s"z,
“a¥
UNICAMP Diego de Oliveira Pinto

Aplicabilidade do Método 1623 e do Método de Filtragio em Membranas para
deteccao de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. em
amostras hidricas considerando diferentes faixas de turbidez, e estudo da etapa

de purificacdo por Separacdo Imunomagnética.

Applicability of Method 1623 and Membrane Filtration Method for detection
of Giardia spp. cysts and Cryptosporidium spp. oocysts in water
samples considering different levels of turbidity, and study of

Immunomagnetic separation phase

CAMPINAS/SP

2013






P UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
N

Y : Instituto de Biologia

UNICAMP

DIEGO DE OLIVEIRA PINTO

Aplicabilidade do Método 1623 e do Método de Filtragdo em Membranas para deteccdo de
cistos de Giardia spp. e oocistos de Crypfosporidium spp. em amostras hidricas
considerando diferentes faixas de turbidez, e estudo da etapa de purificagdo por Separagio
Imunomagnética.

Applicability of Method 1623 and Membrane Filtration Method for detection
of Giardia spp. cysts and Cryptosporidium spp. oocysts in water samples considering
different levels of turbidity, and study of Immunomagneltic separation phase.

Dissertation presented to the Biology Institute of the
University of Campinas in partial fulfillment of the
requirements for the degree of Master in Animal Biology, in
the area of Anthropic Relations, Environmental and
Parasitology.

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas como parte dos
requisitos exigidos para obtencfio do titulo de Mestre em
Biologia Animal, na drea de Relagdes Antropicas, Meio
Ambiente e Parasitologia.

Orientador: Dr. Romeu Cantusio Neto

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA DISSERTACAO
DEFENDIDA PELO ALUNO DIEGO DE OLIVEIRA PINTO, E ORIENTADA
PELO PROF. DR. ROMEU CANTUSIO NETO.

Dr. Romau Cantusio Neto

CAMPINAS
2013



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca do Instituto de Biologia
Mara Janaina de Oliveira - CRB 8/6972

Pinto, Diego de Oliveira, 1987-

P658a Aplicabilidade do método 1623 e do método de filtragdo em membranas para
detecgéao de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. em
amostras hidricas considerando diferentes faixas de turbidez, e estudo da etapa
de purificacao por separacao imunomagnética / Diego de Oliveira Pinto. —
Campinas, SP : [s.n.], 2013.

Orientador: Romeu Cantusio Neto.
Dissertagéo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Instituto de
Biologia.

1. Filta-Max. 2. Atibaia, Rio (SP). 3. Agua bruta. 4. Turbidez da agua. 5.
Separagao imunomagnética. I. Cantusio Neto, Romeu. Il. Universidade Estadual
de Campinas. Instituto de Biologia. IIl. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Applicability of method 1623 and membrane filtration method for
detection of Giardia spp. cysts and Cryptosporidium spp. oocysts in water samples considering
different levels of turbidity, and study of immunomagnetic separation phase
Palavras-chave em inglés:

Filta-Max

Atibaia river

Raw water

Water turbidity

Immunomagnetic separation

Area de concentracido: Relagdes Antropicas, Meio ambiente e Parasitologia

Titulacao: Mestre em Biologia Animal

Banca examinadora:

Romeu Cantusio Neto [Orientador]

Silmara Marques Allegretti

Neliane Ferraz de Arruda Silveira

Data de defesa: 19-08-2013

Programa de Pés-Graduacao: Biologia Animal


http://www.tcpdf.org

Campinas, 19 de agosto de 2013

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Romeu Cantusio Neto {orientador)

Profa. Dra. Silmara Marques Allegreiti

Profa. Dra. Neliane Ferraz De Arruda Silveira

Profa. Dra. Ana Mara Aparecida Guaraldo

Prof. Dr. Adriano Luiz Tonetrti

\ Assinatura

L ettt d%m/

/0/— Assinatupa’

Assinatura

Assinatura



Resumo

Os protozodrios patogénicos Giardia spp. € Cryptosporidium spp. estdo entre os principais
contaminantes associados a veiculacdo hidrica e seu monitoramento em &4guas de
abastecimento publico € determinado pela Portaria n. 2.914/2011, do Ministério da Sadde
do Brasil. Este trabalho foi dividido em duas partes. Na primeira, foi realizado um estudo
da aplicabilidade do Método 1623 utilizando Filta-Max® (FMx) e Método de Filtracao em
Membranas (FM). Cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. foram
inoculados artificialmente em amostras de dgua bruta superficial proveniente do rio Atibaia,
coletadas na cidade de Campinas/SP, Brasil, e agrupadas de acordo com faixas de turbidez.
Cistos de Giardia spp. naturalmente presentes nas amostras foram detectados em todas as
faixas de turbidez por ambos os métodos. O método de FM atendeu aos critérios de
controle de qualidade analitica da USEPA em todas as faixas de turbidez. Ndao houve
diferenca estatistica significativa entre os métodos de FMx e FM. Na segunda parte deste
trabalho, foi feito um estudo da etapa de purificagdo por Separacdo Imunomagnética (IMS)
no qual foi avaliado o desempenho dos procedimentos de dissociagdo: dcida e térmica; bem
como investigado possiveis causas de perdas dos organismos-alvo durante execucdo desta
etapa. A dissociacdo 4cida apresentou maior média de eficiéncia de recuperagdo e precisao
do que a dissociacdo térmica para cistos de Giardia spp.. Para oocistos de Cryptosporidium
spp- ndo houve diferenca estatistica significativa. Apds o procedimento de dissociagdo,
tanto 4cida quanto térmica, haviam cistos e oocistos aderidos as beads (micro-esferas

magnéticas) que seriam descartadas de acordo com o protocolo padrao da IMS.

Palavras chave: Filta-Max®, rio Atibaia, dgua bruta, turbidez da &agua, separacdo

imunomagnética.
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Abstract

The pathogenic protozoa Giardia spp. and Cryptosporidium spp. are some the major
waterborne contaminants and their monitoring in water supply is determined in Decree no.
2.914/2011, the Brazil’s Ministry of Health. This study was divided in two parts. In the
first, a study was conducted to evaluate the applicability of two methods for concentration
of pathogenic protozoa Giardia spp. and Cryptosporidium spp. in water samples: Method
1623 using Filta-Max® (FMX) and Membrane Filtration (MF) Method. Giardia spp cysts
and Cryptosporidium spp oocysts were artificially inoculated in samples of raw surface
water from the Atibaia River, collected in Campinas/SP, Brazil, and grouped according to
ranges of turbidity. Giardia spp. cysts naturally present in the samples were detected in all
ranges of turbidity by both methods. The method of FM met the criteria for analytical
quality control of USEPA in all ranges of turbidity. There was no statistically significant
difference between the methods of FM and FMX. In the second part of this work, a study
was made of the purification step by immunomagnetic separation (IMS) in which was
evaluate the performance of the dissociation procedures: acid and heat, as well as
investigating possible causes loss of target organisms during execution of this step. The
acid dissociation showed higher mean recovery efficiency and accuracy than heat
dissociation for Giardia spp.. For Cryptosporidium spp. difference was not statistically
significant. After the dissociation procedure, both acid and heat, cysts and oocysts were still
adhered to the beads (magnetic microspheres) that would be discarded, according to the

standard protocol of IMS.

Key words: Filta-Max®, Atibaia river, raw water, water turbidity, immunomagnetic

separation.
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“Se ndo puder voar, corra.

Se ndo puder correr, ande.

Se ndo puder andar, rasteje,

mas continue em frente de qualquer jeito.”

Martin Luther King Jr.
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1. Introducao

O Estado de Sdo Paulo possui a hidrografia organizada por vinte e duas Unidades de
Gerenciamento de Recursos Hidricos (UGRHI). Trata-se de um modelo de gestdo dos
recursos hidricos que visa a preservacio, conservacdo e recuperacao dos mesmos. Assim,
cada uma das bacias hidrogrificas deste estado € classificada em uma dessas UGRHI

(CETESB, 2009 e 2012).

UGRHI
1 Mantiqueira 12 Baixo/Pardo/Grande
2 Paralba do sul 13 Tietd/Jacaré
3 Litoral norte 14 Alto Paranapanema
4 Pardo 15 Turvo/Grande
5 Piracicaba/Capivar/Jundiai 16 Tietd/Bataha
6 Alto Tieté 17 Médio Paranapanema
7 Baixada Santsta 18 Séao José dos Dourados
8 Sapucal/Grande 19 Baixo Tietd
9 Mogkguagu 20 Aguapei
10 Tieté/Sorocaba 21 Peixe
11 Rib, de iguape e Litoral sul 22 Pontal do Paranapanema

Figura 1: Unidades de Gerenciamento de Recursos Hidricos do Estado de Sao Paulo. A seta indica a 5*
UGRHI, referente a Bacia PCJ. Fonte: Matsumura-Tundisi et al., 2011.

A bacia hidrografica dos rios Piracicaba, Capivari e Jundiai (Bacia PCJ) pertence a
5* UGRHI do Estado de Sdo Paulo e abrange drea de 58 municipios, totalizando
aproximadamente cinco milhdes de habitantes. O municipio de Campinas/SP esta inserido

nesta bacia hidrogréfica, que representa uma das regides mais importantes do Brasil devido



ao seu desenvolvimento econdmico, que representa cerca de 7% do PIB Nacional, e ao seu

grau de urbanizac¢do, que atingird 96,8% no ano de 2020, segundo Consércio PCJ (2012).
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Figura 2: Bacia hidrografica dos rios Piracicaba, Capivari e Jundiai (PCJ). A seta indica a
curso do rio Atibaia na bacia PCJ. Fonte: Agéncia Nacional das Aguas (ANA).

O rio Atibaia pertence a bacia PCJ (Figura 2) e apresenta vital importancia para a
cidade de Campinas, uma vez que € responsdvel pelo fornecimento de 94% da &4gua
destinada ao consumo humano desta cidade, que também 4 abastecida pelo rio Capivari.
Este rio atravessa uma regido urbanizada, com alta densidade populacional e apresenta
como finalidade preponderante para o homem, o abastecimento publico (CETESB, 2012).

Em Campinas, a Sociedade de Abastecimento de Agua e Saneamento S/A
(SANASA) é uma autarquia da prefeitura do municipio e responsavel pelas atividades de
saneamento como a captacao, o tratamento e a distribui¢cdo de dgua para consumo humano,

bem como a coleta, o afastamento e o tratamento de efluentes domésticos. Atualmente,



Campinas conta com 1,09 milhdes de habitantes, sendo que destes, 99% sao abastecidos
com 4gua tratada e, 88% atendidos com coleta de esgoto doméstico (SANASA, 2013).

O controle da qualidade da dgua destinada ao consumo humano em Campinas é
realizado pela Sanasa, que segue as determinacdes previstas pela Portaria n® 2.914/2011
(BRASIL, 2011), do Ministério da Saide (MS) — legislacdo vigente que dispde sobre os
procedimentos de controle e vigilancia da qualidade da dgua para consumo humano e seu
padrdo de potabilidade (SANASA, 2013).

Quanto a qualidade da dgua bruta captada do rio Atibaia, na cidade de Campinas,
este rio se enquadra na classe 2, de acordo com os critérios estabelecidos na Resolucido N.
357 do Conama - Conselho Nacional do Meio Ambiente (BRASIL, 2005). Esta resolucao
dispde sobre a classificacio dos corpos de &dgua e diretrizes ambientais para seu
enquadramento, bem como estabelece as condicdes e padrdes de lancamentos de efluentes
(SANASA, 2013).

Vale ressaltar que o lancamento de efluentes nao tratados ou parcialmente tratados
representa a principal causa de contaminagdo e deterioracdo dos corpos hidricos no Estado
de Sdo Paulo. A reducdo da qualidade das dguas dos rios, reservatdrios, estudrios e
costeiras restringe seu uso e contribui para o aumento da ocorréncia de doencas de
veiculacdo hidrica, ou seja, causadas pelo contato ou pela ingestdo de dgua contaminada
com organismos patogénicos (CETESB, 2012).

Os esfor¢os da Sanasa contribuem para que Campinas atinja a capacidade instalada
de tratamento de esgoto de até 80% de tratamento do esgoto produzido na cidade
(SANASA, 2013). No entanto, do total de esgoto produzido por toda a Bacia PCJ, apenas
53% & tratado. O Indice de Coleta e Tratabilidade de Esgoto da Populacio Urbana de
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Municipios (ICTEM) da Bacia PCJ € de 5,31, abaixo da média estadual de Sao Paulo (5,49)
e de regides como a UGRHI Sapucai/Grande (9,81), Aguapei (9,66), Sdo José dos
Dourados (8,39) e outras. O ICTEM destaca o desempenho do sistema de tratamento de
esgoto dos municipios levando em consideracdo o percentual de coleta e de tratamento de
esgoto (CETESB, 2012).

Dessa maneira, inserido na Bacia PCJ, o rio Atibaia encontra-se impactado pelas
descargas de esgotos domésticos e industriais e por sistemas de tratamento de esgoto
ineficientes (CETESB, 2009 e 2012). Estudos cientificos desenvolvidos por institui¢des de
pesquisa como a Unicamp, Companhias de Saneamento como a Sanasa, e pela Companhia
Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB) confirmam a deterioracdo das dguas deste
manancial (CANTUSIO-NETO e FRANCO, 2004; FRANCO et al., 2012b; CETESB,
2012; SATO et al., 2013).

Esta deterioracdo é comprovada pelos indicadores de contaminagdo fecal como os
micro-organismos Escherichia coli e Clostridium perfringens. O primeiro micro-organismo
¢ bacilar, Gram-negativo, aerébio ou anaerdébio facultativo, pertencente a familia das
Enterobacteriaceae e constituinte da microbiota normal do intestino do ser humano e outros
animais de sangue quente. Em microbiologia ambiental é utilizado como o principal
indicador microbiolégico de contaminacdo fecal em dguas. O segundo micro-organismo
possui formato de bastdo, Gram-positivo, anaerdbico e formador de esporos. Em
microbiologia ambiental € utilizado como indicador de contaminagdo fecal remota em

aguas, ja que seus esporos apresentam grande resisténcia a fatores ambientais adversos

(SILVA et al., 2010; JUNQUEIRA et al., 2012; SANASA, 2013).



Diante disso, a presenca de esporos de C. perfringens em amostras de d4gua pode ser
correlacionada com a presenga de cistos e oocistos de protozodrios patogénicos de origem
fecal, como Giardia spp. e Cryptosporidium spp., ja que também sio bastante resistentes a
fatores ambientais adversos (CANTUSIO-NETO et al., 2010; JUNQUEIRA et al., 2012;
CETESB, 2012; SANASA, 2013).

Estes protozodrios estdo entre os principais contaminantes associados a veiculacao
hidrica e causam grande preocupacao para a saide publica e autoridades sanitdrias. Ambos
sdo comumente encontrados em mananciais de captacdo de dgua destinada ao consumo
humano e juntos, foram responsaveis por 95,5% dos surtos de veiculagdo hidrica causados
por protozodrios, reportados no periodo de 2004 a 2010 (CANTUSIO-NETO et al., 2010;
ARAUIJO et al., 2011; BALDURSSON e KARANIS, 2011).

Diante da significativa relevancia destes patdgenos no cendrio mundial de saidde
publica, diversos paises possuem, em suas legislacdes aplicadas ao controle e vigilancia da
qualidade da dgua, determinacdes quanto ao monitoramento de cistos de Giardia spp. e
oocistos de Cryptosporidium spp. em 4dguas destinadas ao consumo humano.

No Brasil, foi publicada pelo Ministério da Saide em 12 de dezembro de 2011, a
Portaria n. 2.914. Esta legislacdo revisa e substitui a versdo anterior, a Portaria n. 518 de
2004 (BRASIL, 2004), e determina o monitoramento de cistos de Giardia spp. € oocistos
de Cryptosporidium spp. nos pontos de captacdo de adgua destinada ao consumo humano
quando a concentracdo de E. coli for superior a 1000 UFC /100mL. Esta nova versao
representa um avango com relacdo a detec¢do de protozodrios e seus métodos analiticos

(BRASIL, 2011).



Atualmente, os métodos de deteccdo de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. em amostras hidricas contemplam basicamente trés etapas: 1)
concentracdao da amostra; ii) purificacdo da amostra pela Separacdo Imunomagnética (IMS)
ou métodos convencionais e; iii) visualizacio e quantificacdo dos organismos alvo
(FRANCO, 2007; CANTUSIO-NETO et al., 2010; USEPA, 2012).

O método de referéncia internacional para deteccdo destes patdgenos em amostras
hidricas, preconizado pela Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) ¢
o Método 1623.1 (USEPA, 2012), versdo atualizada do Método 1623 (USEPA, 2005).

Com relacdo a primeira etapa, de concentracdo da amostra, de acordo com o Método
1623.1 ha trés opg¢des de filtro descritas tanto para o uso com dgua bruta quanto para o de
dgua tratada: Envirochek® HV, Filta-Max® e PCFC (fluxo-concentracao). Também sao
consideradas para a etapa de concentragdo opgdes alternativas a estas descritas no Método
1623.1. Dentre elas estdao: Método de Filtracio em Membranas (FM) (FRANCO;
CANTUSIO NETO; BRANCO, 2001) e Método de Floculagdo em Carbonato de Calcio
(FCC) (VESEY et al., 1993).

Na segunda etapa, a Separagdo Imunomagnética (IMS) promove a purificacdo da
amostra, mediante o uso do Kit Dynabeads® GC Combo, que permite separar 0s
organismos-alvo de sujidades presentes nas amostras. Desta forma, facilita a etapa de
visualizagdo com a redugcdo de falso-positivos, contribuindo para eficicia do método
(QUINTERO-BETANCOURT; PEELE; ROSE, 2002; CANTUSIO-NETO, 2011).

A IMS consiste na separagcdo seletiva dos cistos de Giardia spp. € oocistos de
Cryptosporidium spp. do restante da amostra. Para isso, utiliza-se de esferas microscopicas,
uniformes e paramagnéticas denominadas beads, que sdo recobertas com anticorpos
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purificados contra cistos (beads anti-Giardia) e oocistos (beads anti-Crypto) (CANTUSIO
et al.,, 2010). Entdo, por meio de uma reacdo antigeno-anticorpo formam-se complexos
bead-cisto e bead-oocisto, que posteriormente sdo dissociados por reacdo em meio dcido -
dissociacdo 4cida, ou por calor - dissociagdo térmica (USEPA, 2005; USEPA, 2012;
WARE et al., 2003).

Por fim, a terceira etapa consiste na visualizacdo e quantificacdo dos organismos
alvo com o microscopio de epifluorescéncia, mediante Reacdo de Imunofluorescéncia
Direta (RID), com posterior confirmacdo da morfologia pelo teste de coloragdao com 4',6-
diamidine-2-phenylindole (DAPI), e microscopia de contraste de interferéncia diferencial
(DIC) (USEPA, 2012).

Assim, diante da importincia do monitoramento dos protozodrios patogénicos
Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em dguas destinadas ao consumo humano, este
trabalho propds a avaliagdo da aplicabilidade de dois diferentes métodos de deteccao de
cistos e oocistos em amostras hidricas, levando em consideracdo caracteristicas inerentes a
matriz analisada, como a variacdo de turbidez. Além disso, foram realizados também,
estudos da etapa de purificacdo pela Separacdo Imunomagnética (IMS), visando avaliar o
desempenho das dissociacdes, 4cida e térmica, bem como investigar possiveis perdas dos

organismos-alvo na execucao da IMS.






2. Revisao de literatura

2.1. Protozoarios de veiculacao hidrica

Doencas causadas por patégenos de veiculacdo hidrica ocorrem em todo o mundo
causando grande preocupacdo as autoridades sanitdrias. Dados globais do ‘Instituto Trata
Brasil’ apontam que cerca de cinco mil criancas morrem diariamente, por conta de doencas
diarreicas causadas pela falta de acesso a dgua de qualidade e de coleta e tratamento de
esgoto (INSTITUTO TRATA BRASIL, 2010).

Uma vez contaminada, a 4gua atua como uma eficiente veiculadora de patégenos
em razdo de sua grande capacidade de dispersdo, do uso abrangente e consumo obrigatdrio
(REBOUCAS; BRAGA; TUDISI et al., 2002).

Dentre os diversos agentes patogénicos veiculados pela dgua, protozodrio e virus
vém se tornando 0s mais preocupantes, uma vez que sao bastante resistentes as condigdes
ambientais adversas e capazes de causar infeccdes mesmo com baixas doses infectantes
(GALE e STANFIELD, 2000; FRANCO; BRANCO; LEAL, 2012a).

Os protozodrios parasitas de veiculacdo hidrica estdo amplamente distribuidos pelo
mundo e as doencas causadas por eles representam impactos em sauide publica, saude
ambiental e também na economia dos paises afetados. Estes parasitas sdao uma das
principais causas para os 4 bilhdes de casos de diarréia que causam 1,6 milhdes de mortes
por ano (BALDURSSON e KARANIS, 2011).

Dentre os diversos protozodrios patogénicos transmitidos pela dgua, os principais
sdo Cryptosporidium spp. e Giardia spp., responsaveis por 60,3% e 35,2%,
respectivamente, dos surtos de veiculagdo hidrica causados por protozodrios no periodo de

2004 a 2010 em todo o mundo, segundo Baldursson e Karanis (2011). Outros protozoarios
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parasitas com relevancia em transmissdo hidrica sdo: Toxoplasma gondii, Entamoeba
histolytica, Acanthamoeba spp., Cyclospora cayetanensis, Microsporidia, Isospora,
Blastocystis hominis, Sarcocystis spp., Naegleria spp. e Balantidium coli. (BALDURSSON
E KARANIS, 2011).

Apesar do destaque epidemiolégico mundial de Cyptosporidium spp. e Giardia spp.,
nao ha notificado no Brasil nenhum surto de veiculacdo hidrica causado por estes
protozoarios. Os pesquisadores atribuem esta auséncia a fatores clinicos, como a
negligéncia da criptosporidiose e da giardiose, a ndo obrigatoriedade de exames clinicos
para deteccao de Cryptosporidium e Giardia na rotina parasitolégica quando avaliada
gastroenterites, e a fatores ambientais, como a complexidade dos métodos de deteccdo em
amostras ambientais, necessidade de recursos humanos treinados e alto custo de
implementacdo e operacdo destes métodos.

No entanto, hd no Brasil trés casos notificados de surtos de veiculacdo hidrica
causados por outros protozodrios. O primeiro surto ocorreu no municipio de General
Salgado/SP, no periodo de setembro a dezembro de 2000 e foi causado por Cyclospora
cayetanensis (EDUARDO et al., 2008); o segundo surto, também causado pelo mesmo
protozodrio, ocorreu na cidade de Antonina/PR, em novembro de 2001 (FUNASA, 2002a);
e o terceiro surto, causado pelo protozoario Toxoplasma gondii, ocorreu em Santa Isabel do
Ivai/PR, no periodo de novembro de 2001 a janeiro de 2002 (FUNASA, 2002b).

O patogeno Cyclospora cayetanensis € um parasita coccidio que causa a
ciclosporiase que, nas infec¢Oes sintomadticas, causa diarréia. Trata-se de um patégeno
resistente ao cloro e outros desinfetantes usualmente utilizados para eliminar bactérias e
virus em sistemas de tratamento de dgua (CVE, 2000; CDC, 2013a).
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O surto de ciclosporiase ocorrido em General Salgado/SP estava associado ao
sistema de abastecimento publico de dgua da cidade que era composto por quinze pogos
artesianos com infiltracdo de dguas pluviais e esgotos, e ao tratamento da 4gua que
consistia apenas na cloragdo e fluoretacdo da mesma. Foram identificados 350 casos e para
controlar o surto e eliminar a fonte de transmissao de C. cayetanensis, foram necessarias
mudancas importantes, como: melhorias no sistema de abastecimento publico de dgua,
assim como na coleta e tratamento de esgoto; medidas educativas, monitoramento da
diarréia aguda; testes laboratoriais de todos os novos casos de diarreia; e controle da
qualidade da 4gua, durante e apds a reconstrucao dos sistemas (EDUARDO et al., 2008).

O surto de ciclosporiase ocorrido na cidade de Antonina/PR também foi causado
pela ingestdo de dgua contaminada por C. cayetanensis. Foram notificados mais de 600
casos de diarréia em uma semana com sinais e sintomas condizentes aos de ciclosporiase. A
cidade de Antonina/PR, no ano de 2000, possuia um sistema de abastecimento de dgua que
utilizava apenas cloracdo. O mesmo apresentava rede de distribuicao antiga, com mais de
50 anos, e de ferro fundido, o que contribuiu para o rompimento dos canos de distribuicao.
Dentre as medidas adotadas apds o surto, foi recomendado que a populagdo fervesse a dgua
utilizada para o consumo, além de inserida as etapas de coagulacdo e floculagdo no
tratamento da 4gua, bem como a substituicao da rede de distribui¢do do sistema publico de
abastecimento de dgua (FUNASA, 2002a).

O patégeno Toxoplasma gondii é um protozodrio coccidio intracelular, proprio dos
gatos, pertencente a familia Sarcocystidae. A toxoplasmose € geralmente assintomatica,
mas quando apresentada em sua forma branda a moderada, provoca sintomas semelhantes
aos causados por gripe, € na forma severa pode causar lesdes nos olhos e cérebro. Em
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criancas infectadas durante a gravidez pode causar retardo mental, cegueira e
anormalidades fisicas (DUBEY e JONES, 2008).

O tnico surto de toxoplasmose documentado no Brasil ocorreu em Santa Isabel do
Ivai/PR. No periodo de novembro de 2001 a janeiro de 2002, aproximadamente 600
pessoas apresentaram sintomas compativeis com os de toxoplasmose e 426 apresentaram
sorologia sugestiva de infeccdo aguda por 7. gondii. A partir disso, foram realizados
mapeamento dos casos, estudos epidemiolégicos, laboratoriais e ambientais (MOURA et
al., 2006).

Dentre os pacientes com sintomas, 290 foram confirmados com toxoplasmose. As
investigacdes associaram os casos de toxoplasmose, principalmente, ao consumo de dgua
de um determinado reservatdrio, ja que inspe¢des evidenciaram infiltragcdes e vazamentos
no mesmo, além da presenca de felinos com sorologia reatora para toxoplasmose, que
habitavam o interior da casa de mdaquina. Quanto a origem da dgua, era proveniente de
poco, ndo havia filtracdo e a cloracdo era inadequada. Este surto registrado no Brasil
constituiu 0 maior surto de toxoplasmose relatado do mundo, superando em nimero de
casos detectados o surto ocorrido na cidade canadense de British Columbia, considerado até

entdo, o maior surto da doenga com 100 casos registrados (FUNASA, 2002b).

2.1.1. Cryptosporidium spp. e Giardia spp.

O protozoario Cryptosporidium spp. € considerado um dos principais contaminantes
biologicos da agua (ROSE; HUFFMAN; GENNACARO, 2002). Giardia spp. €, por sua
vez, um dos patégenos relatados com maior frequéncia em 4guas de recreacio, além das
aguas destinadas ao consumo humano (CRAUN, G; CALDERON; CRAUN, M, 2005;

SCHUSTER et al., 2005, FRANCO; BRANCO; LEAL, 2012a).
12



A transmiss@o hidrica é o principal meio de dispersdo destes organismos ja que a
abundancia no ambiente e 0 pequeno tamanho dos cistos e oocistos (formas de resisténcia e
transmissdo) os tornam potencialmente capazes de atravessar as barreiras fisicas das
estacoes de tratamento de d4gua. Essas caracteristicas somadas a resisténcia aos
desinfetantes quimicos usualmente utilizados nestas estacdes, bem como a baixa dose
infectante (9 a 1042 oocistos de Cryptosporidium spp. e 10 a 25 cistos de Giardia spp.) sdo
fatores que contribuem para a ocorréncia dos surtos de criptosporidiose e giardiose
documentados (OKHUYSEN e CHAPPELL, 2002; KATZ et al., 2006; SANTOS et al.,
2013).

Cryptosporidium spp. € um protozodrio pertencente ao filo Apicomplexa, classe
Coccidea e ordem Eimeriidae. Trata-se de um parasita intracelular intestinal que infecta
diversas espécies animais, como: aves, caes, gatos, roedores, répteis, ovinos, bovinos, entre
outros (CVE, 2002). Nos dltimos anos, novas espécies pertencentes ao género

Cryptosporidium foram descritas, inclusive outras espécies zoonéticas que exibem

potencial infectante para o homem, conforme tabela 1.

Tabela 1: Espécies de Cryptosporidium aceitas e infectividade para o ser humano.

. Infeccioso Tamanho
‘. Hospedeiro . A
Espécie .. paraoser  dos oocistos Referéncia
Principal
humano (um)
. . Morgan-Ryan
1. C hominis Homem Sim 45x54 et al.. 2002
2. C. parvum Ruminantes Sim 4,5%x5,5 Tyzzer, 1912
. . . Lyndsay et al.,
3. C. andersoni Bovinos Sim 55x74 2000
4. C. muris Roedores Sim 5,6x74 Tyzzer, 1907
. . . Ryan et al.,
5. C.suis Suinos Sim 4,4x4,9 2007
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6. C. felis

7. C. canis

8. C. bovis

9. C. rynae

10.

11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.

18.

19.

20.

C. Xiaoi
C. wairi

C. baileyi

C. meleagridis
C. gali

C. serpentis

C. fayeri

C. macropodum
C. varanii

C. ubiquitum

C. cuniculus

21.C. fragile

22. C. molnari

23. C. scophthalmi

Fellinos

Canideos

Bovinos
Bovinos
Ovelhas
Cobaios

Aves

Aves

Aves
Répteis

Cangurus

Cangurus

Lagartos
Cervos

Coelhos

sapo

peixe

peixe

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

14

4,5x5,0

3,68 x 5,88

4,63 x 4,89

3,16 x 3,73

2,94 x 3,44

4,0x4,8

5,2x6,3
4,5x4,6
6,2 x 8,5
4.8%x5,6

4,3x49

49x35,1

4,7x4,8

5,04 x 4,66

5,98 x 5,38

6.2x35.5

4,7x4,5

4,4x 3,9

Iseky, 1979

Fayer et al.,
2001; Pedraza-
Diaz et al.,
2001

Fayer et al.,
2005

Fayer et al.,
2008

Fayer & Santin,
2009

Valterling et
al., 1971

Current et al.,
1986

Slavin, 1955

Ryan et al.,
2003

Levine, 1980

Ryan et al.,
2008

Power & Ryan,
2008

Pavlasek &
Ryan, 2008

Fayer et al.,
2010

Robinson et al.,
2010

Sitja’-
Bobadilla, A. et
al., 2005

Alvarez-
Pellitero, et
al.,2009



Ne“mejc et
al.,2013

Ren, et al.,
25. C. tyzzeri rato Sim 4,6 x 4,2 2012; Raskova’
et al.,2013

24. C. scrofarum suinos Sim 5,2x4,8

Elwin et
al.,2012;
Insulander et
al.,2012

26. C. viatorum Homem Sim 54x4,7

Fonte: Franco; Branco; Leal., 2012a.; Chalmers e Katzer, 2013.

O Cryptosporidium spp. € conhecido como um dos maiores causadores de doencgas
transmitidas por dgua nos Estados Unidos, podendo também ser encontrado no solo,
alimentos e superficies contaminadas por fezes. A forma infectante é o oocisto, que possui
uma camada protetora que o permite sobreviver fora do hospedeiro por muito tempo, além
de protegé-lo contra a desinfec¢do (CDC, 2013).

Em paises em desenvolvimento, estima-se que 250-500 milhdes de casos de
criptosporidiose ocorram por ano, contribuindo significativamente para elevacdo da
mortalidade infantil. A doenga, transmitida pela rota fecal-oral, pode ser assintoméatica em
imunocompetentes, mas geralmente, causa diarréia, dor abdominal e nduseas moderada . J&
em individuos imunodeficientes a doenca pode se manifestar de forma mais severa, cronica
e as vezes fatal (WU et al., 2012; CDC, 2013).

Em paises desenvolvidos inumeros surtos associados a contaminacdo de dgua para
consumo humano tém sido reportados, como no Reino Unido, Austrdlia e Suécia (WU et
al., 2012). O mais grave e mais conhecido foi o surto de Milwaukee em 1993
(MACKENZIE et al., 1994).

Giardia duodenalis (sinonimia Giardia lamblia e Giardia intestinalis) é um

protozodrio parasita flagelado que se reproduz no intestino delgado causando giardiose.
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Trata-se de um patégeno cosmopolita capaz de infectar uma ampla gama de hospedeiros,
incluindo animais domésticos, selvagens e também o ser humano. A transmissdo deste
patégeno ocorre por meio da rota fecal-oral e pode resultar em uma infeccao assintomatica,
ou causar sintomas como diarréia, mal estar, flatuléncia, esteatorreia, dores abdominais,
ndusea, anorexia e perda de massa corporal (CANTEY et al., 2011).

Giardia duodenalis € um dos principais causadores de doencas diarréicas no mundo.
Nos Estados Unidos, Giardia é detectada em 4% - 7% das amostras de fezes oriundas de
pacientes com diarréia. Apesar de aproximadamente 20.000 infec¢des causadas por Giardia
serem reportadas ao Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC) no periodo de
2006 a 2008, estima-se que o nimero real de infec¢cdes anuais chegue a 1,3 milhdes.

De acordo com antiga sistemdtica, baseada na morfologia, Giardia pertence ao filo
Sarcomstigophora, Sub-filo Mastigophora (Flagellata), Classe Zoomastigophora, Ordem
Diplomonadida a Familia Hexamatidae (MORRISON et al., 2007). Ja segundo a nova
sistemdtica, baseada na genética e dados bioquimicos e estruturais, Giardia pertence ao Filo
Metamonada, Sub-filo Trichozoa, Superclasse Eopharyngia, Classe Trepomonadea,
Subclasse Diplozoa, Ordem Giardiida e Familia Giardiidae (PLUTZER; ONGERTH;
KARANIS, 2010).

Entre as espécies de Giardia (tabela 2), somente Giardia duodenalis é capaz de
infectar o ser humano. Com o advento da biologia molecular foi possivel confirmar o
cardter zoonotico de Giardia duodenalis. O parasito apresenta grande diversidade genética,
considerado um complexo de espécies, subdividido em sete gendtipos ou assembléias,

conforme tabela 2.
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Tabela 2: Espécies e genétipos do género Giardia.

Hospedeiros

Tamanho dos

Espécie Genotipo Principais cistos (um) Referéncias
Humanos e outros
primatas, canideos, Homan et al.,
A felinos, bovinos, 12-15 x 6-8  1992; Mayrhofer
roedores, animais et al., 1995
silvestres
Humanos e outros Homan et al.,
B primatas, canideos,  12-15x 6-8  1992; Mayrhofer
animais silvestres et al., 1995
Giardia duodenalis C Cam’deos 12_15 X 6-8 Meloni &
(G. lamblia e G. Thompson, 1987
intestinalis) :
D Canideos 12-15x 6.8  Monis etal,
1998
p o Bovioseammais 545,68 Eyetal, 1997
de pastoreio
. Monis et al.,
F Felinos 12-15 x 6-8 1999
Monis et al.,
G Roedores 12-15 x 6-8 1999
G. agilis - Anfibios 20-30 x 4-5 Kunstler, 1882
G. muris - Roedores, avese ¢ 15, 5.7 Grassi, 1879
répteis
. . _ Erlandesen &
G. psittaci Aves 14 x 6,0 Bemrich, 1987
_ Erlandesen et al.,
G. ardeae Aves 10 x 6,5 1990
G. microti - Roedores 12-15 x 6-8 Feely, 1988

Fonte: Franco; Branco; Leal, 2012a.

2.2, Métodos de deteccio de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp em agua.
O monitoramento de protozodrios em dguas € realizado em paises como Estados

Unidos (Drinking Water Standard and Health Advisories - USEPA), Inglaterra (Drinking

Water Inspectorate), Austrdlia (Drinking Water Guidelines) e outros. Os dados obtidos
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empregando o método “ICR — Information Collection Rule - Protozoan Method for
detecting Giardia cysts and Cryptosporidium oocysts in water by fluorescent antibody
procedure” (USEPA, 1995) apresentavam muitas desvantagens, tais como: complexidade
técnica, baixas taxas de recuperacdo, resultados falso-negativos e falso-positivos
(CLANCY et al., 1999; ALLEN; CLANCY; RICE, 2000; FRANCO; CANTUSIO NETO;
BRANCO, 2001; NHMRC, 2011; USEPA, 2012).

Em 1996, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) iniciou
um programa com o objetivo especifico de identificar métodos analiticos para o
monitoramento de Cryptosporidium e Giardia em amostras de dguas. Os métodos 1622 e
1623 (USEPA, 1998 e 1999) foram desenvolvidos em resposta a essa iniciativa
(CANTUSIO-NETO, 2008).

A inclusdo de novos procedimentos de filtracdo, como a utilizacdo de cédpsulas de
filtracdo (Envirocheck®; Gelman Sciences) ou de eluicdo, como a separagdo
imunomagnética (IMS) dos oocistos e cistos (Dynalbeads®; Dynal Technologies,
Austrdlia), acarretou um aumento significativo da performance do Método 1623 (USEPA,
1999) com eficiéncia de recuperacao de 19,5% a 54,5% (MCCUIN e CLANCY, 2003).

Os métodos de recuperacao e detecgc@o de protozodrios na d4gua envolvem trés etapas
: coleta e filtracdo da amostra de dgua com a finalidade de recuperar ou capturar os
parasitas (cistos e oocistos); seguidas de eluicdo e purificagdo da amostra e, por fim,
visualizacdo e enumeracdo dos protozodrios por microscopia de imunofluorescéncia
(JAKUBOWSKI et al., 1996; USEPA, 1999 e 2005).

Os procedimentos iniciais para detec¢ao de Cryptosporidium spp. € Giardia spp.
incluiam filtragdo de grande volumes de agua (1.000 L para dgua tratada e 100 L para dgua
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bruta), e utilizavam filtros de cartucho de polipropileno de porosidade de 1 um. A eluicao
era conduzida com detergente e mediante a extracio mecanica dos oocistos ou cistos a
partir das fibras do filtro. Para a etapa de purificacdo, o liquido de eluicdo resultante era
centrifugo-concentrado a 1.100 — 1.500 x g, com a finalidade de obter um pellet de até 5
mL, que era purificado utilizando-se sacarose ou Percoll- sacarose (com gravidade
especifica de 1,1) e visualizacdo mediante Reacdo de Imunofluorescéncia Direta (RID).

Dentre as limitagdes apresentadas por esta metodologia, estavam: ndao fornecer
informagdes sobre a espécie ou a infectividade das formas de resisténcia dos protozodrios;
resultados falsos positivos e negativos; grande variabilidade e baixa efici€éncia de
recuperagdo, variando de 14,0% a 44,0% (MUSIAL et al., 1987; JAKUBOWISKI et al.,
1996). A performance e sensibilidade do método dependia da presenca ou concentracio de
fatores interferentes como turbidez, microalgas, argila e polimeros coagulantes usados nos
processos de tratamento, como residuos de ferro e aluminio (USEPA, 1995).

A técnica de Filtragdo em Membranas, empregada por Aldom e Chagla em 1995, foi
desenvolvida, inicialmente, para deteccdo de oocistos e cistos em dgua tratada e, hd algum
tempo, este método também € considerado para determinacdo destas formas em dgua bruta.
A amostra ¢ filtrada utilizando-se bomba de vacuo e sistema porta-filtro e consiste na
captura dos oocistos em membranas. Em seguida, o material é eluido a partir da superficie
da membrana por: dissolu¢do em acetona e etanol ou extragdo mecanica (mediante lavagem
da membrana com solu¢do Tween 80 a 0,01% e raspagem da mesma), considerando os
diferentes protocolos. O material resultante € concentrado por dupla centrifugagdo (10

minutos a 1050 x g). Ha variagdes desta metodologia nas quais se empregam membranas de
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diferentes tamanhos: 293 mm (ONGERTH e STIBBS, 1987), 142 mm (DAWSON et al.,
1993), e 47 mm (FRANCO; CANTUSIO NETO; BRANCO, 2001).

Segundo Carreno (2001) a influéncia do método de elui¢do diminui a infectividade
a cada etapa na dissolu¢do em acetona e, dependendo do método empregado para eluicao,
perdas sdo consideradas. A média de eficiéncia de recuperacdo varia de 25,5% a 70,5 %
(DAWSON, 1993; ALDOM e CHAGLA, 1995).

A turbidez da dgua € o maior fator limitante desta técnica, pois pode ocorrer rapida
obstru¢ao da malha filtrante, com conseqiiente redu¢do do volume efetivamente filtrado e
necessidade de substituicdo das membranas para filtrar todo o volume estipulado
(FRANCO; BRANCO; LEAL, 2012a).

A técnica de floculagdo foi proposta como método de concentracdo de volumes de
10 L de 4agua por precipitacdo e floculacdo quimica com carbonato de cdlcio (VESEY et al.,
1993). Em uma primeira etapa, sdo adicionadas solu¢des de cloreto de cdlcio e bicarbonato
de sédio aos volumes de até 10 L de amostra; a seguir, o pH € ajustado para 10,0 (com
hidréxido de sédio) sendo a preparagdo mantida em repouso por um periodo de, no minino
4 horas ou “overnight” em temperatura ambiente. O precipitado ¢ dissolvido com acido
sulfamico, a suspensdo obtida € centrifugada e analisada por rea¢do de imunofluorescéncia.

Dentre as limitacdes inerentes a esta metodologia, estdo: a possibilidade de
ocorréncia de resultados falso-positivos ou negativos, j4 que o sedimento resultante €
extremamente rico em material particulado, interferindo na reacdo de imunofluorescéncia;
além disso, as variacdes nas concentragdes dos reagentes e do pH causam uma diminui¢ao
do numero de organismos floculados. O emprego de outros agentes floculantes acarreta
reducdo da fluorescéncia dos cistos e oocistos ou aumento da fluorescéncia residual. Vale
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lembrar que a manipulac@o de reagentes dcidos e bases fortes requerem cuidado laboratorial
(CANTUSIO-NETO, 2008; FRANCO; BRANCO; LEAL, 2012 a).

Esta técnica também ndo fornece informacgdes sobre a espécie ou infectividade e ndo
se aplica a amostras com baixa turbidez. A eficiéncia de recuperacdo estd entre 30,0% a
40,0% (FRICKER e CRABB, 1998; FRANCO, CANTUSIO NETO; BRANCO, 2001;
CANTUSIO-NETO, 2004).

Em 2010, Cantusio Neto e colaboradores avaliaram os métodos de floculacdo em
carbonato de cdlcio, proposto por Vesey (1993) e de filtracio em membranas, proposto por
Franco; Cantusio Neto e Branco (2001), aplicando ou ndo a etapa de purificacdo por
separagao imunomagnética (IMS). A filtracdo em membranas apresentou maior eficiéncia
de recuperagdo nas amostras de dgua ultra pura inoculadas com Easy Seed®. Nos ensaios
com amostras de dgua bruta, inoculados artificialmente com Color Seed®, houve pequena
reducdo na eficiéncia de recuperacdo dos organismos. Os autores concluiram que as
caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas das amostras, principalmente variacdes de
pH e turbidez, acarretam grande variabilidade na recuperacdo.

O desempenho para cada método utilizado, principalmente para dguas brutas
superficiais, é afetado por véarios fatores que impdem limitagdes como: ndao fornecer
informacgdes sobre espécie ou infectividade; sofrer interferéncia direta da turbidez da dgua
implicando no volume a ser filtrado; e ser influenciado pelo teor de ions de ferro que sao
comumente encontrados nas amostras hidricas devido a adi¢ao de floculantes utilizados nos
sistemas de tratamento (etapa de coagulacio), conforme Cantusio-Neto (2008).

Com intuito de promover melhorias na detec¢do dos protozodrios em aguas, o
Meétodo 1622 representou um grande avanco em relacdo aos métodos entdo existentes por
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incluir uma etapa de purificacdo que emprega a separacdo imunomagnética (IMS), ao invés
de procedimentos convencionais de purificacdo.

A purificagdo por separacdo imunomagnética (IMS) promove a separacdo seletiva
dos cistos e oocistos do restante da amostra. Apds a filtracdo da amostra de dgua em
cépsulas de filtracdo (Envirocheck® ou Filta-Max®), procede-se a eluicdo de acordo com
os respectivos protocolos, resultando em volume de 10 mL que serd submetido a IMS. A
amostra € incubada sob rotacdo (1 hora a 20 rpm) com solu¢cdo tampdao e microesferas
magnetizadas (beads) conjugadas com anticorpos anti-Cryptosporidium. Essas
microesferas, em uma reac¢do antigeno-anticorpo, se ligam especificamente aos oocistos. O
tubo de Leighton, contendo a suspensdo de parasitos e microesferas € inserido em um ima
(concentrador magnético de particulas), que promove a separacdo dos complexos
microesfera-anticorpo-oocisto do restante da amostra. Posteriormente, os oocistos sao
dissociados das microesferas mediante reacdo em meio acido (4cido cloridrico 0,1 N). Os
oocistos purificados sdo transferidos para as laminas de imunofluorescéncia, previamente
tratadas com solucdo bésica para neutralizagdo, para posterior reacao de visualizagdo.

Porém, o Método 1622 era destinado a deteccio apenas de oocistos de
Cryptosporidium spp., e logo foi substituido pelo Método 1623 (USEPA, 2005) que
contempla também, a deteccdo de cistos de Giardia spp.. O método 1623 prevé, além do
uso de separagdo imunomagnética, a filtracdo de volumes menores (10 litros) e uso de
cépsulas contendo filtros de polisulfona.

Franco e colaboradores (2012b) avaliaram trés protocolos de concentracdo de cistos
de Giardia spp e oocistos de Cryptosporidium spp., incluindo: floculacdo em carbonato de
calcio, filtracio em membranas de 47 mm (porosidade de 3 pm) e filtracio com sistema
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Filta-Max®. Nos ensaios com amostras de dgua ultra pura, o Filta-Max® obteve os
melhores resultados de recuperacdo dos organismos, entretanto apresentou grande
dificuldade em recupera-los nas amostras de dgua bruta. Nestes ensaios, as técnicas de
filtracdo em membranas e floculacio em carbonato de célcio conseguiram recuperar 0S
organismos, porém também foram diretamente influenciados pela interferéncia da turbidez.

Vale ressaltar que em janeiro de 2012 a USEPA publicou o Método 1623.1
(USEPA, 2012), versdao que revisa e substitui o Método 1623 (USEPA, 2005). A nova
versao manteve o escopo da anterior e, contempla basicamente as mesmas etapas, com
algumas modificacdes. Dentre as principais, estdo: novos valores dos critérios de aceitacao
para o Controle de Qualidade Analitica (CQA) para média da efici€éncia de recuperacio e
precisdo; inser¢ao de procedimentos visando o aprimoramento da etapa de purificacdo por
Separagao Imunomagnética (IMS), como a lavagem das “beads” aderidas ao tubo, a
remog¢ao de materiais magnéticos (ferro e outros), ajuste do pH e, a inclusdo da dissociacdo
térmica como opg¢ao para etapa de purificagao (USEPA, 2012).

O Meétodo 1623.1 (USEPA) possui uma secao de Controle de Qualidade Analitica
que visa reduzir possiveis erros e promover dados confidveis na andlise de protozoarios de
veiculacdo hidrica, que consiste em: 1- demonstrar a capacidade inicial do laboratério em
realizar a andlise mediante teste de Precisdo inicial e Recuperacdo (IPR); 2- testar o efeito
da matriz de dgua e, 3- atestar a precis@o na rotina do laboratério mediante a inoculacido de
cistos e oocistos artificiais em diferentes matrizes de adgua.

A TPR consiste no processamento de quatro amostras de dgua ultra pura (10 litros)
contaminadas artificialmente com suspensdo comercial de cistos e oocistos (Easy Seed®),
determinando-se a recuperacdo média e a precisdo (expresso em valores de Desvio Padrao
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Relativo — DPR). Os resultados encontrados devem atender aos critérios de CQA do
método 1623.1, que apresentam novos valores em relacio ao Método 1623 (tabelas 3).

O teste do efeito da matriz de d4gua consiste em ensaio simultdneo com a andlise da
amostra de campo mediante o uso de suspensdes comerciais de oocistos purificados,
irradiados e marcados com um fluorocromo diferente do isotiocianato de fluoresceina
(FITC), que € conjugado ao anticorpo monoclonal dos kits comerciais usados para a
visualizac@o dos protozodrios. O fluorocromo sulforodamina, cujo nome comercial é Texas
Red®, tem sido empregado com maior frequéncia para marcar os Cistos € 0ocistos a serem
utilizados nos ensaios de efeito da matriz. Ou seja, uma vez processada a amostra de dgua,
0s protozodrios naturalmente presentes e aqueles semeados (controle positivo interno —
Color Seed®) sdo quantificados de forma distinta utilizando-se filtros especificos para cada
fluorocromo (FITC: excita¢do: 495 nm; emissdo: 521 nm; Texas Red: excitacdo: 580 nm;
emissdo: 615 nm). Com esse procedimento, determina-se a interferéncia que as
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas da amostra de dgua analisada ocasionam
na eficiéncia de recuperacdo. Os valores obtidos devem satisfazer os critérios de aceitagao
estabelecidos pelo Método 1623.1 (USEPA, 2012).

Por fim, a precisdo na rotina do laboratério € atestada mediante a inoculacio
artificial de cistos e oocistos em diferentes matrizes de dgua (controles positivos), controle
negativo (para assegurar auséncia de contaminacao) e controle de coloragdo (CANTUSIO-

NETO et al.,, 2011; FRANCO; BRANCO; LEAL, 2012a).
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Tabela 3: Valores dos critérios de aceitagdo do CQA para o Método 1623 e Método 1623.1.

Método 1623 Método 1623.1
Cryptosporidium Giardia i Cryptosporidium Giardia
Spp- Spp- Spp- Spp-
Média 24 - 100 24— 100 38100  27-100
Recuperacdo (%)
IPR
Precisao (DPR) 55 49 37 39
Média 13- 111 15-118 32 - 100 8 - 100
Matriz Recuperagio (%)
Spike )
Precisao (DPR) 61 30 46 97

Fonte: USEPA, 2005 e 2012.

Para a etapa de visualizacdo e enumeracdo, os organismos sdo transferidos para
laminas e incubados com anticorpos direcionados contra os epitopos da parede dos
(oo)cistos, conjugados com o fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC) que emite
coloragdao verde-macga brilhante. Simultaneamente a reacdo de Imunofluorescéncia Direta
(RID) é realizada a coloragdo com o corante vital DAPI (4°, 6’ — diamidino-2-phenylindol)
para teste confirmatorio da morfologia e microscopia de contraste de interferéncia
diferencial (DIC), conforme USEPA (2005).

Nos tltimos anos, a biologia molecular tem sido utilizada como uma ferramenta
muito importante nos trabalhos de microbiologia e parasitologia ambiental. Técnicas
moleculares, especificamente a Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR), sdo usadas para
monitorar patdgenos como protozodrios, virus e bactérias e, fornecem meios rapidos,
sensiveis e precisos para detectar e quantificar tais organismos. Essas técnicas tém sido
utilizadas para avaliar a qualidade microbioldgica das dguas e a efici€éncia de remocdo dos
patogenos em dguas destinadas ao consumo humano e também em efluentes tratados. A
variedade de métodos disponiveis para a aplicagdo de técnicas moleculares tem aumentado,
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e seus custos, diminuido. Esse desenvolvimento tem permitido a padronizacdo e automagao
de técnicas, como identificacdo, genotipagem, enumeracdo, avaliacdo da viabilidade e

rastreamento de patégenos (GIRONES et al., 2010).

2.3. Turbidez

Os métodos utilizados para deteccao de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em
amostras hidricas sio influenciados pelas caracteristicas fisico-quimicas da matriz de dgua,
como a turbidez (FRANCO; BRANCO; LEAL., 2012a).

Turbidez é uma propriedade fisica dos fluidos que se traduz na reducdo da
sua transparéncia devido a presenca de materiais em suspensdo que interferem na passagem
da luz através do fluido (USEPA, 2012b) e, pode ser causada por material orgénico,
inorgnico ou por uma combinagdo de ambos. E medida pelo turbidimetro, um instrumento
capaz de mensurar a perda de intensidade de um feixe de luz que passa através de uma
solu¢do. O resultado é expresso em Unidades Nefelométricas de Turbidez (NTU —
Nefelometric Turbidity Units) (WHO, 2011).

Uma das principais caracteristicas bioldgicas dos protozodrios Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. é a acentuada resisténcia dos cistos e oocistos a desinfeccdo por
cloro, cloramina e outros desinfetantes quimicos, usualmente utilizados nos processos de
tratamento de dgua destinada ao consumo humano (QUINTERO-BETANCOURT; PEELE;
ROSE, 2004). Outras formas de desinfeccdo como o0zdnio e luz ultravioleta (UV)
mostraram bons resultados para a inativacdo destes protozodrios (CRAIK et al., 2001;
HIJNEN et al., 2006), porém sua eficicia depende da turbidez da 4gua e do tempo de

exposicdo e contato com os cistos e oocistos. Ran e colaboradores (2010) detectaram

reducdo das taxas de inativagdo com o aumento da turbidez.
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Dessa forma, durante os processos de tratamento de 4gua a remocdo dos
protozodarios depende basicamente da etapa fisica. Os processos de floculagdo, coagulagao,
sedimentacdo e filtracdo atingem, em geral, remocdo de 99% dos oocistos de
Cryptosporidium spp., diminuindo o risco de contamina¢do. Micro-organismos como
bactérias, virus e protozodrios sdo, caracteristicamente, ligados a particulas em suspensao
na 4gua, e a remocao da turbidez por filtracio reduz significativamente a contaminagao
microbiolégica (WHO, 2011).

Nos dltimos anos, estudos tém investigado a relacdo entre os niveis de turbidez
antes do tratamento da dgua, a reducao da turbidez (remocao de particulas) via filtracdo, e a
reducdo de patégenos na dgua tratada. Estes estudos demonstraram que a alteracdo da
turbidez no efluente filtrado de 1,0 NTU para 0,5 e 0,3 NTU ndo representou melhoras
significativas no controle de patdgenos. No entanto, a manuteng¢do dos niveis de turbidez do
efluente filtrado abaixo de 0,2 NTU promove melhoras substanciais no controle de
qualidade microbiolégica (HEALTH CANADA, 2012b).

Nos EUA, visando fortalecer o controle do monitoramento dos protozodrios em
dgua tratada, a USEPA identificou que a manutencdo do nivel de turbidez a 0,15 NTU com
limite maximo individual de 0,3 NTU promovem melhoras significativas na remog¢do de
oocistos de Cryptosporidium spp. comparado aos valores anteriormente empregados:
manuteng¢ao de 0,3 NTU com limite maximo individual de 1,0 NTU (USEPA, 2006).

Portanto, a andlise e o controle dos niveis da turbidez da dgua destinada ao consumo
humano sdo fundamentais, pois atuam como indicadores da eficiéncia dos processos de

filtracdo e, consequentemente, da remocao fisica dos protozodrios patogénicos.
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2.4. Legislacao brasileira — Portaria n. 2.914/2011, do Ministério da Satde, e
legislacoes internacionais para o controle e vigilincia da qualidade da agua
para consumo humano.

A Portaria n. 2.914, emitida em 12 de dezembro de 2011 pelo Ministério da Saide
do Brasil, representa um grande avango nas legislagdes brasileiras quanto ao controle da
qualidade da &4gua para consumo humano, principalmente com relagdo ao padrdo
microbiolégico referente ao monitoramento de protozodrios patogé€nicos. Esta legislacao
traz novidades que buscam maior aproximacgao com legislacdes de potabilidade de dgua de
paises desenvolvidos.

A legislacdo de gestdo de qualidade da dgua da Austrdlia — Australian Drinking
Water Guidelines prevé o monitoramento de cistos e oocsitos de protozodrios na fonte de
dgua, bem como no ponto de captacdo de dgua destinada ao consumo humano, e também
nos pontos de armazenamento de dgua tratada (NHMRC, 2011).

Na Nova Zelandia, a legislac@o referente a 4gua para consumo humano classifica os
parametros que devem ser monitorados em quatro classes de prioridades, visando
minimizar os custos sem comprometer a saide publica. O monitoramento de Giardia e
Cryptosporidium se enquadra na prioridade 1, ou seja, de cardter obrigatério e de grande
relevancia, pois a presenga destes em dgua para consumo humano representam riscos a
saude publica (MINISTRY OF HEALTH, 2008).

Nos EUA, a USEPA prevé o monitoramento de Giardia e Cryptosporidium, e
determina que os sistemas de tratamento de dgua alcancem 99% de remocao de oocistos de
Cryptosporidium spp. € 99,9% de inativacao/remocao de cistos de Giardia spp., de acordo
com o “2012 Edition of the Drinking Water Standards and Health Advisories”  (USEPA,

28



2012b). No Canada, as diretrizes de controle de qualidade de dgua estabelecem como meta
a inativacdo/remo¢do de no minimo, 3 log para cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp., conforme “Guidelines for Canadian Drinking Water Quality”
(HEALTH CANADA, 2012a).

No Brasil, a Portaria MS n° 518/2004 abordava o monitoramento dos protozodrios
patogénicos Giardia spp. e Cryptosporidium spp. apenas em cardter de recomendacgao,
quando mencionava no §8° que “Em complementagdo, recomenda-se a inclusio de
pesquisa de organismos patogénicos, com o objetivo de atingir, como meta, um padriao de
auséncia, dentre outros, de enterovirus, cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp.” (BRASIL, 2004).

Ja na atual Portaria, n. 2.914/2011, a avaliacdo da presenca destes protozodrios em
mananciais superficiais de abastecimento € mais criteriosa e rigorosa, de forma que esta se
torna obrigatéria em funcdo da concentracdo de Escherichia coli, principal indicador
microbiolégico de contaminacdo fecal. No artigo 31 consta que “os sistemas de
abastecimento e solugdes alternativas coletivas de abastecimento de dgua que utilizam
mananciais superficiais devem realizar monitoramento mensal de Escherichia coli no(s)
ponto(s) de captacdo de dgua”, seguido pelo §1°, que diz que “quando for identificada
média geométrica anual maior ou igual a 1.000 Escherichia coli/100mL deve-se realizar
monitoramento de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. no(s) ponto(s)
de captacao de agua” (BRASIL, 2011).

No entanto, a inclusdo da pesquisa de protozodrios patogénicos no monitoramento
das amostras ambientais, no Brasil, ainda estd iniciando. Embora a atual legislacdo
determine o monitoramento dos protozoarios Giardia spp. € Cryptosporidium spp. em
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dguas de mananciais de abastecimento em funcdo da concentracdo de Escherichia coli,
vérios fatores dificultam o atendimento desta legislacdo em curto prazo. Entre eles, se
destacam: a complexidade inerente aos métodos de deteccdo, a caréncia de recursos
humanos qualificados para o trabalho e a escassez de informagdes disponiveis sobre a
ocorréncia desses patégenos nos recursos hidricos nacionais (FRANCO; BRANCO; LEAL,

2012a).
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3. Objetivos

* Avaliar a aplicabilidade dos métodos: Método 1623 utilizando IDEXX Filta-Max® e
Método de Filtracdo em Membranas, mediante inoculacdo artificial de cistos de
Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de dgua bruta do rio
Atibaia.

* Avaliar a aplicabilidade dos métodos: Método 1623 utilizando IDEXX Filta-Max® e
Método de Filtracdo em Membrana, mediante deteccdo de cistos de Giardia spp. e
oocistos de Cryptosporidium spp. naturalmente presentes em amostras de dgua bruta do
rio Atibaia.

* Investigar a influéncia pela interferéncia da matriz medida pelo parametro turbidez, na
execuc¢do e desempenho dos métodos estudados.

» Estudar a etapa de purificacdo por Separacao Imunomagnética (IMS) para deteccao de
cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de dgua ultra-
pura (Milli-Q®), com énfase na performance dos procedimentos de dissociacdo: 4cida
e térmica.

» Investigar os pontos criticos durante a execuc¢do da etapa de purificagdo por Separagdo

Imunomagnética (IMS), avaliando possiveis perdas dos organismos alvo.
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4. Material e Métodos
4.1. Delineamento experimental

O estudo foi dividido em primeira e segunda parte, que resultaram respectivamente
nos capitulos I e II, descritos posteriormente.

Na primeira parte foram utilizadas amostras de &dgua bruta superficial do rio
Atibaia, que foram coletadas no ponto de entrada de dgua do Parque da Estacdo de
Tratamento de Agua (ETA) da Sanasa (S 22°55°44.6” / W 47°02°14.4”), como mostram as
figuras 3 e 4. Na segunda parte foram utilizadas amostras de dgua ultra pura (Milli-Q®),
obtidas pelo equipamento Milli-Q/M Millipore.

Os experimentos deste estudo foram realizados no Laboratério de Microbiologia

(Laboratério Central) da Sanasa, situado no parque da ETA.

RS E S SENENG -
Figura 3: Local de coleta das amostras de dgua bruta na ETA da Sanasa. A: local de entrada de
dgua, captada do rio Atibaia e trazida pelas bombas adutoras. B: fluxo de dgua seguindo em

direcdo a ETA. C: ETA.
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Figura 4: Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) da Sanasa. Ponto C da figura 3.

4.2. Primeira Parte — Estudo da aplicabilidade dos métodos: Método 1623 e Método
de Filtracao em Membranas.

A primeira parte do trabalho consistiu em avaliar a aplicabilidade do Método 1623!
com Filta-Max® (FMx) e do Método de Filtragio em Membranas (FM), considerando uma
matriz de 4gua bruta superficial que apresenta grande variacao de turbidez.

Para isso, foram realizados 48 experimentos considerando avaliar simultaneamente:
o percentual de recuperacdo de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp.
inoculados artificialmente com Color Seed®, pelos métodos estudados (24 experimentos);
bem como a detec¢do de cistos de Giardia spp. € oocistos de Cryptosporidium spp.

naturalmente presentes nas amostras (24 experimentos).

' Nota: O Método 1623.1 foi publicado pela USEPA em Janeiro de 2012. Portanto, a parte experimental deste
estudo, iniciada em 2011, teve como referéncia a versdo publicada em 2005 (Método 1623), a mais atual no

momento dos ensaios.
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Para a avaliacdo simultanea, foram inoculados em cada amostra cistos de Giardia
spp. € oocistos de Cryptosporidium spp. artificiais, com o Color Seed®. Trata-se de uma
suspensdo de cistos e oocistos marcados com corante vital vermelho fluorescente
(sulforodamina) que constitui o corante “Texas Red”, contidos em um tubo de 5 mL, com
nimero conhecido (100 oocistos e 100 cistos = 1 DP), e preservados em 1 mL de solugdao
salina. Cada tubo de Color Seed® ¢ selado e esterilizado expondo cada lote a uma dose de
radiacdo gama, garantindo a estabilidade e inatividade dos organismos (CANTUSIO-
NETO, 2008).

Desta forma, por serem marcados com outro fluorocromo, foram usados como
“auto-controle interno” em amostras naturais, pelo fato da leitura microscopica ter sido
realizada com filtros de diferentes comprimentos de onda, em relacdo ao fluorocromo
isotiocianato de fluoresceina (FITC). Ao fazer a leitura final da lamina que continha a
amostra natural e que também foi contaminada artificialmente com o Color Seed®,
observava-se inicialmente a presenca de cistos ou oocistos que fluorescem em verde maca
brilhante (FITC). A seguir, mudava-se o conjunto de filtros para o vermelho. Se o
organismo fluorescia em vermelho, ele era contado como Color Seed®, porém, se ndo

houvesse fluorescéncia em vermelho era contado como intrinseco da amostra.

4.2.1. Experimentos

Os experimentos foram divididos de acordo com faixas de turbidez das amostras
coletadas, da seguinte maneira: até 30 NTU, entre 31 NTU e 60 NTU e, entre 61 NTU e 80
NTU. Para cada uma dessas faixas de turbidez foram processadas quatro amostras por FMx

e quatro amostras por FM (figura 5).

35



Os critérios adotados para escolha <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>