabelas 6 e 7).

Com rela¢do ao parametro cor, a correlagdo linear de Pearson foi moderada com
cistos de Giardia spp. (r = 0,41327), provavelmente devido a maior quantidade de
particulas em suspensdo as quais os cistos exibem maior tendéncia de se agregar (Tabela
18). Com relacdo aos oocistos de Cryptosporidium spp. isto ndo pode ser correlacionado
pois ndo houve correlacao estatistica.

A correlagdo de Pearson entre o parametro oocisto de Cryptosporidium spp., € 0
parametro microbioldgico e os fisico-quimicos demonstraram que houve correlacdo
negativa com o pH (r = - 0,15706), correlacdo moderada com a Turbidez (r = 0,24729) e

moderada forte com os coliformes termotolerantes (r = 0,37817) (Tabela 19).
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Quanto a correlagdo entre a presenga oocistos de Cryptosporidium spp. e a
concentracgdo de coliformes termotolerantes, Le Chevalier & Norton (1992) verificaram que
havia correlacio moderada entre oocistos de Cryptosporidium spp. e coliformes
termotolerantes. Entretanto, Lipp et al. (2001) nao constataram correlagdo entre
Cryptosporidium spp. e coliformes totais em amostras de dguas superficiais, embora
Cryptosporidium spp., Giardia spp., E. coli e os outros coliformes tenham a mesma origem
(fezes de animais homeotérmicos) e de serem diluidos igualmente no corpo hidrico.

A auséncia de correlagdo entre estes parametros possivelmente se deve as taxas de
sedimentacdo que sdo diferentes para cada espécie e, do tempo de sobrevivéncia no meio
ambiente, sendo maior para as formas cisticas vegetativas dos protozodrios Giardia spp. €
Cryptosporidium spp. que sdao conhecidos por sua capacidade de sobrevivéncia por varios
meses em comparacdo com os indicadores fecais que morrem mais rapidamente

(HORMAN et al., 2004).

6.11- Resultado dos experimentos controles para as amostras da interface sedimento-

agua

As médias foram 19,8 % de recuperacdo para cistos de Giardia spp. e 4,0 % para
oocistos de Cryptosporidium spp. em 5 experimentos (Tabela 10). Nos 3 experimentos
restantes, onde foi acrescentado mais uma etapa onde acrescentou-se o aparelho de
ultrassom, as médias de recuperacdo encontradas foram de 16,9 % para cistos de Giardia

spp. € 10,0 % para oocistos Cryptosporidium spp. (Tabela 10) (Prancha 1, Figura C1).
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Tabelal0: Porcentagens de recuperaciao de cistos de Giardia spp. e oocistos de

Cryptosporidium spp. nos experimentos controles, nas amostras da interface sedimento-

agua, utilizando-se metodologia com desagregacio quimica (agosto 09 a agosto 10) e

acrescida de desagregacao fisico-quimica (setembro 10 a janeiro 11).

Amostras Sedimento Sedimento N°deorg. N°deorg. *Fc  E.R. ER.
no poco  total (uL) recuperados recuperad cistos  oocistos
(uL) em 10 pL os em 10 (%) (%)
(cistos) uL
(oocistos)
Etapa I - metodologia: centrifugo
concentracdo com desagregacio
quimica
11/agosto/09 10,0 210,0 3,0 2,0 0,48 30,2 20,1
18/novembro/09 10,0 1800,0 0,0 0,0 0,05 0,0 0,0
10/fevereiro/10 10,0 100,0 2,0 0,0 1 20,0 0,0
18/maio/10 10,0 300,0 1,0 0,0 0,33 9,0 0,0
17/agosto/10 10,0 200,0 4,0 0,0 0,5 40,0 0,0
Médias + DP 10,0 522,0 20+1,8 0,4+0,7 19,8 4,0
+750,0 +22,0 + 15,0
Etapa II - metodologia: centrifugo
concentragdo acrescida de
desagregacao fisica (por
ultrassom)
15/setembro/10 10,0 1300,0 3,0 2,0 0,07 29.9 19,9
16/novembro/10 10,0 2200,0 1,0 1,0 0,05 11,0 11,0
18/janeiro/11 10,0 3500,0 1,0 0,0 0,03 10,0 0,0
Médias + DP 10,0 2333,0 1,614 1,014 16,9 10,0
+ 1700,0 +17,0 +12,0

Legendas: *Fc = Fator de correcao, E.R.= Eficiéncia de recuperacao
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6.12- Discussao: experimentos controles da matriz interface sedimento-agua do rio
Capivari.

Os valores de recuperacao obtidos neste estudo, com o uso do Color Seed®, foram
comparados com os dados da literatura, em relagdo aos resultados de ensaios encontrados
em amostras de lodos condicionados. Neste estudo, a aplicacao de dispersantes quimicos e
fisicos (que permitem a dissociacdo dos cistos e oocistos das outras particulas) foi a etapa
critica do protocolo (KEPNER & PRATT, 1994).

De acordo com Molloy et al. (2006), existe uma vantagem em se utilizar colora¢des
como a RID para se estudar a presenca de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. no sedimento, que sdo ricos em acidos hiimicos e fulvicos e estes
afetam a performance de métodos moleculares como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) utilizada para andlises de DNA, levando a resultados falso-negativos pois sdo
interferentes que atuam no processo da reacdo em cadeia para duplicacdo das fitas de DNA.

De uma forma geral, as médias de recuperacdo encontradas de cistos de Giardia
spp. foram boas, porém, para oocistos de Cryptosporidium spp foram baixas (Tabela 10).
A variabilidade na recuperacido de oocistos em sedimentos foi documentada por Kuczynska
e Shelton (1999), que avaliaram amostras de solo usando flutuacdo em carbonato de calcio
e aplicando também, dispersantes quimicos, tendo encontrado médias de recuperacdo de
6,0% de oocistos. Molloy et al. (2006), relataram médias de recuperacao de 20,0 a 60,0 %
para oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de sedimentos. Eles consideraram que
a sensibilidade do método depende da quantidade de sedimento processado, bem como da
quantidade de volume examinado na lamina, pois, quanto mais amostra no poco da lamina

mais dificil fica a visualizacao.
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Tal fato pode ser explicado, pela interacdo dos cistos e oocistos ndo completamente
dissociada do material particulado, podendo ser arrastados durante a centrifugagdo para o
fundo do tubo, fora da drea de concentracdo superficial do pellet que serd analisado
(MEDEMA et al., 1998; CONSIDINE et al., 2002; BONATTI et al., 2007). Vale ressaltar
que a utilizagdo de pirofosfato tetrassédio 1,0 x 10* mol L! (Na4P,0) foi adaptado neste
estudo, para estas amostras de acordo com o trabalho de Anguish & Ghiorse (1997), no
qual relataram aumento da recuperacdo de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras
de solo quando adicionado pirofosfato tetrassddio como agente dispersante. Os autores
obtiveram aumento de 25,5 % para 43,1 % (p = 0,05) ap6s modificacdo da solucido de
eluicdo, constituida de pirofosfato de sédio a 0,02 %, além de Tween 80 0,01 % e EDTA

0,03 %.

Davies et al. (2003), também observaram significativa diferenca nos niveis de
recuperacdo quando diferentes agentes dispersantes foram empregados. Considerando a
dosagem do indculo de oocistos de Cryptosporidium spp. de 10% a 10*mL, e inclufa duas
etapas, sendo a primeira por dispersdo quimica com pirofosfato tetrasssédio e a segunda

com dispersao fisica por agitacdo em aparelho vortex similar ao empregado neste trabalho.

Assim, neste estudo a op¢ao de uma segunda etapa com o objetivo de uma melhoria
no método, com a aplicacdo do ultrassom, foi elaborada devido a queda da porcentagem de
recuperacdao (KUCZYNSKA & SHELTON, 1999), porém, nao foi observada uma melhora
significativa nas taxas de recuperagao de cistos de Giardia spp. (Tabela 10), mas houve
melhora na recuperacdo de oocistos Cryptosporidium spp. devido a maior desagregacao
entre os oocistos e as sujidades presentes na amostra, quebrando a adesdo entre as

particulas de argila e a sua superficie. Observou-se que o uso desta solucdo de eluigdo,

60



promoveu também menor adesdo de particulas de argila aos oocistos comparativamente ao

uso de PBS associado ao Tween (INOUE et al., 2003).

A comparagdo com diferentes matrizes permite visualizar a dificuldade de
recuperacgdo das diferentes metodologias utilizadas. No caso de amostras hidricas, o inoculo
(Color Seed®) apresenta também a caracteristica de produzir uma pequena queda na
eficiéncia de recuperacdo para cistos e oocistos, provavelmente pelo aumento da
hidrofobicidade dos organismos, causada pela adesdo aos marcadores de hidrocarbonetos,
resultando no aumento da aderéncia nas superficies, o que pode ter ocorrido nas amostras
analisadas neste estudo (CANTUSIO et al., 2010).

No que tange a recuperacao de cistos e oocistos em amostras de sedimento, um dos
principais problemas, observado neste estudo, foi o0 mascaramento das estruturas coradas
com anticorpos monoclonais pelo material particulado presente nas laminas,
impossibilitando sua deteccdo durante a leitura das preparacdes no microscopio, além da
diminui¢do de 3,0 % que pode ocorrer na recuperacao de oocistos com o uso do Kit Color
Seed®, quando comparado com o uso de oocistos ndo marcados por sulforodamina (Texas

Red) em amostras de dgua, registrados por Davies et al. (2003).

6.13- Ocorréncia de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. na

interface sedimento-agua do rio Capivari.

Foram examinadas 18 amostras da interface sedimento-dgua; 17 positivas para
cistos de Giardia spp. (94,4 %), sendo que a maior concentragdo de cistos ocorreu no més
de outubro de 2010 (160 cistos/mL); e, 2 amostras positivas para oocistos de
Cryptosporidium spp. 11,1 %) com maior concentracdo no més de setembro de 2010 (130

oocistos/mL de sedimento) (Tabela 11) (Prancha 1, Figuras C2 e C3).
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Tabela 11: Concentracoes de cistos de Giardia spp. e de oocistos de Cryptosporidium
spp./mL, encontrados nas amostras da interface sedimento - agua do ponto de coleta

CAP1, Rio Capivari, Campinas, SP, no periodo de Agosto 2009 a Janeiro 2011.

Data das coletas Cistos de Giardia spp./mL Oocistos de Cryptosporidium spp./mL

Etapa I - metodologia: centrifugo concentracao
com desagregacdo quimica

11/agosto/09 12,6 ND*
21/setembro/09 70,0 ND*
20/outubro/09 10,0 ND*
18/novembro/09 72,0 ND*
14/dezembro/09 32,0 ND*
13/janeiro/10 10,0 ND*
10/fevereiro/10 2,0 10,0
16/marg¢o/10 0,0 ND*
14/abril/10 1,40 ND*
18/maio/10 12,0 ND*
17/junho/10 24,0 13,0
16/julho/10 128,0 ND*
18/agosto/10 8,0 ND*
Medias + DP 29,4 +38,1 1,7+44

Etapa II - metodologia: centrifugo concentracao
acrescida de desagregacao fisica (por ultrassom)

15/Setembro/10 182,0 130,0
16/Outubro/10 160,0 ND*
18/Novembro/10 88,0 ND*
15/Dezembro/10 60,0 ND*
18/Janeiro/11 48,0 ND*
Médias + DP 107,6 + 60,2 26,0 +58,1

Legendas: *ND - nao detectado.
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6.14- Discussao: ocorréncia de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium

spp. na interface sedimento-agua do rio Capivari.

No Brasil, a presenca dos protozodrios Cryptosporidium spp. € Giardia spp. ja foi
assinalada em 4guas superficiais, subterraneas, tratadas, de fontes naturais, em aguas
minerais, esgotos brutos e tratados, além de esgoto hospitalar (PEREIRA, 2008; LEAL,

2008; CANTUSIO et al., 2010; SANTOS et al., 2011).

Entretanto ndo hd estudos objetivando a pesquisa de cistos e oocistos em interface
sedimento-dgua. Considerando que esta drea do rio constitue uma importante fonte de
patogenos e que os sedimentos podem afetar os fendmenos de transporte e sobrevivéncia
destes protozodrios patogénicos na coluna d 4gua, bem como influenciar a ocorréncia

destes na dgua superficial, esse estudo € inovador.

Para tanto, tornou-se necessdrio delinear uma metodologia de deteccdo para
protozodarios que fosse adequada a este tipo de amostra, que representa uma matriz
complexa, com particulas floculadas contendo componentes inorganicos € organicos como
argila, bactérias, fungos, virus e protozodrios. Levando-se em conta que as amostras da

interface sedimento-dgua possuem teores umidade de 77,0 % aproximadamente.

Virios fatores devem ser levados em considerag@o para se realizar a coleta adequada
que permita a obtencdo de resultados significativos e que expressem a condi¢do dos
sedimentos do rio em questdo; neste sentido, destaca-se o tipo de equipamento utilizado
neste estudo (Draga de Ekman modelo B-5023); tal equipamento escolhido € leve e
indicado para coletar amostras de sedimento com estas caracteristicas, ou seja, fundo menos

compacto e mais macio, em até 5 cm de profundidade (MEDEIROS et al., 2008).
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A presenga de cistos foi constante em todo o periodo do estudo, estando de acordo
com o trabalho de Bonatti et al. (2007), que descreve a interface sedimento-4gua como um
dos segmentos ambientais mais estdveis em termos fisicos e quimicos e de concentragdo de
algumas espécies de bactérias como a E. coli e de protozodrios como Giardia spp. Quanto a
presenca de oocistos, as médias foram de 1,7 e 26,0 oocistos/mL (Tabela 11). Com o
objetivo de uma melhoria para a detec¢do de cistos e oocistos, a etapa com ultrassom foi
utilizada, de acordo com o Kuczynska e Shelton (1999), confirmando neste estudo que para
cistos e oocistos, houve uma melhora, de acordo com os dados da analise de variancia
(ANOVA), com vantagem para a recuperacdo de ambos os protozodrios (p = 0,0715 para

cistos e p = 0,0140 para oocistos) (Tabela 14).

A necessidade de se promover a adequada separagdo entre 0s organismos alvo das
outras particulas ja havia sido reconhecida quando estudos objetivando a recuperacdo e
enumeracdo de bactérias em amostras de sedimento, o pirofosfato tetrassdédio foi utilizado
como agente dispersante e seqiiestrante de fons calcio e magnésio, com sucesso. A adi¢dao
de pirofosfato tetrassédio tem sido amplamente utilizada pelos bacteriologistas para
promover a dispersdo de bactérias em amostras de solo e sedimento, bem como para

aumentar a recuperacao de oocistos em fezes e solo (Mc DANIEL & CAPONE, 1985).

Cabe ressaltar que o pirofosfato tetrasssddio, atua na desagregacdo dos cistos de
Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. entre outras particulas (metais, areia e
argila), através da sua acdo como um agente tamponador e emulsificante, o fon pirofosfato
tem sua acdo melhorada quando empregado em conjunto com o ultrassom, pois a ondas
sonoras emitidas pelo equipamento sdo capazes de romper as interagdes entre 0s Cistos,

oocistos e as particulas em suspensao (VEJI & ALBRIGHT, 1985).
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De acordo com o trabalho de Davies et al. (2003), foi utilizado pirofosfato
tetrasssédio 2 mM associado ao aparelho vortex, seguido de separacdo imunomagnética
para deteccdo de oocistos de Cryptosporidium spp. O objetivo foi de variar combinagdes e
tratamentos fisicos e quimicos para otimizar a recuperacao destes. Os niveis de recuperacao

encontrados subiram de 31,0 % para 46,0 %.

O procedimento IMS ndo foi utilizado para as amostras da interface sedimento-
dgua, devido aos metais presentes neste tipo de amostra, pois interferem na ligagdo entre
anticorpos de captura e os protozodrios. A interacdo entre as particulas de ferro e a
superficie dos cistos e oocistos presentes na matriz da inetrface sedimento-dgua
compromete impede que ocorra a captura dos cistos e oocistos pelas microesferas utilizadas

para recuperagdo dos organismos (SMITH e NICHOLS, 2010; SANTOS et al., 2011).

De acordo com Crockett (2004), o nimero de cistos e oocistos aumenta no periodo
de chuvas com o forte revolvimento da &4gua e diminuem na época da estiagem,
concentrando-se no sedimento. Porém neste estudo, isso nao foi observado devido as
concentracdes de cistos se manterem durante todo o periodo do estudo, e foram poucas as

amostras nas quais os oocistos foram detectados.

Os dados obtidos pela comparagdo multipla de médias (Teste de Duncan) dos
parametros parasitologicos entre o ponto CAP1 e a interface sedimento-agua, evidenciaram
que ha diferenca significativa para cistos de Giardia spp., com média de 52,1cistos/mL na
interface e 19,0 cistos/mL na 4gua superficial (p = 0,0320); o que ndo ocorreu com relagio
aos oocistos de Cryptosporidium spp. (p = 0,3102) (Tabela 16). Estes dados estdao de acordo
com Jiang, (2005), Haller et al., (2009) e Crokett, (2004) que encontraram concentragdes
proximas a estas, destes organismos no sedimento.
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De acordo com o trabalho de Courtois et al., (2008) que trabalhou com recuperagao
de Legionella pneumophila em amostras de esgoto, conclui-se que apds a dispersdao do
material sedimentado com utiliza¢ao de ultrassom, associado aos tratamentos &4cido (HCI)
e térmico (banho termostético), a recuperagdo e reprodutibilidade de quantificacdo da L.
pneumophila foi aumentada de 35,0 + 2,4 % para 48,0 £ 4,0 %, apds otimizacdo da

metodologia.

Quanto a correlacdo linear de Pearson entre a deteccdo de cistos de Giardia spp. e
quantidade de sedimento formado no sedimento do tubo de centrifuga, a recuperacdo foi
afetada quando associado ao ultrassom. Houve correlacio moderada positiva na etapa sem
a utilizacdo do ultrassom, ou seja, a quantidade de sedimento ndo interfere nesta etapa.
Porém houve correlacdo forte negativa com o volume do sedimento formado (r = - 0,911),
mostrando que quanto maior o volume do sedimento, menor a recuperacao de cistos, o que
pode ser explicado pela hidrofobicidade dos cistos de Giardia spp. proporcionando a

adesdo destes a particulas em suspensdo (Tabela 20).

Por meio de uma séries de experimentos laboratoriais Kristin et al. (2006),
demonstraram que oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. sao carreados
da superficie para o sedimento devido a interagdo com outras particulas em suspensao
quando o fluxo da dgua superficial é baixo, caso contrario estes protozodrios permanecem
em suspensdo na coluna d*agua. Sendo esta outra essa razdo pela qual ndo se justificaria a

andlise de protozodrios na interface sedimento-dgua no ponto CAP2.

Porém, no ponto CAP1 pode ocorrer concentracdo de patdgenos, que podem
permanecer infectantes nos sedimentos por varios meses, € a ressuspensdo do sedimento,

quer seja por chuvas ou turbuléncia da dgua lancariam estes protozodrios na coluna d dgua
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contribuindo para elevar o risco a saide humana (HALLER et al., 2009). Desse modo, ao
se delinear um programa de monitoramento de protozodrios patogénicos em mananciais,

torna-se relevante a investigagdo de sua ocorréncia no sedimento.

7- Analises estatisticas

7.1- Analise de variancia (ANOVA)

De um total de 48 amostras, 41 foram positivas para cistos de Giardia spp. € 6
positivas para oocistos de Cryptosporidium spp., como a positividade foi pequena para
oocistos, os valores foram demonstrados como logaritmos evidenciando as diferencas entre

os pontos de coleta (CAP1 X CAP2 e CAPI1 X interface sedimento-dgua).

Quanto ao parametro cistos de Giardia spp., houve diferenga significativa entre os
pontos CAP1 e CAP2 (Tabela 12). Também houve diferenca significativa entre o ponto de

coleta CAPI1 e a interface sedimento-dgua com p = 0,0320 e f = 5,0 (Tabela 13).

Para oocistos de Cryptosporidium spp., ndo houve diferenca significativa entre os
pontos CAP1 e CAP2 (Tabela 12), assim como também ndo houve diferenca significativa

entre o ponto de coleta (CAP1) e interface sedimento-dgua (Tabela 13).

Com relacdo aos parametros fisico-quimicos (pH, cor e turbidez), houve diferenca
significativa entre os pontos (CAP1 e CAP2) com p = 0,0008; f = 14,2 para o parametro

pH, p=0,039; f=9,9 para cor, bem como p = 0,0497; f =4,2 para turbidez (Tabela 12).

Considerando a metodologia de detec¢do empregada (com desagregacdo quimica na
primeira etapa e acrescida de desagregacdo fisica na segunda etapa), houve diferenca
significativa entre os resultados das amostras com aplicac@o de ultrassom e as amostras sem
aplicacdo de ultrassom para oocistos de Cryptosporidium spp. (p = 0,0140; f = 2080,33) e

nao houve diferenca significativa para cistos de Giardia spp (Tabela 14).
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Tabela 12: Valores de ANOVA (teste f) e probabilidade (p) entre os pontos de coleta
CAP1 e CAP2, para os parametros fisico-quimicos, microbiologico (coliformes
termotolerantes) e parasitologico (cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp.).

Variavel Fatores dependentes Teste F p < 0,05
dependente
Cistos CAP1 X CAP2 11,6 0,0020
Oocistos CAP1 X CAP2 0,7 0,4005
pH CAP1 X CAP2 14,2 0,0008
Cor CAP1 X CAP2 9,9 0,0039
Turbidez CAP1 X CAP2 4,2 0,0497
Coliformes CAP1 X CAP2 0,3 0,5875
termotolerantes

Legendas: Valores em negrito = Probabilidade, p < 0,05
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Tabela 13: Valores de ANOVA (teste f) e probabilidade (p) entre o ponto de coleta
CAP1 e a interface sedimento-agua, para os dados parasitolégicos (cistos de Giardia
Spp. e oocistos de Cryptosporidium spp.).

Varidvel Fatores dependentes Teste F p < 0,05
dependente
Cistos CAPI1 X interface 5,4 0,0320

sedimento-dgua

Oocistos CAP1 X interface 0,9 0,3311
sedimento-dgua

Legenda: resultados em negrito demonstrando a probabilidade < 0,05

Tabela 14: Valores de ANOVA (teste f) e probabilidade (p) para a eficiéncia de
recuperacao da metodologia empregada com desagregacio quimica e acrescida da
etapa de desagregacio fisica (ultrassom).

Varidvel Fatores dependentes Teste F p < 0,05
dependente
Cistos Com Ultrassom x 78,7 0,0715

Sem Ultrassom

Oocistos Com Ultrassom x 2080,3 0,0140
Sem Ultrassom

Legenda: resultados em negrito demonstrando a probabilidade, p < 0,05.
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7.2- Comparacao miultipla de médias (teste de duncan) dos parametros, fisico-
quimicos, microbiolégicos (coliformes termotolerantes) e parasitolégicos (cistos de
Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp.), entre os pontos CAP1 e CAP2 do rio

Capivari

Quando comparado a concentracdo de organismos nos diferentes pontos de coleta
observou-se que a concentracdo de cistos de Giardia spp. foi significativamente maior no
ponto CAP2 (Tabela 15). Quanto aos oocistos de Cryptosporidium spp. a concentracdo foi
similar entre os pontos de coleta, sendo que as médias foram de 0,7 cistos/L. para CAP1 e

1,9 oocistos/L para o CAP2 (Tabelas 6 e 7).

Quando considerados os indicadores microbioldgicos, para coliformes
termotolerantes, as médias entre os pontos CAP1(1,6 x 10° NMP/100 mL) e CAP2 (5.1 x
10° NMP/100 mL) ndo diferem. Para o parametro pH, houve diferenca significativa entre os

dois pontos, com uma probabilidade de 0,0008 (Tabela 15).

Quanto a cor e turbidez houve diferenca significativa entre os dois pontos, sendo
que, no ponto CAP1 a média de cor foi 273,3 PtCO e no ponto CAP2, 434,0 PtCO (p =
0,0039). Quanto a turbidez a média dos valores no ponto CAP1 foi de 35,5 NTU e no ponto

CAP2 48,6 NTU (p = 0,0497) (Tabela 15).
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Tabela 15: Comparacio miltipla de médias (Teste de Duncan) dos parametros
microbiolégicos, fisico - quimicos e parasitologicos entre os pontos CAP1 e CAP2.

Parametros Média n Pontos de Agrupamento p
coleta de Duncan*

Cistos/L 19,0 15 CAP1
0,001*
77,2 15 CAP2
Oocistos/L 0,7 15 CAP1 A
0,4005
1,9 15 CAP2 A
Coliformes 4737360,0 15 CAPI1 A
termotolerantes
(NMP/100mL)
2061600,0 15 CAP2 A 0,5875
pH 6,9 15 CAP1
0,0008*
7,2 15 CAP2
Cor (PtCO) 273,3 15 CAP1
0,0039%
434.,0 15 CAP2
Turbidez 35,5 15 CAP1
(NTU)
0,0497%
48, 6 15 CAP2

Legendas: * = Letras iguais nao apresentam diferencas significativas. p =
probabilidade. * = p < 0,05
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7.3- Comparacdo miiltipla de médias (Teste de Duncan) dos parametros
parasitologicos (cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp.), entre o

ponto CAP1 e a interface sedimento-agua do rio Capivari.

Quando analisada a concentracdo de organismos considerando a presenga de cistos
de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. nas amostras da interface sedimento-
dgua e agua bruta superficial, observou-se que diferem entre si, sendo que a concentragdao
de cistos foi maior na interface sedimento-dgua. Houve diferenca significativa na
concentracdo de cistos de Giardia spp. no ponto CAPI e interface sedimento-dgua, onde a

média (52,1 cistos/mL) foi maior na interface sedimento-agua, (p = 0,0320) (Tabela 16).

Para oocistos de Cryptosporidium spp., houve diferenca significativa entre o ponto
de coleta CAP1 e a interface sedimento-agua, sendo que as médias foram similares (Tabela

16).

7.4- Comparacao miltipla de médias (Teste de Duncan) entre as duas etapas das
analises da interface sedimento-agua para e cistos de Giardia spp. e oocistos de

Cryptosporidium spp

Nao houve diferenca significativa entre as duas etapas empregadas nas amostras de
sedimento para cistos de Giardia spp. (p = de 0,0715); entretanto, para oocistos de
Cryptosporidium spp. houve diferenca significativa entre as duas etapas com p = 0,0140

(Tabela 17).
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Tabela 16: Comparacio miltipla de médias (Teste de Duncan) dos parametros
parasitologicos entre o ponto CAP1 e a Interface Sedimento-agua.

Parametros Média n Pontos de Agrupamento p
coleta de Duncan*

Cistos/L 19,0 15 CAP1
0,0320"
52,1 18 Interface*
Oocistos/L 0,7 15 CAP1 A
0,3102
8,5 18 Interface* B
Legendas; * = Letras iguais nao apresentam diferencas significativas.*Interface

sedimento-agua, p = Probabilidade, * < 0,05

Tabela 17: Comparacao miltipla de médias (Teste de Duncan) entre as duas etapas das
analises da Interface sedimento-agua para e cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp.

Parametros Média N Pontos de Agrupamento p
coleta de Duncan*
Cistos/L 13,0 13 Sem A
Ultrassom
0,0715°
182,0 5 Com B
Ultrassom
Oocistos/L 11,5 13 Sem
Ultrassom
0,0140°
130,0 5 Com
Ultrassom

*Letras iguais nao apresentam diferencas significativas, p = probabilidade,®= p < 0,05.
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7.5- Teste de correlacio de Pearson entre as concentracoes de cistos de Giardia spp. e
oocistos de Cryptosporidium spp. e parametros fisico-quimicos e biolégicos dos pontos

de coleta (CAP1- CAP2 e CAP1 - interface sedimento-agua)

Com relacdo aos cistos de Giardia spp. observa-se a existéncia de correlacdo
negativa entre a concentracdo de cistos na dgua bruta superficial e o pH (r = -0,52245), ou
seja com a diminui¢do dos valores de pH ocorre o aumento da deteccdo de cistos (Tabela
18). Em relagdo ao parametro cor, houve correlacdio moderada entre cor da dgua bruta

superficial e o aumento da concentracdo de cistos (r = 0,41327).

Quanto aos oocistos de Cryptosporidium, houve correlagdio moderada entre as
concentracdes de coliformes termotolerantes (r = 0,37817) e correlagdo fraca entre turbidez

e as concentracdes de oocistos (r = 0,24729) (Tabela 19).

7.6- Teste de correlacido de Pearson entre a concentracao de cistos de Giardia spp. nas
amostras que se empregou a metodologia com desagregacao quimica acrescida de

desagregacao fisico-quimica da interface sedimento-agua

Com relacdo aos cistos de Giardia spp., houve correlacdo moderada entre o
sedimento da amostra e os cistos (r = 0,590), quando se empregou a metodologia com
desagregacdo quimica e correlacdo forte (negativa) entre o volume do sedimento das
amostras e os cistos (r = - 0,911) na metodologia acrescida de desagregacao fisica (Tabela

20).
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Tabela 18: Matriz da correlaciao linear de Pearson (r) entre cistos de Giardia spp. e
parametros fisico-quimicos e microbioldgicos das amostras de agua bruta superficial
dos pontos de coleta CAP1 e CAP2 do rio Capivari, Campinas, Sao Paulo.

Cistos pH Cor Turbidez Coliformes
termotolerantes
Cistos 1,0
pH -0,52245%* 1,0
Cor 0,41327* -0,06393 1,0
Turbidez 0,13393 0,11546 0,85713 1,0
Coliformes 0,05237 0,07345 -0,05708 -0,02863 1,0
termotolerantes

Legendas: *Resultados com correlacio moderada em negrito. Caracterizacao das
correlacoes: até 0,29 = correlacao fraca, de 0,3 a 0,69 = correlacao moderada e de 0,7 a
1,0 = correlacao forte.
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Tabela 19: Matriz da Correlacio linear de Pearson (r) entre oocistos de
Cryptosporidium spp. e parametros fisico-quimicos e microbiolégicos das amostras de
agua bruta superficial dos pontos de coleta CAP1 e CAP2 do Rio Capivari, Campinas,
Sao Paulo.

Oocistos pH Cor Turbidez Coliformes
termotolerantes

Oocistos 1,0

pH -0,15706 1,0

Cor 0,13910 -0,06393 1,0
Turbidez 0,24729%* 0,11546 0,85713 1,0

Coliformes 0,37817* 0,07345 -0,05708 -0,02863 1,0
termotolerantes

Legendas: Resultados com correlacio moderada* e correlacao fraca** em negrito.
Caracterizacio das correlacoes: até 0,29 = correlacao fraca, de 0,3 a 0,69 = correlacao
moderada e de 0,7 a 1,0 = correlacao forte.

Tabela 20: Matrize da correlacio linear de Pearson (r), entre a concentracio de cistos
de Giardia spp. e o volume do sedimento (Pellet) das amostras da Interface sedimento-
agua, com o uso da metodologia empregando desagregacio fisica por ultrassom.

Cistos

- 0,911
Pellet

Legenda: Valor da correlacao forte negativa
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Prancha 1- Oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. naturais e do controle

positivo em amostras de agua bruta superficial e da interface sedimento-agua do rio Capivari:

Figuras: (A1) cisto natural de Giardia spp. presente no ponto CAP1,aumento de 630x, (A2) cisto
de Giardia spp. - Color Seed® no experimento de controle positivo nas amostras do ponto CAP1,
aumento de 630x, (A3) oocisto natural de Cryptosporidium spp.presente na amostra do ponto
CAPI1 (RID) aumento de 630x; (B1) cisto natural de Giardia spp. presente no ponto CAP2,
aumento de 630x, (B2) cisto de Giardia spp. - Color Seed® no experimento de controle positivo nas
amostras do ponto CAP2, aumento de 630x, (B3) cisto natural de Giardia spp. na amostra do ponto
CAP2 (RID); (C1) cisto de Giardia spp. - Color Seed® no experimento de controle positivo da
amostra de interface sedimento-dgua do rio Capivari, (C2) cisto natural de Giardia spp. presente na
amostra de interface sedimento-igua, aumento de 630x (RID), (C3) oocisto natural de
Cryptosporidium spp. presente na amostra da interface sedimento-agua, aumento de 630x (RID).
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8- Conclusoes

l.

Ambos o0s protozodrios patogénicos de veiculacdo hidrica, Giardia spp. e
Cryptosporidium spp., foram detectados nas amostras de dgua do rio Capivari, no

municipio de Campinas, Sao Paulo.

As concentragdes de cistos de Giardia spp. foram maiores que as concentracdes de
oocistos de Cryptosporidium spp. que foram detectados somente em setembro/2010 no

ponto CAP1 e Outubro/2009 e junho/2010 CAP2.

De acordo com a correlagdo linear de Pearson, entre oocistos de Cryptosporidium spp. €
os coliformes termotolerantes houve correlacio moderada, o que pode ter ocorrido
devido a lancamento pontuais de esgotos domésticos neste corpo hidrico. Entre os
Coliformes Termotolerantes e cistos de Giardia spp., ndo houve correlagdo indicando

que ndo sdo bons indicadores para este protozodrio em dguas brutas superficiais.

Quanto aos parametros fisico-quimicos, houve correlagdo inversa com o pH, bem como
com a turbidez, onde pode se observar que alteracdes nos valores de pH afetavam
diretamente na recuperacdo, da mesma maneira, o aumento da turbidez também

influenciou na recuperacdo de cistos e oocistos em amostras de 4gua bruta superficial.

Com relacdo as amostras da interface sedimento-agua, cistos de Giardia spp. foram
detectados em 94,0 % das amostras e oocistos de Cryptosporidium spp. foram
detectados em apenas 3 meses (16,6 % das amostras) em concentracdes menores, com

destaque para o més de setembro/2010 onde a concentracdo foi de 130,0 oocistos/mL.

6. A interface sedimento-dgua € um local onde se concentram os as formas ambientais

dos protozodarios Cryptosporidium spp. e Giardia spp.
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