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RESUMO

Moluscos bivalves por serem eficazes organismos filtradores acumulam e
concentram substancias, particulas e até mesmo patégenos em seus tecidos, se
os locais onde vivem ou sao cultivados receberem cargas de efluentes
contaminados. Estes animais atuam como bioindicadores de contaminacéo fecal
e, ao serem ingeridos crus ou mal cozidos, podem transmitir os patdgenos
acumulados em seus tecidos. Diversos estudos em diferentes paises reportaram
a presenca de protozoarios patogénicos como Cryptosporidium e Giardia em
moluscos bivalves destinados ao consumo humano, porém, no Brasil estes dados
sdo inexistentes. Diante deste cenario, € interessante e relevante investigar a
ocorréncia destes protozoarios neste tipo de alimento, consumidos em diversas
regides do pais. Este estudo teve a finalidade de avaliar a contaminagéo natural
por oocistos e cistos dos protozodrios parasitos em moluscos bivalves localizados
em um ambiente de estuario do litoral norte do Estado de Sao Paulo; detectar as
formas parasitarias em agua de rio e agua do mar; verificar se existe correlagao
entre fatores climaticos, fisico-quimicos e microbiolégicos e a ocorréncia natural
dos parasitos nestes ambientes aquaticos e verificar se existe correlacdo entre a
qualidade das aguas e a contamina¢ao dos moluscos que vivem nesta regido. Os
exemplares de moluscos foram processados através da homogeneizacdo de
tecidos especificos e submetidos a centrifugo-concentragdo com éter-PBS e as
amostras hidricas foram analisadas pela técnica de filtracdo em membranas. A
visualizagcdo dos protozoarios foi realizada através da reagdo de
imunofluorescéncia direta e a confirmacdo da morfologia dos protozodrios feita
com a utilizacdo de microscopia de contraste de fase e a incorporagdo de um
corante vital (DAPI). Cistos de Giardia foram detectados em 8 das 12 amostras de
agua do rio e uma amostra continha oocistos de Cryptosporidium. Ambos os
patdbgenos foram detectados na agua do mar, onde Cryptosporidium esteve
presente em 40,0 % e Giardia em 20,0 % do total amostrado. O pool de
homogenados teciduais de branquias foi positivo para oocistos e cistos em dois
periodos, com concentragdes de 12/oocistos/animal e 50 cistos/animal. Nao houve
associacao significativa entre os fatores climaticos, fisico-quimicos e
microbiolégicos e o numero de oocistos detectados na agua do rio e na agua do
mar; para os cistos, foi encontrada uma correlacao significativa com coliformes
termotolerantes (p = 0,007) na agua do mar. Ademais, ndo foi possivel estabelecer
correlacao entre a qualidade da agua e o numero de cistos e oocistos detectados
nos tecidos das ostras. Esta é a primeira vez que oocistos de Cryptosporidium e
cistos de Giardia foram encontrados em ostras de uma regiao costeira do pais e
também na América Latina. Estes achados tém importancia para a saude publica,
pois refletem a extensdo da contaminagdo dos ambientes e dos alimentos de
origem marinha, requerendo a padroniza¢ao de um controle de qualidade.

Palavras-chave: Cryptosporidium spp.; Giardia spp.; moluscos bivalves;

Crassostrea rhizophorae; 4gua do mar; agua de rio; estuario; esgoto.



ABSTRACT:

Bivalve molluscs are great filter feeders that may accumulate and
concentrate substances, particles and even pathogens in their tissues, if the places
that they inhabit or are cultivated receive contaminated effluents dispose. These
animals, which serve as biological indicators of faecal contamination, may transmit
the protozoa accumulated in their tissues, whenever they are ingested in a raw or
lightly cooked form. Several studies in different countries reported the presence of
parasite protozoa like Cryptosporidium and Giardia in bivalve molluscs destined for
human consumption, however, in Brazil, these data are non-existent. For this
reason, it is interesting and relevant the investigation of the occurrence of these
protozoan in this type of food, consumed in different regions of the country. The
aim of this study was to evaluate the natural contamination of oocysts and cysts of
parasite protozoan in bivalve molluscs located in an estuarine environment in the
Northern coast of Sao Paulo State; detect this protozoan in river and seawater;
verify if there is a correlation between climatic, microbiological, physical and
chemical factors with the natural occurrence of parasites in aquatic environments
and verify if there is a correlation between water quality and the contamination of
bivalve molluscs present at the region. Bivalve molluscs were processed through
the homogenization of specific tissues and submitted to centrifugal concentration
with ether-PBS, and water samples were analyzed by membrane filtration
technique. Protozoa were visualized with direct immunofluorescence antibody test
and to confirm the morphology of the parasites, contrast-phase microscopy and the
incorporation of a vital dye (DAPI) were used. Giardia cysts were detected in 8 of
12 samples of river water and one sample contained Cryptosporidium oocysts.
Both pathogens were detected in marine water where Cryptosporidium were
present in 40,0% and Giardia in 20,0% of all samples analyzed. Gill pools
homogenates of oysters were positive for oocysts and cysts in two periods with a
mean concentration of 12 oocysts/oyster and 50 cysts/oyster. There was no
significant association between the climatic, physical, chemical and microbiological
factors with the number of oocysts detected in river water and in seawater; for
cysts, it was found a high association only with thermotolerant coliforms (p = 0,007)
in seawater. Moreover, it was not possible to establish correlation between water
quality and the number of oocysts and cysts detected in oysters tissues. This is the
first time that Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts were found in oysters
from the coastal region of Brazil, and it is also the first report in Latin America to
date. These findings might be of public health importance, reflecting the extension
of the contamination in marine environment and on seafood, requiring a need for
quality control standards.

Key-words: Cryptosporidium spp.; Giardia spp.; bivalve molluscs; Crassostrea

rhizophorae; seawater; river water; estuary; sewage.
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1. INTRODUCAO

A relacdo entre oferta e demanda de agua emerge como uma questédo
chave para este século. A demanda humana excede em muito a disponibilidade
de agua doce potavel na Terra. Em diversas regides do globo, a populacédo
ultrapassou o ponto em que podia ser abastecida pelos recursos hidricos
disponiveis e, na atualidade, existem 26 paises que abrigam 262 milhdes de
pessoas que se encontram em dareas com escassez hidrica (MANCUSO e
SANTOS, 2003).

Neste aspecto, o Brasil encontra-se em privilegiada situagdo. No territério
brasileiro estdo localizadas as mais extensas bacias hidrograficas do planeta,
destacando-se no cendrio mundial pela elevada producdo de agua doce de seus
rios, comportando 53,0 % da producéo de agua doce do continente sul-americano
e 12,0 % do total mundial (REBOUCAS et al, 2006).

A disponibilidade de menos de 1000 m® de 4gua por pessoa/ano antecipou
a escassez progressiva de agua em diversos paises do mundo, segundo
projecdes realizadas no intervalo de 1955 a 1990 (GUIDEBOOK TO GLOBAL
WATER ISSUES, 1999).

A falta de agua ja ocorre em alguns paises ha mais de 50 anos, sendo a
incidéncia maior nos continentes Asiatico e Africano. Em 1955, ja havia registros
de paises com escassez hidrica: Cingapura, Kuwait, Malta, Barbados, Djibuti e
Jordania (GUIDEBOOK TO GLOBAL WATER ISSUES, 1999).

De acordo com as proje¢cdes de crescimento populacional para o ano de

2025, novos paises situados nestes continentes e o Haiti adentrardo esta lista:



Libia, Marrocos, Egito, Camardes, Africa do Sul, Ira, Om4, Etiépia e Siria (GUIDE
TO GLOBAL WATER ISSUES, 1999).

Além do problema da disponibilidade e de uma provavel escassez de agua
em escala mundial, outra preocupacdo atual consiste no gerenciamento e na
qualidade da agua que sera destinada a humanidade.

A agua é essencial para a sobrevivéncia e homeostase do corpo humano
e, necessaria para as atividades relacionadas ao homem, como 0s processos
industriais e a produgao de alimentos.

No entanto, muitos dos mananciais utilizados pelo homem estdo cada vez
mais poluidos e degradados, seja pela falta de controle, pela falta de
investimentos em coleta, disposi¢cdo final e tratamento de efluentes e na
disposicdo inadequada de residuos solidos e metais toxicos (PASCALICCHIO,
2002; MANCUSO e SANTOS, 2003).

Adicione-se a este cenario, o crescente aumento da populagdo mundial que
vem demandando, de maneira continua e progressiva, alimentos em quantidade e
qualidade cada vez maiores, devendo estes serem produzidos com uma agua da
maior qualidade e isenta de quaisquer microrganismos patogénicos.

Deve-se considerar também que uma provavel escassez hidrica afetaria
diretamente a producdo de alimentos e, encareceria significativamente o preco
dos mesmos. Outros setores alimenticios como a aquicultura, também necessita
de uma agua pura e de qualidade para que seus subprodutos possam ser
exportados ou ofertados a populagdo. Desta forma, a exploracdo de outros
recursos alimenticios, como os que provém do ambiente marinho cresce

rapidamente no mundo e no Brasil (FAO, 2005).



As areas costeiras sao utilizadas como areas de lazer, recreacdo e fonte de
renda para as comunidades costeiras. Estas areas albergam numerosas espécies
de animais e vegetais que representam uma importante fonte de alimentacao para
a humanidade.

A aquicultura trata do cultivo de animais ou de vegetais que necessitam do
ambiente aquatico para o desenvolvimento de parte ou da totalidade do seu ciclo
vital onde se incluem o cultivo de peixes, camardes, ostras, mexilhdes, vieiras, ras,
algas, entre outros (REBOUCAS et al, 2006).

O ser humano utiliza a aquicultura para suprir suas necessidades
alimenticias ha mais de 4.000 anos, sendo o continente Asiatico pioneiro e
detentor da maior produgdo mundial, uma vez que oito entre os dez maiores
produtores estéo localizados neste continente (FAO, 2005; DE SILVA, 1998).

Segundo Ostrensky e Borghetti (2006) a produgédo aquicola brasileira
aumentou de 27 toneladas no ano de 1971, para 246 mil toneladas produzidas em
2002. Na atualidade, o Brasil ocupa a 172 posicao entre os maiores produtores
aquicolas mundiais, com uma producao de quase 258.000 toneladas (FAO, 2005).
Em apenas uma década, o pais triplicou o valor da produgéo total do ano de 1996,
ou seja, o valor liquido da producéo passou de aproximadamente 298 para 915 mil
dolares (FAO, 2005).

Considerando a aquicultura, a producdo de moluscos (maricultura) merece
especial destaque visto que o cultivo de ostras superou a producdo de peixes e
crustaceos no periodo de 1998 a 2005, sendo Crassostrea gigas a espécie mais

cultivada em todo o mundo (FAQO, 2005).



Dispondo de um litoral de cerca de 8.000 km (PEREIRA E SOARES-
GOMES, 2002), o Brasil possui um enorme potencial para a maricultura, embora
ainda possa melhorar sua posicdo mundial, pois encontra-se atras de paises com
menores condicdes naturais ou extensdes territoriais como a Franca e o Egito
(FAO, 2005). Apesar da crescente emergéncia da maricultura no pais, ha
dificuldades para consolidacdo de sua posigdo como produtor e exportador
mundial, uma vez que existe um déficit no controle higiénico-sanitario destes
animais e das areas em que sao cultivados (MELO, 2007. O ESTADO DE SAO
PAULO, CADERNO AGRICOLA).

Ressalte-se que as areas costeiras estdo cada vez mais sujeitas aos
impactos antrépicos, como a elevada concentracdo de esgotos domeésticos
lancados in natura diretamente nos mares ou nos rios, sendo que mais da metade
dos domicilios brasileiros (51,5%) néo dispbe de coleta e tratamento de esgoto
(FVG, 2007). O acesso a esse servigo avangou de maneira muito lenta nos ultimos
14 anos e, para reduzir a metade este déficit de saneamento, seriam necessarios
mais 56 anos e meio, ou seja, o Brasil chegaria ao ano de 2063 ainda com 25%
das residéncias sem coleta e tratamento de esgoto (FGV, 2007)

As areas costeiras sao consideradas aquelas que sofrem influéncia direta
ou indireta dos oceanos, onde incluem-se costdes rochosos, praias, manguezais,
estuarios e proximidades de dominio do mar (PHILIPPI JUNIOR, 2005).

Até o ano de 2025, as proje¢cdes demograficas indicam que 75% da
populacdo mundial (6,3 bilhdes de pessoas) poderdo estar residindo em regides

costeiras ou areas proximas (WHO, 2005).



A matéria orgénica, proveniente principalmente dos efluentes domesticos,
juntamente com os poluentes € naturalmente depurada pelos ambientes
aquaticos, porém, a capacidade de autodepuragao desses corpos receptores esta
sendo gradativamente superada pela carga poluidora dos efluentes, face a
aceleracao do crescimento populacional (PHILIPPI JUNIOR, 2005).

Como conseqliéncia, as doengas veiculadas pela agua tornaram-se muito
freqUentes, especialmente aquelas causadas por protozoarios intestinais
emergentes e re-emergentes, como espécies de Cryptosporidium e Giardia, que
foram responsaveis pela maioria dos surtos de veiculagdo hidrica nos ultimos 25
anos (SMITH et al, 2006b; KARANIS et al, 2007).

O consumo de moluscos bivalves vem sendo incentivado, pois sao
reconhecidos como uma excelente fonte protéica e de minerais como o zinco,
contendo baixos teores caléricos, sendo atualmente empregados em dietas e
muito consumidos pelas populacbes menos favorecidas economicamente
(RIPPEY, 1994; PAULILO, 2002).

Os moluscos bivalves habitam ecossistemas aquaticos, sejam eles
marinhos ou de agua doce, refletindo diretamente as condigdes do ambiente em
que vivem. Devido a contaminagdo de seu habitat natural, estes organismos
atuam como bioindicadores de contaminacdo fecal provenientes de seres
humanos e animais (GOMEZ-COUSO et al, 2003; MILLER et al, 2005a).

Em nivel global, um aspecto emergente e com fortes implicacées em saude
publica consiste na contaminagcdo de moluscos bivalves por protozoarios
patogénicos. A ocorréncia natural de oocistos de Cryptosporidium e cistos de

Giardia ja foi reportada em diversos paises em diferentes espécies de moluscos
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bivalves destinados ao consumo humano (ROBERTSON, 2007). Por este motivo,
0s riscos potenciais da aquisicdo de protozooses mediante a ingestao de
moluscos crus ou mal-cozidos tém sido discutidos em todo o mundo.

No Brasil e na América Latina ndo existem dados acerca da ocorréncia
natural de protozoarios patogénicos neste tipo de alimento e, diante deste novo
panorama, torna-se especialmente relevante e imperativo o monitoramento
parasitolégico das espécies de moluscos bivalves que serdo ofertados a
populacéo.

A analise da agua onde os moluscos séo cultivados (como as fazendas de
maricultura) e da agua de seu ambiente natural, onde os mesmos estado
disponiveis para a catacao exploratoria, também é extremamente importante, visto
que existe um risco da ocorréncia de surtos associados ao consumo destes

animais, que podem remover e acumular patégenos presentes nestes locais.



2. Revisao da Literatura
2.1 Protozoarios patogénicos de veiculacao hidrica e alimentar:
consideracoes gerais

Cryptosporidium e Giardia sdao o0s protozodrios parasitos entéricos mais
comuns do homem e de animais domésticos e sdo reconhecidos comumente
como parasitos de um amplo espectro de hospedeiros silvestres (FAYER et al,
2004b; THOMPSON et al, 2004; APPELBEE et al, 2005).

Ambos os protozoarios s&o transmitidos mediante a rota fecal-oral, apds os
estagios infectantes de Cryptosporidium e Giardia (oocistos e cistos,
respectivamente) serem ingeridos por hospedeiros susceptiveis.

A transmiss&o para os seres humanos ocorre por meio do contato direto de
hospedeiro para hospedeiro, ou de maneira indireta, via agua ou alimentos
contaminados, superficies contaminadas e mecanicamente por artropodes e, ja se
evidenciou a transmissao de oocistos de Cryptosporidium pela via area (FAYER et
al, 2000a; TZIPORI e WARD, 2002; THOMPSON et al, 2004).

Esses protozoarios apresentam caracteristicas comuns que influenciam a
epidemiologia destas parasitoses. A dose infectante €& pequena; para o
Cryptosporidium a 1Dsp, isto €, a menor dose capaz de causar infeccdo em pelo
menos 50,0 % dos individuos amostrados & considerada baixa. De acordo com
experimentos realizados com voluntarios adultos que receberam trés diferentes
isolados de oocistos de Cryptosporidium parvum, o IDsg variou de 9 a 1024
oocistos (OKHUYSEN et al, 1999). Para o inicio da infeccdo pelo protozoario
Giardia também € requerida a ingestdo de poucos cistos, entre 10 a 100

(RENDTORFF, 1954),



Os cistos e oocistos ja sdo eliminados infectantes nas fezes de seus
hospedeiros; sdo muito resistentes aos desinfetantes comumente empregados
para potabilizar a agua; permanecem estaveis em diferentes ambientes FAYER et
al, 2004b).

Apresentam elevado potencial para a dispersdo ambiental de cistos e
oocistos, uma vez que um grande numero de formas parasitarias € eliminada nas
fezes de hospedeiros infectados. Individuos imunodeficientes e animais jovens
liberam juntamente com suas fezes cerca de 10°-1 0'° oocistos de Cryptosporidium
durante o curso da infec¢ao, assim como a eliminagdo de cistos de Giardia pode
chegar até 10’ por grama de fezes, o que pode propiciar a contaminacdo da agua
destinada ao consumo humano, os alimentos e as areas recreacionais e costeiras
(FAYER et al, 2004a; CACCIO et al, 2005).

A veiculagao hidrica de protozoarios patogénicos tornou-se um assunto de
extrema relevancia em saude publica ocorrendo mundialmente e atingindo
também os paises desenvolvidos, onde ha um elevado grau de saneamento
basico. Nos Estados Unidos, de 1965 a 2002, ocorreram 148 surtos de giardiose
por veiculagdo hidrica com 30.009 casos confirmados. No periodo de 1984 a
2002, 69 surtos de criptosporidiose que afetaram 436.232 pessoas foram
registrados (OLIVEIRA, 2005). Foram incriminadas como fontes de aquisicdo
destas protozooses a agua destinada para o consumo humano, bem como a
ingestao acidental de aguas recreacionais (OLIVEIRA, 2005).

No Brasil, ndo existe até o presente momento, surtos de veiculagdo hidrica

devidamente documentados e atribuidos aos protozoarios Cryptosporidium e



Giardia e, os dados de ocorréncia dos mesmos em amostras hidricas, provém em
sua maioria de pesquisas cientificas (FRANCO, 2007).

As infecgbes ocasionadas por estes protozodarios patogénicos intestinais
podem representar uma ameaga a saude humana; no caso da giardiose, ocorre
uma expressiva falha do desenvolvimento fisico e cognitivo em criangas e a
infeccao por Cryptosporidium pode levar a um quadro de desidratacao severa em
categorias populacionais mais vulneraveis ou mais expostas, como o0s
imunossuprimidos e imunodeficientes, pela ingestdo de apenas um oocisto do
protozoario, podendo ter término fatal (ROSE et al, 2002).

Assim, o entendimento dos mecanismos de controle destes protozoarios no
ambiente é necessario para que medidas corretivas e profilaticas possam ser
tomadas. Para isto, mais estudos sao necessarios para a compreensao das fontes
de contaminagao, concentragdes, sobrevivéncia e transporte destes protozoarios
no ambiente (ROSE et al, 2002; FAYER et al, 2004b), objetivando minimizar suas
rotas de transmissédo hidrica e alimentar e garantir o abastecimento seguro da

agua e de alimentos para toda a populacao e para as geragdes futuras.

2.2 Género Cryptosporidium

O protozoario patogénico Cryptosporidium foi descoberto no inicio do
século XX, em 1907 por Ernest Edward Tyzzer, que descreveu o encontro de um
parasito nas glandulas gastricas de camundongos de laboratério e a eliminacao de
uma forma parasitaria (oocisto) nas fezes dos camundongos.

Tyzzer nomeou o protozoario de Cryptosporidium muris em 1910 e,

descreveu os estagios assexuados e sexuados do parasito em um mesmo



hospedeiro (ciclo monoxénico), porém, até aquele momento, com carater
taxonémico nao completamente estabelecido.

No ano de 1912, este mesmo pesquisador publicou o achado de uma nova
espécie do protozoario, o Cryptosporidium parvum (TYZZER, 1912). Através de
infeccdo experimental em camundongos, demonstrou que C. parvum se
desenvolvia apenas no intestino delgado dos camundongos e observou que 0s
oocistos desta espécie eram menores que 0s da espécie anteriormente descrita.

Atualmente, Cryptosporidium ¢é classificado como um protozoario
patogénico pertencente ao Filo Apicomplexa; Classe Sporozoasida; Sub-classe
Coccidiasina; Ordem  Eucoccidiorida;  Sub-ordem  Eimeriorina;  Familia
Cryptosporidiidae (LEVINE et al, 1988; FAYER et al, 1997).

Nos quase setenta anos que se seguiram as descobertas de Tyzzer, o
protozodario, bem como a enfermidade provocada por ele foram de certa forma
negligenciados e ignorados pela comunidade cientifica, até os primeiros encontros
da parasitose no ser humano, sendo considerada uma doenca de baixa
importancia econémica e de pouca importancia médica (FAYER et al, 1997).

Em 1976, dois grupos reportaram os primeiros casos de criptosporidiose em
seres humanos, sendo o primeiro relato em uma crianga imunossuprimida e com
quadro de diarréia aguda auto-limitada e o segundo caso em um individuo adulto
que fazia uso de medicamentos a base de corticdides, com diarréia aguda de
curso prolongado (NIME et al, 1976; MEISEL et al, 1976).

Porém, somente seis anos mais tarde, no ano de 1982, houve um grande
interesse acerca da doenga provocada pelo protozodrio, que emergiu

concomitantemente ao advento da pandemia do virus da imunodeficiéncia
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adquirida (AIDS/SIDA). Este subito interesse mundial deveu-se aos relatos de uma
instituicdo dos Estados Unidos da América, o Centers for Disease Control (CDC)
que reportaram a presenca de diarréia severa em 21 individuos do sexo
masculino, portadores do virus HIV, em seis cidades norte americanas,
determinando a importancia da natureza oportunista do protozoario (GOLDFARB,
1982).

No ano de 1993, ocorreu o maior surto de veiculagdo hidrica por
Cryptosporidium ja reportado, na cidade de Milwaukee, Estado de Wisconsin, nos
Estados Unidos, associado com a ingestdo de agua destinada ao consumo
humano (MACKENZIE et al, 1994). Uma pequena fragdo de oocistos passou pelo
sistema de tratamento de 4gua de uma ETA (Estacdo de Tratamento de Agua) da
cidade e atingiu cerca de 403.000 pessoas, 4000 pessoas necessitaram ser
hospitalizadas e 100 pessoas foram a dbito, dentre estes, 69 pacientes eram
portadores do virus HIV. O custo total do surto foi de 96 milhdes de ddlares, sem
contar as indenizagbes as familias dos portadores da AIDS (MACKENZIE et al,
1994). Apos este surto de enormes proporgdes, ficou evidente a vulnerabilidade
dos sistemas produtores de agua e, naturalmente, atraiu a atencéo de entidades
publicas ligadas a saude, agéncias de protegcdo ambiental, sistemas produtores de
agua e de diversos grupos de pesquisa em todo 0 mundo.

Em consequéncia, nas duas ultimas décadas, houve um grande numero de
estudos e publicagcdes sobre a criptosporidiose, principalmente sobre os aspectos
bioldgicos do protozoario, caracterizagdo genotipica, modos de transmisséo,
principais grupos e fatores de risco para a saude publica, o tratamento da

parasitose, com énfase especial no desenvolvimento de métodos de recuperacéo
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e deteccdo em amostras hidricas e alimentares (ROSE, 1997; SMITH e ROSE,
1998; WIEDENMANN et al, 1998; GRIFFITHS, 1998; FAYER et al, 2000a; 2004b;
DAWSON, 2005; COULLIETTE, 2006; SMITH et al, 2007; ROBERTSON e
GJERDE, 2007).

O Cryptosporidium é o unico protozoario parasito intracelular que apresenta
localizagdo extra-citoplasmatica, pois parasita a superficie das microvilosidades
dos enterdcitos intestinais (FAYER et al, 2000a; SODRE e FRANCO, 2001;).

O unico estagio evolutivo encontrado fora do hospedeiro € o oocisto, que é
a forma de resisténcia ambiental do protozodrio e também a forma infectante. Seu
tamanho varia de 3,0 a 8,5um, tendo formato ovalado a esférico, apresentando
uma parede de dupla membrana, o que Ihe confere resisténcia contra o estresse
ambiental a fatores limitantes a sua presenca e persisténcia no ambiente (FAYER
et al, 1997; SUNNOTEL et al, 2006).

A parede do oocisto de Cryptosporidium difere dos demais coccidios por
apresentar em sua composic¢ao carboidratos, lipideos, fibrilas de actina e a ligacéo
de pontes de dissulfeto, que lhe confere uma natureza robusta (ROBERTSON e
GJERDE, 2007).

Os oocistos do protozoario mantém sua capacidade infectante inalterada
por longos periodos e em condi¢gdes indspitas. Oocistos mantidos em agua
destilada sob temperaturas abaixo de 15°C continuaram infectantes por pelo
menos 6 meses conforme demonstrado em experimento de infectividade animal
utilizando camundongos neonatos; as formas parasitarias mantidas a 20°C e 25°C
produziram infeccdo em camundongos apdés 6 meses e 3 meses de

armazenamento respectivamente e, 0s oocistos ainda conseguiram infectar
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camundongos, ap0s uma semana de armazenamento a temperatura de 35°C
(FAYER et al, 1998b). Em contraste, outros autores verificaram que com o
aumento da temperatura para 20°C e 25°C, a inativacdo dos oocistos do
protozodrio € mais rapida, sendo que a completa inativacdo se deu apds 3 meses
e 2 meses respectivamente (KING et al, 2005).

A cloracao, muito efetiva contra diversos agentes bacterianos, nao afeta os
oocistos e, mesmo quando aplicada em altas concentragées, como as utilizadas
em estacoes de tratamento de agua ou em piscinas, tem pouco ou nenhum efeito
na inativagao do protozoario (CARPENTER et al, 1999).

O oocisto apresenta uma sutura, por onde sao eliminados 4 esporozoitos
méveis, fendmeno este conhecido como excistagdo, que ocorre apds a ingestdo
de oocistos infectantes por um hospedeiro susceptivel (SODRE e FRANCO,
2001). Estes sdo desprovidos de esporocistos e eliminados ja infectantes no
ambiente o que ndo ocorre com os demais coccidios do Filo Apicomplexa (MONIS
e THOMPSON, 20083).

Os esporozoitos liberados do oocisto invadem principalmente as células
epiteliais (enterdcitos) do intestino delgado e se alojam nas microvilosidades
destas células, porém, é importante salientar que o protozoario pode se
desenvolver em qualquer célula que apresente microvilosidades. Ocasionalmente
sdo encontrados em células do epitélio pulmonar (FAYER, 1997; KOSEC et al,
2001).

Ap6s a penetracdo dos esporozoitos nos enterécitos (Figura 1) inicia-se

uma fase de reproducdo assexuada no hospedeiro conhecida como merogonia,
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onde os esporozoitos sofrem maturagdo e se desenvolvem em merozoitos ou
merontes que podem ser de tipo | ou tipo Il.

Os merontes de tipo | se reproduzem e multiplicam-se ativamente nos
enterdcitos infectados e podem infectar novas células adjacentes. Os merontes de
tipo Il ndo se multiplicam e sdo as formas responsaveis por iniciar o ciclo sexuado
(gametogonia) dentro do hospedeiro. Nesta fase sdo formados os gametdécitos que
sdo de dois tipos: microgametocitos (gameta masculino) e macrogametocito
(gameta feminino). Os microgametdcitos livres fertilizam os macrogametécitos
originando o zigoto; este ultimo é dipldide e evolui e até a formagdo de oocistos
(SODRE e FRANCO, 2001).

Apos o desenvolvimento das fases assexuadas e principalmente a sexuada
do parasito sdo formados dois tipos de oocistos no hospedeiro: oocistos de parede
delgada, (correspondentes a 20,0 % do total de oocistos), que s&o responsaveis
pela manutencdo do ciclo biolégico e aumento da parasitemia dentro do
hospedeiro e, portanto, podem invadir outras células pelo mecanismo de auto-
infecgdo interna, e os oocistos de parede grossa (80,0 % do total), que séo
eliminados nas fezes dos hospedeiros infectados para a perpetuagdo da espécie

(MONIS e THOMPSON, 2003).
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Figura 1: Ciclo biologico de Cryptosporidium.

A criptosporidiose afeta individuos imunocompetentes e imunodeprimidos.
Em imunocompetentes a parasitose tem uma duragdo auto-limitada, sendo
caracterizada pelo aparecimento de manifestacées clinicas como diarréia,
podendo ser acompanhada de dores abdominais, perda de apetite, febre baixa,
nausea, vomitos, perda de peso, vertigens, mialgias, dores nas articulagdes e,
infecgcbes assintomaticas sao relativamente frequentes (FAYER et al, 2000a;

HELLARD et al, 2000).
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A doenca pode ser particularmente severa e persistente entre os individuos
que apresentam um comprometimento de seu sistema imunolégico; no caso de
portadores do virus da AIDS, frequentemente € ameacadora a vida humana.

Em pacientes que apresentam menos de 200 células T CD4/mm? (linfécitos
T helper, auxiliadores da resposta imune celular) podem desenvolver diarréia
crbnica e, muitas vezes, a hospitalizacdo € necessaria em funcdo da severa
desidratagdo ocasionada pelo protozoario (NAVIN et al, 1999; FARTHING, 2006).

Ainda nestes casos, a doenga pode evoluir para uma forma fulminante: ha
registros de pacientes que eliminaram de 17 a 20 litros de fezes aquosas em um
unico dia, apresentando desidratagao aguda (GRIFFITHS, 1998), além de em
alguns casos, haver a migracao do protozoario para sitios extra-intestinais, como o
pulmao, figado, pancreas, dutos biliares e a conjuntiva do olho (FAYER, 1997).

Com a introducdo da terapia antiretroviral — HAART (Highly Active Anti-
Retroviral Therapy) no ano de 1997 a incidéncia da criptosporidiose e de outras
infecgbes oportunistas entre a populacao infectada pelo HIV decresceu cerca de
60,0%. Entretanto, atualmente sabe-se que a recidiva da infecgdo pode ocorrer
quando h& a descontinuidade do tratamento (KAPLAN et al, 2000; MEAD, 2002).

N&o obstante, atualmente sabe-se que nao somente os portadores do virus
HIV, mas, também outros grupos populacionais podem ser gravemente afetados
por diversas espécies de Cryptosporidium que apresentam potencial infectante
para o ser humano (Tabela 1).

A criptosporidiose pode afetar com severidade criancas entre 0 a 5 anos
(especialmente aquelas que freqientam creches), idosos, desnutridos, diabéticos,

pacientes que realizam hemodidlise ou quimioterapia, transplantados e os que
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utilizam medicamentos a base de corticosterdides (FAYER et al, 2000a; CACCIO
et al, 2005; FARTHING, 2006).

A classificacdo e diferenciacao das espécies de Cryptosporidium era um
ponto bastante controvertido; recentemente, o surgimento das ferramentas
moleculares auxiliou na elucidagdo e na classificacdo das espécies. Hoje, séo
levados em consideragdo os aspectos moleculares, a biologia, especificidade de
hospedeiros e o tamanho dos oocistos (CACCIO et al, 2005; SUNNOTEL et al,
2006)

Atualmente sao aceitas 17 espécies de Cryptosporidium, a saber: C.
parvum, C. hominis, C. canis, C. felis, C. muris, C. suis, C meleagridis, C.
andersoni, C. bovis e C. ryanae (bovinos), C. baileyi e C. galli (aves), C. molnari e
C. scophithalmi (peixes), C. saurophilum e C. serpentis (serpentes e lagartos), C
wrairi (porquinho-da-india), além de dois gendtipos (“cervideo” e de “macaco”)
relacionados com a infeccao no ser humano (SUNNOTEL et al, 2006; SMITH et al,

2007; FAYER et al, 2008).
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Tabela 1: Espécies de Cryptosporidium com potencial infectante para seres
humanos.

Espécies Hospedeiros Local de parasitismo Tamanho dos
susceptiveis oocistos (um)
Cryptosporidium parvum Humanos; bovinos Intestino delgado 45x5.5
Cryptosporidium hominis Humanos Intestino delgado 45x55
Cryptosporidium canis Humanos; canideos  Intestino delgado 4.71 x4.95
Cryptosporidium felis Humanos; felideos Intestino delgado 45x5.0
Cryptosporidium muris Humanos; roedores Estdmago 56x7.4
Cryptosporidium suis Humanos; suinos Intestino delgado/grosso  4.4-4.9 x 4.0-43
Cryptosporidium meleagridis ~ Humanos; aves Intestino delgado 4.0-4.5x4.6-5.2

Adaptado de Smith et al, 2007.

Cryptosporidium parvum e Cryptosporidium hominis sao as principais
espécies que infectam  ambos, individuos  imunocompetentes e
imunocomprometidos em todo o mundo (SULAIMAN et al, 1998; MORGAN et al,
1998, 2000). Com excecao de C. hominis, cujo ciclo de transmissao é
preferencialmente antroponético, as demais espécies, incluindo C. parvum,
apresentam um comportamento zoon6tico, como outrora estabelecido (XIAO et al,
2004; CACCIO et al, 2005).

A criptosporidiose ja foi relatada em mais de 40 paises e em seis
continentes (DILLINGHAM et al, 2002). Diferencas geograficas do encontro de
ambas as espécies de Cryptosporidium ja foram reportadas e sua prevaléncia
varia nas diferentes regides do mundo. Cryptosporidium hominis € mais prevalente

(62,0 %, em média) na América do Norte e do Sul, na Austrdlia e na Africa,
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enquanto Cryptosporidium parvum causa mais infeccbées em seres humanos na
Europa (CACCIO et al, 2005).

No Reino Unido, por exemplo, o encontro de Cryptosporidium parvum é
relatado frequentemente (McLAUCHLIN et al, 1999, 2000; GOH et al, 2004)
enquanto que nos Estados Unidos C. hominis € reportado mais comumente
(PENG et al, 1997; SULAIMAN et al, 1998).

No Brasil, os dados de prevaléncia sao variaveis, e alguns trabalhos
demonstraram que Cryptosporidium era a causa mais comum de diarréia em 7,0%
- 9,3 % dos pacientes portadores do virus HIV (CIMERMAN et al, 1999; RIBEIRO
et al, 2004); de 34,8 % e 25,0 % em individuos transplantados e pacientes
submetidos a hemodialise, respectivamente (JABUR et al, 1996) e entre criangas,
até 17,0 % dos casos de diarréia, estavam associados com a infecgdo por
Cryptosporidium (LOUREIRO et al, 1990; MANGINI et al, 1992; GENNARI-
CARDOSO et al, 1996; FRANCO e CORDEIRO, 1996; OSHIRO et al, 2000).
Prevaléncias mais atuais, demonstraram que entre criangas que freqlientam
creches, maiores de 5 anos e com diarréia, 20,3% das amostras fecais continham
o protozoario (CARVALHO-ALMEIDA, 2006).

A descoberta desse protozodrio entra em seu primeiro centenario e, ainda
hoje, existem muitos questionamentos acerca de sua epidemiologia ambiental,
técnicas mais sensiveis de detecgdo ou uma terapia eficiente capaz de promover
a cura parasitolégica dos hospedeiros infectados.

Até o presente momento, ja& foram avaliados aproximadamente 200
farmacos para o tratamento da criptosporidiose e poucos foram eficazes (MEAD,

2002).
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A nitazoxanida foi liberada para uso pediatrico, mas, sua eficacia e
segurangca em adultos saudaveis e individuos imunocomprometidos néo foi
completamente estabelecida (RAMIREZ et al, 2004).

Devido a escassez de alternativas de tratamento e considerando fatores
como sua ampla dispersao, efetiva resisténcia ambiental e monitoramento
deficiente da presenga do patdégeno no ambiente, a criptosporidiose emerge como
uma doenca desafiadora e preocupante, tanto para os paises desenvolvidos
quanto para os paises emergentes e em desenvolvimento.

A preocupagado com a presenca do protozoario no ambiente quer seja em
agua destinada ao consumo humano ou em alimentos ingeridos crus € tdo grande
nos paises desenvolvidos, que o Cryptosporidium esta inserido na categoria B da
lista do National Institutes of Health, dos Estados Unidos, que classifica os
patégenos em 3 categorias (biodefesa), A, B e C, passiveis de serem utilizados
em guerras biolégicas e na lista da USEPA, entre os patdgenos relevantes de
ampla dispersao hidrica (U S ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1998;

NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2008).
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2.3 Género Giardia

O protozoério Giardia duodenalis (sinonimia G. lamblia, G. intestinalis) foi
primariamente descoberto por Antonie van Leeuwenhoek, no ano de 1681, quando
examinava suas proprias fezes diarréicas em microscépio (DOBELL, 1920). No
ano de 1859, Lambl descreveu detalhadamente a morfologia do protozoario e, por
pensar que o parasito pertencia ao género Cercomonas, classificou-o como
Cercomonas intestinalis, devido a sua localizagdo no hospedeiro (Lambl, 1859
apud ADAM, 2001).

Nos anos subsequientes, muitos outros pesquisadores classificaram o
protozodrio com diferentes terminologias: em 1888, Blanchard nomeou o parasito
de Lamblia intestinalis (BLANCHARD, 1988 apud ADAM, 2001); no ano de 1902,
Stiles modificou 0 nome para Giardia duodenalis (STILES, 1902 apud ADAM,
2001). Entre 1920 e 1930, mais de 50 espécies do protozoario ja haviam sido
descritas e, algumas décadas depois, Filice, no ano de 1952, propds a separagéao
das diferentes espécies do protozoario baseando-se em caracteristicas
morfoldgicas similares e de acordo com a sua especificidade de hospedeiros.

A Giardia é um protozoario flagelado, que estd agrupado no Filo
Sarcomastigophora, classe Zoomastigophorea, ordem Diplomonadida e a familia
Hexamitidae (LEVINE, 1980) e, é um dos mais antigos organismos eucariotos
conhecidos. Apresenta uma ampla variedade de hospedeiros, podendo infectar
diversas classes de vertebrados entre eles mamiferos, aves e répteis (ORTEGA e
ADAM, 1997; APPELBEE, 2005).

A taxonomia do protozoario ndo esta completamente estabelecida, porém,

na atualidade, sdo reconhecidas seis espécies do protozodrio: G. duodenalis
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(infecta humanos; mamiferos domésticos e silvestres); G. agilis (anfibios); G.
psittaci (aves- psitacideos), G. ardeae (aves silvestres); G. muris (roedores) e G.
microti (rato almiscarado e rato calunga) (MONIS e THOMPSON, 2003).

Giardia duodenalis é a uUnica espécie com potencial patogénico para o ser
humano. Entretanto, com o advento das técnicas moleculares, ficou provado que
Giardia duodenalis nao € uma espécie uniforme e sim um complexo de espécies
as quais exibem variedades genotipicas e fenotipicas distintas, ainda que
genotipos similares morfologicamente apresentem diferenciada especificidade de
hospedeiros (THOMPSON, 2004).

Desta forma, os gendtipos foram divididos em varios grupos ou
assembléias, como segue: grupos A, B, C, D, E, F e G sendo que apenas nos
grupos A e B encontram-se os subgrupos capazes de infectar o ser humano
(Tabela 2). Os grupos C e D séo especificos de caes; E- ocorre em gado bovino,
em suinos e em ovelhas; F- especifico de gatos; e finalmente o grupo G, é

hospedeiro especifico de ratos domésticos (THOMPSON, 2004).
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Tabela 2: Assembléias de Giardia duodenalis patogénicas para os seres humanos
e de carater zoonético.

Assembléia ou Grupo Subgrupo Hospedeiros
A Al Humanos, Gado, Castores, Lémure
(Zoonético) Caes, Gatos, Porquinho-da-India
A All Humanos
B B Il Humanos; Lémure; Chinchilas;
(Zoondtico) Castores; Gibao; Ratos; Caes
B BIV Humanos

* Adaptado de Thompson, 2004.

As espécies de Giardia apresentam um ciclo simplificado de vida, onde
ocorre a alternancia de dois estadios evolutivos, o cisto e o trofozoito. O cisto é a
forma infectante e de resisténcia ambiental e responsavel pelo inicio da infeccao
em um hospedeiro, tendo geralmente uma forma ovalada e tamanho aproximado
de 8-12um (ADAM, 2001). Ap6s a exposicao aos acidos estomacais de um
hospedeiro susceptivel, ocorre a excistacao liberando a forma de trofozoito no
intestino delgado do hospedeiro. O trofozoito é a forma vegetativa, que se
alimenta e se reproduz no hospedeiro e, no caso de Giardia, o trofozoito reproduz-
se somente assexuadamente por divisdo binaria simples (ORTEGA E ADAM,
1997).

Esta forma é médvel, contém quatro pares de flagelos e formato piriforme a

elipséide, tendo um tamanho aproximado de 12-15um (THOMPSON, 2004).
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O trofozoito apresenta dois nucleos de mesmo tamanho e possui a
presenca de um disco ventral concavo, também denominado de disco adesivo,
constituido de microtubulos que auxiliam a fixagdo do parasito a mucosa intestinal
do hospedeiro; também estdo presentes corpos medianos e axonemas (ALl e
HILL, 2003).

As formas vegetativas ndo sio invasivas e se locomovem livremente nas
por¢cdes do intestino delgado, principalmente no duodeno e jejuno, sendo
frequentemente encontradas aderidas a superficie do lumen intestinal dos
hospedeiros vertebrados onde vivem e se multiplicam (LANE E LLOYD, 2002).

A sintomatologia é variada, incluindo diarréia aguda ou cronica, distensao
abdominal, nauseas, flatuléncia, anorexia, e perda de peso (ADAM, 2001;
THOMPSON, 2004) até casos assintomaticos.

Os sintomas que predominam na infec¢do crénica por giardiose sdo: fezes
diarréicas, perda de peso, dor abdominal, mal estar e ma-absorcdo intestinal,
sendo estes, indistinguiveis da sindrome do intestino irritavel (STARK et al, 2007).

A ma absorgao de gorduras, que pode levar ao aparecimento das mesmas
nas fezes (esteatorréia) e de vitaminas lipossoluveis, também é freqiente em
individuos que experimentam diarréia crénica ocasionada pelo parasito
(OLIVARES et al, 2002).

A variabilidade de manifestacdes clinicas esta relacionada com varios
fatores do hospedeiro como seu status nutricional, idade, dose infectante, a
deficiéncia congénita ou adquirida de IgA, a viruléncia inerente as diferentes cepas
e, possivelmente, repetidas infecgdes pelo protozoario em um mesmo hospedeiro

(ALI E HILL, 2003; ROXSTROM-LINDQUIST et al, 20086).
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A presenca do parasito pode ocasionar falha no desenvolvimento fisico e
cognitivo em criangas, pois Giardia altera a permeabilidade epitelial aos nutrientes
e vitaminas (por exemplo, os niveis de vitamina B 12 sdo menores nos pacientes
com giardiose), devido a um efeito citopatico direto induzido pelos produtos do
parasito, ocorrendo injurias na bordadura em escova, € a absor¢cdo €
comprometida (BURET et al, 2002; SCOTT et al, 2002). Também ¢ eliciada uma
resposta inflamatoria, com aumento de leucécitos e de células plasméticas na
lamina propria (HANEVICK et al, 2007).

Contudo, diferentemente de Cryptosporidium, a giardiose apresenta uma
terapéutica efetiva. O tratamento da parasitose é realizado comumente com
metronidazol, administrado em doses (3 vezes ao dia, durante 5 - 7 dias em
adultos), com uma eficacia de 80,0 % a 95,0 % (GARDNER e HILL, 2001).

Nitroimidazolicos e benzimidazolicos também sédo efetivos farmacos que
podem ser utilizados para tratar as infecgdes humanas ocasionadas pelo
protozoario (THOMPSON, 2004). O albendazol pode ser uma alternativa para o
tratamento da parasitose, tendo demonstrado uma excelente atividade contra os
isolados de Giardia in vitro. Quando analisado os efeitos do farmaco na ultra-
estrutura dos trofozoitos, a morfologia do protozoario ficou distorcida e a adeséo
na mucosa intestinal foi impedida (CRUZ et al, 2003).

Deve-se ressaltar que na maioria dos casos, somente os individuos com
sintomatologia aparente sdo submetidos ao tratamento. Contudo, a estratégia
ideal para a minimizacdo da entrada deste e de outros protozoarios patogénicos

intestinais no ambiente, seria tratar também os portadores assintomaticos, pois
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estes sao os disseminadores de cistos e pecas-chaves na epidemiologia das
parasitoses.

Giardia duodenalis apresenta uma distribuicdo cosmopolita, sendo o
parasito intestinal mais frequentemente diagnosticado no ser humano em todo o
mundo (THOMPSON e MONIS, 2004). Estima-se que ocorram 2,8 x 10® casos por
ano em todo o mundo (LANE e LLOYD, 2002). Nos continentes Asiatico, Africano
e na América Latina, em torno de 200 milhdes de pessoas apresentam
sintomatologia por Giardia com 500.000 novos casos reportados a cada ano
(THOMPSON, 2004).

No que concerne a veiculagao hidrica deste protozodrio, aparentemente, os
cistos de Giardia nao sobrevivem tdo bem como os oocistos de Cryptosporidium
nos ambientes aquaticos, no entanto, cistos sao mais frequentemente
identificados e com concentragcdes superiores aos oocistos em agua bruta e em
agua destinada para o consumo humano (CACCIO et al, 2005; OLIVEIRA et al,
2005; SMITH et al, 2006b) além de haver um maior numero de surtos de giardiose
documentados na literatura (SMITH e GRIMASON, 2003).

O primeiro surto de giardiose documentado ocorreu no ano de 1965, em
Aspen, Colorado, nos Estados Unidos (CRAUN, 1990).

Um dos maiores surtos de giardiose descrito (em termos de individuos
infectados) ocorreu na Noruega, no periodo compreendido entre 2004 e 2005
(ROBERTSON et al, 2006). Aproximadamente 1500 individuos foram
diagnosticados com giardiose durante o outono e inverno destes anos e a fonte de
contaminacgao foi atribuida ao esgoto doméstico que entrou em uma estacédo de

tratamento de agua, onde apenas a cloracdo era utilizada; sem a presenca da
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etapa de filtragcdo, considerada critica para a remogdo dos protozoarios
patogénicos (ROBERTSON et al, 2006).

E interessante ressaltar que alguns pacientes experimentaram sintomas
abdominais persistentes, a despeito do tratamento com metronidazol, durante este
surto que ocorreu logo apos fortes chuvas (HANEVIK et al, 2007).

Os sintomas podem perdurar durante varias semanas, mesmo apos a
eliminagédo do protozoario, devido a intolerancia a lactose, que ocorre em cerca de

20,0% a 40,0% dos casos (FARTHING, 1996).

2.4 Contaminacao por protozoarios patogénicos no ambiente marinho

Areas costeiras e regides estuarinas estdo sujeitas a uma ampla variedade
de fatores que afetam e influenciam a qualidade dos ecossistemas e a saude
humana. A atencéo para a poluicdo mundial dos ambientes marinhos despontou,
primariamente, pelas floragbes de algas tdxicas e de bactérias patogénicas que se
multiplicam em 4guas ricas em nutrientes (FAYER et al, 2004a).

As regides costeiras, especialmente os estuarios, recifes de corais e
manguezais, suportam enormes quantidades de residuos que sao despejados no
oceano. Na grande maioria dos paises costeiros em desenvolvimento e em alguns
paises costeiros desenvolvidos, os efluentes domésticos e os residuos industriais
séo despejados no mar sem nenhum tipo de tratamento (MILLER JUNIOR, 2007).

As cidades localizadas perto do mar Mediterraneo, com uma populagéo
costeira de 200 milhées de pessoas (durante a alta temporada de turismo),
liberam 85,0 % de seu esgoto diretamente no mar, sem tratamento, ocasionando a

poluicdo das praias e a contaminagéao de mariscos (MILLER JUNIOR, 2007).
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Um quarto das pessoas que freqlentam as praias nos Estados Unidos
desenvolve infec¢des de ouvido, dor de garganta, irritacées nos olhos, doencas
respiratérias ou gastrointestinais pelo contato com a agua ou ingestdo acidental
(MILLER JUNIOR, 2007).

O despejo de esgoto sem tratamento ou tratado em rios e mares
compromete a qualidade destes corpos hidricos, pois podem introduzir diversos
patdbgenos entéricos humanos e contribuir para a elevagdo dos niveis de
nutrientes organicos nestas areas (LIPP et al, 2001a).

Outro fator que maximiza a introducdo de patdégenos no ambiente é a
presenca de fezes de animais domésticos e de produc¢ao que sao descartadas ou
carreadas pela drenagem hidrica de sedimentos para areas costeiras e estuarios
(FAYER et al, 2004a).

Em média, a populagdo mundial € de aproximadamente 6.35 bilhdes de
habitantes, e cada individuo produz aproximadamente 200g de fezes por dia, o
que leva a uma produgcdo anual total de cerca de 232 milhdes de toneladas
métricas de fezes (FAYER et al, 2004a). Desta forma, sendo a maior parte dos
efluentes liberados in natura, o potencial para a introdugédo e contaminagéo por
agentes patogénicos em rios e areas costeiras € enorme.

Além disso, dependendo do tipo de tratamento a que o esgoto €
submetido, nem todos os agentes patogénicos serdo efetivamente removidos
antes do despejo dos efluentes tratados no ambiente (LAZAROVA et al, 2001;
CANTUSIO-NETO et al, 2006).

A entrada dos protozoarios Cryptosporidium e Giardia no ambiente marinho

pode ser facilitada e estar associada com a presenca de alguns animais silvestres,
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como aves marinhas que freqlientam estas areas, por meio de suas fezes na agua
(GRACZYK et al, 2007b).

Embora pesquisas sobre a presenca de oocistos e cistos de espécies de
Cryptosporidium e Giardia na dgua marinha ndo sejam tao freqlentes, ambos os
protozodrios ja foram detectados em praias e regides estuarinas de algumas
regides do mundo (ROBERTSON et al, 2007).

Oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia foram detectados em
algumas praias do Havai, que recebiam despejo de esgoto; as fontes de
contaminagao incriminadas foram a presenca de esgoto, drenagem hidrica de
fezes e possivelmente descarte de fezes por individuos que navegavam em
barcos (JOHNSON et al, 1995).

Os protozoarios também ja foram encontrados em outras regides costeiras
dos Estados Unidos, na Baia de Sarasota, costa leste da Florida, onde em 3
pontos foi observada positividade para Cryptosporidium e um ponto apresentou
contaminacgao por cistos de Giardia (LIPP et al, 2001a). A provavel contaminagéo
desta regido pelos protozoarios foi atribuida a presenga de esgoto, rompimento de
um cano de esgoto e possivelmente por acidentes fecais ocasionados por
banhistas. Ainda na Flérida, os protozoarios foram encontrados no estuario de
Charlotte Harbor (LIPP et al, 2001b).

Na Asia, em Hong Kong, Ho e Tam (1998) avaliaram apenas a presenca do
protozodrio Giardia, (por ser endémico no pais e causa de gastroenterite crénica
em humanos) em algumas praias selecionadas de acordo com os diferentes graus
de poluicdo por esgoto e classificadas conforme a legislacao vigente do pais. O

protozodrio foi detectado na maioria das praias analisadas e, também em praias
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consideradas ideais para a recreagdo humana, com concentragdes variando de 1-
23 cistos/L.

Em Sydney, na Australia, ambos os protozoarios foram detectados em uma
regidao estuarina (estuario Georges River) em 6 pontos diferentes analisados. Os
eventos de contaminacdo estavam associados a periodos de alta precipitacéo e
despejo de esgoto (FERGUSON et al, 1996).

Existem relatos da ocorréncia destes protozoarios em algumas regides
européias. Na Turquia, foram examinados 12 pontos diferentes e, apenas em um
ponto (em Tece) em uma unica amostra, foi observada a presenca de oocistos de
Cryptosporidium em agua do mar (CEBER et al, 2005). Entretanto, estes autores
n&o reportaram as provaveis fontes de contaminagéo e no utilizaram técnicas de
detecgdo confidveis como a reacdo de imunofluorescéncia direta (RID), com
anticorpos monoclonais (anti-Cryptosporidium e anti-Giardia) para a detecgéo
destes protozoarios em amostras ambientais.

Na regido da Galicia, costa noroeste da Espanha, foram examinados 7
pontos de quatro regides estuarinas diferentes e, oocistos foram detectados em 5
pontos nas concentragdes de 1-17 oocistos/L e os cistos em 6 pontos, variando de
0,4- 29.3 cistos/L (GOMEZ-COUSO et al, 2005a; 2006a).

Outro relato recente provém do encontro destes protozoarios em uma
regido costeira que abriga grande quantidade de ostras destinadas ou nao ao
comércio na Holanda (SCHETS et al, 2007).

A maioria dos estudos relatados na literatura sobre a persisténcia e
resisténcia ambiental destes protozoarios em agua marinha, referem-se aos

oocistos de Cryptosporidium. Atualmente, sabe-se que 0s oocistos do protozoario
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podem sobreviver por longos periodos em agua marinha (FAYER, 2004b) de
acordo com experimentos realizados em condi¢des artificiais de contaminagéo.

Um estudo demonstrou que oocistos mantidos em aquario marinho por 12
semanas, a 10°C, em salinidades de 10%, 20% e 30% permaneceram infectantes
para camundongos, assim como aqueles mantidos a 20°C em salinidade de 10%
continuaram infectantes por 12 semanas, a 20% por 4 semanas e a 30%, por 2
semanas (FAYER et al, 1998a).

O potencial infectante dos oocistos esta diretamente relacionado com o
tempo de armazenamento e as concentragdes de salinidades em que estes sao
mantidos. As infecgées nos camundongos foram mais efetivas quando se utilizou
oocistos mantidos em baixas concentragdes de salinidade e num curto periodo de
armazenamento (FAYER et al, 1998a). No entanto, alguns autores comprovaram
que mesmo em condicdes extremas de salinidade (35%), alguns oocistos
conseguiram infectar camundongos apds 40 dias de armazenamento (FREIRE-
SANTOS et al, 1999).

O maior tempo de sobrevivéncia dos oocistos de Cryptosporidium relatado
na literatura foi descrito por Tamburrini e Pozio (1999), onde oocistos do
protozodrio mantidos em aquario marinho, com salinidade controlada de 33ppt e
em temperatura de 6 a 8°C, foram capazes de infectar camundongos ap6s um ano
de armazenamento.

Desta forma, a presenca destes protozoarios em areas costeiras,
representa um risco para populacbées de mamiferos marinhos (FAYER &
LINDSAY, 2004; MENDEZ-HERMIDA et al, 2007a) e para os seres humanos,

constituindo um sério problema de saude publica.

31



No Brasil, os padrées de balneabilidade das praias obedecem a resolugéo
do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) N°. 274 de 2000 e considera
que a saude e o bem estar humano podem ser afetados pelas condi¢cdes de
balneabilidade das praias (BRASIL, 2000). A resolucédo dispde que a agua das
praias deve ser considerada imprépria para fins recreacionais quando, na ultima
amostragem, pelo menos um dos indicadores bacteriolégicos de contaminagao
fecal € encontrado em concentragdes superiores a:

e 2500 coliformes termotolerantes/ 100ml ou
e 2000 para Escherichia coli/ 100ml ou
e 400 para enterococos/ 100ml.

No Estado de Sao Paulo, este monitoramento € feito pela Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB), que realiza semanalmente a
andlise das praias de diferentes municipios. Também sdo examinados 0s cursos
de agua afluentes as praias e, segundo a CETESB, os corpos que desaguam no
litoral paulista (rios, cOrregos e canais) sdo 0s principais responsaveis pela
variedade da qualidade das aguas das praias, por receberem frequentemente
contribuicdo de esgotos domeésticos ndo tratados (CETESB, 2006).

Para a balneabilidade das praias, consideram-se representativos locais em
que ja tenha ocorrido a mistura das aguas do mar com aquelas provenientes de
corpos de agua potencialmente poluidos. Ja para os rios, corregos e canais é
realizada a determinacao da densidade de coliformes fecais em zonas em que néo
haja influéncia das marés, ou seja, as coletas sao realizadas antes do corpo de

agua atingir as faixas da maré (CETESB, 2006)
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Os corpos de agua afluentes as praias e avaliados pela CETESB estao
enquadrados, segundo o Decreto Estadual N.? 0755/77, na Classe 2. A resolugéo
do CONAMA 357/05 estabelece para coliformes termotolerantes um padrdo de

1000 UFC/100mL para corpos de agua doce Classe 2 (BRASIL, 2005).

2.5 Moluscos Bivalves: aquicultura no Brasil e no Mundo

Os representantes do Filo Mollusca estdo entre os grupos de animais
invertebrados mais numerosos e antigos do Reino Animal. A classe Bivalvia,
também conhecida como Pelecypoda ou Lamellibranchia, abriga animais como as
ostras, vongoles, mexilhdes, mariscos, vieiras entre outros (RUPPERT e
BARNES, 1996). Todos os representantes sao aquaticos, sendo a maioria
marinha. Existem aproximadamente 8.500 espécies de moluscos bivalves
marinhos descritas em todo o mundo (ROBERTSON, 2007).

Os bivalves sdo achatados nas laterais e apresentam uma concha
composta de duas valvas que se prendem por meio de uma estrutura protéica
elastica e ndo calcificada, denominada de ligamento da dobradica (RUPPERT e
BARNES, 1996). As valvas das conchas sdo puxadas juntas, por meio de dois
grandes musculos dorsais (musculos adutores) que tem acdo antagbnica ao
ligamento da dobradica.

Os moluscos bivalves encontrados no Brasil estdo distribuidos em 44
familias, com 379 espécies descritas (SANTOS, 1982). A grande maioria das
espécies de moluscos bivalves é comestivel e podem ser coletados de seu

ambiente natural ou produzidos na aquicultura.
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As principais espécies de moluscos bivalves cultivados no Brasil sdo o
mexilhdo Perna perna, duas espécies de ostras, a nativa Crassostrea rhizophorae
e a ostra do pacifico (Crassostrea gigas) e uma espécie de vieira, Nodipecten
nodosus (BORGHETTI e OSTRENSKY, 2000).

As diversas espécies de ostras sdo muito consumidas em todo o mundo. O
termo ostra designa um grupo de moluscos bivalves que se reproduzem e
crescem em aguas marinhas ou salobras; pertencem a ordem Ostreoida e familia
Ostreidae (SANTOS, 1982).

As ostras pertencentes ao género Crassostrea estdo amplamente dispersas
pela costa brasileira. Estes moluscos vivem cimentados em superficies duras
como rochas, por uma das valvas da concha nas zonas intertidais de areas
costeiras (NASCIMENTO, 1991).

Crassostrea rhizophorae (Guilding 1828) também popularmente conhecida
como ostra do mangue, € uma das espécies tropicais cultivadas no Brasil com
mais alto valor comercial, sendo facilmente encontradas em estuarios, mangues, e
na orla das praias (BOFFI, 1979; GOSLING, 2003).

O cultivo de moluscos filtradores no Brasil € favorecido, pois o litoral
brasileiro apresenta baias, enseadas, regides estuarinas-lagunares e manguezais,
sendo que as aguas adjacentes a estes ambientes e, principalmente aos
manguezais, produzem uma elevada carga de material organico em suspensao,
fornecendo subsidios ideais para o cultivo de moluscos (BRANDINI et al, 2000).

A maior parte da produgéo maricultora no Brasil (90,0 %) esta concentrada
na regidao Sul, no Estado de Santa Catarina que € também o maior produtor de

mexilhdes da América Latina (PAULILO, 2002; MELO, 2007. O ESTADO DE SAO
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PAULO, CADERNO AGRICOLA, 2007). A producdo de mexilhdes em Santa
Catarina cresceu cerca de 1.742 % entre os anos de 1990 a 1995 tendo esta
atividade se tornado ndo somente uma importante fonte de proteinas, mas
também de geragédo de empregos (PAULILO, 2002).

Este enorme crescimento e aceleragcdo da producdo maricultora e
aquicultora de maneira geral (moluscos, peixes e crustaceos) nédo se refletem
somente no Brasil, mas em todo o mundo (FAO, 2005).

A China é o maior produtor aquicola mundial, mantendo a primeira
colocacéo entre os anos de 1996 a 2005, segundo os dados divulgados da ultima
pesquisa da FAO, (2005) (Anexo 1).

Outros paises como a india, Vietna, Indonésia, Tailandia, Bangladesh,
Japéo, Chile, Noruega e Filipinas também tém destaque no cenario mundial (22 a
102 colocagbes respectivamente, referentes ao ano de 2005) (Anexo 1).

O Brasil aparece atras dos paises supracitados e também do Egito,
Mianmar, Estados Unidos, Republica da Coréia, Taiwan e Franca, estando em
posicdo superior a Espanha, ltalia, Malasia, Reino Unido, Canada, Turquia,
México, Ira, Russia, Grécia, Nova Zelandia e Paquistao (Anexo 1).

No periodo compreendido de 1996 a 2003, a producado brasileira avangou
ano apés ano, obtendo em 2003 o seu melhor desempenho e, ocorrendo uma leve

gueda nos anos subsequentes (2004 e 2005) (Figura 2).
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Figura 2: Evolugao da produgao aquicola brasileira no periodo entre 1996 a

2005 em relacao a quantidade produzida em toneladas (FAO, 2005).

2.5.1 Surtos de infeccoes associados ao consumo de bivalves

Em todo o mundo, o consumo de moluscos bivalves tem aumentado
consideravelmente, principalmente nas trés ultimas décadas. Juntamente com
esta tendéncia, surtos de infeccoes associados com a ingestdo de moluscos
consumidos crus ou levemente cozidos, tem sido reportados em praticamente
todos os continentes (POTASMAN, 2002).

Os moluscos bivalves sao utilizados como fonte de alimento desde as
origens do Império Romano e, h4d mais de 100 anos, a ingestao destes moluscos é
reconhecida como causa de surtos de infec¢cdes por agentes bacterianos e virais
(INGRESSOLL, 1881 apud POTASMAN, 2002).

O primeiro surto reconhecido ocorreu em 1816, sendo documentado por um

pesquisador francés que descreveu o desenvolvimento de febre tiféide em um
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grupo de pessoas que consumiram ostras provenientes de um ambiente
contaminado por esgoto (PASQUIER, 1816 apud POTASMAN, 2002).

A grande maioria dos surtos de doencas associados ao consumo de
moluscos bivalves ocorreu na América do Norte, Asia, Europa e no continente
Australiano, sendo que foram ocasionados principalmente pela ingestdo de ostras,
seguida de mariscos e mexilhdes (POTASMAN, 2002).

O maior surto ja noticiado ocorreu em Xangai, na China, no ano de 1988,
quando 290.000 pessoas contrairam o virus da hepatite A, apds ingerirem
mariscos e 47 pessoas foram a ébito (TANG et al, 1991).

Desde o final do século XIX, somente nos Estados Unidos, mais de 400
surtos, com 14.000 casos foram reportados, relacionados a ingestdo de moluscos
consumidos crus ou mal-cozidos (RIPPEY, 1994).

No periodo compreendido entre os anos de 1969 a 2000, muitos outros
surtos ocorreram ao redor do mundo, relacionados com diferentes agentes
etiolégicos (Tabela 3).

O entendimento da fisiologia destes animais explica porque o0s seres
humanos podem contrair diversas doengas ao ingeri-los crus ou parcialmente
cozidos: muitas das espécies de bivalves alimentam-se mediante o0 processo de
filtracdo, realizado pelas branquias onde grandes volumes de agua passam
através dessas estruturas por agédo ciliar. Quando microrganismos patogénicos
como bactérias, virus e protozoarios estdo presentes nos locais de coleta e
producgéo destes animais, sao filtrados pelas branquias e ai ficam retidos podendo,
posteriormente, também serem encontrados nas glandulas digestivas, em altas

concentracoes (POTASMAN et al, 2002; SHUMWAY, 1992).
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Devido a sua eficiente capacidade filtrante, pois os bivalves podem filtrar de
20 a 100L de agua, dependendo de seu tamanho e da espécie (ROBERTSON,
2007), estes animais vém sendo utilizados ha décadas como organismos
sentinelas de contaminagcdo aquatica também por metais téxicos e pesticidas
(O’CONNOR, 2002).

A sua distribuicdo mundial, seu modo de vida sedentario e seu
comportamento filtrante, susceptivel a bioacumulagdo de poluentes, toxinas e
patdgenos, fazem destes organismos as espécies ideais para 0 monitoramento da
poluicdo dos mais diversos ambientes aquaticos (RIPPEY, 1994; SAUVE et al,

2002).
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Tabela 3: Surtos de etiologia bacteriana e viral (n = 46), reportados em diversas
localidades do mundo e associados com o consumo de moluscos bivalves, no

periodo compreendido entre 1969 a 2000.

Agente (s) etiologico (s) N2 de Surtos Individuos afetados Paises/relato Moluscos
Calcivirus 182 5923 Estados Unidos Mariscos
Norwalk-like virus Reino Unido Ostras
Australia
Japéao
Espanha
Virus da Hepatite A 8 290.965° Estados Unidos Mariscos
Italia Mexilhbes
China Ostras
Australia
Vibrio parahaemolyticus 5 669 Estados Unidos Ostras
Canada mariscos
Vibrio cholera 4 120 Malasia Ostras
ltalia
Estados Unidos
Vibrio vulnificus 1 72 Estados Unidos Ostras
Vibrio mimicus 1 17 Estados Unidos Ostras
Vibrio hollisae 1 2 Estados Unidos Ostras
Salmonella spp. 3 98 Cingapura Véngole
Reino Unido Ostras
Japao
Shigella flexneri 1 40 Franga Mexilhao®
Shigella sonnei 1 24 Estados Unidos Ostras
Plesiomonas shigelloides 2 54 Estados Unidos Ostras
Canada
Listeria monocytogenes 1 4 Nova Zelandia  Mexilhdo

Fonte: POTASMAN et al, 2002.

a = inclui 3 surtos em que a identificagdo do patégeno nao foi conclusiva, considerado

presumivelmente um virus

b = incluindo os 290.000 mil casos do surto de Xangai
¢ = relacionado também com a ingestao de camarao
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No Brasil, mediante experimentos de contaminacao artificial, pesquisadores
de Santa Catarina provaram que ostras (Crassostrea gigas) foram capazes de
acumular o virus da hepatite A em seus tecidos (COELHO et al, 2003) e Sincero et
al. (2006) desenvolveram uma técnica para detectar este mesmo virus em ostras
quando presentes em baixos niveis de contaminagao.

Recentemente, a comercializagdo e consumo de moluscos bivalves, mais
precisamente de mexilhdes, foi suspensa em Santa Catarina, devido a
contaminacao dos locais em que estes se encontravam por ficotoxinas apos a
ocorréncia de um surto de diarréia que acometeu dezenas de pessoas (SANTA
CATARINA, 2007).

Os estudos acerca da contaminagcdo de moluscos bivalves pelos
protozoarios patogénicos Cryptosporidium e Giardia iniciaram-se ha pouco mais
de uma década, sendo o primeiro relato da ocorréncia natural de oocistos de
Cryptosporidium no ano de 1997 (CHALMERS et al, 1997).

A maioria dos estudos e relatos sobre a ocorréncia natural, sobrevivéncia e
potencial de infectividade dos protozoarios patogénicos recuperados de moluscos
bivalves referem-se ao protozoario Cryptosporidium (ROBERTSON, 2007).

Inicialmente, pensou-se em utilizar os moluscos como bioindicadores de
protozoarios patogénicos, realizando-se um monitoramento bioldégico dos
ambientes aquaticos (marinhos e de agua doce) como uma alternativa para a
substituicdo dos métodos padrdes de analise de agua utilizados até os dias de
hoje para este fim, como a filtragdo em membrana, filtracdo em cartucho entre

outros (ROBERTSON, 2007).
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No entanto, posteriormente, a pesquisa de protozodarios patogénicos em
moluscos bivalves foi focada nas espécies que sado destinadas ao consumo
humano e a investigacdo do potencial infectante destes protozoarios via o
consumo de moluscos.

A bioacumulagdo de contaminantes e patégenos removidos do ambiente
circundante destes animais conferem aos bivalves, uma vez ingeridos crus, a
capacidade de atuarem como hospedeiros paraténicos, ao transportarem
passivamente os protozoarios acumulados em seu corpo (FAYER et al, 1997;
GRACZYK et al, 1998).

Os protozoarios Cryptosporidium e Giardia nao conseguem se multiplicar no
corpo dos bivalves, porém, os mesmos sdo estaveis quando presentes em seus
tecidos e, podem ser acumulados em grandes quantidades (200 mariscos foram
capazes de remover e reter em seu corpo 38.000.000 de oocistos de um aquério
inoculado com estas formas parasitarias num periodo de 24h) (GRACZYK et al,
1998).

Diversos estudos demonstraram que o0s oocistos recuperados dos tecidos
dos bivalves (mexilhdes, véngoles, ostras e mariscos) mantiveram sua capacidade
infectante inalterada, de acordo com bioensaios utilizando camundongos neonatos
(FAYER et al, 1998a; 2002; GOMES-BAUTISTA et al, 2000; GOMEZ-COUSO et
al, 2003; LI et al, 2006; GRACZYK et al, 2007a).

Além disso, o longo periodo de persisténcia e resisténcia ambiental que
estas formas encistadas apresentam (particularmente os oocistos) favorece a
manutencdo da capacidade infectante, constituindo um risco a saude publica

(TAMBURRINI e POZIO, 1999; GOMEZ-COUSO et al, 2003).
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Embora até os dias de hoje, aparentemente, ndo se tenham relatos da
ocorréncia de surtos de protozooses associados a ingestdo de moluscos bivalves
em todo o mundo, a ocorréncia natural de Cryptosporidium e Giardia ja foi
reportada em diversos paises em diferentes espécies de moluscos bivalves
destinados ao consumo humano (Tabela 4) e, existe um consenso entre a
comunidade cientifica dos riscos potenciais da aquisicdo de protozoarios,
principalmente por grupos populacionais mais vulneraveis, considerados grupos
de risco, como os imunodeficientes (GOMEZ-COUSO et al, 2003; GRACZYK et al,

2007a).
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Tabela 4: Ocorréncia de contaminacao natural por Cryptosporidium e Giardia em
diferentes espécies de bivalves comestiveis em diversos paises do mundo.

Ano do relato Pais Espécie de molusco Nome Espécies de protozoarios
(Referéncia) popular
CHALMERS et al. |rlanda Mytilus edulis Mexilhdo  Cryptosporidium parvum
1997
FAYERetal, 19982  Estados Crassostrea virginica Ostras Cryptosporidium parvum
Unidos
GOMEZBAUTISTA  Espanha Mytilus galloprovincialis ~ Mexilhdo  Cryptosporidium parvum
etal, 2000 Cerastoderma edule Véngole  Cryptosporidium parvum
FREIRE-SANTOS et Egpanha, Mytilus galloprovincialis ~ Mexilhdo  Cryptosporidium spp.
al, 2000b Reino Unido, Ruditapes philippinarum  Marisco Idem
Italia Venerupis pullastra Marisco Idem
Venus verrucosa Marisco Idem
Dosinia exoleta Marisco Idem
Ostrea edulis Ostra Idem
Venerupis rhomboideus  Marisco Idem
LOWERY etal, 2001 |rjanda do Mytilus edulis Mexilhdo  Cryptosporidium hominis
Norte
FAYERetal, 2002 Estados Crassostrea virginica Ostra Cryptosporidium parvum
Unidos Cryptosporidium hominis
Cryptosporidium baileyi
NEGM, 2003 Egito Caelatura pruneri Marisco  Cryptosporidium spp.
Donax trunculus limiacus Marisco Cryptosporidium spp.
GOMEZ-COUSO et Egpanha, Mytilus galloprovincialis ~ Mexilhdo  Cryptosporidium spp.
al, 2003 Portugal, Ruditapes philippinarum ~ Marisco Idem
Iltalia, Ostrea edulis Ostra Idem
Reino Unido, Dosinia exoleta Marisco Idem
Irlanda Cerastoderma edule Véngole Idem
Ruditapes decussatus Marisco Idem
Venerupis pullastra Marisco Idem
FAYERetal, 2003 Estados Crassostrea virginica Ostra Cryptosporidium parvum,
Unidos, (espécies nao relatadas) Mariscos  Cryptosporidium hominis,
Canada Cryptosporidium meleagridis
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GOMEZ-COUSO et
al, 2004

GOMEZ-COUSO et
al, 2005a

MILLER et al, 2005b

GIANGASPERO et
al, 2005

Ll et al, 2006

GOMEZ-COUSO et
al, 2006a

SCHETS et al, 2007

GRACZYK et al,
2007a

LEAL et al, 2008

Espanha,
Reino Unido,
[talia,
Irlanda,
Nova
Zelandia

Espanha

Estados
Unidos

Iltalia

Franca

Espanha

Holanda

Estados
Unidos

Brasil

Mytilus galloprovincialis
Ruditapes philippinarum
Ostrea edulis

Dosinia exoleta
Cerastoderma edule
Venerupis pullastra
Venerupis rhomboideus
Venus verrucosa

Perna canaliculus

Mytilus galloprovincialis

Mytilus californianus
Mytilus galloprovincialis

Chamelea gallina

Mytilus edulis

Mytilus galloprovincialis

Crassostrea gigas

Crassostrea virginica

Crassostrea rhizophorae
Tivela mactroides

Mexilhdo
Marisco
Ostra
Marisco
Véngole
Marisco
Marisco
Marisco
Mexilhdo

Mexilhdo

Mexilhao
Mexilhao

Marisco

Mexilhdo

Mexilhdo

Ostra

Ostra

Ostra
Véngole

Cryptosporidium parvum,
Cryptosporidium hominis,
Giardia duodenalis (grupo B)

Giardia spp.

Cryptosporidium parvum,
Cryptosporidium felis,
Cryptosporidium andersoni

Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium parvum
Cryptosporidium parvum
Giardia spp.
Cryptosporidium spp.
Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium spp.
Cryptosporidium spp.
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2.5.2 Métodos para a deteccao de oocistos de Cryptosporidium e
cistos de Giardia em moluscos bivalves'

A pesquisa de oocistos e cistos de protozoarios patogénicos em tecidos de
bivalves € um processo tecnoldgico altamente complexo. Para se chegar a
detecgdo precisa destes agentes parasitdrios em qualquer tipo de amostra
ambiental, sdo necessarios nao somente equipamentos e ferramentas adequadas,
mas também deve-se contar com recursos humanos devidamente capacitados.
Entre as competéncias necessarias, deve-se ressaltar a importancia do
conhecimento da biologia e morfologia das formas parasitarias pelos individuos
envolvidos na deteccao de protozodrios em amostras ambientais.

Em relacdo as metodologias utilizadas para o processamento dos
exemplares de moluscos, a técnica mais difundida mundialmente baseia-se na
analise de tecidos especificos, tais como as branquias, trato gastrointestinal ou
hepatopéancreas e a hemolinfa. Grande parte dos pesquisadores trabalha com a
analise de branquias e trato gastrointestinal, a partir de macerados teciduais
analisando aliquotas destes e empregando a reagao de imunofluorescéncia direta
(RID) com anticorpos monoclonais para a visualizacdo de oocistos de
Cryptosporidium e cistos de Giardial''!"4647),

Utilizando a RID e técnicas moleculares, oocistos de Cryptosporidium foram
detectados nas estruturas branquiais de ostras e mariscos, coletados de 37 pontos
em 13 estados da Costa Atlantica dos Estados Unidos (Maine até a Flérida) e

também de uma provincia canadense®.

! Capitulo de artigo de revisao aceito para publicagdo pela Revista Pan Americana de Infectologia (anexo 2).
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Neste estudo, os autores removeram as branquias dos animais e estas,
foram levadas ao vértex, em solucao salina de Hanks.

O liquido resultante da lavagem destas estruturas foi posteriormente
examinado, verificando-se que em 64,9% dos pontos estudados ao longo da costa
Atlantica, os moluscos apresentavam oocistos.

A presenca de oocistos de Cryptosporidium também foi reportada em outras
regides da América do Norte e Europa, com o emprego da técnica de analise de
homogenados branquias, intestinais e de lavados branquiais de diferentes
espécies de moluscos (Crassostrea virginica, Mytilus galloprovincialis, Ruditapes
phillipinarum, Ostrea edulis, Venus verrucosa, Dosinia exoleta, Venerupis
pullastra, Venerupis rhomboideus)*®*9.

Cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium foram encontrados nos
Paises Baixos em homogenados intestinais de ostras (Crassostrea gigas)
empregando a RID/9.

A hemolinfa esta presente em grande quantidade nos musculos adutores
dos bivalves (estes musculos sédo importantes, pois conferem resisténcia e
protecdo aos animais)®. Oocistos também podem ser detectados na hemolinfa.
Por exemplo, na Itélia, oocistos de Cryptosporidium foram encontrados em
concentracées de 14 a 30 oocistos/ml do fluido circulatério do molusco®.
Entretanto, de acordo com alguns autores, a hemolinfa ndo deve ser examinada
quando se empregam ensaios de imunofluorescéncia direta uma vez que o0s
hemdcitos presentes neste tecido exibem uma fluorescéncia prépria, dificultando a

visualizagao dos oocistos e gerando resultados falsos positivos®?.
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A reacéao de cadeia de polimerase (PCR) tem sido empregada em pesquisa
cientifica para a confirmacao e classificacdo de espécies de Cryptosporidium e
Giardia em tecidos de mariscos®*>*°),

Goémez-Couso et al.®® avaliaram a contaminacdo natural para ambos os
protozoarios em ostras, mexilhdes, vdngoles, vieiras e outros mariscos
provenientes da Espanha e do Reino Unido. Do total de 87 moluscos bivalves
examinados, 24 apresentaram contaminag¢ao por Cryptosporidium parvum e uma
amostra apresentava Cryptosporidium hominis assim como também foi detectada
positividade para Giardia duodenalis, pertencente a assembléia B em uma
amostra.

A separacao imunomagnética (IMS) é um procedimento de captura das
particulas-alvo que vem sendo gradativamente aplicado as amostras ambientais,
especialmente quando ha um grande numero de particulas, microrganismos e
sujidades. A IMS é uma etapa de purificacdo que confere uma maior sensibilidade
para a recuperagdo de cistos e oocistos. A técnica € baseada na adicdo de
microesferas magnetizadas e recobertas com anticorpos anti-Cryptosporidium e
anti-Giardia a amostra a ser analisada, promovendo a captura e isolamento de
cistos e oocistos de particulas interferentes. Esta técnica pode ser usada em
combinacdo com a RID e o PCR®®, porém ela apresenta um custo mais elevado,
cerca de 50 délares por teste, excetuando-se 0s custos iniciais de implantacao
desta metodologia (3.567 délares).

Comparando-se as técnicas de separacdo imunomagnética,
imunofluorescéncia direta e PCR para a detecgéo de cistos e oocistos em tecidos

de moluscos bivalves, mesmo presentes em baixos niveis de contaminagao, Miller
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et al.®? constataram que a separacdo imunomagnética, seguida da reacdo de
imunofluorescéncia direta, foi a técnica mais sensivel.

Mais recentemente as técnicas de hibridizacdo in situ e PCR foram
empregadas para a deteccdo de oocistos de Cryptosporidium em tecidos de
bivalves®?.

No Brasil e na América Latina, o primeiro relato da ocorréncia de oocistos
de Cryptosporidium em moluscos bivalves destinados ao consumo humano, foi
reportado por Leal et al.®” em ostras e vongoles coletados de seu ambiente
natural em uma praia do Litoral Norte de Sdo Paulo. Estes autores encontraram o
protozoario em homogenados teciduais dos mariscos, empregando-se a RID,
microscopia de contraste de fase e incorporagdo de corante vital (DAPI) como
ferramentas auxiliares na confirmacdo dos caracteres morfoldgicos tipicos do
protozoario.

Contudo, considerando-se a realidade econO6mica latino-americana, é
imprescindivel buscar metodologias que apresentem menor custo, mas que sejam
reprodutiveis e apresentem boa sensibilidade.

Leal et al.®® padronizaram uma técnica para recuperar oocistos de
Cryptosporidium a partir de homogenados teciduais de ostras e vongoles expostos
a agua do mar, contaminada artificialmente, em um aquario com capacidade de 10
litros. Os moluscos foram mantidos no aquario, sob estas condigbes durante 24
horas e, apos este periodo de exposi¢do, foram removidos do aquario, abertos e
as brénquias e trato-gastrointestinal de 20 animais seccionados e

homogeneizados em macerador de tecidos.
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Aliquotas dos tecidos foram examinadas por meio da RID para a
visualizagdo dos protozoarios e, ambas as espécies de moluscos bivalves
removeram com eficicia grande parte dos oocistos da agua do aquario.

Entretanto, os tecidos dos moluscos contém muitos lipideos e seu excesso
€ um fator que interfere diretamente na visualizacdo dos parasitos nos tecidos dos
bivalves. Para a remogéao de lipideos alguns autores utilizam a centrifugagdo com

éter-etilico!!49),

Leal et al.®® introduziram uma etapa de lavagem e
homogeneizacao onde o trato gastrointestinal e as branquias dos bivalves foram
macerados com uma solugdo contendo um surfactante o qual complementa a
acao do éter apos centrifugacdo, removendo de forma efetiva uma consideravel

quantidade de gordura, melhorando a visualizacao das formas parasitarias durante

a RID.
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2.5.3 Normas de controle para a criacdo e comercializacao de
moluscos bivalves no Brasil 2

No Brasil, a resolugdo CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) N°.
357 de 17 de Margo de 2005®° estabelece padrdes para o cultivo de moluscos
bivalves destinados a alimentacdo humana em &guas salinas e salobras.
Ressalte-se que apenas a pesquisa de indicadores bacterioldgicos nas aguas em
que estes sao cultivados é contemplada.

De acordo com esta resolugdo, a média geométrica de coliformes
termotolerantes (de um minimo de 15 amostras coletadas no mesmo local) ndo
devera exceder 43 por 100 militros de amostra de agua analisada.

Esta legislagdo aplica-se aos locais de cultivo de ostras e mariscos, como
as fazendas de maricultura; entretanto, estas podem n&o estar livres da
contaminagdao por protozoarios patogénicos uma vez que alguns estudos
apontaram que o monitoramento de bactérias indicadoras de contaminagéo fecal
nao é suficiente para assegurar a qualidade e a seguranga quanto a contaminacao

1189 Na Holanda, bem como nos Estados

por protozoarios neste tipo de alimento'
Unidos, oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia foram encontrados nas
aguas em gue os animais vivem, porém nao foram encontradas correlagdes entre
a presenca de indicadores fecais na dgua e a ocorréncia destes protozoarios nos

animais coletados!'®*%.

% Capitulo de artigo de revisao aceito para publicacio pela Revista Pan Americana de Infectologia (Anexo 2).
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Diversas espécies de moluscos, cultivados na regido da Galicia (Espanha),
foram examinados para a presenca de protozoarios patogénicos e mais de 40%
dos animais continham oocistos de Cryptosporidium infectantes em seus tecidos;
embora a concentragdo de coliformes fecais (neste caso nos tecidos dos animais)
estava de acordo com os padrdes exigidos pela legislacdo do pais‘'".

A regido da Galicia € uma das maiores produtoras de mexilhées do mundo,
sendo esta a mais importante area de coleta e producdo destes bivalves
destinados ao consumo humano na Espanha. Cistos de Giardia foram
encontrados em 41,8% dos animais analisados provenientes de fazendas de
maricultura e o mais alarmante € que a analise da agua dos rios que desembocam
nesta area, bem como do esgoto tratado e bruto, revelaram altos niveis de
contaminagao por cistos!”.

A producdo de moluscos no Brasil serd rastreada com a implantagédo do
Programa Nacional de Controle Higiénico e Sanitario de Moluscos Bivalves
(PNCMB) coordenado pela Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca, visando
regular a cadeia de producéo de moluscos no pais®, desde a area de colheita até
os procedimentos de depuragéo, processamento, distribuicdo e comércio incluindo
o ponto de venda.

As fazendas de maricultura do pais somente tém autorizagdo do Servico de
Inspecao Federal (SIF) para trabalhar com ostras vivas, separadas por tamanho e
depuradas. Para isso os animais sao colocados em agua filtrada e esterilizada por
aparelhos ultravioleta para eliminar as impurezas, permanecendo neste processo

durante 3 a 8 horas®®. Entretanto, considerando a contaminacdo por protozoarios
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patogénicos, pesquisas cientificas constataram que a depuragdo, no caso de
oocistos de Cryptosporidium, foi ineficaz!'".

Pesquisadores espanhdis verificaram que 46.2% dos animais submetidos a
depuragéo por 6 dias (assim como animais submetidos ao processo de depuragéao
por 8 a 14 dias), ainda continham oocistos do protozoario em seus tecidos e,
independentemente do tempo de depuracdo, 50% das amostras contaminadas
continham oocistos que mantiveram a sua capacidade infectante inalterada‘'". Por
outro lado, outros pesquisadores demonstraram que oocistos de Cryptosporidium
removidos de um aquario e acumulados nos tecidos de mexilhdes, eram
eliminados no ambiente apds 48 horas e apontaram que o tempo de depuragao de
72 horas ou mais, seria suficiente para remover totalmente estes estagios
parasitarios dos moluscos®".

Entretanto, deve-se ressaltar que os oocistos eliminados no ambiente pelos
moluscos, podem ser removidos e acumulados por outros organismos da mesma
espécie ou de espécies diferentes, mas co-existentes o que contribui para a
dispersao da contaminagao®?.

Oocistos de Cryptosporidium experimentalmente presentes em tecidos de
mexilhdes (Mytilus galloprovincialis), que foram cozidos no vapor, mantiveram sua
capacidade infectante inalterada, como comprovado por bioensaio empregando
camundongos neonatos®®.

Na cidade de Caraguatatuba, (Litoral Norte do Estado de S&o Paulo) a
populacdo autéctone coleta grandes quantidades de véngoles para a sua
subsisténcia e, dependendo da forma como esse alimento é preparado (se apenas

parcialmente cozido ou submetido ao cozimento sob a forma de vapor) oocistos
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eventualmente presentes podem continuar infectantes para o ser humano,
representando um risco potencial a saude humana.

Sumarizando, € extremamente importante que a pesquisa sobre a
ocorréncia dos protozoarios patogénicos em moluscos destinados a alimentagéo
humana bem como nos locais onde os mesmos sao cultivados ou extraidos, seja

contemplada e inserida no programa de controle nacional dos moluscos bivalves.
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3. OBJETIVOS

Obijetivo principal:

- Detectar a contaminacao natural por oocistos de Cryptosporidium e cistos
de Giardia em ostras (Crassostrea rhizophorae) mediante o exame de tecidos e,
em agua marinha e de rio que formam um ambiente de estuario, no litoral norte do

Estado de S&o Paulo, durante o periodo de 1 ano.

Obijetivos especificos:

- Avaliar a qualidade das aguas estuarinas através de analises

microbioldgicas, parasitolégicas e monitoramento de fatores fisico-quimicos.

- Verificar se existe correlacdo entre os fatores climaticos como
(precipitacao e temperatura), os fatores fisico-quimicos da agua como (pH e
salinidade) e microbiolégicos com a ocorréncia de cistos/oocistos na regido

estuarina.

- Realizar estudo de correlagédo entre a qualidade das aguas e a eventual

contaminagao dos moluscos bivalves presentes na regido de estuario.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacao e critérios de escolha do local da coleta

As coletas foram realizadas na cidade de Caraguatatuba, Litoral Norte do
Estado de Sao Paulo, na praia do Camaroeiro (“23° 37’ 49197” S e 45° 23’ 91829”)
(Figura 3) regiao central da cidade com periodicidade mensal.

A praia do Camaroeiro (Figuras 4 e 5) foi escolhida por conter emissarios
de esgotos que desembocam em riachos e carreiam aguas do rio Ipiranga para o
mar com pequeno trecho caracterizando uma vegetacdo de mangue (Figura 6).

Esta area também € propicia para a pesquisa porque conta com a presencga
de entrepostos que comercializam a venda de mariscos e peixes, que atendem a
populagdo local e visitante. Além disso, nesta praia ndo € realizado o
monitoramento semanal de bactérias indicadoras de contaminacéao fecal, realizado
pela CETESB, com a finalidade de divulgar os padrées de balneabilidade destas
areas recreacionais para os banhistas.

Foi escolhido um ponto de coleta dos animais (no costdo rochoso) onde
existe a presencga do rio Ipiranga, o qual recebe despejo de esgoto doméstico e
desemboca no mar sem nenhum tipo de tratamento, exatamente onde ocorre a
confluéncia das aguas durante o dia, quando a maré sobe (Figura 7). As coletas
de agua, mar e rio foram realizadas separadamente por volta das 12:00h.

Durante todo o ano de coleta, o material foi transportado para o Laboratério
de Protozoologia da Unicamp, sendo a triagem dos animais e processamento de

parte das amostras hidricas realizadas no mesmo dia da coleta.
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Figura 3: Localizagao do ponto de coleta das amostras na praia do Camaroeiro, Litoral Norte de Sao Paulo.
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Figura 4: Praia do Camaroeiro — Caraguatatuba - S&do Paulo.

Figura 5: Praia do Camaroeiro — Caraguatatuba — Sdo Paulo.
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Figura 6: Rio Ipiranga desaguando no mar na praia do Camaroeiro (seta branca:
local de coleta da agua do rio; seta preta: local de coleta da agua do mar).

Figura 7: Confluéncia da agua do rio e do mar e ponto de coleta das ostras.
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4.2 Coleta dos exemplares de moluscos

Foram coletados mensalmente 10 exemplares in natura, de ostras
(Crassostrea rhizophorae) (Figura 8), sendo o tamanho dos animais de 3 a 6 cm.

Diversos fatores foram enumerados para a escolha deste bivalve como
bioindicador entre eles: i- por apresentar uma grande capacidade de filtracdo da
agua marinha, ii- sua localizagéo na area costeira, iii- por serem muito resistentes
as condicOes adversas, iiii- por serem encontrados durante todo o ano em seu
habitat natural e também por serem comumente ingeridos crus.

As coletas foram feitas manualmente sendo as ostras escolhidas ao acaso
e retiradas de seu substrato com auxilio de ferramentas como facas e martelo. Os
exemplares foram acondicionados em sacos plasticos limpos e descontaminados
e transportados, imediatamente apds a coleta, em caixas de isopor, refrigeradas,
até o laboratério de Protozoologia do Departamento de Parasitologia da Unicamp

para analise posterior.

Figura 8: Ostra (Crassostrea rhizophorae).
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4.3 Verificacao da contaminacao natural nas diferentes amostras

4.3.1 Exame parasitoldgico dos bivalves

Esse procedimento foi realizado de acordo com Leal et al, 2005.

Durante 12 meses, 10 ostras foram examinadas para a presenca de
oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia nos tecidos dos animais
(Fluxograma 1). Os moluscos bivalves foram medidos com um paquimetro e as
conchas dos animais foram abertas com o auxilio de ferramentas.

Apoés desligamento dos musculos adutores dos animais, as branquias e o
trato gastrointestinal ou hepatopancreas destes animais foram seccionados e
colocados separadamente em tubos de centrifuga de 15mL. Ao “pool” tecidual
formado adicionou-se agua destilada contendo o surfactante Tween 80 (0,1%) na
proporcéo de 2:1.

Efetuou-se um macerado em homogeneizador de tecidos até formar uma
suspensao. Apds a adicdo de 4mL de éter etilico refrigerado e agitagcdo manual
vigorosa por 30 segundos, o volume do tubo de centrifuga foi completado com
PBS esteéril (0,04M; pH 7.2) e os homogenados submetidos a centrifugo-
concentragéao a 1250 x g por 5 minutos.

O sobrenadante foi descartado e o sedimento armazenado em tubos de
microcentrifuga. Posteriormente, uma aliquota de 10uL de cada tecido foi
analisada por reacao de imunofluorescéncia direta (RID), utilizando-se um Kit
comercial da marca Merifluor® (Meridian Bioscience Diagnostics, Cincinnatti, Ohio)
empregando-se anticorpos monoclonais anti-Cryptosporidium e anti-Giardia
conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC), direcionados contra os

epitopos da parede dos cistos e oocistos dos protozoarios.
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As formas parasitarias foram confirmadas com o emprego do corante vital
DAPI (4 ,6-diamino-2-phenylindole) (Sigma Chemical®) que mostra, quando
incorporado, a posi¢cdo e o numero de nucleos existentes nos cistos e oocistos e,

com auxilio da microscopia de contraste de fase (MCF).
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Fluxograma 1

DAPI

www.epa.gov/nerlcwww/graphics/gldapi2b.jpg

MCF

RID

A

Visualizacao

Macerado
tecidual
(Pool)

.

Adicéo de Eter
e
Centrifugacao
(1250 x g /5min)

Processamento dos bivalves e visualizacao de Cryptosporidium e Giardia. A. Materiais utilizados para abertura dos animais; B.
Desligamento dos musculos adutores e remocao dos tecidos alvo; C e D. Branquias e trato gastrointestinal (TGI) visualizados em microscépio
estereoscopico; E. Tecidos submetidos a centrifugacdo com éter-PBS; as setas amarelas representam os sedimentos analisados por RID,
branquias (tubo esquerdo) e trato gastrointestinal (tubo direito); as pretas representam o muco dos tecidos; setas vermelhas: quantidade de

lipideos presentes nos tecidos.
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4.3.1.1 Calculo do numero de oocistos e cistos encontrados por
animal
A estimativa do numero de protozoarios presentes por animal foi calculada

de acordo com a seguinte férmula:

X= A x C (a)
K D

X = Numero de formas parasitarias encontradas por animal

A = Numero de oocistos ou cistos visualizados no pog¢o da Iamina do “pool”
tecidual analisado

K =10 (Volume do sedimento examinado no pogo = 10pL)

C = Volume total do pellet tecidual (em que foi detectado positividade para
as formas parasitarias)

D = Numero de animais no “pool”

4.3.2 Coleta e exame da agua marinha e de rio para a pesquisa dos
protozoarios parasitos Cryptosporidium e Giardia

Foram coletados volumes de 10L de agua marinha em galdes previamente
tratados com solugdo surfactante, a aproximadamente 30 cm de profundidade e
10L de agua superficial de rio da praia selecionada, para analise posterior em
laboratério.

As amostras de agua do mar e rio foram processadas pela técnica de
filtracdo em membrana de ésteres mistos de celulose (47 mm de diametro,

porosidade nominal de 3uym marca Millipore®) de acordo com Franco et al., 2001
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(Fluxograma 2). O sistema de filtragédo utilizado foi a bomba de vacuo ajustada a
um fluxo de 0,4 a 4 I/min e porta—filtro Gelman®.

Apos a filtragdo, as diversas membranas foram cuidadosamente retiradas e
colocadas em placas plasticas estéreis para realizar a etapa de recuperacédo de
cistos e oocistos eventualmente presentes nas amostras. Para tanto, a superficie
das membranas foi raspada durante 10 minutos com alga plastica macia seguida
de lavagens manuais (10 minutos) com solugédo surfactante (Tween 80, 0,1%)

(Figura 9).

O liquido resultante da etapa de eluicao foi transferido para tubos conicos e
concentrado por centrifugacdo (1.050 x g por 10 minutos). O sobrenadante foi
descartado e o sedimento resultante lavado em agua Milli Q e, novamente
submetido a centrifugagdo, nas mesmas condigdes. Apds o descarte do
sobrenadante, o sedimento desta segunda centrifugacao foi transferido para tubos

de microcentrifuga e mantido sob refrigeragéo a 4°C até a realizagdo da RID.

N

I\:_) 6 b

Figura 9: Etapa de eluicdo das membranas: (a) antes e (b) apds raspagem e lavagem
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Fluxograma 2

Centrifugacao
a 1050 x g/ 10min
(2x)
(armazenamento do
sedimento)

VISUALIZACAO

Processamento das amostras hidricas (rio e mar) pela técnica de filtracao em membranas e visualizacao de Cryptosporidium e Giardia.
A. Equipamento utilizado para a filtragdo da agua, com bomba de vacuo e porta filtro contendo a membrana. B. Amostra sendo despejada no porta
filtro. C. Membrana removida do porta filtro apds etapa de filtracdo. D. Raspagem da membrana com algas plésticas. E. Lavagem da membrana
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4.3.2.1 Calculo do numero de oocistos e/ou cistos encontrados por
litro na agua do rio e na agua marinha em situacao natural de contaminacao
A estimativa do numero de cistos e oocistos presentes por litro de agua

examinada foi calculada da seguinte forma:

X= _n_x _S (b)

Onde:

X = Concentracao de cistos e oocistos/L

n = numero de oocistos ou cistos visualizados no pogo da lamina
K =10 (Volume do sedimento examinado no poc¢o = 10puL)

S = Volume total do sedimento obtido (uL)

A = Volume filtrado da amostra (L)

4.4 Medicao de fatores abioticos das amostras de agua

Em cada coleta, foram analisados e medidos os seguintes parametros
separadamente na agua marinha e na agua do rio: Temperatura e pH- estes
dados foram obtidos utilizando um medidor com multisensor da marca Corning
Incorporated-Check Mate®. As medicées foram feitas na praia, no momento da
coleta das amostras; - Salinidade: as diversas amostras de dgua coletadas foram
transportadas refrigeradas até a cidade de Campinas e as medi¢des de salinidade
foram efetuadas na Pontificia Universidade Catolica de Campinas, com o auxilio

do aparelho Horiba U10; - Precipitacao: os dados foram obtidos junto a base de
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dados disponiveis on-line no Sistema de Monitoramento Agrometeorologico
(AGRITEMPO, 2008).

Todos os valores foram tabulados més a més, para posterior andlise de
eventual associacdo e correlacdo entre estas variaveis e a ocorréncia dos

protozodrios nas aguas analisadas e a contaminagao dos moluscos.

4.5 Analise microbiolégica das amostras de agua

As amostras de agua foram coletadas em recipientes previamente
esterilizados, para a realizagdo de analise de indice de bactérias indicadoras de
contaminacgao fecal: coliformes totais, coliformes termotolerantes, estreptococos,
enterococos e Escherichia coli, conforme padrdes descritos em STANDARD
METHODS FOR THE EXAMINATION OF WATER AND WASTEWATER (2005),
objetivando avaliar a presengca de contaminagdo das amostras hidricas e
determinar a qualidade microbioldgica do ambiente marinho e da agua doce. Para
tanto, utilizou-se a técnica dos tubos multiplos, onde os indicadores sao estimados
por N.M.P. (nimero mais provavel).

Os valores foram tabulados més a més para posterior verificacdo de
eventual associacdo e correlacdo entre estes indicadores e a ocorréncia dos

protozoarios nas aguas analisadas e a contaminag@o dos moluscos.
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4.6 Experimentos em condicoes de contaminacao artificial

4.6.1 Enumeracao de oocistos e cistos (controle positivo)

Para determinar a densidade de oocistos a ser utilizada nos experimentos
de contaminacao artificial (controle positivo), foi realizado um in6culo, onde 100uL
da suspensdao de protozodrios presentes no Kit da marca Merifluor (Meridian
Bioscience Diagnostics, Cincinnatti, Ohio) preservados em solucado de formalina
10%, foi diluido em 900uL de agua Milli Q em um tubo de microcentrifuga.

A enumeragdo de oocistos e cistos foi feita diretamente nos pogos da
lamina de imunofluorescéncia, objetivando-se saber o nuimero de protozoarios
presentes em 5uL no indéculo preparado. Para tanto, este procedimento foi
realizado por trés observadores, de maneira independente, sem que tivessem
conhecimento prévio do valor obtido por cada um, em triplicatas e o valor médio
das leituras considerado para o calculo da dose de oocistos e cistos a serem

utilizados nos experimentos controles.

4.6.2 Experimento controle positivo para a agua marinha.

Com a finalidade de avaliar a sensibilidade da metodologia aplicada para as
amostras de 4&gua marinha coletadas, trés experimentos-controle foram
conduzidos paralelamente a analise das amostras examinadas para a
contaminagao natural. Desta forma, 10L de agua marinha foram coletados e
transportados para o laboratério, sendo que a agua utilizada neste experimento foi
a mesma do ponto em que se verificava a analise da presenca de contaminacéo

ambiental por protozoarios.
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Um numero conhecido de cistos e oocistos foi utilizado para contaminar um
galdo contendo 2 litros da amostra de agua. Os protozoarios foram deixados em
contato com a agua marinha durante 2 horas. Apds este periodo, todo o volume
de agua inoculado foi filtrado, utilizando-se a mesma técnica ja descrita para o
processamento das amostras naturais de agua (item 4.3.2).

Os protozoérios visualizados no poco da lamina de imunofluorescéncia
foram contados e a eficiéncia de recuperag¢ao para cada parasito calculada, sendo
que para se estimar com precisdo a sensibilidade da metodologia no ensaio
controle, ambas as amostras (natural e artificialmente contaminada) foram
analisadas. O calculo da sensibilidade da metodologia obedeceu a seguinte

formula:

Onde:

S = Sensibilidade da metodologia

A = Numero de oocistos e cistos visualizados na agua contaminada
artificialmente

B = Numero de oocistos e/ou cistos visualizados na agua bruta

C = Numero de oocistos e/ou cistos esperados em 10uL
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4.6.3 Experimento controle positivo dos invertebrados

4.6.3.1 Coleta dos animais e da agua marinha para o experimento de
contaminacao artificial

Para os experimentos de contaminagdo artificial dos moluscos, em
laboratério, foi coletado um volume de 20 litros de agua marinha e 10 ostras da
mesma praia em que os animais foram coletados, com o intuito de refletir, de
maneira mais fidedigna, as condigdes ambientais em que 0os mesmos estavam
submetidos. As amostras de dgua marinha foram devidamente acondicionadas e
transportadas sob refrigeracéo.

Os bivalves foram mantidos e transportados em sacos limpos e
descontaminados, contendo &agua do mar, visando o0 experimento de

contaminacgao artificial em aquario, conforme descrito a seguir.

4.6.3.2 Depuracao dos animais em aquario e contaminacao artificial

Previamente a inoculagédo das formas parasitdrias na dgua marinha do
aquario (contendo os animais), foram realizados experimentos de depuragdo com
a finalidade de eliminar oocistos e cistos que eventualmente foram filtrados e
acumulados nos tecidos dos animais, oriundos da contaminagdo da praia por
esgoto (Fluxograma 3). Para tanto, previamente ao seu acondicionamento no
aquario, o volume de 5L de agua do mar foi filtrado em membrana de ésteres
mistos de celulose (porosidade nominal de 3um, didametro de 47 mm) com bomba
a vacuo, de acordo com o item 4.3.2

Condicbes de aeracdo continua e circulagdo da &gua dos aquarios

mediante bomba de ar foram mantidas durante todo o experimento-controle.

70



Fatores como temperatura e salinidade da agua do mar foram monitorados
e mantidos constantes durante todos os dias do procedimento de depuracédo dos
animais.

Os animais foram colocados no primeiro aquario (AQ 1) e deixados durante
41h. Apos este periodo, a agua do aquario que continha os animais sofreu nova
filtracdo sendo que as membranas resultantes desta filtragdo foram processadas
por eluicdo e extragdo mecéanica como ja descrito no item 4.3.2 e, 0 sedimento
armazenado para posterior analise por imunofluorescéncia direta objetivando a
pesquisa destes protozoarios na agua do primeiro dia de acondicionamento dos
animais.

Em seguida, mais 5L de adgua marinha foram filtrados e despejados em um
novo aquario (AQ 2). Os animais foram transferidos para o AQ 2 e deixados por
26h. Apds este periodo, a agua do aquario do segundo dia de acondicionamento
foi submetida a analise de protozoarios patogénicos e os animais transferidos para
um novo aquario (AQ 3), onde previamente 5L de 4gua do mar ja havia sido
filtrada para a introdu¢do dos animais.

Ap6s 26 horas, a agua do aquario do terceiro dia de depuracdo foi
analisada, fechando o ciclo total de depuragéo (n=93h).

Apés a depuragdo e previamente a contaminagdo artificial da agua do
aquario (Fluxograma 4), os animais foram colocados em um aquario limpo e
descontaminado, ja contendo 5L de agua do mar filtrada. A seguir, uma solugéo
liguida contendo zooplancton e fitoplancton propria para invertebrados marinhos

filtradores foi adicionada ao aquério. O alimento foi previamente analisado por
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reacao de imunofluorescéncia direta (RID) com a finalidade de verificar a presenca
ou auséncia dos protozoarios patogénicos no mesmo.

Em seguida a alimentacao dos bivalves, um numero conhecido de cistos e
oocistos dos protozoarios foi adicionado ao aquario, sendo a bomba aeradora
mantida desligada durante este procedimento de contaminacdo artificial da agua
do aquario.

Decorridas 24h de exposi¢cdo, os animais foram removidos do aquario,
abertos e processados da mesma maneira que 0s exemplares analisados in
natura para analise de seus tecidos (item 4.3.1).

A agua marinha contaminada foi filtrada, ap6s homogeneizagdo, e uma
aliquota do material foi analisada por imunofluorescéncia direta, para enumerar o
namero de oocistos e cistos que eventualmente poderiam estar presentes no
aquario, ou seja, o numero de cistos e oocistos que nao foram filtrados pelos

animais.
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FLUXOGRAMA 3

AQ 1. 41 horas de depuracao

Anadlise da agua
do AQ 1 por RID

Andlise da agua
do AQ 2 Por RID

Analise da agua
do AQ 3 por RID

Procedimento de depuracao dos bivalves em diferentes aquarios marinhos. A. Pré-filtragdo de 5L de agua marinha (para cada aquario)
antes de: B. Acondicionamento dos animais nos aquarios. C. Remoc¢ao e nova filtracdo da agua de acondicionamento dos animais nos aquarios,
visando a pesauisa de eventuais protozoarios liberados dos tecidos dos moluscos na mesma. D. Etapas de eluicao das membranas.
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Contaminacao artificial com oocistos de
FLUXOGRAMA 4 Cryptosporidium e cistos de Giardia
(Tempo de exposicao = 24 horas)

Macerado
e
Centrifugacao

Visualizagao dos protozoarios nos tecidos dos moluscos e dos parasitos remanescentes no aquario pés-contaminacao artificial ‘

Procedimento de contaminacao artificial em aquario marinho apdés a etapa de depuracao. A. Pré-filtracao de 5L de agua marinha antes de:
B. Acondicionamento dos animais no aquario. C. Alimentacao dos bivalves com solucao liquida (zooplancton e fitoplancton). D. Inoculagdo de um
nuamero conhecido de protozoarios na agua do aquario apos a alimentacao dos animais. E. Remocao dos animais do aquario e processamento
conforme o fluxograma 1. F. Filtracdo da 4gua do aquario e processamento conforme fluxograma 2.
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4.6.3.2.1 Calculo da sensibilidade da metodologia aplicada no ensaio
controle dos bivalves
O numero de oocistos e cistos que permaneceram no aquario ao final do

experimento controle foi calculado com a seguinte formula:

0 (d)

Onde:

P = Numero de oocistos e cistos remanescentes na agua do aquario ao
final do experimento controle

M = Numero de oocistos ou cistos visualizados no po¢o da lamina

N = Volume total do sedimento obtido da agua do aquario (L)

O = Volume do sedimento examinado no poc¢o da lamina (10uL)

Sabendo-se 0 numero de cistos e oocistos que permaneceram no aquario,
foi estimado o valor esperado de formas parasitarias que poderiam ser filtrados

por animal, como segue:

E=Q-P (e)
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Onde:

E = Estimativa do valor esperado de oocistos ou cistos por animal presente
no aquario

Q = Numero inicial de oocistos e cistos usados na contaminacao da agua
do aquario

P = Numero de oocistos e cistos remanescentes na agua do aquario ao
final do experimento controle

T =10 (Numero de animais presentes no aquario)

O numero de oocistos e cistos presentes no “pool” tecidual dos moluscos foi
estimado, inicialmente, a partir da somatéria do numero de oocistos e cistos
encontrados, respectivamente, nos macerados teciduais de branquias e trato

gastrointestinal na aliquota examinada (10uL) de acordo com a seguinte férmula:

W=L+M 0

Onde:

W = Somatdria do numero total de oocistos ou cistos visualizados nos
tecidos analisados em 10puL

L = Numero de formas parasitarias visualizadas no “pool” tecidual de
branquias de 10 ostras

M = Numero de formas parasitarias visualizadas no “pool” tecidual de trato

gastrointestinal de 10 ostras
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A estimativa final do numero de formas parasitarias presentes no volume

total de cada “pool” tecidual analisado foi verificada com a seguinte férmula

X (9)

Onde:

A = Numero de oocistos e cistos presentes em ambos os “pool” teciduais de
10 animais

W = Somatdria do numero total de oocistos ou cistos visualizados nos
tecidos analisados em 10puL

Z = Somatoéria do volume final do sedimento dos “pool” de branquias e trato
gastrointestinal

X = Volume do sedimento examinado no pog¢o da lamina (10uL)

O numero de cistos e oocistos efetivamente filtrados (recuperados) por

animal foi calculado com a seguinte férmula:

k=2 (h)

Onde:

R = numero de cistos e oocistos recuperados por animal

A = Numero de cistos e oocistos presentes em ambos os “pool” teciduais de
10 animais

T = 10 (Numero de animais presentes no aquario)
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A sensibilidade da metodologia aplicada no ensaio controle dos bivalves foi

calculada obedecendo a seguinte férmula:

=32 (i)

Onde:

Y = Sensibilidade da metodologia em experimento de contaminagéo
artificial da agua do aquario (eficiéncia de recuperacao) (%)

R = Numero de oocistos e cistos recuperados por animal

E = Estimativa do valor esperado de oocistos ou cistos por cada animal

presente no aquario.

4.7 Visualizacao dos parasitos

As diversas amostras de agua e de animais foram analisadas por
imunofluorescéncia direta. Para tanto, as amostras foram agitadas em vortex
Phoenix® AP- 56 por 2 minutos e, a seguir, invertidas 3 vezes com o propésito de
tornar a distribuicdo de cistos e oocistos homogénea no tubo de microcentrifuga.

Ap6s a homogeneizacdo, 10uL de cada amostra foram cuidadosamente
espalhados nos pogos das laminas de imunofluorescéncia. Apods secagem por 30
minutos em temperatura ambiente, o material foi fixado com a adicao de 10uL de
metanol, para a realizacdo de RID empregando o kit Merifluor® (Meridian
Bioscience Diagnostics, Cincinnatti, Ohio).

Apo6s 10 minutos, foi acrescentada uma gota do reagente de detecgéo

contendo os anticorpos monoclonais € uma gota do contra corante, sendo as
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prepara¢cées mantidas em camara umida e protegidas da luz durante 30 minutos
em placas de Petri.

A seguir, foi realizada uma lavagem utilizando-se a solugdo tampao fosfato
(pH 7,5) presente no kit Merifluor®, previamente diluida (1: 20) para retirar o
excesso de anticorpo.

Em sequéncia, 20uL do corante vital DAPI foi aplicado na diluigao (1: 2500)
nos pogos das laminas, sendo estas mantidas ao abrigo da luz durante 10
minutos. Apds este periodo, foram realizadas 3 lavagens (1 minuto cada) com
uma gota de solugao tampao fosfato, seguida de uma lavagem com agua Milli Q
(uma gota/1minuto).

As laminas foram colocadas em dessecador contendo silica, e foram
mantidas protegidas da luz por uma hora. Finalmente, cada |lamina recebeu o meio
de montagem e laminula.

A visualizagdo dos protozoarios foi feita em microscépio de epifluorescéncia
(Nikon® 50i), contendo filtro de excitagdo com comprimento de onda de 450 a
490nm e filtro de barreira de 520nm para a visualizagdo da fluorescéncia e, filtro
de excitagdo de 365 a 400nm e filtro de barreira de 395nm para a visualizagéo da
incorporagao do DAPI e simultaneamente por microscopia de contraste de fase.

Os critérios de positividade para oocistos foram: o tamanho (3 - 8,5um) e o
formato (ovoides a esféricos), a presenca de sutura e, o grau e intensidade de
fluorescéncia verde—maca brilhante predominante na parede dos oocistos de
maneira uniforme, formando um anel tipico.

Para os cistos, os critérios de positividade foram o tamanho (8 - 12um) e o

formato (ovoide), a presenca de axonemas e, 0 grau e intensidade de
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fluorescéncia verde—maca brilhante predominante na parede dos cistos, de
maneira uniforme, formando um anel tipico.

Além dos critérios de fluorescéncia e morfometria, utilizou-se a microscopia
de contraste de fase, observando-se a presenca de esporozoitos, de corpo
residual e aspecto da parede dos oocistos. Para cistos de Giardia, levou-se em
consideragdo a numero de nucleos (2 a 4), a disposicdo destes dentro do
protozodrio, a presenga de axonemas e de corpos medianos.

No teste confirmatério da morfologia mediante a impregnacao do corante
vital DAPI, considerou-se a tonalidade azul-céu a esbranquicada, visualizagcao de

nucleos (1 a 4), também azulados, dentro de um unico protozoario.

4.8 Analise estatistica

As amostras de agua do rio, mar e dos moluscos bivalves foram avaliadas
para verificar a contaminacdo natural pelos protozoarios patogénicos
Cryptosporidium e Giardia, inicialmente por meio de estatistica descritiva.

Para a verificagdo da eventual associacao entre os fatores fisico-quimicos,
climaticos e microbioldgicos e a ocorréncia dos protozoarios na agua do rio e do
mar, utilizou-se o teste de correlacao de Pearson, com nivel de significancia de
5%. Para o estudo de correlacdo entre a qualidade das aguas e a eventual
contaminacao dos moluscos bivalves utilizou-se o teste exato de Fisher, também

com nivel de significancia de 5 %.
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5. Resultados

5.1 Ocorréncia natural dos protozoarios patogénicos na agua do Rio
Ipiranga

Durante o periodo de um ano, foram coletadas 12 amostras de agua do rio,
sendo observado uma predominancia de cistos de Giardia (Figuras 10, 11 e 12),
sobre os oocistos de Cryptosporidium (Tabela 5).

Deste total de amostras, 66,6% continham cistos de Giardia (n = 8
amostras). O nimero de cistos do protozoario encontrado por litro variou de 30,7 a
184,6 (tabela 5). Oocistos de Cryptosporidium foram detectados em 8,3% do total
amostrado (n = 1 amostra).

A verificagdo da correlacdo entre os fatores fisico-quimicos, climaticos e
indicadores bacteriolégicos na agua do rio e os protozoarios Cryptosporidium e

Giardia nao foi significativa para nenhum fator analisado (p > 0,05) (anexo 3).

Figuras 10, 11 e 12: Cistos de Giardia visualizados por RID nas amostras de agua do rio Ipiranga.
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Tabela 5. Ocorréncia natural de cistos e oocistos/L e fatores abiéticos (fisico-
quimicos e climaticos), em um ano de amostragem na agua do rio Ipiranga com
periodicidade mensal.

Coleta / Oocistos Cistos Volume Volume pH Salinidade T=<C
Data /L /L Filtrado Sedimento (%)
[ ND’ 50,0 4,0L 1ml 7.01 0,34 24.7
12/07/06
| ND 30,7 6,5L imi 7.82 1,43 23.9
05/08/06
]} ND 45,4 2,2L imi 7.48 0,22 26.8
12/09/06
v ND 65,0 2,0L 1.3ml 7.60 0,05 24.7
15/10/06
\' ND 80,0 1,0L 0.8ml 7.05 0 22.2
14/11/06
Vi ND ND 1,5L 0.8ml 7.0 0 25
14/12/06
Vi ND 184,6 1,3L 1.2ml 7.83 0,25 29.5
11/01/07
Vil ND ND 2,3L 1.1ml 7.28 0,1 28.9
13/02/07
IX ND ND 4,7L 2.0ml 8.72 0,32 29.2
18/03/07
X ND ND 2,0L 1.3ml 7.83 0,22 32.3
18/04/07
Xl ND 133,3 1,5L 1.0ml 6.80 0,04 26,6
16/05/07
Xl 76,9 153,8 1,3L 1.0ml 7.62 0,02 25,2
20/06/07
Média 6,4 61,9 2,5L 1.1ml - - 26.5
Mediana - - - - 7,54 - -
Desvio padrao - 64,4 - - - - 2.88

ND = N&o detectado; para efeito de calculo de prevaléncia anual, foram considerados = zero
V = Maré vazante (baixa)
E = Maré de enchente (alta)
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5.2 Ocorréncia natural dos protozoarios patogénicos na agua do mar

As andlises da agua marinha referente ao periodo de 10 meses de
amostragem revelaram positividade para ambos os protozodrios em situagéo
natural de contaminacao (Tabela 6).

Os oocistos de Cryptosporidium (Figuras 13 e 14), foram detectados em 4
amostras (40,0%) e cistos de Giardia (Figura 15), em 2 amostras (20,0%).

A analise estatistica da associagdo da contaminag¢ao por cistos e oocistos
no ambiente marinho e os fatores fisico-quimicos e climaticos ndo revelou
correlagdo significativa com o numero de protozoarios na agua do mar (p > 0,05)
(anexo 4). Entre os indicadores microbiolégicos, ndo houve correlacdo entre o
namero de oocistos detectados na agua do mar e nenhum indicador analisado (p >
0,05). Ja para o numero de cistos detectados no ambiente marinho, a analise

revelou uma forte correlacdo com coliformes termotolerantes (p= 0,007) (anexo 4).
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Figuras 13 e 14: Oocistos de Cryptosporidium spp. detectados em amostras de agua do mar.

Figura 15: Cisto de Giardia encontrado na agua do mar da praia do Camaroeiro.
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Tabela 6: Ocorréncia natural de cistos e oocistos/L e fatores abiédticos (fisico-
quimicos e climaticos), durante o periodo de dez meses de amostragem da agua
marinha da praia do Camaroeiro com periodicidade mensal.

Coleta / Oocistos Cistos/ Volume Volume pH Salinidade T=<C
Data /L L Filtrado Sedimento (%)
| NR ™ NR NR NR NR NR NR
12/07/06
| NR NR NR NR NR NR NR
05/08/06
]| ND ND 6,5L 1.0ml 8.57 1.5 27.8
12/09/06
\" ND 50,0 2,0L 1.0ml 8.80 1.26 25.4
15/10/06
\' 72,0 ND 2,5L 1.8ml 8.45 1.05 22.8
14/11/06
Vi 106,6 ND 3,0L 1.6ml 8.0 0,25 25
14/12/06
Vil 45,0 ND 2,0L 0.9ml 8.26 0,15 29.0
11/01/07
viil ND 95,0 2,0L 1.9ml 7.64 0,22 29.8
13/02/07
IX ND ND 3,0L 1.4ml 8.68 0,33 28.9
18/03/07
X ND ND 4,0L 4.0ml 8.15 0,32 30.8
18/04/07
Xl 180,0 ND 2,0L 1.8ml 8.11 0,32 27,3
16/05/07
Xi ND ND 5,0L 1.0ml 8.16 0,32 27,2
20/06/07
Média 40,3 14,5 3,2L 1.64ml - - 27.4
Mediana - - - - 8.21 - -
Desvio padrao 62,0 32,3 - - - - 2.43

NR ®= N&o realizado; inicio das coletas de 4gua marinha no terceiro periodo

ND= Nao detectado; para efeito de calculo de prevaléncia anual, foram considerados = zero.
V = Maré vazante (baixa)

E = Maré de enchente (alta)
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5.3 Ocorréncia natural de protozoarios patogénicos em moluscos
bivalves

O total de 120 ostras foram abertas e processadas para a andlise de
protozodrios patogénicos. Durante o periodo de um ano de amostragem, ambos
0s protozoarios patogénicos foram encontrados nos tecidos destes bivalves em
uma ocasido cada, nos homogenados teciduais das branquias (tabela 7). Assim,
dos 12 “pool” teciduais analisados, oocistos de Cryptosporidium e cistos de
Giardia foram detectados em 8,3% das amostras.

A andlise do numero de protozoarios bioacumulados por animal revelou no
caso de Cryptosporidium 12 oocistos/animal no més de Agosto de 2006 e, no més
de Abril de 2007, foram encontrados 50 cistos de Giardia por animal coletado.

Devido ao pequeno numero de amostras positivas encontradas nos tecidos
dos bivalves, néo foi possivel estabelecer correlagdo estatistica entre a qualidade
das aguas e a contaminagcdo dos moluscos pelos protozoarios patogénicos

Cryptosporidium e Giardia.
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Tabela 7: Ocorréncia natural de oocistos e cistos nos “pool” teciduais de 10 ostras
da praia do Camaroeiro, Litoral Norte do Estado de Sao Paulo, examinadas com
periodicidade mensal.

Volume do homogenado tecidual Cryptosporidium Giardia
Coleta / TGl Branquia TGl Branquia TGl Branquia
Data
I 1000puL 1200uL ND ND ND ND
(12/07/06)
] 1000uL 1200uL ND 120 ND ND
(05/08/06)
1l 2000uL 1000uL ND ND ND ND
(12/09/06)
v 1500uL 1500uL ND ND ND ND
(15/10/06)
Vv 2700uL 2650puL ND ND ND ND
(14/11/06)
VI 1000puL 1600uL ND ND ND ND
(14/12/06)
VI 3700uL 3900uL ND ND ND ND
(11/01/07)
VIII 3800uL 2700puL ND ND ND ND
(13/02/07)
IX 4000uL 1700uL ND ND ND ND
18/03/07
X 12000pL 5000uL ND ND ND 500
(18/04/07)
Xl 3600uL 4000uL ND ND ND ND
(16/05/07)
Xl 2000uL 2000puL ND ND ND ND
(20/06/07)

ND: Nao detectado
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5.4 Analises microbioldgicas da agua do Rio e do Mar

A analise da contaminagdo por bactérias indicadoras nos ambientes

aquaticos revelou altos indices de contaminacao fecal (tabelas 8 e 9).

A analise microbioldgica da agua do rio apresentou concentracdes elevadas

e superiores as encontradas nas amostras de dgua do mar.

Tabela 8: Analise bacterioldgica de indicadores de contaminacao fecal da agua do
rio Ipiranga em um ano de amostragem.

Coleta Data Coliformes Coliformes Estreptococos Enterococos E. coli
Termotolerantes Totais
(NMP)
1 12/07/06 4.0 x 10" 5.0 x 10° 8.0 x 10* 1.1 x10* NR
2 05/08/06 7.0 x 102 2.4 x 10* 22x10° 7.0 x 10? NR
3 12/09/06 3.0 x 10* 1.3x10° 22x10° 1.4x10° 6.0 x 10°
4 15/10/06 2.2x10° 3.0 x 10° 3.0 x 10* 1.7x10° NR
5 14/11/06 7.0 x 10* 1.1 x 10° 9.0 x 10* 1.4x 10* 6.0 x 10°
6 14/12/06 1.1 x 10° 2.2x10° 5.0x10° 2.2x 10° 2.2x10*
7 11/01/07 1.7 x 10° 1.7 x 10* 2.4 x10° 1.3x10° 1.4x10*
8 13/02/07 3.0x 10° 9.0x 10° 5.0x 10° 5.0 x 10? NR
9 18/03/07 8.0 x 10° 5.0 x 10* NR NR 2.2x10°
10  18/04/07 8.0 x 10* 3.0x10° NR NR 5.0 x 10*
11 16/05/07 1.1 x 10° 5.0x 10° 1.4 x10* 1.4x10° 1.1x10°
12 20/06/07 8.0 x 10* 5.0x10° 1.3x10° 6.0 x 10! 4.0x10°

NR = Nao realizado

* = Indicadores bacteriol6gicos encontrados na agua do rio com valores maiores que o
permitido pela legislaggo CONAMA 357/05, que estabelece a quantidade maxima de
bactérias nos diversos rios, cérregos e canais que afluem as praias (1000

NMP/100ml).
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Tabela 9: Anadlise bacteriologica de indicadores de contaminacao fecal da agua
marinha da praia do Camaroeiro em um ano de amostragem.

Coleta Data Coliformes Coliformes Estreptococos Enterococos E. coli
Termotolerantes Totais
1 12/07/06 NR NR NR NR NR
2 05/08/06 NR NR NR NR NR
3 12/09/06 2.6 x 10%¥ 9.0x 103 8.0 x 102 2.0x10° 4.0 x 102
4 15/10/06 4.0 x 10° 1.3x10° 5.0x 10° 2.3x10° NR
5 14/11/06 1.3 x10* 1.1 x 10° 9.0x10° 4.0x10° 9.0 x 102
6 14/12/06 9.0 x 10? 1.1 x 10* 2.3x10° 4.0 x 102 4.0 x 102
7 11/01/07 6.0 x 10° 2.6 x 10* 1.7x10° 1.4 x10° 4.0 x 10°
8 13/02/07 3.0 x 10° 5.0 x 10* 3.0 x 10? 2.0 x 10! NR
9 18/03/07 4.0x 102 8.0x 10° NR NR 4.0 x 102
10 18/04/07 7.0x10° 1.7 x 10* NR NR 7.0 x 10°
11 16/05/07 8.0 x 102 2.3x10° 4.0 x 10! 4.0 x 10! 8.0 x 10?
12 20/06/07 7.0 x 10? 1.7 x10° 2.3 x10? 8.0 x 10! 2.0 x 10?

NR = Nao realizado

* Indicadores bacteriolégicos encontrados na agua marinha com niveis maiores do que o
permitido pela legislagao CONAMA: 274/2000, que estabelece padrdes de balneabilidade

para uso recreacional.
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5.5 Monitoramento da precipitacao anual no municipio de
Caraguatatuba

Os dados de precipitagao pluviométrica foram obtidos a partir do sistema de
monitoramento agrometeoroldégico (AGRITEMPO). A maior precipitacdo foi
encontrada no més de janeiro de 2007 (205,5mm) e a menor no més de agosto de

2006 (3,5mm) (tabela 10).

Tabela 10: Monitoramento da precipitacdo no municipio de Caraguatatuba no
periodo de julho de 2006 a junho de 2007

Coleta Data Precipitacao (mm)
1 12/07/06 12,5
2 05/08/06 3,5
3 12/09/06 29,2
4 15/10/06 23,0
5 14/11/06 30,2
6 14/12/06 56,8
7 11/01/07 205,5
8 13/02/07 104,2
9 18/03/07 103,2

10 18/04/07 56,2
11 16/05/07 202,0
12 20/06/07 85,2
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5.6 Experimentos de contaminacao artificial para a agua marinha

Os resultados obtidos nos experimentos controle positivos (Tabela 11)
demonstraram a aplicabilidade da metodologia usada neste estudo a esse tipo de
amostra. Nos experimentos controle-positivos (n = 3) a recuperacdo média para os
oocistos de Cryptosporidium foi de 54,0 % e para os cistos de Giardia, 91,1 %.

Tabela 11: Ensaios controle (n = 3) realizados para a verificacao da sensibilidade da
metodologia empregada para a deteccao de protozoarios patogénicos na agua do
mar

Controle Dose do inoculo Eficiéncia de recuperacao (%)
Oocistos Cistos Cryptosporidium Giardia
1056 292 37,8% 102,7%
! 1200 290 50,0% 62,2%
Il 1210 580 74,4% 108,6%
Média - - 54,0% 91.1%

5.7 Experimento de contaminacao artificial dos bivalves

A sensibilidade da técnica empregada para a deteccéo de cistos e oocistos
a partir dos “pool” teciduais dos moluscos bivalves, foi de 84,0 % para
Cryptosporidium e 40,0 % para Giardia, como determinado no experimento
controle empregando etapas de depuragdo em aquario. Durante o procedimento
de depuragao nao foi observada taxa de mortalidade entre os animais. A andlise
das aguas de depuracao (acondicionamento) (n = 3) ndo acusou a presencga de
contaminagao por oocistos e cistos dos protozodrios patogénicos. A analise por

RID do alimento fornecido aos bivalves também foi isenta das formas parasitarias.

91



6. Discussao

6.1 Ocorréncia de Cryptosporidium e Giardia na agua do rio Ipiranga

O despejo de esgoto doméstico sem tratamento ou tratado em corpos
hidricos, principalmente em rios, € apontado na atualidade como a principal fonte
de contaminagdo e deterioracdo destes ambientes e dos locais onde estes
desaguam como as areas costeiras e estuarios (JOHNSON et al, 1995; FAYER et
al, 2004a; LEAL et al, 2008 (anexo 5).

No Brasil, o despejo de esgoto in natura ainda € uma pratica comum e no
ano de 2000, somente 20,0 % dos municipios do pais tratavam seu esgoto (IBGE,
PNSB, 2000). Apesar de atualmente a taxa de coleta e tratamento do esgoto
atingir quase 50,0 %, estes niveis sao considerados baixos e insuficientes para a
melhoria das condi¢des sanitarias da populagéo do pais (FVG, 2007).

Esta préatica implica na introducéo de diversos microrganismos patogénicos,
como as bactérias, virus e protozoarios nestes ambientes (WITTMAN e FLICK,
1995; FAYER et al, 2004a).

No caso deste estudo, os altos indices de bactérias indicadoras
encontrados na agua do rio (Tabela 8) atestaram a contaminagdo da agua por
fezes humanas e evidenciaram mas condi¢des da qualidade deste corpo hidrico,
considerando os niveis de coliformes termotolerantes observados.

Em 11 meses, estes indicadores estavam em concentragdes muito
superiores ao valor maximo permitido pela legislacdo do CONAMA N°. 357/05
(BRASIL, 2005), isto €, 1000NMP/100ml.

Embora este rio ndo seja utilizado para fins recreacionais pela populagcéo

autéctone de Caraguatatuba, sabe-se que o0s rios, cOrregos e canais sao 0s
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principais responsaveis pela variagdo da qualidade das dguas das praias, pois
estdo continuamente sujeitos a receberem elevadas cargas poluidoras,
principalmente de origem doméstica (CETESB, 2006).

A legislagéo considera exclusivamente o grupo coliformes termotolerantes
como indicadores das condigdes de corpos hidricos afluentes as praias. Visto que
a CETESB nao realiza o monitoramento do rio estudado e da praia do
Camaroeiro, a pesquisa de outros quatro indicadores bacteriolégicos foi
introduzida neste estudo.

A investigacdo de outros indicadores bacteriolégicos em ambientes
aquaticos permite inferir com maior precisdo a contaminac¢ao por fezes humanas
ou de outros animais como os de sangue quente. Bactérias como Escherichia coli
e Streptococcus faecalis também sdo habitantes comensais da flora intestinal de
seres humanos e de animais homeotérmicos e sua presenca nestes locais pode
indicar que microrganismos patogénicos que ocorram nestas populagdes também
podem estar presentes em ambientes aquaticos (PELCZAR JUNIOR et al, 1996).

Altas concentracbées de outros grupos de bactérias indicadoras também
foram verificadas: coliformes totais nos meses de outubro e novembro de 2006
(ordem de 10°; Escherichia coli (ordem de 10°) no més de maio de 2007;
estreptococos (ordem de 10%) nos meses de julho, outubro e novembro de 2006 e
maio de 2007.

A presenca de bactérias do grupo coliformes (totais e termotolerantes) &
amplamente empregada para indicar a presenca de contaminagdo em ambientes
aquaticos (ROMPRE et al, 2002), contudo, estes microrganismos ndo sio

considerados indicadores obrigatérios da presenca de protozodrios patogénicos
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em aguas superficiais (ROSE et al, 2002) sendo que a correlagdo entre a
ocorréncia dos protozoarios Cryptosporidium e Giardia e o grupo coliforme ainda
gera controvérsias. Mesmo quando os niveis de bactérias indicadoras estavam de
acordo com os padrdes exigidos pela legislacao dos Estados Unidos, por exemplo,
alguns surtos de veiculagdo hidrica tendo como agente etiolégico o protozoario
Cryptosporidium (incluindo o surto de Milwaukee) foram reportados (MACKENZIE
et al, 1994; LISLE e ROSE, 1995).

Neste estudo, ndo foi encontrada correlacdo entre os cinco indicadores
bacterioldgicos pesquisados na agua do rio e 0 numero de cistos ou oocistos
detectados (Anexo 3). Esta associacdao também nao foi observada por outros
pesquisadores (HO e TAM, 1998b; CARRARO et al, 2000).

Contudo, LeChevalier et al. (1991) encontraram uma correlagéo significativa
entre a presenca destes protozoarios e a contaminacéo por bactérias fecais, bem
como Atherholt. et al. (1998) e Hsu et al. (1999).

Deve-se ressaltar, que neste estudo, a despeito da auséncia de correlagéao
entre a presencga dos indicadores bacteriolégicos e a contaminagédo por cistos e
oocistos na agua do rio Ipiranga, estas formas parasitarias foram detectadas em
concentragdes significativas neste ambiente (Tabela 5).

No més de Janeiro de 2007, foi detectada a maior concentracdo de cistos
de Giardia (184,6/L — Tabela 5), considerando-se as 12 amostras analisadas. E
importante salientar que neste més, registrou-se o maior indice pluviométrico do
periodo amostrado (205,5mm — Tabela 10).

De maneira similar, outros autores relataram o achado de oocistos de

Cryptosporidium apéds altas precipitagdes pluviométricas (FERGUSON et al, 1996;
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KISTEMANN et al, 2002). Existe uma intrinseca relacao entre a ocorréncia de
eventos pluviométricos significativos e surtos de doencas de origem hidrica por
individuos que utilizaram &reas destinadas a recreagdo humana, apds estes
eventos (ROSE et al, 2000).

Desta forma, é razoavel apontar que o aumento da precipitacdo possa
ocasionar, consequentemente, o aumento de infecgbes relacionadas por
veiculacao hidrica. Mais da metade de todos os surtos de veiculagao hidrica que
ocorreram nos Estados Unidos nos ultimos 50 anos aconteceu logo apds um
aumento da precipitagdo pluviométrica e em decorréncia de chuvas muito fortes
(CURRIERO et al, 2001).

Apesar de neste estudo nado ter sido constatada correlacao significativa
entre a precipitagdo pluviométrica e a ocorréncia de cistos e oocistos na agua do
rio e também na dgua do mar, sabe-se que nos meses de verdao ocorre uma maior
quantidade de chuvas, que sao responsaveis pelo subito aumento da
concentragao de protozoarios em ambientes aquaticos; nos periodos de estiagem,
cistos e oocistos podem ficar aderidos as particulas presentes na agua e
acumularem-se nos leitos dos rios; apds a ocorréncia de chuvas, com o
revolvimento do leito e do sedimento dos rios sdo encontradas maiores
concentragbes de protozoarios em corpos hidricos (ATHERHOLT et al, 1998;
ROSE et al, 2000; CURRIERO et al, 2001; DWIGHT et al, 2002).

Oocistos de Cryptosporidium foram detectados em apenas uma amostra de
agua superficial de rio (junho de 2007) contudo, com uma concentracdo

expressiva, cerca de 77 oocistos/L (Tabela 5).
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De acordo com Smith et al. (2006a), os cistos de Giardia sao mais
abundantes que os oocistos de Cryptosporidium em &aguas superficiais e em
aguas destinadas ao consumo humano e existem mais surtos epidémicos de
giardiose por veiculacao hidrica documentados do que por Cryptosporidium. Deve-
se considerar que Giardia é nos dias de hoje o parasito intestinal mais comumente
detectado no ser humano (THOMPSON, 2004).

Algumas caracteristicas inerentes a ambos estes protozodrios poderiam
explicar esta discrepancia: os cistos de Giardia sdo maiores que 0s oocistos de
Cryptosporidium o que, de certa forma, facilita a sua visualizagdo; oocistos de
Cryptosporidium exibem maior capacidade de adeséo as particulas em suspensao
presentes em amostras liquidas (SEARCY et al, 2005) o que dificulta sua
detecgdo. Neste estudo, em alguns meses verificou-se a adesdo de oocistos de
Cryptosporidium a particulas (Prancha 1- item A).

Devido a carga superficial negativa do oocisto, ocorre um aumento das
forcas eletrostaticas com determinadas particulas de carga diferentes (positivas) e
isso promove uma maior ades&do destes com diferentes particulas e sedimentos
(SEARCY et al, 2005).

Além disso, tanto nas amostras de rio, como nas amostras de agua do mar,
observou-se em alguns meses uma grande quantidade de material em suspensao
que conferiram as amostras um aspecto turvo dificultando a observacédo e
classificacdo dos organismos devido a interferéncia ocasionada pela fluorescéncia
residual observada nas preparacdes das laminas de imunofluorescéncia (Prancha

1 —item B).
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Ainda, a compactagdo de sujidades tornou a visualizacdo destas formas
parasitarias bastante dificil (Prancha 1 - item C) mesmo quando empregada a
microscopia de contraste de fase como ferramenta confirmatoéria da morfologia dos
protozoarios. No entanto, em setembro de 2006, utilizando a mesma ferramenta
supracitada, detectou-se com maior facilidade os cistos de Giardia (Prancha 1 -
item D), onde observou-se uma menor concentragéo de particulas e sujidades na
agua do rio.

Ressalte-se que a porgdo estuarina do rio Ipiranga, esta sujeita a uma
ampla variabilidade de condi¢des e também exposta a diferentes fatores bioticos e
abioticos que podem alterar sua qualidade e composicao ao longo do tempo
(BROOKES et al, 2004), inclusive em decorréncia da mare.

A cidade de Caraguatatuba possui na atualidade quase 89.000 mil
habitantes (IBGE, 2007) e o fluxo de turistas na época de alta temporada aumenta
cerca de 10 vezes (CARAGUATATUBA, 2007). Com isso, ha concomitantemente
um aumento do volume de efluentes produzidos e liberados, na maior parte, sem
tratamento. Na cidade de Caraguatatuba, somente 32,0 % dos efluentes é
coletado e tratado (SABESP, 2006), o que ainda representa uma fragdo maior de
tratamento quando comparado a taxa total de tratamento de esgoto de todo o
litoral norte, que corresponde a apenas 28,0 % (SABESP, 2006).

Cryptosporidium e Giardia também sao freqlentemente encontrados em
aguas superficiais de rios ou em estacdes de tratamento de dgua quando ocorre
um aumento dos niveis de turbidez na agua ou quando ocorre a elevacao do
volume de agua dos rios (ATHERHOLT et al, 1998; HAWKINS et al, 2000;

CURRIERO et al, 2001). Além disso, existe uma extrema relagdo entre a remocéao
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de turbidez e conseqlentemente a remocdo de patdgenos de diferentes
ambientes aquaticos como 0s mananciais e, por exemplo, em sistemas produtores
de agua (HAWKINS et al, 2000; HSU et al, 2000; BROOKES et al, 2004).

A degradacgédo de mananciais, principalmente por efluentes domésticos tem
aumentado no mundo todo, assim como a preocupagado acerca da qualidade da
agua de diferentes ambientes aquaticos (GERBA e SMITH, 2005). Além disso,
corpos hidricos como rios e cérregos, podem impactar e introduzir protozoarios
encistados em areas costeiras, contribuindo para a sua contaminagao.

A estratégia ideal para acessar os fatores de risco relacionados com
patdbgenos em ambientes aquaticos consiste na amostragem e monitoramento
sistematico de organismos alvos. Esta amostragem deve ser aliada a um profundo
conhecimento de fatores bioldgicos tanto destes ambientes quanto dos patégenos
presentes nos locais monitorados, além da ampliagdo do estudo sobre os fatores
quimicos e fisicos que estdo envolvidos com seu transporte, distribuicdo e
sobrevivéncia em ambientes aquaticos visando minimizar ou prevenir a presenca

ou entrada dos patdégenos nestes locais (BROOKES et al, 2004).
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Prancha 1: Cistos e oocistos detectados através da RID e por microscopia de contraste de fase nas amostras analisadas (rio

e mar) sob influéncia de particulas e fluorescéncia residual.

Legendas: A. Oocisto de Cryptosporidium aderido a estrutura (40x); B. Oocisto diferenciado de organismos interferentes e fluorescéncia residual
na lamina de RID (20x); C. Compactacao de material e obscurecimento da amostra de agua do rio; cisto de Giardia (setas pretas) indicam a
parede do cisto; seta branca: um par de corpos medianos caracteristicos do protozoario; microscopia de contraste de fase (60x); D. Cisto de
Giardia detectado na agua do rio (setembro de 2006); microscopia de contraste de fase.
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6.2 Ocorréncia natural dos protozoarios Cryptosporidium e Giardia na
agua marinha da praia do Camaroeiro.

O mar é um dos mais importantes fornecedores de alimentos no mundo e é
a principal fonte de proteinas para cerca de um bilhdo de pessoas (MOLNAR,
2000). Na atualidade, alguns estudos tém apontado a aceleragdo da degradacao
de areas costeiras devido aos impactos antrépicos (LIPP et al, 2001a, b; KAY et
al, 2005; RIOU et al, 2007).

Naturalmente, devido ao grande aporte e extensdo dos oceanos, estes
ambientes conseguem suportar e depurar a enorme quantidade de residuos e
matéria organica que recebem. Porém, esta capacidade depuradora comeca a
demonstrar claros sinais de fragilidade, devido a aceleragdo do crescimento
populacional, ocupacdo humana desordenada e a urbanizagdo nas cercanias
destes locais (PHILIPPI JUNIOR, 2005; MILLER JUNIOR et al, 2007).

A poluigdo de aguas costeiras perto de areas densamente povoadas € um
grave problema; cerca de 45,0 % da populagdo mundial vive no litoral ou em
regides proximas, e 14 das 15 maiores regides metropolitanas (cada uma com
10.000.000 de pessoas ou mais) vivem perto destas areas (MILLER JUNIOR,
2007).

A contaminacéo de ambientes marinhos por diversos microrganismos, entre
eles os protozoarios patogénicos, ja foi reportada em alguns paises do mundo,
(Estados Unidos, Espanha, Australia, Turquia, Holanda e Hong Kong)
(ROBERTSON, 2007) estando esta contaminagdo associada, em alguns casos

com o despejo direto de esgoto in natura.
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Mesmo quando o esgoto € coletado e recebe tratamento antes de ser
liberado em corpos hidricos, vale ressaltar que o tratamento de esgoto, quer seja
ele aerdbio ou anaerébio, ndo remove 100,0 % dos protozoarios, sendo que a
eficiéncia média do tratamento de esgoto apds as etapas primarias e secundarias
do tratamento € de 63,0 % a 90,0 % (LANE e LLOYD, 2002).

A pequena parcela de cistos e oocistos que ndo € removida apdés o
tratamento, ainda pode continuar com sua capacidade infectante inalterada
(OTTOSON et al, 2006; CANTUSIO-NETO et al, 2006), propiciando a introdugao
ou re-introdugao destes protozoarios patogénicos em ambientes aquaticos.

Deve-se salientar a importante contribuicAo da introducdo de
microrganismos patogénicos exercida por pequenos cursos de agua que chegam
até as praias, visto que usualmente recebem despejo de esgotos nado tratados,
inclusive de residéncias (DWIGHT et al, 2002; FAYER et al, 2004a).

Esta situagdo também foi verificada na praia do Camaroeiro, onde durante
todo o periodo de amostragem da agua do rio e do mar, verificou-se uma auséncia
de rede coletora de esgoto na regidao central da cidade, onde esta praia esta
localizada. Apenas a partir dos ultimos meses de coleta das amostras, verificou-
se, de acordo com a populagéo local a implantagédo de rede de coleta de esgoto
nesta regido.

Dwight et al. (2002), verificaram que as praias de uma regido costeira da
Califérnia que apresentavam pequenos corpos hidricos ou pontos que recebiam o
desaguamento de aguas de rios, obtiveram os maiores niveis de bactérias
indicadoras de contaminacgdo fecal, tanto nos meses mais secos, como nos meses

mais Umidos.
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Um estudo conduzido na Baia de Santa Moénica, nos Estados Unidos,
demonstrou que individuos que nadaram diretamente em frente a pontos que
recebiam o escoamento urbano de agua poluida apdés periodos de chuvas,
contrairam muito mais enfermidades (50,0 %), do que individuos que nadaram
mais afastados (cerca de 300 metros) deste ponto (HAILE et al, 1999)

Além da expressividade de rios e pequenos corpos hidricos como
carreadores de patdgenos para dareas costeiras, existe uma importante
contribuicdo de fezes de animais domésticos que sao descartadas e de animais
silvestres que podem introduzir espécies zoonoticas dos protozodrios
Cryptosporidium e Giardia nestes locais (FAYER et al, 2004a; SUNDERLAND et
al, 2007).

Fontes secundarias, porém ndo menos importantes estariam relacionadas
com a drenagem hidrica de sedimentos, acidentes fecais (envolvendo
principalmente criangas) que eliminam protozoarios ao se banharem, rompimento
de canos de esgoto e descarte de fezes em alto mar (FERGUSON et al, 1996;
LIPP et al, 2001a; SUNDERLAND et al, 2007).

Estas praticas implicam em uma agua geralmente de baixa qualidade e
limita a utilizagcdo destas areas para fins recreacionais ou para a produgédo e
extracdo de produtos de origem aquicola (KAY et al, 2005; SUNDERLAND et al,
2007).

Nos Estados Unidos, aproximadamente 30,0 % da populagédo visitam as
areas costeiras todos os anos como fonte de lazer e para a pratica de esportes
(USEPA, 2006) e, aproximadamente 89 milhdes de pessoas nadam em areas

recreacionais anualmente (WADE et al, 2006). Entretanto, entre os beneficios da
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pratica de esportes e de lazer que estas areas proporcionam, existe um risco
oculto para a saude publica; contida nestas areas podem estar presentes uma
grande variedade de agentes patogénicos que podem causar efeitos adversos
significativos a saude humana (CRAUN et al, 2005).

N&o ha até o presente momento um programa nacional de monitoramento
para 0s protozoarios parasitas em aguas costeiras e estuarios freqlentados pela
populacéo dos Estados Unidos (FAYER et al, 2004 a).

Uma vez introduzidos em ambientes marinhos, os protozoarios patogénicos
(principalmente espécies de Cryptosporidium) sobrevivem por longos periodos, de
alguns meses até mesmo um ano nestes locais constituindo um fator de risco para
0s banhistas e, sobretudo para individuos imunodeficientes ou imunossuprimidos
(TAMBURRINI e POZIO, 1999; FAYER et al, 2004).

A ampla distribuicdo destes protozoarios em ambientes marinhos reflete-se
na contaminagao de diversas espécies de mamiferos que habitam estes locais de
acordo com varios estudos reportados na literatura. Cistos de Giardia spp. foram
identificados em focas (Phoca hispida) de uma regiao artica do oeste do Canada
(OLSON et al, 1997).

Os cistos do protozoario também foram detectados em fezes de focas
(Phoca groenlandica; Halichoerus grypus; Phoca vitulina) que vivem na regido
leste do pais, sendo que a caracterizacao molecular do protozoario revelou que
todos os animais estavam infectados com Giardia duodenalis pertencente a
assembléia A, subgrupo |, que é considerada zoonotica (MEASURES e OLSON,

1999).
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Oocistos e cistos também foram identificados em lebes marinhos (Zalophus
californianus) da Califérnia (DENG et al, 2000), assim como também ja foi
identificado a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidum spp. em peixe boi
(Dugong dugon) na Australia (HILL et al, 1997) e mais recentemente
Cryptosporidium hominis nesta mesma espécie (MORGAN et al, 2000).

Na Espanha, na regiao da Galicia, ambos os protozoarios ja foram
detectados em amostras fecais de lontras (Lutra lutra) (MENDEZ-HERMIDA et al,
2007a).

Todos estes estudos demonstram que diversas espécies de mamiferos
marinhos estdo infectadas com oocistos e cistos e, em algumas ocasides, com
espécies com potencial infectante para o ser humano. Além disso, estes animais
podem constituir um reservatorio destas infecgdes e contribuir para a manutencao
da contaminagéo de areas costeiras representando um risco a mais da aquisicao
destas protozooses para outros mamiferos marinhos, para os seres humanos que
freqentam estes locais e também para diversas espécies de moluscos bivalves
filtradores que séo destinados a alimentacao humana.

Com o aumento da preocupagdo acerca da presenga de protozodrios
patogénicos no ambiente marinho, percebe-se na atualidade o crescente interesse
em detectar a presenca destes patdgenos em areas costeiras (JOHNSON et al,
1995; FERGUSON et al, 1996; HO e TAM, 1998; LIPP et al, 2001a, b; CEBER et
al, 2005; GOMEZ-COUSO et al, 2005; SUNDERLAND et al, 2007).

Até o momento, para a detec¢do de protozodrios em agua do mar foram
empregadas as metodologias de filtragdo em cartucho (JOHNSON et al, 1995;

LIPP et al, 2001a, b; GOMEZ-COUSO et al, 2005, 2006a; SCHETS et al, 2007),
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floculacdo em carbonato de calcio (FERGUSON et al, 1996; HO e TAM, 1998a) e
apenas um estudo utilizou a técnica de filtragdo em membranas (SUNDERLAND
et al, 2007) porém, com membranas maiores que as utilizadas neste estudo
(293cm de diametro).

Johnson et al. (1995) utilizaram a técnica de filtragdo em cartuchos
(porosidade nominal de 1um) para filtrar grandes volumes de agua (200L/amostra)
para a pesquisa de cistos e oocistos em agua do mar, em praias do Havai. Estes
autores salientaram que a grande dificuldade envolvida neste procedimento foi a
baixa eficiéncia da sensibilidade da metodologia empregada para a sua detecgao.
Das trés praias amostradas, durante 4 meses de coleta da 4gua do mar, uma
delas ndo apresentou contaminag&o por cistos e oocistos em nenhum més de
coleta e, as outras duas praias, apresentaram contaminagdo em apenas um més
(Janeiro), porém com concentra¢des muito baixas, 1 a 2 oocistos e cistos em 200L
de agua filtrada.

Entre os fatores que contribuiram para a baixa positividade detectada,
pode-se citar 0 processamento das amostras que segundo estes autores € muito
trabalhosa e envolve varias etapas laboratoriais 0 que pode acarretar na perda de
cistos e oocistos durante o procedimento.

Um fato importante a ser ressaltado € que a maioria dos estudos descritos
na literatura que relatam a presenca de oocistos e cistos em agua do mar néo
menciona a sensibilidade da técnica empregada para a deteccédo dos protozoarios
patogénicos neste tipo de amostra. A técnica de filtragdo em membranas utilizada
neste estudo mostrou ter boa aplicabilidade para a deteccdo de protozoéarios na

agua do mar, pois a sensibilidade alcangada nos ensaios controle positivos
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(Tabela 11) variou de 37,8 % a 74,4 % para os oocistos (média de 54,0 %) e de
62,2% a 108, 6 % para os cistos (média de 91,1 %).

As eficiéncias de recuperacdo alcangadas neste estudo foram maiores que
as encontradas por Ho e Tam (1998a), onde a sensibilidade da técnica de
floculagédo alcancada para os cistos de Giardia foi de 40,0 %.

A obtencéao de taxas de recuperagdo em ensaios controle positivos maiores
que 100,0 % pode ocorrer devido a variabilidade inerente as técnicas de
enumeragao de cistos e oocistos que sdo empregadas na contaminacao artificial
das amostras. Esta € uma etapa trabalhosa e nesse estudo foi feita por mais de
um observador para atestar com maior certeza o numero de cistos e oocistos que
foram utilizados nos experimentos de contaminagao artificial da amostra.

Caracteristicas como a idade e a origem das formas parasitarias, além do
meio em que estas formas sdo armazenadas, podem influenciar os valores de
recuperacdo, gerando variagées entre o numero de cistos e oocistos inoculados
nas amostras controle e aqueles recuperados no final do experimento (BUKHARI
et al. 1998; LINDQUIST et al., 1999).

Outro fator extremamente importante de variabilidade é a agregacao dos
cistos e oocistos 0 que pode interferir nos valores de recuperagdo dos
protozodrios. Sabe-se que os cistos de Giardia ap6s serem purificados e
armazenados em solugcdo de formalina, agregam-se mais facilmente do que os
oocistos de Cryptosporidium (YAKUB e STADTERMAN-KNAUER, 2000).

Nos ensaios controle realizados para verificar a sensibilidade da técnica de

filtracdo em membranas quando aplicada a agua do mar, empregou-se aliquotas
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da mesma agua que era examinada para a pesquisa da ocorréncia natural destes
protozoarios.

Contudo, ao utilizar amostras ambientais para a realizacdo destes ensaios,
o investigador deve verificar se a amostra bruta que sera utilizada para os
experimentos de contaminacao artificial, contém (ou nao) cistos e oocistos
ambientais 0 que poderia superestimar o valor de recuperagcédo efetivamente
obtido.

Embora atualmente exista um kit comercial disponivel no mercado
(ColorSeed®), onde os oocistos e cistos sdo marcados com um corante vital
(sulforodamina) que fluorescem na cor vermelha, diferente da fluorescéncia
exibida por cistos e oocistos ambientais, que fluorescem na cor verde maca
brilhante e possibilita a diferenciagdo dos protozoarios inoculados daqueles
naturalmente presentes na amostras ambientais, neste estudo ndo se utilizou este
kit devido ao seu alto custo.

Assim, quando nio é possivel aplicar o ColorSeed® a Agéncia de Protecao
Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) recomenda que ambas as amostras
(bruta e artificialmente contaminadas) sejam examinadas concomitantemente. Os
valores de cistos e oocistos recuperados da agua contaminada artificialmente
devem ser subtraidos do numero de protozoarios encontrados na amostra bruta.
Desta maneira, seguindo as recomendagdes desta agéncia regulatéria (item
4.6.2), no caso deste estudo, confirmou-se que o numero de cistos e oocistos
recuperados do experimento controle para a agua do mar foram aqueles

inoculados na mesma, atestando a legitimidade deste experimento.
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Entre os fatores que dificultam a analise de protozoarios quando
processando a agua do mar € a presenca de muitas algas que interferem no
reconhecimento e classificagdo destes protozoarios, fato este relatado também por
Johnson et al. (1995). As algas contém determinados pigmentos que fluorescem
na mesma faixa que os oocistos e cistos (BIFULCO e SCHAEFER et al, 1993).

No caso deste estudo, um grande numero de organismos e estruturas
similares aos oocistos e cistos foi detectado nas amostras examinadas e em maior
concentragdo na agua do mar, devido a reacao cruzada entre estes organismos
interferentes e os protozoarios. Nestas situagbes, a adogcado de critérios de
positividade estabelecidos anteriormente permitiram a correta diferenciacao dos
protozoarios (Prancha 2).

Ademais, chama a atengdo a grande quantidade de cistos e oocistos
detectados em situagcédo natural de contaminagédo da agua do mar neste estudo, e
também na agua do rio, visto que esta ultima desdgua diretamente no mar.
Oocistos de Cryptosporidium estiveram presentes em 40,0 % das amostras
examinadas, com concentracdes variando de 45 a 180 oocistos/L e os cistos de
Giardia em 20,0 % do total amostrado (50 a 95 cistos/L - Tabela 6).

Quando comparado a concentragdo destes protozoarios patogénicos
detectados em outros estudos em agua do mar, a saber: 0,01 — 0,11 oocistos/L e
0,005 - 0,22 cistos/L (JOHNSON et al, 1995); 1 oocisto/L e 1 cisto/L (FERGUSON
et al, 1996); 1- 23 cistos/L (HO e TAM, 1998); 10 — 16 oocistos/L e 16 cistos/L
(LIPP et al, 2001a); 0,047 — 1,77 para ambos protozoarios (LIPP et al, 2001b); 1-
17 oocistos/L e 0,4 — 29,3 cistos/L (GOMEZ-COUSO et al, 2005; 2006a); 1- 4,9

oocistos/L e 0,6 cistos/L (SCHETS et al, 2007); 0 - 42 oocistos/L e 0 — 33 cistos/L
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(SUNDERLAND et al, 2007), o presente estudo revelou a maior concentragéo de
cistos e oocistos ja reportada na literatura, até o momento.

Ressalte-se que, neste estudo, foram filtrados volumes muito menores que
os utilizados pelos estudos apontados anteriormente (200L, 15L, 15L, 180L, 190L,
10L, 100 - 200L, 4L respectivamente).

Considerando que a presenca de cistos e oocistos no ambiente esta
diretamente relacionada a infeccdo humana, é possivel que a prevaléncia destas
protozooses na cidade de Caraguatatuba seja elevada.

Ainda, espécies de Cryptosporidium e Giardia com potencial infectante para
o0 ser humano podem estar presentes na praia do Camaroeiro, uma vez que a
principal fonte de contaminagcdo nesta praia € o esgoto de origem doméstica e,
existe a possibilidade de espécies de origem zoonéticas estar presentes na agua
do mar.

Em estudos futuros, deve-se proceder etapas de isolamento dos
protozodrios do material amostrado e realizar ensaios de infectividade animal,
considerado padrédo ouro para este tipo de ensaio (ROBERTSON e GJERDE,
2007) e classificar genotipicamente as espécies dos protozodrios com as
ferramentas moleculares disponiveis na atualidade.

Quando considerado em conjunto os achados referentes a agua do rio e do
mar, € importante ressaltar que existe um efeito de diluicdo da agua do rio quando
esta adentra a 4gua do mar. Além disso, a dispersdo dos protozoarios na agua do
mar é dificultada em funcdo da concentragdo de salinidade; Bradford e Schijven
(2002) verificaram que ocorria uma diminuicdo da dispersao dos protozoarios

conforme a concentracao de salinidade aumentava.
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Assim, em 8 meses foi detectada positividade para cistos de Giardia na
agua do rio e, em 2 meses, este protozoario foi encontrado na agua do mar.

O efeito de diluicdo também foi observado na concentragdo de bactérias
indicadoras na agua do mar quando comparado a dgua do rio (Tabelas 8 e 9).

Apesar da diminuicdo da concentragdo destas bactérias na dgua do mar ter
sido observada, os niveis encontrados foram considerados altos, onde algumas
amostras apresentaram valores na ordem de 10*e 10°.

No caso de Cryptosporidium, o protozoario foi detectado em uma amostra
de 4gua de rio e em 4 amostras de agua do mar. No entanto, € fato que a agua
do mar continha menos material particulado em suspensdo o que pode ter
facilitado a visualizagdo dos oocistos. Além disso, foram necessarias um numero
maior de membranas para filtrar a dgua do rio do que a agua do mar na maioria
dos meses de coleta.

Neste estudo ndo houve uma correlagdo significativa entre o numero de
oocistos encontrados e fatores fisico-quimicos, climaticos e microbioldgicos
analisados na 4gua do mar. E importante salientar que a turbidez nao foi analisada
neste estudo, pois outros pesquisadores reportaram que a turbidez demonstrou
pouca ou nenhuma relagdo significativa com outros indicadores ou patégenos
(LIPP et al, 2001a)

Quando considerado o numero de cistos de Giardia, verificou-se uma
correlacdo significativa em relacdo aos coliformes termotolerantes (p = 0,007)
(anexo 3). A presenca de Giardia € comum em areas impactadas pelo despejo de

esgoto (BROOKES et al, 2004).
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Bactérias indicadoras do grupo enterococos foram inseridas neste estudo,
principalmente para a andlise de agua do mar, visto que este é considerado um
bom indicador da qualidade de 4guas salinas e estdo presentes também na areia
das praias que podem carrear patégenos para a agua do mar (ALM et al, 2003;
PIANETTI et al, 2004; SATO et al, 2005; OLIVEIRA e WATANABE PINHATA,
2008).

Do total de meses amostrados (n = 10) em seis periodos a praia do
Camaroeiro foi considerada com condigdes de balneabilidade nao ideais para a
recreacdo humana (Tabela 9), segundo a legislagdo do CONAMA 274/2000
(BRASIL, 2000).

Apesar de a praia ter sido considerada propria nos meses de dezembro de
2006 e maios de 2007 foram detectadas as maiores concentracdes de oocistos de
Cryptosporidium (106.6/L no més de dezembro de 2006 e 180/L no més de maio
de 2007 - Tabela 6).

Este fato mais uma vez suscita questionamentos sobre a utilizagdo de
indicadores microbiolégicos em areas destinadas a recreacdo humana, quanto a
sua capacidade de predizer a contaminagao por cistos e oocistos de protozoarios
patogénicos.

Sunderland et al. (2007) analisaram algumas praias dos Estados Unidos
destinadas exclusivamente para fins recreacionais para a pesquisa de
Cryptosporidium e Giardia. As amostras foram coletadas durante os dias de
semana e nos finais de semana, quando o numero de banhistas era maior. Estes
autores verificaram que nos finais de semana a concentracao de oocistos e cistos

foi muito superior aquela encontrada durante os dias de semana, verificando que a
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presenca destes protozoarios estava diretamente relacionada com um maior
contingente populacional que freqientavam estas areas.

No Brasil, ndo existe uma legislacao especifica que indique a pesquisa dos
protozodrios Cryptosporidium e Giardia em aguas destinadas a recreagdo humana
e, diante do exposto, torna-se imperativo que esta pesquisa seja ampliada para as
mais diversas areas recreacionais do pais, visto que estes protozoarios podem
estar presentes até mesmo em locais considerados com boas condi¢ées de
balneabilidade.

Com as evidéncias do aquecimento global do planeta, onde as mudancgas
climaticas sinalizam para um aumento da precipitacdo, pode-se prever também
um aumento do volume de rios que desaguam nas areas costeiras e,
consequentemente, deve ocorrer um aumento das doengas provocadas por

patdgenos de veiculagéo hidrica. (ROSE et al ,2000).
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Prancha 2: Diferenciacao de organismos encontrados nas amostras hidricas dos protozoarios Cryptosporidium e Giardia

Legendas: A. Formas encontradas no ambiente marinho e aquatico durante o periodo de amostragem. B. Oocisto de Cryptosporidium.
C. Cisto de Giardia; aumento de 20x, 40x e 60x.
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6.3 Ocorréncia dos protozoarios parasitos em ostras destinadas ao
consumo humano.

As doencas transmitidas pelo consumo de alimentos contaminados
representam um sério risco para a saude publica e também acarretam importante
repercussdao econdmica. Muitas destas doencgas sdo causadas pelo consumo de
moluscos bivalves que, por serem geralmente ingeridos crus ou levemente
cozidos, propiciam a dissemina¢ao de numerosos agentes patogénicos para o ser
humano.

Estes animais possuem uma excelente capacidade filtrante do ambiente
que os margeiam e, desta forma podem remover e adsorver particulas e
patdgenos presentes nestes locais, ficando estes acumulados em seus tecidos
(GOMEZ-COUSO et al, 2003; LEAL e FRANCO, no prelo (anexo 2) LEAL et al,
2008) (anexo 5).

Diversos paises ja relataram a presenca dos protozoarios patogénicos
Cryptosporidium e Giardia em diferentes espécies de moluscos bivalves
destinados a alimentacdo humana (ROBERTSON, 2007) e, Leal et al. (2008)
reportaram o achado de oocistos de Cryptosporidium pela primeira vez em
vongole (Tivela mactroides), muito consumido no Brasil e por alguns paises da
Ameérica do Sul. Os oocistos do protozoario estiveram presentes em 50,0% dos
animais analisados, com concentragdes de 60 oocistos/animal.

No presente estudo, realizado nos meses de julho de 2006 a junho de 2007,
ambos os protozoarios foram encontrados em ostras (Crassostrea rhizophorae)
destinadas ao consumo humano, pela primeira vez no Brasil e também na

Ameérica Latina (LEAL et al, 2008).
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Ressalte-se que neste municipio a catacdo dos moluscos € do tipo
exploratéria, ndo havendo fazendas de maricultura onde a criacdo dos animais é
destinada ao consumo humano.

A presenca de oocistos e cistos na agua do mar da praia do Camaroeiro
aliada a pequena taxa de sedimentagao exibida por estes protozoarios em aguas
superficiais (0,5um/s) (ROSE et al, 1997), potencializa a remocao destas formas
parasitarias pelas ostras e pelos demais moluscos bivalves presentes nesta
regido. Este fato também foi observado por GOMEZ-COUSO et al. (2003) que
verificaram que os moluscos bivalves benténicos (ostras e mexilhdes) que vivem
fixos a substratos mais elevados como as rochas, apresentaram uma positividade
maior para os oocistos de Cryptosporidium (38,2 %) comparativamente aqueles
gue sao coletados e vivem nos sedimentos como algumas espécies de mariscos e
vongoles (26,9 %).

As ostras analisadas neste estudo vivem cimentadas em rochas e,
alimentam-se quando a maré sobe, ficando estas submersas na agua. Devido a
maré, a agua do mar mistura-se com a agua do rio, havendo um aumento do
namero de patégenos e, em seguida, a diluicdo destes devido a movimentacao
das mares.

Considerando que a dose média infectante para os oocistos de
Cryptosporidium é de 10 oocistos (COOPERATIVE RESEARCH CENTRE FOR
WATER QUALITY AND TREATMENTE, 2005) e que a ingestdo de pelo menos 10
cistos de Giardia também € suficiente para iniciar uma infec¢ao pelo protozoario

em seres humanos (RENDTORFF, 1954), o numero de protozoarios encontrados
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por animal (12 oocistos/animal e 50 cistos/animal) é suficiente para causar
infeccdo em seres humanos.

A presenca de apenas um oocisto do protozoario € capaz de iniciar a
infeccdo em categorias populacionais mais vulneraveis (imunossuprimidos e
imunodeficientes), representando um risco para a populacao (ROSE et al, 2002).

Deve-se ressaltar que os bivalves atuam naturalmente como bioindicadores
dos ambientes em que vivem e, que estdo expostos de maneira intermitente a
contaminagao por patdogenos em funcéo da variabilidade da qualidade da agua.

Miller et al. (2005a) documentaram esta variabilidade ao monitorarem
durante dois anos a contaminagdo de bivalves por Cryptosporidium e Giardia
utiizando a Reagdo de imunofluorescéncia direta aliada a separacéo
imunomagnética e também por PCR, na Califérnia. No primeiro ano de
amostragem (2002), todos os animais foram negativos para os protozoarios. Ja no
ano seguinte, ambos os protozodrios foram detectados.

A variabilidade ano a ano néo é surpreendente considerando a dindmica de
diferentes ecossistemas aquaticos, onde os bivalves sdo expostos a constante
variacao da qualidade da &gua, ao longo de um ano, como no caso do ambiente
de estuario, examinado no presente estudo.

Apesar de alguns moluscos bivalves serem submetidos a procedimentos de
cocgao para a preparagcao de alguns pratos, como por exemplo, a utilizacdo do
vapor, estes, podem n&o ser suficientes para a inativacdo de protozoarios
patogénicos presentes em seus tecidos (GOMEZ-COUSO et al, 2006c).

Ao analisar a coccdo por vapor de tecidos mexilhbes que haviam sido

experimentalmente inoculados com oocistos de Cryptosporidium, Gomez-Couso et
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al. (2006c) verificaram que estes mantiveram sua capacidade infectante
inalterada, como comprovado por ensaio de infectividade animal, onde 50,0 % dos
animais se infectaram com o protozoario.

Alguns procedimentos padrdes de tratamento, empregados na preparacao
de alimentos por industrias alimenticias (como o tratamento com microondas) ja
foram analisados visando verificar o potencial de inativacdo de oocistos de
Cryptosporidium parvum experimentalmente presentes em tecidos de ostras
através de bioensaios de infectividade animal (COLLINS et al, 2005).

No tratamento com microondas, os tecidos dos animais foram expostos a 1
segundo (temperatura de 42,2°C), 2 segundos (54,0 °C) e 3 segundos (62,5°C) e
em todos os tempos de tratamento os camundongos se infectaram com os
oocistos do protozoario. Também foi observado que nos tempos de 2 e 3
segundos, houve uma alteracao da cor e da textura da carne dos moluscos o que
inviabilizaria a sua comercializagao.

Devido a manutengcdo de sua capacidade infectante nos tecidos dos
bivalves e também da ineficiéncia dos métodos de coccao usualmente utilizados
na preparacdo de moluscos, existe um risco da aquisicdo destas protozooses,
principalmente quando estes sdo coletados de locais poluidos, como a praia do
Camaroeiro.

A andlise dos tecidos dos moluscos bivalves (branquias e trato
gastrointestinal) visando a deteccédo destes protozoarios sob condicées naturais
de contaminacédo revelou positividade para os oocistos e cistos apenas nos
tecidos branquiais, estando ausentes nos macerados de trato gastrointestinal

(Tabela 7).
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Neste estudo, houve uma maior dificuldade em relagdo a andlise dos
macerados de trato gastrointestinal que os homogenados branquiais. Devido as
caracteristicas do trato gastrointestinal das ostras, o homogenado produzido
revela-se espesso, viscoso e contém uma grande quantidade de muco e lipideos o
que dificulta a fluidizacdo deste tecido. Desta forma e devido a espessura do
material na lamina, oocistos e cistos podem ter sido mascarados e nao ter sido
detectados (LEAL et al, 2008).

Esta situagdo também foi reportada por Schets et al. (2007) que relataram
uma grande dificuldade para analisar este homogenado tecidual. Graczyk et al.
(1997a, b) demonstraram a internalizacao de oocistos de Cryptosporidium parvum
por hemdcitos de ostras nativas (Crassotrea virginica) e verificaram que conforme
o tempo de contato entre os oocistos e os hemdcitos aumentava, ocorria uma
diminuicdo da fluorescéncia na parede do oocisto e, sugeriram que esta se
desintegraria com o tempo. No caso deste estudo, os oocistos detectados
apresentavam-se integros, sem alteragdes visiveis quando empregada a RID.

O maior encontro de oocistos nas branquias pode ser explicado pelo fato
que 0s poros branquiais e 0s oocistos apresentam o mesmo tamanho, o que
facilitaria a retencdo dos mesmos nas branquias (GOMEZ-COUSO et al, 2003).

Outro fator importante a ser considerado € o numero de animais que
compbe o “pool” tecidual, visto que quanto maior o niumero de animais que sao
utilizados para a formagao de um “pool”’, maior a concentragdo de material mucoso
presente na amostra. Neste estudo, foi analisado um grande numero de animais
(10 animais/amostra) quando comparado aos demais estudos que também

examinaram a presenca destes protozoarios em homogenados teciduais de
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ostras: (Ostrea edulis; n = 7) (GOMEZ-COUSO et al, 2003); (Ostrea edulis; n = 9);
(GOMEZ-COUSO et al, 2004); (Crassostrea gigas; n = 6) (SCHETS et al, 2007).

Os animais coletados durante todo o periodo de amostragem mediam de 3
a 6cm, tamanho este previamente estabelecido devido a praticidade de se
trabalhar com pool teciduais menores e também por ter sido demonstrado néo
haver diferenga significativa entre o tamanho das ostras e a remocdo de
patégenos (GRACZYK et al, 2007a).

Para o presente estudo, optou-se pela analise de “pool” de macerados
teciduais das ostras em detrimento a analise individual de cada animal visto que a
analise de “pool” teciduais pode diminuir custos, sem significante perda de
sensibilidade (MILLER et al, 2005a). Quando comparada a sensibilidade do
método de deteccdo de oocistos e cistos em pool teciduais e a partir de tecidos
analisados individualmente em laboratério, Miller et al. (2005a) ndo encontraram
diferencga significativa nas eficiéncias de recuperag¢des alcancadas.

A deteccado de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia através da
reacao de imunofluorescéncia direta (RID) tém sido empregada ha mais de uma
década em amostras fecais e hidricas e mais recentemente, aplicada para a
analise de tecidos de bivalves (MILLER et al, 2006)

Os principais beneficios de se utilizar a reagdo de imunofluorescéncia direta
sdo: a possibilidade de obter informacgbes quantitativas dos protozoarios em uma
dada amostra; os oocistos e cistos podem ser identificados visualmente pelas
caracteristicas de fluorescéncia da parede, pelo tamanho e morfologia; a RID pode
ser aplicada a amostras preservadas em formalina, diferentemente da técnica de

PCR, onde é mandatdrio que a amostra ndo seja preservada com nenhum fixador
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e que sejam mantidas em temperatura de congelamento até a sua utilizagéo
(GOMEZ-COUSO et al, 2003; MILLER et al, 2006).

Porém, a RID apresenta algumas limitagdes: requer pessoal treinado e com
experiéncia para correta classificacdo e distingdo entre os protozoarios e outros
organismos interferentes e, ndo fornece informagdes sobre a espécie encontrada,
a qual somente pode ser determinada com o emprego de técnicas moleculares.

Freire-Santos et al. (2000b) utilizaram diferentes coloragcbes para
identificacdo de oocistos de Cryptosporidium em macerados teciduais de
diferentes espécies de moluscos bivalves; entre elas, a coloracdo negativa com
verde de malaquita, Ziehl-Neelsen modificado, coloragdo com auramina-rodamina
e imunofluorescéncia direta. Embora estes autores tenham relatado resultados
equivalentes de deteccdo com a maioria das coloragdes utilizadas, nos dias de
hoje é recomendavel, e mais aceito por diversos pesquisadores que a reagao de
imunofluorescéncia seja amplamente utilizada para a detecgéo de protozoarios em
tecidos de bivalves.

Fayer et al. (1997) e Graczyk et al. (1998) demonstraram em seus
experimentos que os melhores resultados sdo obtidos quando se emprega a RID
ao invés de coloragbes alcool-acido resistente. Como um dos propositos deste
estudo era determinar o numero de formas parasitarias por animal, devido a
implicacdo em saude publica, optou-se pelo uso da RID pelo fato desta fornecer
dados quantitativos para o levantamento epidemioldgico proposto.

Fayer et al. (2003) ao compararem a RID e a PCR, ndo conseguiram
estabelecer qual das duas técnicas de deteccao seria superior a outra. Ao

analisarem 17 pontos diferentes de coleta de moluscos da Costa Atlantica dos
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Estados Unidos, estes autores encontraram positividade para Cryptosporidium em
10 pontos quando empregada a RID; contudo, estes 10 pontos foram negativos
quando se utilizou o PCR. Ao contrario, 7 dos 14 pontos onde se encontrou
positividade para os oocistos com PCR, quando se utilizou a RID, todos os pontos
foram negativos para o protozoario.

Estas ambiglidades também foram relatadas por Gomez-Couso et al.
(2006a) onde 38 das 42 amostras de tecidos de mexilhdes identificadas como
positivas para os oocistos do protozoario por RID, foram negativas quando se
empregou a PCR sob condigdes naturais de contaminacdo. As possiveis falhas
da amplificacdo de DNA pelo PCR foram atribuidas a presenca de inibidores na
amostra e, possivelmente, a falha da técnica de identificar oocistos que poderiam
estar vazios.

Miller et al. (2005a) verificaram que a RID em combinagcdo com a separagao
imunomagnética também foi superior ao PCR na detecgéo de cistos de Giardia em
homogenados intestinais de mariscos.

Outro estudo de comparacéo entre os metodos de detecg¢ao de oocistos por
RID e PCR, sob condi¢des artificiais de contaminagéo, demonstrou que uma maior
porcentagem de oocistos foram identificados quando se utilizou a RID e, os
autores concluiram que esta técnica deve ser utilizada no lugar do PCR para
estudos rotineiros da presenca de protozoarios em tecidos de bivalves (GOMEZ-
COUSO et al, 2006b).

Uma vez que os cistos de Giardia ocorrem mais frequentemente em aguas
superficiais que os oocistos de Cryptosporidium, poderia ser esperado que Giardia

ocorresse mais frequentemente nos moluscos bivalves que Cryptosporidium. No
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entanto, na maioria dos estudos em que a pesquisa de Giardia em tecidos de
moluscos também foi inserida, o protozoario foi detectado em menores propor¢des
de amostras que o0s oocistos de Cryptosporidium (ROBERTSON, 2007), com
excecao de um estudo onde Giardia foi identificada em grande quantidade de
amostras (GOMEZ-COUSO et al, 2005a).

No presente estudo, ambos os protozodrios foram encontrados nas ostras
(Tabela 7). No entanto, Leal et al. (2008) no ano de 2005 nao encontraram
positividade para cistos de Giardia nos tecidos de véngoles coletados na mesma
praia onde foi realizado este estudo.

Graczyk et al. (2003) conduziram um experimento de contaminagéo artificial
em aquario contendo mariscos, sendo que o triplo do numero de cistos de Giardia
foi inoculado no aquario em relagédo aos oocistos de Cryptosporidium. Os autores
observaram que uma concentracdo muito maior de oocistos foi acumulada pelos
animais, indicando que durante a filtragdo e remocéo de protozoarios patogénicos
de ambientes aquéticos, pode ocorrer algum processo bioldégico ou uma maior
afinidade por particulas de menor tamanho, como os oocistos do protozoario.

Resultados similares também foram obtidos em outro estudo de
contaminacgao artificial, desta vez utilizando-se ostras (Crassostrea ariakensis),
que removeram mais oocistos em relagao aos cistos e, neste caso, as mesmas
concentragbes de ambos os protozoarios haviam sido inoculados em aquario
(GRACZYK et al, 2006).

Estes dados sdo concordantes com os resultados encontrados no presente
estudo, onde sob condigcbes artificiais de contaminacdo em aquario marinho,

verificou-se uma maior remogdo e acumulagcdo de oocistos de Cryptosporidium
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mediante a analise e enumeracdo por RID dos macerados teciduais e branquiais
das ostras, apds o periodo de exposicao as formas parasitarias.

A sensibilidade da metodologia empregada para a deteccdo destes
protozodrios também foi maior para os oocistos (84,0 %) do que para os cistos
(40,0 %), sensibilidades estas consideradas maiores que as reportadas por outros
estudos. As eficiéncias de recuperagao descritas na literatura sdo variaveis.
Graczyk et al. (1999) reportaram uma eficiéncia de recuperagcao em torno de 50,0
% para oocistos de Cryptosporidium em tecidos de mexilhdes utilizando a RID.

Gomez-Couso et al. (2006b) encontraram uma eficiéncia de recuperagao de
aproximadamente 70,0 % ao analisar por RID tecidos branquias e trato
gastrointestinal de mexilhdes contaminados artificialmente com oocistos de
Cryptosporidium e MacRae et al. (2005) reportaram diferentes eficiéncias de
recuperacdo para Cryptosporidium em diferentes espécies de bivalves, variando
de 12,0 % a 34,0 % para mexilhdes e de 48,0 % a 69,5 % para vieiras.

Diferentemente de outros autores que utilizaram o tampédo PBS para
macerar os tecidos dos animais em homogeneizador de tecidos, neste estudo e
nesta etapa, foi empregada solugéo de eluicdo contendo o surfactante Tween 80,
que acarretou uma maior remocdo de lipideos dos tecidos dos animais e,
consequentemente, promoveu a melhor visualizacdo das formas parasitarias,
como demonstrado no experimento de contaminagéo artificial dos bivalves (item
5.7).

Uma vez presentes nos tecidos dos moluscos, a menor recuperagcao de
cistos a partir de macerados teciduais, é explicada pelo comportamento

hidrofébico exibido pelos cistos de Giardia (DAl et al, 2004); desta forma, a sua
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recuperacao na fase liquida, apdés macerar o tecido é mais dificil. Futuros estudos
devem focar a adicdo de substadncias que anulem ou interfram neste
comportamento exibido pelos cistos a fim de que se obtenham melhores
resultados.

Durante a conducdo do experimento de contaminagdo artificial dos
moluscos bivalves, os animais foram submetidos previamente ao procedimento de
depuracgdo, visto que os mesmos foram coletados de seu ambiente natural e desta
forma, poderiam conter cistos e oocistos ambientais em seus tecidos o que
acarretaria em superestimacao da sensibilidade da metodologia.

Com a finalidade de garantir que os animais estivessem livres de
contaminagao natural, os mesmos foram submetidos a esta etapa de depuragéo
por (93h), tempo este muito superior ao que é utilizado nas fazendas de
maricultura no Estado de S&o Paulo (cerca de 3 a 8 horas) (MELO, 2007; O
ESTADO DE SAO PAULO, CADERNO AGRICOLA).

Previamente a introdugdo dos animais nos diferentes aquarios, foram
filtrados volumes de 5L de agua do mar e, desta forma, a 4gua que seria
adicionada a cada aquario para o acondicionamento dos animais, estaria livre da
contaminacgao natural por oocistos e cistos.

Considerando-se que a andlise da agua de acondicionamento dos animais
nos diferentes aquarios ndo revelou contaminagao por cistos e oocistos, pode-se
inferir que os animais n&o continham oocistos e cistos ambientais e que as formas
parasitarias posteriormente encontradas em seus tecidos foram aquelas

artificialmente inoculadas no aquario.
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Os animais também foram alimentados antes da inoculacdo dos
protozoarios na agua do aquario com a finalidade de estimular a filtragdo das
formas parasitarias pelas ostras sendo que durante as 24h em que o0s animais
ficaram expostos aos protozoarios, a 4gua recebeu continua agitacdo e
oxigenacao visando reproduzir as condi¢ées naturais existentes na praia.

A andlise prévia do alimento fornecido aos bivalves também é importante
visto que alguns estudos apontaram que, sob condi¢cées artificiais de
contaminacao, rotiferos e microcrustaceos como as artémias (elementos do
zooplancton que servem de alimento para os bivalves), também removem oocistos
de espécies de Cryptosporidium, sendo capazes de contribuir para a dispersao da
contaminacao destes protozoarios nos ambientes aquaticos (FAYER et al, 2000b;
MENDEZ-HERMIDA et al, 2007b).

Gbémez-Couso et al. (2005b) verificaram em ensaio de contaminacao
artificial que mariscos mantidos em aquario e abertos apds 24 horas de exposicédo
a oocistos de Cryptosporidium parvum haviam removido e acumulado em seus
tecidos 86,0% da dose de oocistos inoculados. Por esta razdo, no presente estudo
os animais foram sacrificados exatamente apdés 24h de exposicdo aos
protozoarios.

Ademais, neste estudo, o0 maior encontro dos protozoarios em
homogenados branquiais (no experimento controle positivo) reflete o curto periodo
de exposicdo dos moluscos aos protozoarios.

Freire-Santos et al. (2001) ao analisar os tecidos de véngoles submetidos
previamente a contaminagéo artificial com oocistos de C. parvum, encontraram

uma maior concentracao de oocistos nos tecidos branquiais e apontaram que em
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tempo de exposicao superior a 48h, o maior encontro dos protozoarios se daria no
trato gastrointestinal e na hemolinfa.

Fayer et al (1998) ao compararem o numero de oocistos encontrados nas
branquias e nos hemdécitos, relataram que ap6s 3h de exposicéo, 15 de 20 ostras
examinadas continham mais oocistos nas branquias contra 4, que apresentaram
maior concentracdo nos hemaocitos.

Graczyk et al. (1998) demonstraram que a densidade de oocistos
encontrados nas branquias e no trato gastrointestinal foi maior com tempos de
exposicdo de 24h e 48h ao passo que na hemolinfa, a concentracdo de
protozodrios foi inicialmente pequena nas primeiras 24h e este numero aumentou
progressivamente até o 7° dia de exposi¢cdo dos animais.

E fato que na praia do Camaroeiro as ostras e vongoles sdo coletadas em
grandes quantidades pela populacao autdctone sem nenhuma fiscalizagdo ou
supervisao de organizagdes federais ou de agéncias ambientais regulatorias
(LEAL et al, 2008).

Considerando que no Brasil a resolugdo do CONAMA N°. 357/05 (BRASIL,
2005) apenas contempla a analise de coliformes fecais em &aguas onde os
moluscos sdo cultivados, é necessdria a inclusdo do monitoramento destes
protozoarios nestes locais e também nas fazendas de maricultura, além de
obviamente dos animais que seréo destinados a alimentagdo humana.

Fatores que poderiam ser apontados para a extrema necessidade da
inclusao da pesquisa destes protozoarios pela legislagdo e pelo PNCMB seriam: a
pequena dose infectante necesséria para causar a infeccdo em seres humanos; a

natureza oportunista de Cryptosporidium; a endemicidade de Giardia no Brasil e a
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ineficiéncia do processo de depuragdo destes protozoarios em tecidos de
moluscos (GOMEZ-COUSO et al, 2003).

De acordo com Rippey (1994) e Graczyk et al. (2007a) nos paises
desenvolvidos, a populagdo portadora de deficiéncias imunoldgicas esta mais
conscientizada dos riscos da aquisicdo de doencas que podem ser severas e de
carater oportunista mediante a ingestao de moluscos bivalves consumidos crus ou
levemente cozidos e desta forma, evitam com maior freqiiéncia a ingestdo deste
tipo de alimento.

No Brasil, as campanhas de elucidacdo da populacdo sobre os riscos de
ingestdo de ostras e em geral de moluscos consumidos crus e mal-cozidos,
precisam ser incentivadas e, sobretudo, direcionadas aos individuos menos
favorecidos economicamente que utilizam este tipo de alimento para subsisténcia
com freqUéncia.

Tomados em conjunto a detecgéo de Cryptosporidium e Giardia na agua do
rio, agua do mar e nos moluscos bivalves, revelam a ampla distribuicdo da
contaminacao por estes protozoarios na praia do Camaroeiro. Neste contexto,
este trabalho representa uma importante contribuicdo para a saude publica no

pais.
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7. CONCLUSOES

1.

As conclusoes deste estudo foram:

A presenca de dois protozoarios patogénicos de transmissdo hidrica foi
observada na 4gua do rio Ipiranga, municipio de Caraguatatuba, sendo que
cistos de Giardia foram detectados em maior numero de amostras (66,6 %)
e em maiores concentragbes (30,7 a 184,6 organismos/L)
comparativamente aos oocistos de Cryptosporidium (8,3 %; n=1) e

concentragéo de 76,9 organismos/L.

A 4gua do mar apresentou positividade para ambos os protozoarios, sendo
que Cryptosporidium esteve presente em maior numero de amostras (40,0
%), com concentragées variando de 45 a 180 organismos/L do que os

cistos de Giardia (20,0%), com concentracdes de 50 a 95 organismos/L.

A técnica de filtragdo em membranas apresentou boa aplicabilidade para a
andlise de protozoarios em agua do mar considerando-se a sensibilidade
média alcancada, em trés ensaios-controle: 54,0 % para os oocistos de

Cryptosporidium e 91,1% para os cistos de Giardia.

N&o houve correlagédo estatistica significativa entre o niumero de oocistos e
cistos encontrados na agua do rio Ipiranga e os fatores fisico-quimicos,

climaticos e microbioldgicos (p > 0,05).
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5. Também, para a agua do mar, ndo foi verificada correlacao significativa
entre o numero de oocistos/cistos e as varidaveis supracitadas. Para os
cistos de Giardia, foi observada uma forte correlagdo entre 0 numero de
cistos presentes na agua do mar e os coliformes termotolerantes (p =

0,007).

6. A praia do Camaroeiro foi considerada como ndo ideal para fins
recreacionais em 60,0 % do periodo amostrado; no entanto, nos dois
meses em que obteve condicbes ideais de balneabilidade, foram

encontradas as maiores concentragdes de oocistos de Cryptosporidium.

7. A contaminagéo de ostras da espécie nativa (Crassostrea rhizophorae) por
Cryptosporidium e Giardia foi documentada neste estudo, representando o
primeiro relato destes protozoarios em ostras no Brasil e também na

Ameérica Latina.

8. A analise do numero de protozodrios bioacumulados por animal em
situacao natural de contaminagéo revelou no caso de Cryptosporidium 12
oocistos/animal e 50 cistos de Giardia/animal, sendo que este numero é
considerado suficiente para causar infeccbes em seres humanos e
representa um risco a saude, sobretudo para populagées imunodeficientes

ou imunossuprimidas, quando estes alimentos sdo ingeridos crus.
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9.

A introducéo do surfactante Tween 80 na etapa de homogeneizacao dos
tecidos dos bivalves, auxiliou na remogcédo de uma quantidade significativa
de lipideos e material mucoso, facilitando a visualizacdo dos protozoarios e
também acarretou em uma boa eficiéncia de recuperacdo destes
protozoarios a partir do homogenado tecidual de um “pool” de moluscos

(n=10).

10. A sensibilidade da técnica empregada para a detecgao de cistos e oocistos,

11

avaliada mediante ensaios de exposi¢do dos moluscos aos protozoarios em
aquario artificialmente contaminado, foi de 84,0 % para Cryptosporidium e

40,0 % para Giardia.

.Considerados em conjunto, os achados na agua do rio, mar e em moluscos

bivalves destinados ao consumo humano neste estudo revelam que a
contaminagdo por ambos o0s protozodrios estd amplamente dispersa no

ambiente de estuario da Praia do Camaroeiro.
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9. Anexos

9.1: Anexo 1: Producao mundial aquiicola de peixes, crustaceos e moluscos por

principal produtor em 2005 (FAO).

World aquaculture production of fish, crustaceans, molluscs, etc., by principal producers in 2005

Production mondiale de I'aquaculture de poissons, crustacés, mollusques, etc., par producteurs principaux en 2005 Q=t
Produccién mundial de acuiculiura de peces, crustiaceos, moluscos, etc., por productores principales en 2005 V = US$'000
Country
Pays 1996 1997 1998 1999 26000 2001 2002 2003 2004 2005
Pais
World total Q 26592071 28606058 30487319 33380978 35477447 37955183 40388872 42682153 45924282 48149792
Total mondial V 41789327 44288283 44556557 47648617 51168513 53007896 _ 54983674 52103981 64604 553 70928 803
Total mundial <
China Q 17714570 19315623 20795367 22780887 24 580 671 26050 101 27767251 28883642 30612602 32414 084
¥ 18272012 20356070 21559305 22631659 24317 140 26445691 28824296 29873773 30867155 34550118
india Q 1758739 1864322 1908485 2134814 1942 204 2119839 2187 189 2312971 2794636 2837 751
v 1872489 2132553 2 253 581 2500 328 2511 172 2392401 2574584 2588 468 3783 944 3921449
Viet Nam Q 299 288 322378 338 920 398 468 498 517 588 098 703 041 937 502 1188 617 1437 300
v 643 571 676 716 717 281 737 028 991 318 1345713 1590 449 1968 331 2443 589 2930 650
Indonesia Q 733 098 662 547 629 797 749 269 788 500 864 276 914 071 996 659 1045051 1197 109
v 2165011 2051 972 1809 865 2187 545 2245695 2397 368 1457 894 1698 843 1993 240 1999 246
Thailand Q 556 155 539 817 594 579 693 762 738 155 814 121 954 696 1064 409 1259 983 1144 011
v 1902618 1905 584 1656 544 2002 228 2513 848 1752084 1575077 1462 992 1705033 1688 944
Bangladesh Q 379 087 485 864 574 812 593 202 857 120 712 840 786 604 856 956 914 752 882 091
v 776 236 969 533 1061 060 977 235 1039 102 1065 284 1133067 1243121 1363 180 1246 479
Japan Q 820 354 806 534 766 812 759 262 762 824 799 946 826 715 823873 776 421 746 221
v 3894478 3522452 3 061 990 3 365 566 3317 148 3369 251 3374970 3367 677 3 205003 3178416
Chite Q 217 903 272 346 203 044 274 216 391 587 566 095 545 655 563 435 665 421 698 214
v 787 102 218 652 970 770 208 200 1249 506 1725413 1641 586 2137 842 2744 816 3108 248
Norway Q 321516 367 617 410 757 475932 481 329 510 748 551 297 584 423 636 802 656 636
v 997 222 1053 882 1144 398 1339487 1384 659 1019882 1164774 1352 165 1681283 2072 562
Philippines Q 349 563 327 147 312505 352 567 393 863 434 661 443 537 459 615 512220 557 251
v 1205 541 889 350 594 947 678 716 680728 661 160 632 743 600 836 700 854 793 580
Egypt Q 91137 85704 139 389 226 276 340 093 342 864 376 296 445 181 471535 539 748
v 167 902 183 878 327 263 447 146 815046 756 980 655 585 615011 613 008 791 846
Myanmar Q 71508 82 740 81968 91114 98912 121 266 190 120 252 010 400 380 474 510
v 744 248 826 258 825 660 805 218 781 368 380 217 576 970 775 331 1231230 1472 320
usa Q 393 331 438 331 445123 478 679 456 045 479 254 497 346 544 3209 606 549 471 958
v 736 424 771 181 781 075 833 456 842798 795 646 714918 804 533 907 003 849 874
Korea Rep Q 358 046 392 367 327 4682 304 036 293 420 254 484 296 783 387 791 405748 436 232
v 678 763 924 520 537 280 586 288 573 006 483 958 546 041 888 657 979 825 1190 638
China, Taiwan Q 262 403 257 530 240 435 247 732 243 856 297 428 330 166 351578 318273 304 756
v 1178 111 945 525 807 401 731927 836 316 894 674 861 764 906 457 942 789 969 061
France Q 285 464 287 181 267 790 264 825 266 770 251 620 251 970 239 814 260 655 258 435
v 600 129 626 881 560 322 487 919 425053 453 761 501 049 580 422 688 973 600 826
Brazil Q 77 690 87 674 103915 140 657 172 450 203 710 242 590 277 640 269 699 257 783
v 298 379 319 427 381 001 523 877 684 396 750 044 879 225 979 452 965 628 915 567
Spain Q 231 633 239 136 315477 321 145 312171 312647 259 186 272778 298 855 221 927
v 250 131 247 943 307 611 344 357 377 800 392 112 366 870 374 549 406 389 348 887
Htaly Q 184 373 180 719 205 625 207 368 213525 218 269 183 962 191 662 117 786 180 943
v 385217 389 164 438998 356 389 446 449 415318 337 135 519 419 365415 592 524
Malaysia Q 100 063 167 984 133635 156 127 151 773 158 158 165 119 167 160 171 270 175 834
v 183 703 220 842 190 142 224 539 254 150 318 057 281 033 300 021 324285 339 166
UK Q 109 901 128 715 137 421 154 800 152 485 170 516 179036 181 838 207 203 172 813
v 268 631 426 829 427 874 478 531 481 129 512713 544 258 517 363 583 300 619 340
Canada Q 72376 81676 91 046 112 916 127 665 153 046 170 746 150 624 145018 154 083
v 237 686 238 521 266 910 355 365 391 730 470022 393 246 350 136 388 907 583 064
Turkey Q 33 201 45450 56 700 63 000 79031 67 244 61165 79943 94 010 119177
v 182 569 227 960 280 745 306 408 219775 142 315 130 482 278614 395 144 514 817
Mexico Q 31339 39560 41068 48443 53918 76 075 73675 84 475 104 354 117 514
v 72843 121 260 159 290 192 016 226 221 352974 281 927 260 070 328929 468 573
Iran Q 29977 30279 33 237 31800 40 550 62 550 76817 91714 104 330 117 354
v 80033 82749 92 761 92405 121 125 194 253 227 109 273 855 316 944 354 503
Russian Fed Q 52899 53171 63 195 68615 74124 80945 101 330 108 684 108 802 114 752
v 141 159 148 034 167 608 180 322 198 161 234 646 267 251 288 935 301 730 321 350
Greece Q 39852 48838 59 926 84274 95418 97 512 87928 101434 97 143 106 208
v 235 864 246 589 274 997 330 428 201 318 307 421 243 891 348 193 369 997 429 824
New Zealand Q 74 800 76 850 93 807 91 650 85840 76024 86 583 84642 92219 105 301
v 45518 46425 56 975 57 550 94628 96 423 108 388 246 837 165 889 204 898
Pakistan Q 13557 15484 17 369 23076 12485 57 632 86 970 73047 76653 80622
v 10 069 10 182 10 440 13 869 9499 57 632 66 949 73032 76653 109 684
Other courtries Q 910 248 951 554 1 007 653 1044 066 962 346 964 413 1011 028 1112324 1156315 1169 174
Autres pays v 2775 670 2817 370 2 832 465 2873616 2808 223 2824 504 3026 164 3429046 3742318 3672 352
Otros paises
World exel. China a 8877 501 9290 435 5691952 10591091 10896776 11905082 12621621 13798511 15311680 15735708
Monde excl. Chine V23517315 23942213 22997252 25016958 26791373 26562205 26164378 29230200 33737398 36378 686

Mundo excl. China

These countries are those with production of 80 000
tonnes or more in 2005. See note on China in NOTES
ON INDIVIDUAL COUNTRIES OR AREAS.

Ces pays sont ceux dont la production a &2 de 80 000
tonnes ou plus en 2005. Voir Ia note sur ia Chine dans
les NOTES SUR DIVERS PAYS OU ZONES.

Estos paises son referentes a los que totalizan unp
produccién de 80 000 toneladas o mas en 2005. Véase
iz nota sobre China en las NOTAS SOBRE LOS
DISTINTOS PAISES O AREAS.
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ABSTRACT

Marine and coastal areas harbor a large variety of animal species that serve as a
food source to all human being. Among all species, the marine bivalve molluscs
have been attracting worldwide attention, not only because of their increasing
production and consumption on the past decades, but especially because they
may act as biological indicators of human and animal faecal pollution in places
where they are cultivated or harvested for human consumption. In addition, they
are able to filter large volumes of water a day and if human waterborne pathogens
like Cryptosporidium and Giardia are present at the surrounding areas where they
inhabit, they may accumulate and concentrate protozoan or other pathogens,
especially in their guts, gills and in the haemolymph. Many outbreaks associated to
the consumption of bivalve molluscs have been reported worldwide, especially
related to the ingestion of raw food, like oysters, but until today, there are no
reports of pathogenic protozoa outbreaks linked to the ingestion of bivalve
molluscs. However, it is noteworthy that the ingestion of shellfish would pose a
threat and a risk to the acquisition of emerging diseases to immunocompromised
or immunocompetent population. In Brazil, people are not aware of the risks on the
acquisition of parasite infections associated to the ingestion of shellfish, principally
those eaten raw. This review elucidates several aspects about the natural
occurrence of pathogenic protozoa in shellfish reported in many countries and
inclusively in Brazil. Moreover, it emphasizes the principal methodologies and
techniques available to this detection, the control rules and current Brazilian
legislation for the cultivation, production and consumption of shellfish in our
country.

Key words: Cryptosporidium, Giardia, mariculture, bivalve molluscs, detection,
Brazil
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RESUMO:

As areas costeiras e marinhas albergam uma larga variedade de espécies animais
que servem como fonte de alimento para toda a humanidade. Dentre todas estas
espécies, os moluscos bivalves marinhos tém atraido a atengdo mundial, ndo
somente devido ao crescente aumento de sua produgcdo e consumo nas ultimas
décadas, mas especialmente porque eles podem atuar como indicadores
biol6gicos de poluigao fecal de seres humanos e animais nos locais onde estes
sao cultivados ou coletados para o consumo humano. Ademais, sdo capazes de
filtrar grandes volumes de agua por dia e, se patdgenos humanos de veiculagao
hidrica, como Cryptosporidium e Giardia, estiverem presentes nos arredores das
areas onde o0s moluscos vivem, estes ou outros patdégenos podem ficar
acumulados e concentrados, especialmente no intestino, branquias ou na
hemolinfa dos animais. Muitos surtos associados ao consumo de moluscos
bivalves tém sido reportados no mundo todo, especialmente relacionados com a
ingestdo de alimentos crus, como as ostras, mas, até os dias de hoje, ndo existem
relatos de surtos de protozoarios patogénicos associados ao consumo de
moluscos bivalves. Entretanto, é notavel que a ingestdo de mariscos pode
representar uma ameaga e um risco de aquisicdo de doengas emergentes para
populagbes imunocomprometidas ou imunocompetentes. No Brasil, a populagéo
ndo esta ciente dos riscos potenciais de aquisicdo de infec¢bes parasitarias
associados a ingestao de bivalves, principalmente aqueles ingeridos crus. Esta
revisdo elucida diversos aspectos sobre a ocorréncia natural de protozoarios
patogénicos em moluscos bivalves reportada em muitos paises do mundo e,
inclusive no Brasil. Além disso, enfatiza as principais metodologias e técnicas
disponiveis para a sua deteccéo, as normas de controle e a legislacao brasileira
vigente para o cultivo, produgdo e consumo de moluscos bivalves em nosso pais.

Palavras-chave: Cryptosporidium, Giardia, maricultura, moluscos bivalves,
deteccao, Brasil.
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1. Introducao

As areas costeiras albergam numerosas espécies de animais que
representam uma importante fonte de alimentacdo para a humanidade. O ser
humano utiliza a aquicultura para suprir suas necessidades alimenticias ha mais
de 4.000 anos, sendo o continente Asiatico pioneiro e detentor da maior producao
mundial, uma vez que oito entre os dez maiores produtores estdo localizados
neste continente!™?.

A aquicultura pode ser entendida como o cultivo de animais ou vegetais que
necessitam dos ambientes aquaticos para o desenvolvimento de parte ou da
totalidade do seu ciclo vital onde se incluem o cultivo de peixes, camardes, ostras,
mexilhdes, vieiras, ras, entre outros®.

Na atualidade, o Brasil ocupa a 172 posicdo entre os maiores produtores
aquicolas mundiais, com uma producdo de quase 258.000 toneladas, segundo
dados divulgados recentemente pelo Fundo das Nag¢des Unidas para Agricultura e
Alimentacdo®®. Esta atividade, além de auxiliar o abastecimento da populagdo
nacional, também contribuiu para o crescimento da economia visto que, em
apenas uma década, o pais triplicou o valor da producéo total do ano de 1996, ou
seja, o valor liquido da produgéao passou de aproximadamente 298 para 915 mil
délares®.

Dentro da aquicultura, a maricultura (producdo de moluscos) merece
especial destaque considerando que o cultivo de ostras superou a produgédo de
peixes e crustaceos, no periodo de 1998 a 2005, sendo Crassostrea gigas a
espécie de ostra mais cultivada em todo o mundo®. O Brasil possui um enorme

potencial para a maricultura, dispondo de um litoral de cerca de 8.000 km®.
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Apesar da crescente emergéncia da maricultura no pais, ha dificuldades para
consolidagdo de sua posicdo como produtor mundial porque existe um déficit no
controle higiénico-sanitario destes animais e, das areas em que sdo cultivados®.
Adicione-se a esse cenario o fato de que as areas costeiras estao cada vez mais
sujeitas aos impactos antrdpicos, como a elevada concentracdo de esgotos
domeésticos langcados in natura diretamente nos mares ou nos rios, sendo que
somente 20% de todo o0 esgoto produzido no pais é coletado e submetido ao
tratamento!”).

O despejo de esgoto sem tratamento ou tratado em rios e mares
compromete a qualidade destes corpos hidricos, pois podem introduzir patégenos
entéricos humanos e contribuir para a elevagao dos niveis de nutrientes organicos
nestas 4areas®®. Por outro lado, o crescimento populacional aumentou
vertiginosamente a quantidade de esgotos langados nos corregos, rios € no mar,
proximos aos centros urbanos assim, a capacidade de autodepuragdo desses
corpos receptores foi superada pela carga poluidora dos efluentes'?.

Os moluscos bivalves habitam ecossistemas aquaticos, sejam eles
marinhos ou de agua doce, refletindo diretamente as condigcbes do ambiente em
que vivem. Devido a contaminagdo de seu habitat natural, estes organismos
atuam como bioindicadores de contaminacdo fecal provenientes de seres
humanos e animais!'""'?),

O entendimento da fisiologia destes animais explica porque o0s seres
humanos podem contrair diversas doengas ao ingeri-los crus ou parcialmente
cozidos: muitas das espécies de bivalves alimentam-se mediante o processo de

filtracdo, realizado pelas branquias onde grandes volumes de agua passam
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através dessas estruturas por acdo ciliar'®. Quando microrganismos patogénicos
como bactérias, virus e protozoarios estdo presentes nos locais de coleta e
producdo destes animais, s&o filtrados pelas brénquias e ai ficam retidos,
podendo, posteriormente também ser encontrados nas glandulas digestivas, em
altas concentragdes''®'.

Outro fator que contribui significativamente para a contaminacdo do
ambiente marinho por patdgenos, é a presenga de fezes de animais domésticos e
de producdo que sao descartadas ou carreadas pela drenagem hidrica de
sedimentos para areas costeiras e estuarios®.

Embora pesquisas sobre a presenca de oocistos e cistos de espécies de
Cryptosporidium e Giardia na agua marinha ndo sejam téao freqientes, mesmo em
nivel mundial, ambos os protozoarios ja foram detectados em praias e regides
estuarinas de alguns paises. Oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia
foram encontrados em uma regido costeira do Havai'®, perto de um ponto de
despejo de esgoto; foram identificados em um estuario na Australia'®, em regides

1718) o nos Paises Baixos!"?, em

estuarinas da costa da Galicia, na Espanha
diferentes concentragbes. Em Hong Kong, cistos de Giardia foram encontrados em
praias liberadas para uso recreacional consideradas proprias para banho®.
Assim, o local no qual ocorre a producédo e o extrativismo de diferentes
espécies de moluscos bivalves, destinados ao consumo humano, emerge como
um fator fundamental para que estes possam ser comercializados com total

seguranca e isentos de quaisquer microrganismos patogénicos para o0

consumidor.

157



No Brasil, 90% da producdo de moluscos bivalves estd concentrada na
regido Sul, no Estado de Santa Catarina®. Recentemente, a comercializagdo e
consumo de moluscos bivalves, mais precisamente de mexilhdes foi suspensa
neste Estado, devido a contaminagéo dos locais em que estes se encontravam por
algas nocivas, apos a ocorréncia de um surto de diarréia que acometeu dezenas
de pessoas®’.

Mediante experimentos de contaminacao artificial, pesquisadores de Santa
Catarina provaram que ostras (Crassostrea gigas) foram capazes de acumular o
virus da hepatite A em seus tecidos®?; Sincero et al.®® desenvolveram uma
técnica para detectar este mesmo virus em ostras quando presentes em baixos
niveis de contaminacao.

Surtos de doengas associadas ao consumo de moluscos bivalves foram
reportados no mundo todo, especialmente na América do Norte, Asia, Europa e no
continente Australiano, sendo que nas ultimas trés décadas houve um constante
aumento dos relatos de surtos ocasionados principalmente pela ingestdo de
ostras, seguida de mariscos e mexilhdes'®. O maior surto ja noticiado ocorreu em
Xangai, na China, no ano de 1988, onde 290.000 pessoas contrairam o virus da
hepatite A apés ingerirem mariscos e, 47 pessoas foram a 6bito®?.

Em nivel global, um aspecto emergente e com fortes implicagbes em saude
publica consiste na contaminagdo de moluscos bivalves por protozoarios
patogénicos. Embora até os dias de hoje nao se tenham relatos da ocorréncia de
surtos de protozooses relacionados a ingestdo de mariscos em todo o mundo, a
ocorréncia natural de Cryptosporidium e Giardia ja foi reportada em diversos

paises em diferentes espécies de moluscos bivalves (Tabela I). Por este motivo,
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conceitos tém sido amplamente discutidos e divulgados em todo o0 mundo sobre
0S riscos potenciais da aquisicdo de protozooses mediante a ingestdo de mariscos
crus ou mal-cozidos. As infec¢des por protozoarios patogénicos intestinais como
Giardia e Cryptosporidium representam uma ameaca a saude humana; no caso da
giardiose, ocorre uma expressiva falha do desenvolvimento fisico e cognitivo em
criancas e a infeccdo por Cryptosporidium pode levar a um quadro de
desidratacdo severa em categorias populacionais mais vulneraveis ou mais
expostas, como os imunossuprimidos e imunodeficientes, pela ingestao de apenas
um oocisto do protozoario®.

Diante deste cenario, torna-se especialmente relevante e necessario o
monitoramento parasitolégico das espécies de moluscos bivalves que seréo
ofertados a populagédo e também das areas onde 0os mesmos sao encontrados,
tanto nas fazendas de maricultura, como nos ambientes naturais disponiveis para
a catacao exploratéria.

2. Protozoarios Patogénicos: Cryptosporidium e Giardia

Cryptosporidium e Giardia sdao 0s protozodrios parasitas entéricos mais
comuns do homem e de animais domésticos e sdo reconhecidos comumente
como parasitos de um amplo espectro de hospedeiros silvestres®:2728),

Ambos os protozoarios s&o transmitidos mediante a rota fecal-oral, apds os
estagios infectantes (oocistos e cistos) serem ingeridos pelos hospedeiros
susceptiveis. A transmissao para os seres humanos ocorre por meio do contato

direto de hospedeiro para hospedeiro, ou de maneira indireta, via agua ou

alimentos contaminados, superficies contaminadas e mecanicamente por
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artropodes e, ja se evidenciou a transmissao de oocistos de Cryptosporidium pela
via area®”29:30),

Esses protozoarios apresentam caracteristicas comuns que influenciam a
epidemiologia destas parasitoses: a dose infectante é pequena (de 1 a 10 oocistos
e cistos); os cistos e oocistos ja sdo eliminados infectantes nas fezes de seus
hospedeiros e sdo muito resistentes aos desinfetantes comumente empregados
para potabilizar a agua; sdo estaveis quando presentes em diferentes ambientes;
apresentam elevado potencial para a dispersao ambiental de cistos e oocistos 0
que pode propiciar a contaminagdo da agua destinada ao consumo humano, os
alimentos e as areas recreacionais e costeiras®4"),

Hospedeiros infectados, como pessoas imunodeficientes e animais jovens,
eliminam em suas fezes cerca de 10% 10'° oocistos de Cryptosporidium durante o
curso da infecgao, assim como a eliminagéo de cistos de Giardia pode chegar até
107 por grama de fezes®.

Giardia duodenalis (sinonimia Giardia lamblia, Giardia intestinalis) ¢ um
protozodrio intestinal de distribuicdo cosmopolita. Estima-se que ocorram 2,8 x 10°
casos por ano em todo o mundo®®. E um protozodrio ndo invasivo, que vive e se
multiplica assexuadamente na superficie do lumen intestinal dos hospedeiros
vertebrados, onde a sintomatologia é variada, incluindo diarréia aguda ou crénica,

27:33) até casos assintomaticos.

desidratacéo, dor abdominal e perda de peso'
A presenga do parasito pode ocasionar uma falha no desenvolvimento fisico
e cognitivo em criangas, pois Giardia altera a permeabilidade epitelial aos

nutrientes e vitaminas, devido a um efeito citopatico direto induzido pelos produtos
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do parasito, ocorrendo injurias na bordadura em escova, e a absorcao é
comprometida®+3®.

Giardia duodenalis é a Unica espécie com potencial patogénico para o ser
humano. Entretanto, com o advento das técnicas moleculares, ficou provado que
Giardia duodenalis nao é uma espécie uniforme e sim um complexo de espécies
que exibem variedades genotipicas e fenotipicas distintas, ainda que gendtipos
similares  morfologicamente apresentem diferenciada especificidade de
hospedeiros®”. Desta forma, os genétipos foram divididos em varios grupos ou
assembléias, sendo que apenas nos grupos A e B encontram-se os subgrupos
capazes de infectar o ser humano (Tabela ).

Cryptosporidium € um protozoario patogénico descrito pela primeira vez no

(36)

inicio do século XX por Tyzzer (1907) E o Unico protozodrio parasita

intracelular que apresenta localizacdo extra-citoplasmatica, pois parasita a
superficie das microvilosidades dos enterécitos intestinais %",

A criptosporidiose emergiu como uma protozoose oportunista paralelamente
ao advento da pandemia HIV/AIDS no inicio da década de 80. Hoje, sabe-se que
ndo somente os portadores do virus HIV, mas, também outros grupos
populacionais podem ser gravemente afetados devido as infecgbes ocasionadas
por diversas espécies de Cryptosporidium (Tabela Ill) que apresentam potencial
infectante para o ser humano®'3®),

A criptosporidiose pode afetar com severidade criangas (0 - 5 anos), idosos,
desnutridos, diabéticos, pacientes que realizam hemodidlise, quimioterapia,

30,31,39)

transplantados ou que utilizam medicamentos a base de corticosterdides! :

Estes individuos podem desenvolver um quadro de diarréia aquosa cuja
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severidade é proporcional ao grau de alteragcdo imunoldgica e, muitas vezes, a
hospitalizagdo € necesséaria em funcdo da severa desidratacdo ocasionada pelo
protozoario®®49.

A descoberta desse protozoario entra em seu primeiro centenario e, ainda
existem muitas lacunas e questionamentos para serem elucidados acerca de sua
epidemiologia no ambiente, técnicas mais sensiveis de deteccdo ou uma terapia
eficiente capaz de promover a cura parasitolégica dos hospedeiros infectados. Até
o presente momento, a avaliagdo de aproximadamente 200 farmacos ja foi testada
para o tratamento da criptosporidiose e poucos foram eficazes“". A nitazoxanida
foi liberada para uso pediatrico mas, sua eficacia e seguranca em adultos
saudaveis e individuos imunocomprometidos ndo foram completamente
estabelecidas'*? e, por esta razdo, existe uma grande discussdo e preocupacio
com a sua presengca no ambiente, nos alimentos e principalmente em aguas
destinadas para o consumo humano©®3'43),

A veiculagao hidrica de protozoarios patogénicos tornou-se um assunto de
extrema relevancia em saude publica, ocorrendo mundialmente e atingindo
também os paises desenvolvidos, onde ha um elevado grau de saneamento
basico. Nos Estados Unidos, de 1965 a 2002, ocorreram 148 surtos de giardiose
por veiculagdo hidrica com 30.009 casos confirmados. No periodo de 1984 a
2002, 69 surtos de criptosporidiose que afetaram 436.232 pessoas foram
registrados™?. Foram incriminadas como fontes de aquisicido destas protozooses
a agua destinada para o consumo humano, bem como a ingestao acidental de

aguas recreacionais“®.
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Assim, o entendimento dos mecanismos de controle destes protozoarios no
ambiente é necessario para que medidas corretivas e profiladticas possam ser
tomadas. Para isto, mais estudos sdo necessarios para a compreensao das fontes
de contaminagao, concentragdes, sobrevivéncia e transporte destes protozoarios

2520) objetivando minimizar suas rotas de transmissdo hidrica e

no ambiente'
alimentar e garantir o abastecimento seguro da agua e de alimentos para toda a
populacao e para as geragodes futuras.

3. Métodos para a deteccao de oocistos de Cryptosporidium e cistos
de Giardia em moluscos bivalves.

A pesquisa de oocistos e cistos de protozoarios patogénicos em tecidos de
bivalves é um processo tecnoldgico altamente complexo™®. Para se chegar a
detecgdo precisa destes agentes parasitarios em qualquer tipo de amostra
ambiental, sdo necessarios nao somente equipamentos e ferramentas adequadas,
mas também deve-se contar com recursos humanos devidamente capacitados.
Entre as inumeras competéncias necessarias, deve-se ressaltar a importancia do
conhecimento da biologia e morfologia das formas parasitarias pelos individuos
envolvidos na deteccao de protozodrios em amostras ambientais.

Em relacdo as metodologias utilizadas para o processamento dos
exemplares de moluscos, a técnica mais difundida mundialmente baseia-se na
analise de tecidos especificos, tais como as branquias, trato gastrointestinal ou a
hemolinfa. Grande parte dos pesquisadores trabalha com a analise de branquias e

trato gastrointestinal, a partir de macerados teciduais analisando aliquotas destes

e empregando a reacdo de imunofluorescéncia direta (RID) com anticorpos
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monoclonais para a visualizagdo de oocistos de Cryptosporidium e cistos de
G/ardia(”'17’46’47).

Utilizando a RID e técnicas moleculares, oocistos de Cryptosporidium foram
detectados nas estruturas branquiais de ostras e mariscos, coletados de 37 pontos
em 13 estados da Costa Atlantica dos Estados Unidos (Maine até a Flérida) e
também de uma provincia canadense®.

Neste estudo, os autores removeram as branquias dos animais e estas,
foram levadas ao vértex, em solugcao salina de Hanks. O liquido resultante da
lavagem destas estruturas foi posteriormente examinado, verificando-se que em
64,9% dos pontos estudados ao longo da costa Atlantica, os moluscos
apresentavam oocistos.

A presenca de oocistos de Cryptosporidium também foi reportada em outras
regides da América do Norte e Europa, com o emprego da técnica de analise de
homogenados branquias, intestinais e de lavados branquiais de diferentes
espécies de moluscos (Crassostrea virginica, Mytilus galloprovincialis, Ruditapes
phillipinarum, Ostrea edulis, Venus verrucosa, Dosinia exoleta, Venerupis
pullastra, Venerupis rhomboideus)*®*9.

Cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium foram encontrados nos
Paises Baixos em homogenados intestinais de ostras (Crassostrea gigas)
empregando a RID9).

A hemolinfa esta presente em grande quantidade nos musculos adutores
dos bivalves (estes musculos sado importantes, pois conferem resisténcia e

protecdo aos animais)®. Oocistos também podem ser detectados na hemolinfa.

Por exemplo, na Itélia, oocistos de Cryptosporidium foram encontrados em
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concentracées de 14 a 30 oocistos/ml do fluido circulatério do molusco®V.
Entretanto, de acordo com alguns autores, a hemolinfa ndo deve ser examinada
quando se empregam ensaios de imunofluorescéncia direta uma vez que os
hemdécitos presentes neste tecido exibem uma fluorescéncia prépria, dificultando a
visualizagdo dos oocistos e gerando resultados falsos positivos®?.

A reacéao de cadeia de polimerase (PCR) tem sido empregada em pesquisa
cientifica para a confirmacao e classificacao de espécies de Cryptosporidium e
Giardia em tecidos de mariscos®****%,

Gomez-Couso et al.®® avaliaram a contaminacédo natural para ambos os
protozoarios em ostras, mexilhdes, vongoles, vieiras e outros mariscos
provenientes da Espanha e do Reino Unido. Do total de 87 moluscos bivalves
examinados 24 apresentaram contaminacao por Cryptosporidium parvum e uma
amostra apresentava Cryptosporidium hominis assim como também foi detectada
positividade para Giardia duodenalis, pertencente a assembléia B em uma
amostra.

A separacao imunomagnética (IMS) é um procedimento de captura das
particulas-alvo que vem sendo gradativamente aplicado as amostras ambientais,
especialmente quando ha um grande numero de particulas, microrganismos e
sujidades. A IMS é uma etapa de purificacdo que confere uma maior sensibilidade
para a recuperagdo de cistos e oocistos. A técnica é baseada na adigcdo de
microesferas magnetizadas e recobertas com anticorpos anti-Cryptosporidium e
anti-Giardia a amostra a ser analisada, promovendo a captura e isolamento de
cistos e oocistos de particulas interferentes. Esta técnica pode ser usada em

combinacdo com a RID e o PCR®®, porém ela apresenta um custo mais elevado,
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cerca de 50 délares por teste, excetuando-se 0s custos iniciais de implantacao
desta metodologia (3.567 ddlares).

Comparando-se as  técnicas de separacdo imunomagnética,
imunofluorescéncia direta e PCR para a detecgéo de cistos e oocistos em tecidos
de moluscos bivalves, mesmo presentes em baixos niveis de contaminagéo, Miller
et al.®? constataram que a separacdo imunomagnética, seguida da reacdo de
imunofluorescéncia direta foi a técnica mais sensivel.

Mais recentemente as técnicas de hibridizagdo in situ e PCR foram
empregadas para a deteccdo de oocistos de Cryptosporidium em tecidos de
bivalves®®.

No Brasil e na América Latina o primeiro relato da ocorréncia de oocistos de
Cryptosporidium em moluscos bivalves destinados ao consumo humano, foi
reportado por Leal et al.®” em ostras e vongoles coletados de seu ambiente
natural em uma praia do Litoral Norte de S&o Paulo. Estes autores encontraram o
protozodrio em homogenados teciduais dos mariscos, empregando-se a RID,
microscopia de contraste de fase e incorporagdo de corante vital (DAPI) como
ferramentas auxiliares na confirmacdo dos caracteres morfoldgicos tipicos do
protozoario.

Contudo, considerando-se a realidade econémica latino-americana, €
imprescindivel buscar metodologias que apresentem menor custo, mas que sejam
reprodutiveis e apresentem boa sensibilidade.

Leal et al.®® padronizaram uma técnica para recuperar oocistos de
Cryptosporidium a partir de homogenados teciduais de ostras e véngoles expostos

N 7

agua do mar, contaminada artificialmente, em um aquario com capacidade de 10
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litros. Os moluscos foram mantidos no aquario, sob estas condigbes durante 24
horas e, apos este periodo de exposigcédo, foram removidos do aquario, abertos e
as brénquias e trato-gastrointestinal de 20 animais seccionados e
homogeneizados em macerador de tecidos.

Aliquotas dos tecidos foram examinadas por meio da RID para a
visualizagdo dos protozoarios e, ambas as espécies de moluscos bivalves
removeram com eficicia grande parte dos oocistos da agua do aquario.

Entretanto, os tecidos dos moluscos contém muitos lipideos, (Figura 1) e
seu excesso € um fator que interfere diretamente na visualizagdo dos parasitos
nos tecidos dos bivalves. Para a remocao de lipideos alguns autores utilizam a

1148 " Leal et al.®® introduziram uma etapa de

centrifugacdo com éter-etilicol
lavagem e homogeneizagcdo onde o trato gastrointestinal e as branquias dos
bivalves foram macerados com uma solugdo contendo um surfactante o qual
complementa a acao do éter apds centrifugagcéo, removendo de forma efetiva uma
consideravel quantidade de gordura, melhorando a visualizacdo das formas
parasitarias durante a RID.

4. Normas de controle para a criacao e comercializacao de moluscos
bivalves no Brasil.

No Brasil, a resolucdo CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) N°.
357 de 17 de Marco de 2005®° estabelece padrdes para o cultivo de moluscos
bivalves destinados a alimentacdo humana em &guas salinas e salobras.

Ressalte-se que apenas a pesquisa de indicadores bacterioldégicos nas aguas em

que estes sao cultivados € contemplada.
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De acordo com esta resolucdo, a média geométrica de coliformes
termotolerantes (de um minimo de 15 amostras coletadas no mesmo local) ndo
devera exceder 43 por 100 militros de amostra de agua analisada.

Esta legislacdo aplica-se aos locais de cultivo de ostras e mariscos, como
as fazendas de maricultura; entretanto, estas podem nao estar livres da
contaminacdo por protozodarios patogénicos uma vez que alguns estudos
apontaram que o monitoramento de bactérias indicadoras de contaminagao fecal
nao é suficiente para assegurar a qualidade e a seguranga quanto a contaminacao

1189 Na Holanda, bem como nos Estados

por protozoarios neste tipo de alimento'
Unidos, oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia foram encontrados nas
aguas em que os animais vivem, porém nao foram encontradas correlacdes entre
a presenca de indicadores fecais na dgua e a ocorréncia destes protozoarios nos
animais coletados!'%4%.

Diversas espécies de moluscos, cultivados na regiao da Galicia (Espanha),
foram examinados para a presenca de protozoarios patogénicos e mais de 40%
dos animais continham oocistos de Cryptosporidium infectantes em seus tecidos;
embora a concentracdo de coliformes fecais (neste caso nos tecidos dos animais)
estava de acordo com os padrdes exigidos pela legislagao do pais''".

A regido da Galicia € uma das maiores produtoras de mexilhées do mundo,
sendo esta a mais importante drea de coleta e producdo destes bivalves
destinados ao consumo humano na Espanha. Cistos de Giardia foram

encontrados em 41,8% dos animais analisados provenientes de fazendas de

maricultura e o mais alarmante € que a analise da agua dos rios que desembocam
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nesta area, bem como do esgoto tratado e bruto, revelaram altos niveis de
contaminagao por cistos!”.

A producdo de moluscos no Brasil sera rastreada com a implantagédo do
Programa Nacional de Controle Higiénico e Sanitario de Moluscos Bivalves
(PNCMB) coordenado pela Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca, visando
regular a cadeia de producéo de moluscos no pais®, desde a area de colheita até
os procedimentos de depuragao, processamento, distribuicdo e comércio incluindo
o ponto de venda.

As fazendas de maricultura do pais somente tém autorizagdo do Servigo de
Inspecao Federal (SIF) para trabalhar com ostras vivas, separadas por tamanho e
depuradas. Para isso os animais sao colocados em agua filtrada e esterilizada por
aparelhos ultravioleta para eliminar as impurezas, permanecendo neste processo
durante 3 a 8 horas®®. Entretanto, considerando a contaminacdo por protozoarios
patogénicos, pesquisas cientificas constataram que a depuragdo, no caso de
oocistos de Cryptosporidium, foi ineficaz!'".

Pesquisadores espanhdis verificaram que 46.2% dos animais submetidos a
depuragéo por 6 dias (assim como animais submetidos ao processo de depuragéo
por 8 a 14 dias), ainda continham oocistos do protozoario em seus tecidos e,
independentemente do tempo de depuragdo, 50% das amostras contaminadas
continham oocistos que mantiveram a sua capacidade infectante inalterada‘'". Por
outro lado, outros pesquisadores demonstraram que oocistos de Cryptosporidium
removidos de um aquario e acumulados nos tecidos de mexilhdes, eram

eliminados no ambiente apds 48 horas e apontaram que o tempo de depuracéo de
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72 horas ou mais, seria suficiente para remover totalmente estes estagios
parasitarios dos moluscos®".

Entretanto, deve-se ressaltar que os oocistos eliminados no ambiente pelos
moluscos, podem ser removidos e acumulados por outros organismos da mesma
espécie ou de espécies diferentes, mas co-existentes, o que contribui para a
dispersao da contaminagao®?.

Oocistos de Cryptosporidium experimentalmente presentes em tecidos de
mexilhdes (Mytilus galloprovincialis), que foram cozidos no vapor, mantiveram sua
capacidade infectante inalterada, como comprovado por bioensaio empregando
camundongos neonatos®®.

Na cidade de Caraguatatuba, (Litoral Norte do estado de Sao Paulo) a
populacdo autéctone coleta grandes quantidades de vdéngoles para a sua
subsisténcia e, dependendo da forma como esse alimento é preparado (se apenas
parcialmente cozido ou submetido ao cozimento sob a forma de vapor) oocistos
eventualmente presentes podem continuar infectantes para o ser humano,
representando um risco potencial a saude humana.

Sumarizando, € extremamente importante que a pesquisa sobre a
ocorréncia dos protozoarios patogénicos em moluscos destinados a alimentagéo

humana bem como nos locais onde os mesmos sao cultivados ou extraidos, seja

contemplada e inserida no programa de controle nacional dos moluscos bivalves.
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Tabela 1: Ocorréncia de contaminagao natural por protozoarios patogénicos em diferentes

espécies de moluscos bivalves comestiveis em diversos paises do mundo.

Espécie de molusco Nome Ano do Agente (s) etioldgico (s) Pais Ref.
popular relato
Mytilus edulis Mexilhdo 1997 Cryptosporidium parvum ~ Irlanda ~ ©%
Crassostrea virginica Ostra 1998 Cryptosporidium parvum  Estados 49
Unidos
Mytilus galloprovincialis ~ Mexilhdo 2000 Cryptosporidium parvum ~ Espanha 6"
Cerastoderma edule Véngole Cryptosporidium parvum
Mytilus galloprovincialis ~ Mexilhdo Cryptosporidium spp. Espanha ©“®
Ruditapes philippinarum Marisco (para todos os animais) Italia
Venerupis pullastra Marisco Reino
Venus verrucosa Marisco 2000 Unido
Dosinia exoleta Marisco
Ostrea edulis Ostra
Venerupis rhomboideus Marisco
Mytilus edulis Mexilhdo 2001 Cryptosporidium parvum  Irlanda 69
do Norte
Crassostrea virginica Ostra 2002 Cryptosporidium parvum  Estados (69
Cryptosporidium hominis ~ Unidos
Cryptosporidium baileyi
Caelatura pruneri Marisco 2003 Cryptosporidium spp. Egito (67)
Donax trunculus limiacus  Marisco Cryptosporidium spp.
Mytilus galloprovincialis Mexilhdo 2003 Cryptosporidium spp. Espanha (V)
Ruditapes philippinarum Marisco (para todos os animais) Italia
Ostrea edulis Ostra Reino
Dosinia exoleta Marisco Unido
Cerastoderma edule Voéngole Irlanda
Ruditapes decussatus Marisco Portugal
Venerupis pullastra Marisco
Crassostrea virginica Ostra 2003 Cryptosporidium parvum ~ Estados 48
(espécies nao relatadas)  Mariscos Cryptosporidium hominis  Unidos
C. meleagridis
Mytilus galloprovincialis ~ Mexilhdo 2004 Cryptosporidium parvum ~ Espanha ©3
Ruditapes philippinarum Marisco Cryptosporidium hominis ~ Reino
Ostrea edulis Ostra Giardia duodenalis Unido
Dosinia exoleta Marisco (Assembléia B) Italia
Cerastoderma edule Véngole Irlanda
Venerupis pullastra Marisco Nova
Venerupis rhomboideus Marisco Zelandia
Venus verrucosa Marisco
Perna canaliculus Mexilhao
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Mytilus galloprovincialis

Chamelea gallina

Mytilus galloprovincialis
Mytilus californianus

Mytilus edulis
Mytilus galloprovincialis

Crassostrea gigas

Crassostrea virginica

Crassostrea rhizophorae
Tivela mactroides

Mexilhao

Marisco

Mexilh&o
Mexilhdo

Mexilhao
Mexilhao

Ostra

Ostra

Ostra
Véngole

2005

2005

2005

2006

2006

2007

2007

2008

Giardia spp.

Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium parvum
Cryptosporidium felis

C. andersoni
Cryptosporidium parvum
Cryptosporidium parvum
Cryptosporidium spp.
Giardia spp.

Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium spp.
Cryptosporidium spp.

Espanha

ltalia

Estados
Unidos
Franca
Espanha
Holanda
Paises

baixos

Estados
Unidos

Brasil

(45)

(57)
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Tabela 2: Assembléias de Giardia duodenalis patogénicas para os seres humanos e de

carater zoonotico.

Assembléia ou Grupo Subgrupo Hospedeiros
A Al Humanos, Gado, Castores, Lémure
(Zoonético) Caes, Gatos, Porquinho-da-India
A All Humanos
B B Il Humanos; Lémure; Chinchilas;
(Zoondtico) Castores; Gibao; Ratos; Caes
B BIV Humanos

* Adaptado de Thompson®”.
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Tabela 3: Espécies de Cryptosporidium com potencial infectante para seres humanos.

Espécies

Hospedeiros susceptiveis

Local de parasitismo

Cryptosporidium parvum
Cryptosporidium hominis
Cryptosporidium canis
Cryptosporidium felis
Cryptosporidium muris
Cryptosporidium suis

Cryptosporidium meleagridis

Humanos; ruminantes
Humanos

Humanos; canideos
Humanos; felideos
Humanos; roedores
Humanos; suinos

Humanos; aves

Intestino
Intestino delgado
Intestino delgado
Intestino delgado
Estdmago
Intestino delgado

Intestino

Fonte: Sunnotel et al®®
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9.3 Anexo 3: Correlacao entre o numero de cistos e oocistos encontrados
na agua do rio Ipiranga com os fatores fisico-quimicos, climaticos e
microbioldgicos.

Variaveis analisadas N°. Oocistos Ne. Cistos
PH Pearson 0,070 0,164
Correlation T ’
Sig. (2-tailed) 0,830 0,610
N 12 12
Salinidade Pearson
Correlation 0,141 0,016
Sig. (2-tailed) 0,662 0,960
N 12 12
Temperatura (°C) Pearson i i
Correlation 0,151 0,153
Sig. (2-tailed) 0,639 0,636
N 12 12
Coliformes Pearson
termotolerantes Correlation -0,031 0,198
Sig. (2-tailed) 0,924 0,538
N 12 12
Coliformes totais Pearson
Correlation -0,039 0,022
Sig. (2-tailed) 0,904 0,945
N 12 12
Estreptococos Pearson i
Correlation -0,228 0,073
Sig. (2-tailed) 0,527 0,841
N 10 10
Enterococos Pearson
Correlation -0,243 -0,087
Sig. (2-tailed) 0,499 0,811
N 10 10
E. coli Pearson
Correlation -0,248 0,135
Sig. (2-tailed) 0,554 0,750
N 8 8
Precipitagéo Pearson 0.043 0.568
Correlation ’ '
Sig. (2-tailed) 0,895 0,054
N 12 12

* Valores grafados em amarelo = nao significativos (p > 0,05)
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9.4: Anexo 4: Correlacao entre o numero de cistos e oocistos encontrados
nha agua do mar da praia do Camaroeiro com os fatores fisico-quimicos,
climaticos e microbioldgicos

Variaveis analisadas Ne. oocistos Ne. cistos
pH Pearson
Correlation -0,256 0,346
Sig. (2-tailed) 0,474" 0,328
N 10 10
Salinidade Pearson
Correlation 0,171 0,168
Sig. (2-tailed) 0,637 0,643
N 10 10
Temperatura (°C) Pearson
Correlation 0,392 0,181
Sig. (2-tailed) 0,262 0,617
N 10 10
Coliformes Pearson .
termotolerantes Correlation 0,234 ,790()
Sig. (2-tailed) 0,516 0,007
N 10 10
Coliformes totais Pearson 0156 0.440
Correlation ’ '
Sig. (2-tailed) 0,666 0,203
N 10 10
Estreptococos Pearson 0.000 -0.093
Correlation ’ '
Sig. (2-tailed) 1,000 0,826
N 8 8
Enterococos Pearson -0.037 20100
Correlation ’ '
Sig. (2-tailed) 0,930 0,813
N 8 8
E. coli Pearson
Correlation 0,247 (@)
Sig. (2-tailed) 0,556 0,000
N 8 8
Precipitacéo Pearson 0.473 -0,099
Correlation ’ ’
Sig. (2-tailed) 0,167 0,785
N 10 10

* Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed)

** Valores grafados em amarelo = nao significativos (p > 0,05)

*** Valores grafados em vermelho = significativo (p < 0,05)
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First report of Cryptosporidium spp. oocysts in oysters
(Crassostrea rhizophorae) and cockles (Tivela mactroides)
in Brazil

Diego Averaldo Guiguet Leal, Mirna Aparecida Pereira,
Regina Maura Bueno Franco, Nilson Branco and Romeu Cantusio Neto

ABSTRACT

The consumption of oysters and cockles, which are usually eaten raw or lightly-cooked, can
cause outbreaks of human diseases, especially if these shellfish are harvested from polluted
areas. In Brazil data about the occurrence of pathogens, like hepatitis A virus, in shellfish have
been reported but research on natural contamination for pathogenic protozoa is still non-existent.
Cryptosporidium oocyst contamination of oysters (Crassostrea rhizophorae) and cockles (Tivela
mactroides) was evaluated during two different periods in a coastal area from Sao Paulo, Brazil.
From June to November 2005, and from July to December 2006, 180 mollusks were harvested for
tissue examination. The gills and gastrointestinal tract (n = 36 pools) were carefully extracted
from the animals and homogenized in a tissue homogenizer by adding surfactant Tween 80
(0.1%). Immunofluorescence assays were performed and Cryptosporidium oocysts were detected
in 50.0% of gill pools of cockles and 10.0% of gill pools of oysters. In order to evaluate seawater
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quality in shellfish growing areas, total levels of thermotolerant coliforms, Escherichia coli and

enterococci were determined. This is the first time that Cryptosporidium oocysts were found in

shellfish from the coastal region of Brazil, and to the best of our knowledge it is also the first

report in Latin America and the case might be of public health importance, reflecting the

extension of the contamination on seafood, requiring a need for quality control standards.

Key words | Brazil, cockles, Cryptosporidium, detection, oysters, seawater

INTRODUCTION

Bivalve mollusks are benthic animals which live in close
relationship with marine substratum. These shellfish have
the capacity to filter large volumes of water and therefore
are able to accumulate, retain and concentrate different
pathogens like bacteria, viruses and protozoa (Wittman &
Flick 1995; Potasman et al. 2002). Therefore, eating raw or
improperly cooked shellfish represents a risk to health. The
occurrence of protozoan parasites such as Cryptosporidium
spp. which causes gastroenteritis in a wide range of animal
and human hosts, has been reported worldwide in water
samples from lakes, rivers, estuaries, ocean and sewage
(Fayer 2004; Cantusio Neto et al. 2006). In recent times, the

doi: 10.2166/wh.2008.065

presence of Cryptosporidium oocysts was demonstrated in
different species of bivalve mollusks following experimental
contamination (Graczyk et al. 1998; Freire-Santos et al.
2001; Gomez-Couso et al. 2005).

Mussels, clams, oysters, and cockles from several
coastal regions have been confirmed as being naturally
contaminated with Cryptosporidium oocysts (Fayer et al.
1999; Lowery ef al. 2001; Giangaspero et al. 2005; Li et al.
2006). Oocysts of Cryptosporidium were also found in
commercial shellfish from 64.9% of the sites examined
along the Atlantic coast, either by microscopy using
direct immunofluorescence assay or molecular testing.
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(Fayer et al. 2003). In Brazil, data about the occurrence of
hepatitis A virus in shellfish have been reported in Santa
Catarina State (South Region) (Sincero et al. 2006) but
research of natural contamination for pathogenic protozoa
is still non-existent. The detection of these protozoa in
shellfish has great relevance, considering that the presence
of Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts has already
been reported in beaches of the Sdo Paulo coastal region,
according to CETESB- Company of Technology of Environ-
mental Sanitation (2000). Moreover, 12,500 tons of cultured
mollusks were produced in 2000, according to data from the
Fishing Department (Aquaculture Panorama 2001). In this
context, the aim of this study was to evaluate the natural
occurrence of Cryptosporidium contamination in different
molluskan species usually consumed in Brazil and also to
verify the microbiological quality of seawater where they
live and are harvested for human consumption.

MATERIALS AND METHODS
Shellfish sampling site

The “Camaroeiro” beach (23° 37’ 49197” S and 45° 23’
91829”), located on the north coast of the state of Sado
Paulo, in Caraguatatuba city, Brazil, (Figure 1), was selected
for the present study. This beach presents different sites of
domestic sewage discharge along the coast and an estuarine
environment at the confluence point of the Ipiranga
River and seawater; in addition, it harbors a commercial

harvesting area. A total of 120 oysters (Crassostrea
rhizophorae) and 60 cockles (Tivela mactroides), between
3 and 6cm were harvested monthly using hand tongs,
during two different periods. From June to November
2005, both species were analyzed; from July to December
2006, only oysters were collected for examination, since
there was a significant reduction in the natural population
of cockles due to exploratory practices during this period. A
specific sampling site was chosen based on its location
near a sewage discharge point, where bivalves live. The
shellfish were randomly selected, collected and transported
under refrigerated conditions for examination at the
Protozoology Laboratory, State University of Campinas
(UNICAMP), Brazil.

Oyster and cockle processing

At the laboratory, the shellfish were shucked and the
parasitological analysis was conducted as described by
Gomez-Couso et al. (2003), with modifications. Each
sample consisted of the pooled gills and gastrointestinal
tracts from ten mollusks and a total of 24 pools of oysters
and 12 pools of cockles were examined. The gills and
gastrointestinal tract (GI) were excised from each animal
and placed in a tissue homogenizer containing Tween 80
(0.1%) and distilled water (2:1). The tissue pools were
homogenized and the lipids were extracted by addition of
diethyl ether. Then, the tube was vigorously hand agitated

for 30 seconds and centrifuged at 1250x g for 5 minutes in

C—
0100 200km

*°23 37.49197'  -4523.91829

Atlantic Ocean

Figure 1 | Camaroeiro beach and shellfish harvesting site in Caraguatatuba, (SP), Brazil.
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PBS (0.04M pH 7.2). The supernatant was aspirated and the
pellet was placed in a microcentrifugue tube.

Detection of Cryptosporidium oocysts

A direct immunofluorescence antibody test (IFAT) was used
to detect Cryptosporidium oocysts in the pellet. For this,
samples were vortex mixed, and aliquots of each pellet were
pipetted onto slides. The slides were air-dried, fixed
with methanol for ten minutes and then stained with
Merifluor® (Meridian

Bioscience, Cincinnati, Ohio), which uses a specific mon-

a commercially available Kkit,

oclonal antibody conjugated with fluorescein isothiocyanate
(FITC) against an epitope of Cryptosporidium oocyst wall for
protozoan visualization and quantification with epifluores-
cence microscopy. The criteria used to consider specimens
positive for oocysts were based on their size (4 -6pum), shape
and their pattern and intensity of immunofluorescence
staining (i.e., bright apple green fluorescence of the oocyst
wall). Phase-contrast microscopy was used for complete
diagnosis and allowed us to confirm the morphology of the
parasite, as well as DAPI (4 ,6-diamino-2-phenylindole), a
nucleic acid stain which fluoresces blue and shows the
position and number of nuclei in the oocyst. The number of
oocysts detected in each naturally contaminated shellfish
was calculated as the total oocyst number detected on the
examined aliquots, multiplied by tissue homogenate total
volume and divided by the number of shellfish that were
being tested.

Bacterial analysis

Samples of seawater were collected monthly in flasks
previously decontaminated, and the most probable number
(MPN) procedure was carried out to enumerate thermo-
tolerant coliforms, Escherichia coli and enterococci accor-
ding to methodology recommended by Standard Methods
for the Examination of Water & Wastewater (2005). In
accordance with the federal legislation resolution CON-
AMA (National Environmental Council) N° 274 (2000),
beach water quality can be classified as proper or improper
for recreational purposes. The water is categorized as
improper if at least one of these indicators is verified:
(i) more than 2500 thermotolerant coliforms/100ml,

(ii) more than 2000 Escherichia coli/100ml; (iii) more
than 400 enterococci/100 ml.

RESULTS AND DISCUSSION

The occurrence of diseases transmitted by shellfish con-
sumption has been increasing worldwide. Many outbreaks
associated with bivalve consumption have been reported,
especially associated with the ingestion of oysters, followed
by clams and mussels (Potasman et al. 2002).

Due to the scarcity of data for pathogenic protozoa in
seafood on our country, a total of 180 shellfish were
analyzed during two different periods of sampling. Oocysts
of Cryptosporidium were found in both bivalve species
analyzed under natural conditions. In the first period they
were detected in three of the six gill pools of cockles with a
mean concentration of 60 oocysts per cockle. In the second
period, oocysts of Cryptosporidium were detected in one of
twelve gill pools of oysters with an estimated concentration
of 12 oocysts per oyster.

The detected oocysts were in conformity with standard
fluorescence detection criteria. Phase-contrast microscopy
carried out simultaneously at 600x magnification confirmed
the characteristic morphology of the parasite and nuclei
were visualized with DAPI. Cryptosporidium oocysts were
not found in any gastrointestinal tract homogenates pools
(n = 6 for cockles and 12 for oysters) analyzed during the
twelve months of sampling.

The gastrointestinal tract homogenates we analyzed
were more difficult to examine than gill homogenates, due
to the presence of thick layers on slides, and this may thus
explain the complete absence of Cryptosporidium oocysts in
this tissue. Therefore, oocysts may have gone undetected
because of masking. Moreover, Graczyk et al. (1997a,b)
demonstrated the internalization of Cryptosporidium par-
vum oocysts by monolayers of hemocytes in native oysters
(Crassostrea virginica) and found that there was a loss of
fluorescence in the oocyst wall as the time of contact
increased, and also pointed out that it disintegrated with
time. The oocysts that remained unaltered may be retained
principally by the gills, because the pores of the gills and the
oocysts are of similar sizes.

Microbiological indicators of seawater were detected in
high levels, and the majority of samples were not in
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accordance with standard legislation. Thermotolerant coli-
forms ranged from 9.0 x 102 to 3.3 x 10*, Escherichia coli
from 4.0 x 10? to 4.0 x 10°> and enterococci ranged from
2.0 X 102 to 4.0 x 10> MPN per 100 ml of seawater.

In several months, more than one microbiological
indicator was present at higher levels than permitted, as
October (2005) when thermotolerant coliforms attained levels
of 33x10* and E. coli 4.0 x 10> MPN per 100ml. The
microbiological data obtained from seawater indicated poorer
water quality at the oysters and cockles harvesting site. The
elevated level of faecal indicators shows high levels of faecal
contamination and may thus explain the number of positive
bivalves with Cryptosporidium oocysts. However, many other
authors have not found a direct and specific correlation
between faecal indicator coliforms counts in water with
Cryptosporidium (Gémez-Couso et al. 2003; Gémez-Couso
et al. 2004; Graczyk et al. 2007; Schets et al. 2007).

Previous studies have shown the contamination of
shellfish by Cryptosporidium oocysts in North America
(Fayer et al. 2003; Miller et al. 2005) and in Europe
(Gomez-Bautista et al. 2000; Li et al. 2006; Schets et al.
2007). The present survey represents the first report of the
occurrence of Cryptosporidium oocysts in two different
species of bivalve mollusks in Brazil and in Latin America
to date, and indicates the existence of widespread contami-
nation of this waterborne pathogen.

Although this protozoan parasite does not reproduce in
bivalve tissues, it can accumulate in high quantity, and
oocysts retained in mollusk tissues may remain infectious
(Fayer et al. 1997; Freire-Santos et al. 2001; Graczyk et al.
2007). Furthermore, Cryptosporidium oocysts can survive
in marine waters from several days up to one year,
according to experimental data (Tamburrini & Pozio 1999;
Freire-Santos ef al. 2000) and their long-term survival in the
environment could increase the hazard of infectious forms
being filtered and removed by mollusks, posing a threat if
commercialized and consumed.

In Caraguatatuba, Sao Paulo state, only 32.0% of
domestic sewage is collected and treated (SABESP 2006),
and in Brazil discharge of effluents is done preferentially
into rivers, contaminating and depreciating the value of the
water and other environments it flows to (IBGE 2000).

In this study, the number of oocysts found under natural
conditions in these bivalve mollusks is sufficient to cause an

infection, if they were viable and found to be species
infectious for humans. The mean infectious dose for
Cryptosporidium parvum, a zoonotic species, is around 10
oocysts (Cooperative Research Centre for Water Quality &
Treatment (2005) Cryptosporidium genotyping & infectivity
analysis 2005). Furthermore, it is thought that the develop-
ment of an infection through the ingestion of a single oocyst
can occur in people with immunological impairments
posing a threat to immunocompromised populations
(Rose et al. 2002).

It is a well-known fact that different species of shellfish
act as a biological indicator of animal and human fecal
pollution in different environments, where they live or are
cultivated (Giangaspero et al. 2005; Miller et al. 2005); with
our findings, however, the Tivela mactroides cockle
emerges as a new species able to remove waterborne
pathogens from contaminated areas very effectively and
must be added to this extensive list.

It is noteworthy that in Camaroeiro beach, oyster and
cockle fishing is an exploratory practice, where the local
population harvests large quantities of animals for their
subsistence, without any supervision of federal organiz-
ations or competent environmental agencies. Considering
that in Brazil the Federal Legislation- resolution CONAMA
N° 357 (National Environmental Council 2005) contem-
plates only the analysis of fecal coliforms in waters where
mollusks are cultivated, it is necessary to include monitor-
ing of this protozoan.

CONCLUSIONS

e The present study leaves no doubt that Cryptosporidium is
present in oysters and cockles from the north coast of Sao
Paulo State (Brazil). Cryptosporidium can be life-threa-
tening, and the ingestion of seafood, particularly oysters,
could be involved in the epidemiology of food borne
diseases whenever they are consumed in a raw form.

e In developed nations, people with immunological
deficiencies are more aware of the risks associated with
the consumption of raw foods and are therefore more
likely to avoid this type of food. That is not the case for
the Brazilian population, at least for poorer individuals.
In this context, our report shows valuable information.
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e Future works must focus on the detection of this
protozoan in beach water, and the correlation of salinity,
pH, temperature and precipitation with Cryptosporidium
at an estuarine area.
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