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A qualidade e seguranca da dgua sdo questdes que estdo chamando a atengdo das
autoridades em satde publica. Varias espécies do género Cryptosporidium foram
descritas, mas somente o Cryptosporidium parvum tém sido associado as doengas
gastrintestinais (TEUNIS & HAVELAAR, 2002). A criptosporidiose pode ser fatal em
imunocomprometidos e pode debilitar severamente individuos imunocompetentes.
Outro agravante da-se pelo fato de oocistos de Cryptosporidium serem resistentes as
pressdes ambientais, podendo sobreviver por varios meses no ambiente aquatico e sdo
também resistentes a desinfec¢do por cloro utilizada no tratamento convencional de
agua (MULLER, 2000).

Atualmente existem diferentes métodos propostos, mais ainda ndo padronizados.
A auséncia de uma metodologia padronizada para detecgdo de oocistos de
Cryptosporidium dificulta a viabilizacdo de um monitoramento ou pesquisa deste
patogeno emergente. No Brasil, os dados acerca da ocorréncia deste parasito em agua de
abastecimento sdo limitados. A portaria 1469 de 2000, que em seu padrao
microbiolégico de potabilidade da 4gua para consumo humano recomenda inclusdo de
pesquisa de organismos patogénicos, com o objetivo de atingir, como meta, um padrao
de auséncia, dentre outros, oocistos de Cryptosporidium spp. Recomenda-se,
mundialmente, o monitoramento de Cryptosporidium em sistema de dgua potavel que
abastecem cidades com populacdo entre 10000 e 100000 pessoas. Entretanto, os
métodos normalmente usados na determinagdo de oocisto na agua sdo ineficientes e
extremamente variaveis, citando como exemplos a identificagdo de falsos-positivos por
interferéncias com algas e outras espécies de protozoarios (FRANCO et al., 2001).

Conclui-se que a inexisténcia ou inadequa¢do do tratamento de dejetos pode
gerar a contaminagdo dos mananciais de agua, podendo veicular e disseminar C.
parvum. Em face disso, torna-se fundamental o desenvolvimento e aprimoramento de
métodos diagnosticos de deteccio.
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The water quality and safety are subjects that are getting the attention of
authorities in public health. Several species Cryptosporidium were described, but only
the Cryptosporidium parvum have been associated to the gastrointestinal diseases
(TEUNIS & HAVELAAR, 2002). The criptosporidiose can be fatal in
immunodeficients and it can weaken individuals immunocompetents severely. Another
added difficulty feels for the fact of Cryptosporidium oocysts be resistant to the
environmental pressures, could survive for several months in the aquatic atmosphere
and they are also resistant to the disinfection for chlorine used in the conventional water
treatment (MULLER, 2000).

Now different proposed methods exist, not yet standardized. The absence of a
methodology standardized for detection Cryptosporidium oocysts may difficult the
monitoring viable researches of this pathogen emergent. In Brazil, the data concerning
the occurrence of this parasite in supply water are limited. The norm 1469/2000, that in
your microbiologic potability pattern of water for human consumption recommends
inclusion for research of pathogenic organisms, with the objective of reaching, as goal,
an absence pattern, among other, Cryptosporidium spp. oocysts. It is recommended,
globally, the Cryptosporidium monitoring in drinking water system in cities supplies
with population between 10000 and 100000 people. However, the methods usually used
in the water oocysts determination are inefficient and extremely variables, mentioning
as examples the identification of false-positive for interferences with algae and other
species of protozoa (FRANCO et al., 2001).

It is concluded that inexistence or inadequacy of sewage treatment can generate
the contamination to the rivers water, transmitting and disseminating C. parvum. In face
of that, becomes fundamental the development and improve diagnose methods for its
detection.
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Capitulo I
INTRODUCAO

A agua ¢ o composto quimico mais comum ¢ importante sobre a terra. Cerca de
2,6 % da quantidade global de 4gua (1,4 x 10° Km”®) é potencialmente disponivel para
consumo humano. Mais de um bilhdo de pessoas ndo tém acesso a agua potavel,
aproximadamente 2 bilhdes, ndo tém acesso a servigos de saneamento, e cerca de 3
milhdes morrem por ano, na sua maioria criangas, atingidas por doencgas de veiculagao
hidrica, principalmente na Africa e demais paises em desenvolvimento. Tal fato tem

sido o ponto mais critico para a sustentabilidade do ecossistema.

A 4gua pode veicular parasitas patdégenos, indicando a inexisténcia ou
inadequacao do tratamento de dejetos e da protecdo aos mananciais de agua potavel. Os
objetivos gerais desta dissertacdo sdo o levantamento metodoldgico de deteccdo de
Cryptosporidium spp., correlacionando o desenvolvimento de métodos de diagnostico e
a avaliacao de estratégias de identificagdo de areas problema, especialmente, estagdes
de tratamento de agua (ETAs) e estagdes de tratamento de esgoto (ETEs), o
monitoramento de efluentes, o monitoramento da qualidade da 4gua de abastecimento,
avaliando o risco de veiculagdo deste patdgeno. Também foi objetivado a determinagao
da ocorréncia e densidade de Cryptosporidium spp. Foram realizadas andlises
discriminativas de técnicas de detecg¢dao de Cryptosporidium spp. em agua de consumo e
de corpos hidricos, no esgoto e em fezes. Analisaram-se dados epidemiologicos e
coproparasitologicos, com a finalidade de se obter critérios que possibilitem analisar e
avaliar métodos de diagndstico de deteccdo deste microrganismo. Pretende-se, ainda,
formar subsidios para se ter um padrao metodologico de coleta e analises de agua,
esgoto e fezes, levantar o risco de transmissdo desta parasitose em cada situacdo-
problema, gerando recomendagdes para agdes de controle e vigilancia e orientar futuros
temas e linhas de pesquisa basica e aplicada em saneamento ambiental, que contribuam

ao gerenciamento dos recursos hidricos.

Um dos impactos potencialmente relevantes da descarga de aguas residudrias em
um meio aquatico ¢ a contaminagdo microbiologica. Os microrganismos transmitidos

via agua incluem bactérias, virus, fungos e parasitos que provém de excretas de



individuos infectados. O Cryptosporidium spp. causa gastrenterite moderada a severa no
homem e nos animais. E um protozoario cuja transmissio ocorre através de aguas
contaminadas. Seus oocistos apresentam grande resisténcia as condi¢cdes ambientais e
aos descontaminantes empregados para tornar a dgua potavel. A criptosporidiose pode
causar surtos diarréicos de grande magnitude ¢ nao ¢ mais considerado apenas um
problema de pacientes imunocomprometidos. E uma das mais freqiientes protozooses
intestinais, e cada vez mais vem sendo reconhecida como uma doenga veiculada pela
dgua. E uma anfixenose, tendo animais silvestres ou domésticos como reservatorios e
fontes de contaminagdo dos mananciais. O ciclo de Cryptosporidium parvum no

hospedeiro ¢ demonstrado na figura 1.

Figura 1. Ciclo de vida de Cryptosporidium parvum

Abreviaturas: (E) Excista¢do, resultando na liberacdo de 4 esporozoitos através da
sutura na parede, (G) Gamogonia, (I) Fase Infectiva, (M) Merogonia, (ME1) Meronte
Tipo I contendo 8 merozoitos, (ME2) Meronte Tipo II contendo 4 merozoitos, (MA)
Macrogameta, (Mi) Microgameta, (MiT) Microgametdcitos com 16 microgametas,
(MZ1) Merozoito Tipo I, (MZ2) Merozoito Tipo II, (OO) oocistos, (S) Esporogonia;
(SZ) Esporozoito.



O protozoario parasita Cryptosporidium emergiu como um dos mais importantes
contaminantes da dgua responsavel por varios surtos de criptosporidiose, afetando até
meados de 2001, aproximadamente, 427.000 pessoas em todo mundo. Varias espécies
do género Cryptosporidium foram descritas, mas somente o C. parvum tém sido
associado as doengas gastrintestinais (TEUNIS & HAVELAAR, 2002). A
criptosporidiose pode ser fatal em imunocomprometidos e pode debilitar severamente
individuos imunocompetentes. Outro agravante da-se pelo fato de oocistos de
Cryptosporidium serem resistentes as pressdes ambientais, podendo sobreviver por
varios meses no ambiente aquatico e sdo também resistentes a desinfeccdo por cloro
utilizada no tratamento convencional de agua (MULLER, 2000). A figura 2 evidencia o

efeito do Tempo x Temperatura sobre a infectividade de C. parvum.
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Figura 2. Efeito do Tempo x Temperatura sobre a infectividade de C. parvum



A qualidade e seguranca da dgua sdo questdes que estdo chamando a atengao das
autoridades em satde publica. O aumento da populagdo durante o ultimo século, tanto
em paises desenvolvidos como em desenvolvimento, tem incrementado o niimero de
surtos epidémicos relacionados a agua devido a pressdes sobre a mesma. Estas pressoes
incluem a contaminagdo por residuos domésticos, industriais e provenientes da
agricultura além de efeitos menos direitos causados por mudancas climaticas e outros
disturbios ecoldgicos. Estes fatores associados a susceptibilidade individual contribuem

no aumento da incidéncia de infec¢des transmitidas pela 4gua (SANCHEZ,1997).

Uma area de especial preocupagdo ¢ a de microrganismos indicadores (FORD &
COLWELL, 1995). A dependéncia das analises microbiologicas da agua sobre os
indicadores tradicionais tais como os coliformes, pode ser duvidosa, particularmente,
quando se suspeita da presenga de virus e parasitos na agua. Como resultado, os tltimos
anos tem registrado surto de doencas entéricas transmitidas pela agua que cumpriram
satisfatoriamente com os critérios de qualidade. Isso tem chamado poderosamente a

aten¢do sobre o significado dos indicadores (CIFUENTES et al., 1998).

A necessidade de protecdo e tratamento adequado da dgua de consumo humano
relaciona-se, diretamente, com os diferentes surtos epidémicos onde microrganismos
acometem a populagdo por via hidrica. Recentemente, varios patdgenos novos e
patogenos emergentes t€m evidenciado problemas. Dentre outros, ressalta o
Cryptosporidium parvum que foi primeiramente descrito em 1907, reconhecido como
patdgeno animal em 1955, mas somente a partir da década de 80 caracterizado como

patdégeno humano (SZEWZYK et al., 2000).

O C. parvum pertence ao reino Apicomplexa, classe Sporozoa e a familia
Cryptosporidiidae. E um ser parasito coccideo entérico obrigatério, que infecta o trato
gastrintestinal, sendo um dos patégenos entéricos mais importante dentro do género
Cryptosporidium. Ha correntemente 10 espécies: C. baileyi e C. meleagridis
encontrados em passaros, C. felis encontrados em gatos, C. muris encontrados
predominantemente em camundongos, C. wrairi em porquinhos-da-india, C. andersoni

no gado, C. nasarum em peixes, C. serpentis e C. saurophilum encontrados em répteis

(FAYER et al., 2000).



O transporte de microrganismos patogénicos pelas dguas tem representado um
fator importante no comprometimento dos recursos hidricos e na disseminagdo de
processos infecciosos em populagdes, especialmente quando sistemas de abastecimento

de 4guas e tratamento de esgotos sdo precarios (RIVERA & MARTINS, 1996).

A histéria nos tem relatado numerosos casos de epidemias provocadas pelo
consumo de agua contaminada por diferentes agentes etiologicos. Nos Estados Unidos,
entre 1990 e 1992, ocorreram 1.768 epidemias de veiculagdo hidrica, afetando 472.228
individuos e ocasionando 1.091 mortes. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), dos 51 milhdes de dbitos registrados mundialmente em 1993, aproximadamente
um terco (16,4 milhdes) foram causados por infec¢des e doencgas parasitarias. Em paises
em desenvolvimento estas infec¢des equivalem a 44% dos obitos e 71% da mortalidade
infantil. Estima-se que ocorram mundialmente cerca de 900 milhdes de casos de
diarréias e, aproximadamente, 2 milhdes de Obitos infantis por ano, associados ao

consumo de dgua contaminada (WORLD DEVELOPMENT REPORT, 1992).

Epidemias de origem e/ou veiculagdo hidrica sdo freqiientemente descritas em
diferentes proporg¢des, tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento. Nos
Estados Unidos, de 1986 a 1996, foram notificadas em torno de 320 epidemias
provocadas por aguas de consumo e d4guas recreacionais contaminadas por
microrganismos patogénicos, atingindo, aproximadamente, 500 mil pessoas (LEVINE
et al., 1990; HERWALDT et al., 1991; MOORE et al., 1993; KRAMER et al., 1996;
LEVY et al., 1998). Consta, ainda, no relatéorio da OMS que 80% das doencas que
ocorrem nos paises em desenvolvimento sdo ocasionadas pela contaminacdo da agua.
Sabe-se também que a cada ano, 15 milhdes de criangas de 0 a 5 anos morrem, direta ou
indiretamente, pela falta ou deficiéncia dos sistemas de abastecimento de aguas e
esgotos, e que somente 30% da populagdo mundial tem garantia de 4gua tratada, sendo
que os 70% restantes dependem de pogos e outras fontes de abastecimento viaveis de

contamina¢cdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1984).

No Brasil, os servigos de 4dgua e esgoto sdo ainda precdrios, o que poderia
explicar o ressurgimento de enfermidades ja erradicadas e a incidéncia de Obitos
provocados por doengas de veiculagdo hidrica. Dados de 1995 indicam que 76% dos

domicilios existentes no pais estdo conectados a rede de abastecimento de agua,



proporc¢ao que atinge 90% nas areas urbanas e 17% nas éareas rurais. A distribui¢do por
regides mostra coberturas mais elevadas na regido sudeste (96%), seguindo-se as
regides sul (93%), nordeste (84%) centro-oeste (82%) e norte (70%). As informagdes
mais recentes de ambito nacional sobre a qualidade da agua abastecimento referem-se a
inquéritos realizados em 1989, indicando que em 83,4% das cidades servidas por
servigos publicos de abastecimento de agua, existia alguma forma de tratamento,

convencional, parcial ou simples desinfec¢ao (OPAS, 1998).

De um forma geral, o tratamento de agua utilizado por ETAs operam
convencionalmente envolvendo processos de coagulagdo, floculagdo, decantagdo,
filtracdo e desinfec¢do. Porém, cada ETA ¢ abastecida por diferentes afluentes que
possuem caracteristicas proprias € que variam quanto a qualidade de 4gua. Portanto,
dependendo das caracteristicas da dgua bruta, as ETAs tém autonomia para alterar o
tratamento, tornando-o mais eficiente para solucionar os problemas apresentados pelo
manancial. Assim sendo, quanto mais conservado um manancial, mais simples torna-se
o tratamento, com conseqiiente redu¢do de custos, e quanto mais comprometida a agua
bruta, mais investimentos serdo necessarios. Entretanto, vale ressaltar que algumas
caracteristicas importantes da presenca de oocistos no meio ambiente sdo a sua
resisténcia ao estresse ambiental, aos processos convencionais de tratamento de agua,
como a cloracdo e a filtragdo, e aos processos de tratamento de esgoto por lodos

ativados (MATURANA et al., 1992).

Segundo ROSE (1990), a veiculagdo hidrica do Cryptosporidium ¢é facilitada
pelo longo periodo que o oocisto permanece vidvel no ambiente, pelo tamanho reduzido
(2-5 um). Hospedeiros infectados eliminam pelas fezes em torno de 10° a 10'® oocistos
(SMITH & ROSE, 1998), que podem ser transmitidos pelas rotas individuo-individuo,
animal-individuo, ou ainda pela ingestao de 4gua e alimentos contaminados. Os oocistos
de Cryptosporidium sao altamente infectantes e a ingestdo de até¢ 30 oocistos podem

resultar em infec¢cdes humanas (DUPONT et al., 1995).

Recentes estudos de epidemias de criptosporidiose sugerem que a contaminagao
dos recursos hidricos com oocistos representa um importante fator para o
desenvolvimento e transmissao desta doenga (D’ANTONIO et al., 1985; HAYES et al.,
1989). De 1983 a 1998, 64 epidemias de origem hidrica foram associadas ao



Cryptosporidium em todo mundo, atingindo aproximadamente 460 mil pessoas,
incluindo o maior surto em Milwaukee/Estados Unidos, com 403 mil pessoas infectadas

(UPTON, 1999).

No Brasil, embora subestimada, segundo o Ministério da Satude, a ocorréncia da
criptosporidiose em portadores do virus HIV, no periodo de 1980 a abril de 1999, foi de
4.691 casos em 155.590 portadores. Foram documentadas infec¢des endémicas por
Cryptosporidium em cidades como Fortaleza, atingindo, sobretudo a populagdo mais
carente e criancas (SHUXIAN ZU et al., 1994, NEWMAN et al., 1994). Dados da
Secretaria da Saude do Estado de Sdo Paulo foram notificados entre 2000 e 2001, 2070
casos na cidade de Santos e 1013 casos na cidade de Sdao Paulo, principalmente, em

portadores do virus HIV.

Por ser a 4gua o veiculo mais importante na transmissao de oocistos de
Cryptosporidium, muitos estudos tém sido feitos sobre a ocorréncia do parasita em
esgotos, aguas superficiais, subterraneas e tratadas (SMITH & ROSE, 1998). Em aguas
de esgoto o niimero de oocistos presentes ¢ variavel, e esta taxa pode ser influenciada
pelo tamanho da populacio. MADORE e colaboradores (1987) encontraram
concentragdes de até 13.700 oocistos/L em efluentes de esgoto bruto e 3960 oocistos/L
em efluentes tratados. ROSE (1988) encontrou oocisto em 91% das amostras de

efluentes de esgotos dos EUA, 77 a 75% dos rios e lagos ¢ 28% das aguas tratadas.

Em decorréncia do nimero de casos registrados de criptosporidiose e da
dificuldade de se inativar oocistos, muitos pesquisadores e agéncias de protecdo
ambiental vém estudando métodos mais sensiveis de detecc¢ao e limites para a densidade
de oocistos presentes em aguas destinadas ao consumo, visando assegurar a qualidade
de dgua e sugerindo o monitoramento das aguas de abastecimento. Embora ndo exista
um limite estabelecido pelo padrdo internacional, alguns estudos tém proposto niveis de
tolerancia para a ocorréncia e nimeros de oocistos em amostras de dgua superficial e

tratada (HSU et al., 2001).

Atualmente existem diferentes métodos propostos, mais ainda nao padronizados,
para a pesquisa de oocistos na agua. Os métodos preconizados pela United States

Enviromental Protection Agency (USEPA) e outros oOrgdos relacionados para o



isolamento e contagem de oocistos consomem muito tempo € nao sdo altamente
eficientes para garantir a auséncia destes em aguas tratadas, tornando dificil assegurar a
qualidade da agua de abastecimento (SMITH & ROSE, 1998). Por outro lado, alguns
estudos relatados na literatura cientifica demonstraram auséncia de correlagdo entre os
parametros fisico-quimicos da dgua e a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium em
amostras ambientais (THURMAN et al., 1998; TEUNIS & HAVELAAR, 2002). Do
mesmo modo, muitos estudos vém demonstrando que os indicadores bacteriologicos
regulamentados por lei (coliformes totais e coliformes termotolerantes), usados para
acessar a qualidade microbioldgica da agua, sdo inadequados para determinar a

qualidade parasitologica da mesma (TZIPORI & WARD, 2002).

A auséncia de uma metodologia padronizada para deteccdo de oocistos de
Cryptosporidium dificulta a viabilizagdo de um monitoramento ou pesquisa deste
patogeno emergente. Uma metodologia recomendada para pesquisa de oocistos na agua
¢ a proposta pela USEPA, que envolve processos de filtragdo da amostra através de
filtros ou membranas, concentragdo por centrifugacdo, purifica¢do utilizando gradientes
de densidade ou separagdo imunomagnética, analise por imunofluorescéncia e
confirmacao por contraste de fase (LeCHEVALLIER et al., 1995; EPA, 1999). A
técnica de floculagdo e precipitagdo do carbonato de célcio como método alternativo
para concentragdo de amostra ¢ considerada por alguns autores como uma metodologia
simples, eficiente e economica (VESEY et al., 1993; SHEPHERD & WYN-JONES,
1996).

Métodos genéticos tém sido desenvolvidos para amostras ambientais, na
tentativa de otimizar os processos de detec¢do de oocistos, tornando-os mais rapidos e
sensiveis (JOHNSON et al., 1995; MAYER & PALMER, 1996). Técnicas utilizando
indicadores especificos (ROCHELLE ef al., 1997) como as de hibridizacdo com sondas
de oligonucleotideos, marcados por quimiluminescéncia (JOHNSON et al., 1995),
endonucleases de restricdo (AWAD-EL-KARIEU et al., 1994), reacao polimerdsica em
cadeia (MAYER & PALMER, 1996; KAUCNER & STINEAR, 1998), t€ém sido
estudadas e aplicadas de modo a permitir a identificagdo de espécies de

Cryptosporidium.



No Brasil, os dados acerca da ocorréncia deste parasito em agua de
abastecimento sdo limitados. A portaria 1469 de 2000, que em seu padrdo
microbioldgico de potabilidade da 4gua para consumo humano recomenda inclusdo de
pesquisa de organismos patogénicos, com o objetivo de atingir, como meta, um padrao
de auséncia, dentre outros, oocistos de Cryptosporidium spp. Atualmente, recomenda-
se, mundialmente, o monitoramento de Cryptosporidium em sistema de adgua potavel
que abastecem cidades com populacdo entre 10000 e 100000 pessoas. Entretanto, os
métodos normalmente usados na determinagdo de oocisto na agua sdo ineficientes e
extremamente variaveis, citando como exemplos a identificagdo de falsos-positivos por

interferéncias com algas e outras espécies de protozoarios (FRANCO et al., 2001).

Ha de se ter uma melhor compreensao da deteccdo e identificacdo de espécies de
Cryptosporidium spp., de forma a acoplar ao dia-a-dia mecanismos advindos do avango

tecnologico que muito ajudardo neste monitoramento.
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Capitulo IT
REVISAO BIBLIOGRAFICA

I1.1. Género Cryptosporidium: Patogenicidade e aspectos epidemiolégicos

Por 48 anos, apds suas primeiras descricdes por TYZZER em 1907, o
Cryptosporidium manteve-se fora do “foco cientifico”, at¢ 1955 quando passou a ser
relacionado a doengas e mortes em criagdes de aves e 1971 em gado (SLAVIN, 1955;
PANCIERA et al., 1971). Infecgdes por Cryptosporidium foram descritas em humanos
em 1976 (NIME et al., 1976; MEISEL et al., 1976), aumentando a incidéncia em

funcdo do aumento do numero de portadores do virus HIV na década de 80.

A criptosporidiose ¢ uma doenga que pode ser transmitida pelo contato direto
entre animal-pessoa ou pessoa-pessoa, ou de forma indireta pelo contato com
superficies ou consumo de agua e alimentos contaminados com até 30 oocistos, (ROSE,
1990; DUPONT et al., 1995), ocasionando, apds 3 dias de exposi¢do ao agente uma
diarréia profusa, com intensa desidratacdo, fortes dores abdominais, nausea, vomito e

febre (NAVIN & JURANEK, 1984).

A diversidade de reservatorios e formas de veiculagdao de Cryptosporidium spp.,
associada a sua capacidade de sobrevivéncia no meio ambiente, gera uma rede de
transmissdo e fontes de infeccdo para o homem e/ou animais (CASEMORE, 1990). A

figura 3 exprime as rotas de transmissao e fontes de infec¢do de C. parvum.
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Figura 3. Rotas de transmissao e fontes de infec¢ao de C. parvum

De modo geral, a transmissdo zoonotica de criptosporidiose ¢ associada a baixas
praticas de higiene quando em contato com fezes, leite cru, 4gua ou contato com
animais infectados, considerados importantes reservatérios de contaminagdo humana e
ambiental (FAYER, 1997). Diversos autores descreveram infecgdes por
Cryptosporidium em adultos e criangas apds o contato com vacas, ovelhas e animais
domésticos (CASEMORE, 1990; SHIELD et al., 1990; DAWSON et al., 1995), bem
como com animais de estimacao, como gatos e cachorros, embora estes sejam raramente
descritos como fonte de infecgdo humana (FAYER, 1997). CURRENT (1994) ressalta
também a importancia da transmissdo direta entre profissionais da area veterinaria, uma
vez que foram notificados casos de criptosporidiose nestes individuos ou em pessoas

que conviviam com 0S mesmos.

Quando relacionada ao consumo de alimentos contaminados, baseados em

alguns estudos epidemioldgicos realizados no Reino Unido, a ingestdo de certos
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alimentos, especialmente derivados animais como lingliica fresca ou crua, leite, carne
ou peixe em mas condicdes, aparenta ser fator de risco para infeccdo por
Cryptosporidium (CASEMORE, 1990; PALMER & BIFFIN, 1990). Em Maine, nos
Estados Unidos, o primeiro relato de infeccdo por consumo de alimentos contaminados
com oocistos de Cryptosporidium ocorreu em 1994, apos a ingestdo de suco de maga

fresco, infectando 213 pessoas (MILLARD et al., 1994).

Segundo FAYER (1997), a transmissao de Cryptosporidium através do meio
ambiente vem ganhando reconhecimento, especialmente, ap6s a ocorréncia de
numerosos surtos associados ao consumo ou contato com aguas contaminadas. Alguns
fatores bioldgicos e caracteristicas proprias do Cryptosporidium facilitam a transmissdo
da doenga através da agua. A auséncia de uma terapia especifica para o seu tratamento e
o alto niimero de oocistos excretados por individuos infectados, em torno de 10° a 10"
oocistos, assim como a ampla variedade de hospedeiros que atuam como reservatorio da
infec¢do ou favorecem a transmissdo cruzada, aumentam o potencial de disseminagdo

da criptosporidiose (MULLER, 1999).

Com a implementacdo da especificidade e sensibilidade dos métodos de
detec¢do de oocistos, antes restritos a biopsia de tecidos de hospedeiros infectados, para
a observagdo dos mesmos (FAYER, 1997), a partir de 1983 a criptosporidiose,
inicialmente descrita somente em imunocomprometidos, passa a ser relatada em mais de
60 paises dos 6 continentes (UNGAR, 1995), envolvendo também individuos
imunocompetentes, independentemente do sexo e idade, residentes em 4reas urbanas e
rurais (Muller, 1999). Em paises desenvolvidos, a determinacdo da incidéncia de
infecgdes por Cryptosporidium em humanos estd associada ao diagnoéstico clinico e
laboratorial em centros de saiude, com indices de 1-2% sobre a populagdo total,
prevalecendo em criangas (4-5%) de 1 a 5 anos de idade (FAYER & UNGAR, 1986;
JANOFF & RELLER, 1987, CRAWFORD & VERMUND, 1988; TZIPORI, 1988;
REINTHALER, 1989; CASEMORE, 1990; FAYER, 1997).

Uma vez que a excre¢do dos oocistos pode ou ndo coincidir com o periodo
sintomatico da doenga, pode haver imprecisdes quanto a sua real ocorréncia, pela
caréncia de maiores informag¢des de sua incidéncia em individuos assintomaticos.

SHEPARD et al. (1988) verificaram uma média de 19 dias para adulto e 17 para
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criangas, transcorridos do inicio dos sintomas ao término da excrecdo de oocistos.
ROBERTS et al. (1989), estudando amostras de bile em endoscopias de rotina de 169
pacientes assintomaticos, detectaram 12,7% de positividade para os oocistos de
Cryptosporidium. Outros estudos realizados com criangas de creches afirmaram que a
excrecao assintomatica dos oocistos ndo ¢ incomum, sugerindo ser subestimado o

nimero de portadores (CRAWFORD et al., 1988; TANGERMANN et al., 1991)

Nos paises em desenvolvimento, as diferentes e muitas vezes baixa sensibilidade
das técnicas de pesquisa empregadas levam a variagdo de ocorréncias do
Cryptosporidium spp. em diversas 4areas, entretanto permanece O consenso na
diminui¢do da faixa etdria atingida, geralmente abaixo dos 3 anos de idade (FAYER,

1997).

Ocorrendo na ordem de 0,1-9,1% na Europa, América do Norte ¢ Oceania
(Australia e Nova Zelandia) e de 3,2-16,7% em paises em desenvolvimento da Asia,
Africa e América Latina (FAYER & UNGAR, 1986; CURRENT & GARCIA, 1991) a
criptosporidiose muda o seu contexto de infec¢do rara e assintomatica para uma das
mais prevalentes causas de diarréia no homem e numa ampla variedade de animais

(BUTTLER & MAYFIELD, 1996).

No Reino Unido, depois da bactéria Campylobacter, o Cryptosporidium foi o
segundo patdégeno entérico mais observado em criangas entre 1 a 5 anos de idade, sendo

tao freqliente quanto a Salmonella e mais que a Shigella (PALMER & BIFFIN, 1990).

Em Luzaka, Zambia, cujo indice de individuos aidéticos atinge
aproximadamente 25% da populacdo, foi comprovada a relacdo de C. parvum com a

persisténcia diarréica em adultos de 4 centros urbanos (KELLY ef al., 1997).

Na Italia, em 1731 membros de um grupo de usudrios de drogas de um centro de
recuperagdo, 13,6% dos individuos HIV negativo e 30,7% de HIV positivo apresentam
criptosporidiose, com sintomas cronicos sendo observados em 15,4% (POZIO et al.,

1997).



14

Segundo SMITH & ROSE (1998), anualmente ocorrem de 250 a 500 milhdes de

infecgdes por Cryptosporidium na Asia, Africa, e América Latina.

Em 4reas rurais e urbanas da republica da China, a ocorréncia da infec¢io por
Cryptosporidium spp. em criancas e adolescentes de até 15 anos foi de 5,06% e 0,7%

respectivamente (CHEN et al., 1992).

No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude, de 1988 a abril de 1999, consta

a ocorréncia de 4.691 casos de criptosporidiose em 155.590 portadores de HIV.

No estado de Sao Paulo, segundo a Secretaria de Satde do Estado, 2.070 casos
de criptosporidiose ocorreram dentre 78.396 casos de HIV notificados, € no municipio,
consta a ocorréncia de 1.013 casos para o total de 36.336 portadores de HIV.
GUIZELINE & AMATOS (1992) verificaram a prevaléncia de Cryptosporidium spp.
em fezes de imunodeprimidos e imunocompetentes, com maior incidéncia em
individuos HIV positivo e criangas. MARTINS et al. (1998), estudando a freqiiéncia de
Cryptosporidium spp. em pacientes com diarréia na cidade de Ribeirdo Preto-SP,
encontraram positividade de 15,42%. TOMPS (1998) no distrito de Perus em Sao Paulo
encontrou prevaléncia de Cryptosporidium spp. sobre os demais parasitas intestinais
pesquisados em fezes, seguido de Ascaris lumbricoides, Endolimax nana, Giardia
lamblia e Trichuris trichura. Em Santos-SP, em 131 pacientes aidéticos, o
Cryptosporidium spp. esteve associado a 19,1% dos processos diarréicos nestes

individuos, seguido da Isospora belli (SAUDA et al., 1993).

No Rio de Janeiro, MOURA et al. (1989) e MADI et al. (1991) relataram o
Cryptosporidium spp. como organismo mais freqiiente em diarréias de pacientes HIV

positivo, juntamente com Entamoeba coli € Endolimax nana.

A determinagdo da sua ocorréncia pela pesquisa de anticorpos na populacao,
bem como a sua incidéncia em criang¢as também foi observada. Em comunidades em
Fortaleza, NEWMAN et al. (1994) e SHU-XIAN ZU et al. (1994) demonstraram 94% e

75% respectivamente de soroconversdo para Cryptosporidium spp.
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MOITINHO et al. (1997) observaram a ocorréncia de Cryptosporidium spp. em
6,6% de amostras de fezes em criangas no Municipio de Maringad PR, nas quais ndo foi

observada a presenca de outros protozoarios ou helmintos.

Em Belém, LOUREIRO et al. (1990), estudando a ocorréncia da

criptosporidiose em criangas, encontraram prevaléncia de 5,2%.

No nordeste do Brasil, de 102 episodios diarréicos acompanhados dos 1476
ocorridos em 4 anos em criangas nascidas em centros urbanos, os oocistos de
Cryptosporidium spp. foram indicados em 7,4% de todas as amostras, prevalentemente
em criangas com diarréia persistente 16,5%, que em criangas com diarréia aguda 8,4%

ou nao aguda 4% (NEWMAN et al., 1999).

MANGINI et al. (1992), de agosto de 1987 a julho de 1990, verificaram a
ocorréncia de 17,43% de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de fezes de
criancas de 1 a 48 meses com diarréia aguda, examinadas no Instituto da Crianca do

Hospital das Clinicas da Universidade de Sao Paulo.

A partir do estudo realizado inicialmente para detec¢do de Torovirus em
espécimes fecais de criancas com diarréia aguda e persistente de uma cidade urbana
brasileira foi demonstrado comumente o isolamento de Cryptosporidium spp.

(KOOPMANS et al., 1997).

Em 310 criangas de 2 a 60 meses em creches de Campinas-SP, o C. parvum foi
detectado em 6,4% das criangas entre 7 a 20 meses sem diferenga de sexo, com a
possivel transmissdo por parentes destas criangas que trabalhavam em postos de saude

(73,6%) (FRANCO & CORDEIROS, 1996).



16

I1.2. Surtos de veiculacdo Hidrica

A determinagdo da potabilidade das aguas devido a auséncia do grupo
coliformes e E. coli, vem sendo questionada (CRAUN, 1990), alertando para a possivel
inadequabilidade dos padrdes microbiologicos de qualidade da 4agua (BATIK et al.,
1983; CRAUN, 1990), uma vez que epidemias de gastrenterites, hepatites (WILSON et
al., 1982; BLOCH et al., 1990; MACKENSIE et al., 1994; KRAMER et al., 1996),
giardiase e criptosporidiose (HAYES et al., 1989; SMITH et al., 1989; SMITH &
SMITH, 1990) tém sido descritas em comunidades onde estes indicadores encontravam-

se adequados.

PAYMENT et al. (1997), a partir de um estudo realizado de setembro de 1993 a
dezembro de 1994, demonstraram que 14 a 40% das doencas gastrintestinais sao
provenientes do consumo de aguas, com padrdoes adequados aos determinados pela
regulamentacdo Norte Americana referente a cloracdo das 4guas e o numero de

coliformes.

O C. parvum tem sido reconhecido mundialmente como um dos maiores
contaminantes das 4guas de consumo. A descricdo da contaminacdo dos recursos
hidricos pela presenga de oocistos, provavelmente de origem humana e animal, estdo
freqlientemente associadas a surtos diarréicos e conseqiientemente a altos indices de
morbidade e mortalidade, atingindo preferencialmente imunocomprometidos e criangas,

mas também imunocompetentes € animais.

Nos Estados Unidos, o C. parvum ¢ considerado uma das maiores causas de
infeccdes intestinais pelo consumo de aguas, levando um dos maiores oOrgdos de
protecdo e vigilancia ambiental do pais, a USEPA, a tentativa de desenvolver, nos
ultimos cinco anos, métodos para pesquisa e controle deste contaminante bioldgico

(FAYER, 1997).

Rios, lagos e 4guas subterrdneas foram todos implicados como fontes de
criptosporidiose, € a ocorréncia de infec¢des pelo consumo de 4dgua tratada sugerem a

ineficiéncia dos processos convencionais de tratamento de dgua e despertam a
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preocupagdo para manutencdo e preservacao dos pontos de captagdo da agua a ser

tratada para o abastecimento publico.

O programa de vigilancia das doengas de veiculagdo hidrica (WBDOs), mantido
pelo Center for Disease Control e a USEPA, divulgou a ocorréncia de 162 epidemias de
veiculagdo hidrica associadas a dguas de consumo, atingindo 455.531 pessoas, ¢ 158
epidemias relacionadas a 4guas recreacionais, acometendo, aproximadamente, 12.016
pessoas de 1986 a 1996, nos Estados Unidos, sendo 38 ocasionadas por
Cryptosporidium, com 426.274 individuos doentes (MOORE et al., 1993; KRAMER et
al., 1996; LEVY et al., 1998). As cinco maiores epidemias documentadas, destacando-
se a de Milwaukee (403 mil infectados), tiveram como causa a contaminagao dos corpos
de 4gua (rios, lagos, dguas subterraneas e dguas tratadas destinadas ao consumo) por
aguas de esgoto ou por algum tipo de falha durante tratamento de aguas (FAYER,

1997).

No Reino Unido, de 1983 a 1998, epidemias de criptosporidiose de veiculagdo
hidrica foram registradas, acometendo, aproximadamente, 2 mil pessoas. Na Inglaterra e
no pais de Gales, de janeiro de 1992 a 31 de dezembro de 1995, 26 epidemias de
veiculacdo hidrica foram notificadas, 14 implicando o Cryptosporidium pelo consumo
de dguas ou contato com aguas de piscina contaminadas por oocistos (FURTADO et al.,

1998).

Segundo CRAUN et al. (1999), as informagdes referentes aos surtos de
veiculagdo hidrica ndo apresentam a dimensao real do problema, uma vez que estes nao
sdo corretamente documentados, sdo inadequadamente investigados e, em alguns casos,

nao sao relatados ou podem simplesmente nao serem reconhecidos.
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I1.3. Ocorréncia de Cryptosporidium spp. em esgoto

A presenca de Cryptosporidium spp. no meio ambiente ¢ demonstrada pela
ocorréncia de seus oocistos. MADORE et al. (1987), examinando aguas de esgoto bruto
do Arizona, descreveram as densidade de 850 a 13.700 oocistos/L em efluentes tratados
de 140 a 3.960 oocistos/L. De LEON et al. (1988), também examinando amostras de

esgoto bruto, encontraram de 521 oocistos/L a 39.7 oocistos/L, respectivamente.

Nos Estados Unidos, a densidade de oocistos de Cryptosporidium spp. em aguas
de esgoto bruto estdo na ordem de 4 a 5.180 oocistos/L, ¢ em efluentes tratados por
lodos ativados, de 4 a 1.297 oocistos/L. Em efluentes tratados por lodos ativados e
laguna de estabilizagdo do Reino Unido e do Oeste da Africa, o nimero de oocistos

detectados variaram de 3.3 a 8.51 & 1x 10’ a 2x 10" oocistos/L (SMITH & ROSE, 1990).

No Brasil, as pesquisas de Cryptosporidium em amostras ambientais sdo

recentes e encontra-se em fase de expansao.

NEWMAN et al. (1994), em Fortaleza, ¢ GAMBA et al. (1997), no municipio
de Itaquaquecetuba-SP, descreveram a ocorréncia de Cryptosporidium em aguas de
pocos utilizadas para o consumo, observando a ocorréncia de 22,2% (18) e 100% (8) do

total de amostras analisadas, respectivamente.

No distrito de Perus, em Sao Paulo, TOMPS (1998) observou a presenca de

oocistos de Cryptosporidium em 50% das 6 amostras de dguas de consumo analisadas.

MULLER (1999), demonstrou a presenca de oocistos de Cryptosporidium spp.
em 74,45% das dguas de dois mananciais que abastecem duas estagdes de tratamento de
aguas na regido metropolitana de S@o Paulo e confirmou a eficiéncia do tratamento
aplicado nestas aguas para apenas uma das estagdes, uma vez que 22,91% das amostras

de aguas tratadas foram positivas para este patogeno.

Em Araras- SP, a ocorréncia e circulagdo do Cryptosporidium spp. foi descrita
por DIAS JUNIOR (1999) que verificou 100% de positividade nas aguas de esgoto

analisadas com densidades de 472 oocistos/L e em 58,4% das aguas superficiais.
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11.4. Métodos de Deteccao em Amostras Ambientais

O reconhecimento do Cryptosporidium spp. como um agente infeccioso
potencialmente de veiculagdo hidrica, pela descricdo de diversos surtos associados ao
consumo ou contato com aguas contaminadas por seus oocistos, gerou um grande
interesse na pesquisa de sua prevaléncia em amostras de aguas (BUTLER &
MAYFIELD, 1996) e no desenvolvimento de metodologias mais sensiveis, simples,
econdmicas, rapidas, reprodutiveis e especificas para sua deteccdo nestas amostras, uma
vez que nao ha um método padronizado para o seu estudo (JAKUBOWSKI et al.,
1996).

As metodologias que vém sendo utilizadas para detec¢ao destes organismos na
agua baseiam-se na concentracdo dos oocistos de Cryptosporidium presentes nestas
amostras seguido da sua deteccao. Como estes podem ocorrer em baixas densidades no
meio ambiente (JAKUBOWSKI et al., 1996), métodos de concentragdo por filtracao,
utilizando membranas de diferentes materiais e diferentes porosidades, centrifugacao,
cartuchos filtrantes ou ainda precipitagdo quimica, foram descritos e propostos para sua

pesquisa.

Muitos trabalhos descreveram a filtracdo de grandes volumes de dgua através de
cartuchos de fibra de vidro e resina ou nylon (LeCHEVALIER et al, 1995;
JAKUBOWSKI et al., 1996) e uma ampla variedade de resultados que podem ou nao
confirmar a eficiéncia de recuperacdo de oocistos por este método. CLANCY et al.
(1994) observaram, ao inocular quantidades conhecidas de oocistos, que a recuperagao
pelo método utilizando cartuchos era pouco eficiente, com niveis de 9% para cistos de
Giardia e 3% para oocistos de Cryptosporidium, enquanto LeCHEVALIER et al.
(1991) descreveram que estes resultados podem ser varidveis dependendo do tipo de

amostra analisada.

A filtragdo utilizando membranas tem sido descrita como método eficiente para
pesquisas de oocistos de Cryptosporidium em amostra de agua tratada, devido a menor
turbidez destas amostras que permite maior tempo para saturacdo das membranas,
favorecendo a concentragdo de um maior volume de agua. Métodos utilizando

membranas de policarbonato (ONGERTH & STIBBS, 1987; HANSEN & ONGERTH,
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1991) ou acetato de celulose (ALDOM & CHAGLA, 1995; GRACZYK et al.,1997)
foram descritos com indices de recuperagdo de oocistos, em torno de 5% a 50% para

policarbonato, e de 70,5% a 77,7% para acetato de celulose.

Segundo BUTLER & MAYFIELD (1996) e GRACZYK et al. (1997), as
membranas filtrantes tém demonstrado maior eficiéncia na recuperacdo de oocistos,
facilidade e seguranca na manipulagdo de amostras, além de permitirem estudos de
viabilidade e infectividade dos oocistos, 0 que representa um importante aspecto para a

epidemiologia.

De acordo com VESEY ef al. (1993), um dos problemas da concentra¢do por
filtragdo ¢ a compactagdo de particulas sob ou ao redor dos oocistos encobrindo-os e,
conseqlientemente, resultando em falsos negativos, ou mesmo no acumulo de particulas
autofluorescentes, como as algas, resultando em falso positivo durante a detec¢dao de
oocistos por imunofluorescéncia ou citometria de fluxo. Deste modo, foi proposto um
método de concentracdo de volumes de 10L de 4gua por precipitacdo e floculagdo
quimica de carbonato de célcio, contornando, assim, estas dificuldades, por este causar
menos compactacao e agregagao de particulas, além de ser mais simples, econdmico e
apresentar uma recuperacdo de 76% para agua deionizada, 73,7% para agua de torneira

e 75,6% para aguas de rio.

TOMPS (1998), DIAS JUNIOR (1999), RE (1999) e MULLER (1999) também
verificaram bons resultados a partir do emprego da floculagdo de carbonato de célcio

em amostras de aguas de consumo, de esgoto e esgoto tratado.

Uma metodologia (n°1623) foi proposta pela USEPA e tem sido utilizada como
alternativa para pesquisa de oocistos de Cryptosporidium em volumes de 10L de
amostras de aguas superficiais ou de outros tipos, € consiste na concentracdo deste
volume por filtragdo, seguido de purificagdo por separagdo imunomagnética, deteccdo
dos oocistos por imunofluorescéncia e confirmagao por microscopia de contraste de fase

ou colora¢do com 4’6- diamidino —2-fenilindol (DAPI) (EPA, 1999).

ZUCKERMAN et al. (1999) também indicaram como método alternativo de

concentragdo para grandes volumes de dgua, a centrifugacdo de fluxo continuo, com
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deposicao de sedimento no fundo do tubo de centrifuga, aspiracdo do sobrenadante e
analise por imunofluorescéncia em até duas horas, com recuperagdo de até¢ 90% dos
oocistos inoculados nas amostras avaliadas, sendo comparado como tdo eficiente quanto
o método de floculagdo e precipitacdo de carbonato de calcio proposto por VESEY e
colaboradores (1993), e de superior qualidade frente a concentracdo por cartucho,
podendo ser utilizado com praticidade por ser compacto, movel, flexivel e reproduzir

bons resultados.

Da comparagdo entre a utilizagdo de cartucho de 1um de porosidade, membrana
de policarbonato e um ultrafiltro de fibra, foi observado que todos poderiam ser usados
para pesquisa de oocistos, com alta recuperacdo de Cryptosporidium em amostras de

agua (SIMMONS et al., 1999).

A deteccdo de Cryptosporidium esta primordialmente associada a visualizacao
dos oocistos por microscopia de imunofluorescéncia, acompanhada muitas vezes em
amostras de alta turbidez de um processo de purificagdo feito por separagdo
imunomagnética, gradiente de densidade de Percoll-sucrose ou solugdes de sais

(JAKUBOWSKI et al., 1996).

A citometria de fluxo em conjunto com a separa¢do imunomagnética tém
reduzido o tempo necessario para o processamento das analises das amostras de agua,
isto por que reduzem o numero de particulas interferentes presentes no meio que
poderiam se ligar de maneira inespecifica ao anticorpo, dificultando a andlise por
imunofluorescéncia e também por concentrarem o numero de oocistos presentes nas

amostras (VESEY et al., 1993b e 1994; STINEAR et al., 1996; DENG et al., 1997).

Meétodos genéticos baseados na deteccdo do acido nucleico de Cryptosporidium,
como a técnica de reagdo polimerdsica em cadeia (PCR), tém sido desenvolvidos para
amostras ambientais (LAXER et al., 1991; JOHNSON et al, 1993; BE] &
MAHBUBANI, 1994; MAYER & PALMER, 1996) a fim de melhorar a efetividade na
deteccdo de oocistos e otimizar o processo, tornando-o mais rapido e sensivel
(JAKUBOWSKI ef al., 1996; JOHNSON et al., 1995). Porém substancias como acido

humico, presentes geralmente em amostras ambientais, podem inibir e alterar as reagdes
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por PCR, sendo ainda necessario um aprimoramento desta técnica (JAKUBOWSKI et

al., 1996).

Entretanto, a eletroquimioluminescéncia, tem sido descrita como um método
simples, de facil execucdo e alta reprodutibilidade dos resultados, além de ser
quantitativa e nao requerer analise microscopica e ser especifica para C. parvum,
detectando até 1 oocisto em 1 ml de amostra com uma turbidez de at¢ 10.000 NTU

(LEE et al., 1997).

Apesar de uma grande variedade de estudos mais sofisticados estarem sendo
realizados e testados para pesquisa de oocistos em dgua como citometria de fluxo,
cultura de células, métodos colorimétricos, ELISA, PCR, métodos imunoenzimaticos ¢
eletroquimioluminescéncia, a imunofluorescéncia permanece como um dos métodos
mais indicados para pesquisa de Cryptosporidium (VESEY et al., 1993b; LEE et al.,
1999; FAYER, 1997).

A determinagdo da viabilidade dos oocistos detectados ¢é considerada
indispensavel para a confirmagdo dos riscos para este patdgeno, uma vez que somente
oocistos viaveis e infectantes podem se constituir em problemas a satde, sendo,

entretanto, incipientes os métodos e estudos com este intuito.
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Capitulo 111
MATERIAL E METODOS

I11.1. Introducio

O tratamento da 4gua redunda numa série de metodologias de prevencdo de
doengas de veiculagdo hidrica. H4& um amplo reconhecimento de que parasitos
protozoarios sdo mais resistentes a desinfec¢do que bactérias ou virus. Por conseguinte,
em adicao a desinfeccao, tem sido recomendada a filtragdo para assegurar a remocao de
cistos de protozoarios. Os oocistos de Cryptosporidium sao menores que os cistos de
outros protozoarios, menores que outros coccideos com um didmetro de 4 a 5 um e

possuem forma esférica ou levemente ovoide (CLANCY & HANSEN, 1999).

O manual da Surface Water Treatment Rule (SWTR) da (USEPA) estabelece o
tratamento conveniente e de facil operacdo. Uma coagulacdo convencional,
sedimentacdo e filtracdo que tem o poder de remover 2,5 log. Filtragdo direta, filtragcdo
lenta com areia assume 2,0 log de remocao. Uns dos problemas com a aplicagdo de
SWTR ¢ que a concentracao de oocistos na dgua bruta ¢ desconhecida. Ademais nao tem
indicadores de concentra¢do de parasitos neste tipo de dgua. Outro problema ¢ que tem
pouco critério operacional que pode ser usado para determinar dentro dessa ampla

escala da estacdo de tratamento uma adequada remocgao do parasito.

Segundo LeCHEVALLIER & NORTON (1992) em alguns casos quando ocorre
um incremento na turbidez da 4gua bruta, a estagdo de tratamento responde
proporcionando maior grau de coagulacdo ou eficiéncia de filtragdo. ONGERTH &
PECORARO (1995) relatam sobre a remogao de particulas na filtragdo e na remocgao de
particulas especificas, em especial, oocistos de Cryptosporidium, que podem estar
limitadas a fator de comportamento. Isto inclui, caracteristicas determinadas por
tamanho das particulas, forma, gravidade especifica, concentra¢do de particulas e carga

de superficie.

A interagdo entre particulas e sua habilidade para ser floculada e removida por

filtracdo depende, em parte, da carga de superficie que ¢ indicado pelo zeta potencial. A
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carga de superficie de muitas particulas em agua de superficie com pH neutro ¢
negativo. O zeta potencial de oocistos medidos na dgua destilada situa-se na faixa de —
25 mv com pH =7.0. Adicionalmente, as cargas tanto em cistos como em oocistos
podem ser neutralizadas pela adigdo de ion hidrogénio, analogo a neutralizagcdo das

cargas ocorre uma coagulacdo convencional usando metais como o ferro ou aluminio.

A linha geral sobre a qualidade da 4gua ¢ a protecdo a saude publica, visando
assegurar a confiabilidade do fornecimento através da eliminacdo ou redugdo a
concentra¢des minimas de contaminantes biologicos, sabidamente perigosos a satide. Agua
pura ¢ um produto artificial, assim as aguas naturais possuem substancias em sua
composi¢do, em solucdo ou em suspensdo, em propor¢cdes muito variadas, podendo

modificar consideravelmente as propriedades, os efeitos e 0s usos.

A 4gua de uso hospitalar deve ter suas caracteristicas fisico-quimicas e biologicas
controladas e dentro de pardmetros de qualidade definidos. Deve estar isenta de
microrganismos e com os constituintes quimicos dentro dos limites preconizados. Deve ser

avaliada levando-se em consideracdo que a mesma deve atender aos seguintes aspectos:

e Nao carrear poluentes além dos niveis permitidos;

e Receber tratamento prévio dos residuos ou agentes poluidores;

e Possibilitar a detecgdo e correcdo de perigos potenciais no que se refere a

patogenos;

e Nio ser contaminada em qualquer parte do seu ciclo, por despejos

radioativos ou metais pesados provenientes dos laboratérios.

O Cryptosporidium esta presente no ambiente na forma de oocistos que lhe
confere a capacidade de sobreviver sob as mais variadas condigdes ambientais.
Entretanto os esporozoitos ao desencistar morrem rapidamente quanto expostos a
condi¢des diferentes daquelas encontradas nos seus hospedeiros (CLANCY &

HANSEN, 1999).
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Os oocistos sdo capazes de sobreviver por longos periodos na agua (176 dias),
incluindo a agua do mar (35 dias), suportando ampla variagdo de temperatura. A luz
natural do sol ndo altera a viabilidade dos oocistos, porém, estes sdo sensiveis a

desidratagdo (SZEWZYK et al., 2000).

A ocorréncia de oocistos em esgotos ¢ influenciada pelo tamanho da
comunidade, assim como a variagdo microbiana neste efluente. Embora seja alto o
nimero de oocistos que possa ser encontrado no esgoto bruto, em geral, a descarga
destes em efluentes é baixa. Contudo ¢ evidente que esta ¢ uma fonte significativa de
contaminagdo no ambiente, constituindo risco em potencial para infecgdes em homens e
animais. Além disso, muitas dguas superficiais destinadas a diferentes usos
(abastecimento, irrigacdo, recreagdo) recebem despejos de esgotos (TEUNIS &

HAVELAAR, 2002).
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II1.2. Métodos de deteccao

II1.2.1. Métodos de detec¢cao de oocistos em fezes

A 1identificagdo de oocistos de C. parvum em fezes envolve concentracdo para

logo sua posterior identificagdo.

111.2.1.1. Método de Ritchie ou Formol-éter

O método de RITCHIE consiste em misturar 1 volume de fezes com 10 volumes
de 4gua corrente. Coar em gaze em um tubo de centrifuga de 15 ml. Centrifugar a 2000
rpm, por 1 minuto, decantar o sobrenadante e lavar o sedimento com agua corrente.
Repetir a centrifugacdo, a lavagem e decantar novamente o sobrenadante. Adicionar 10
ml de solugdo formol a 7,5% no sedimento obtido, mantendo em repouso durante 20 a
30 minutos. Adicionar, entdo, 3 ml de éter e agitar vigorosamente. Centrifugar a 400 g
durante 1 minuto. Limpar os detritos superficiais da parede o tubo com um bastdo e
decantar a mistura sobrenadante. Este método foi utilizado, inicialmente, para obtengao
de cistos de protozoarios (PESSOA & MARTINS, 1977). O método de RITCHIE
(1948) foi modificado por RIDLEY & HAWGOOD (1956) utilizando-o para
concentragdo de cistos e ovos de parasitos, sendo adaptado mais tarde para concentragdo

de oocistos de Cryptosporidium spp.

O fundamento deste método baseia-se no mesmo principio da centrifugo-

sedimentacdo, para obten¢ao dos oocistos, por meio do sistema formol-éter.

I11.2.1.2. Concentracio pelo acicar de Sheather

Este método ¢ simples e seu procedimento faz-se misturando fezes em partes
iguais com solugdo fisioldgicas (NaCl a 0,9%). Homogeneizar bem e filtrar a suspensao
em gaze dobrada em quatro partes. Recolher o filtrado em um tubo de centrifuga,
colocando somente até sua metade. Encher completamente o tubo com solucao saturada

de actcar. Cobrir o tubo com parafilme. Homogeneizar bem por agitagdo e centrifugar a
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400 g por 5 minutos. Os oocistos de Cryptosporidium sao encontrados na parte densa da

solugdo saturada de agucar (OLIVEIRA & ROCHA, 2000).

I11.2.1.3. Concentraciao pelo sulfato de zinco modificado (Larsh)

Esta técnica consiste em retirar uma pequena quantidade de fezes da amostra e
adiciona-la em sulfato de zinco (ZnSO4) a 33% e densidade igual 1,18. Triturar bem as
fezes, evitando a permanéncia de detritos e bolha de ar, utilizando um frasco de vidro.
Transferir esta mistura para um tubo e adicionar soluto de ZnSO4 e colocar solugdo de
ZnSO4 até formacdo de menisco, de modo que todas as bolhas sejam retiradas e o tubo
seja completo até sua superficie total. Colocar uma laminula, de modo a cobrir toda a
superficie da boca do tubo. Ap6s 15 minutos retirar a laminula, fazendo uso de uma
pinga. Coloca-la sobre uma lamina com o liquido em contato com a mesma (PESSOA
& MARTINS, 1977). Variacoes desta técnica, associada ao método de sedimentagao
pelo formol-éter e flutuagdo pelo sulfato de zinco foram descritas por outros autores

(ADAM et al.,1971).

I11.2.1.4. Concentracao pela formalina-etil acetato modificado

Em um tubo conico de centrifuga de 15ml, colocar 4 ml de suspensdo de fezes,
adicionar 6 ml de formalina 10% e 3 ml de etil-acetato. Homogeneizar vigorosamente

por 30 segundos e centrifugar a 500 g por 5 minutos.

Desta centrifugagdo resulta 4 fases (de cima baixo): uma fase contendo etil
acetato, uma segunda contendo os debris fecais, uma terceira contendo formalina e a
ultima fase contendo sedimento. O sobrenadante das trés fases superiores ¢ decantado e
o sedimento ¢ ressuspenso em 5 ml de dgua deionizada. Adicionar 5 ml de cloreto de
sodio saturado (densidade 1,20) sobre o sedimento. Centrifugar a 500 g por 10 minutos.
Esta segunda centrifugacdo resulta em 3 fases (de cima para baixo): uma fase superior
composta com pequena quantidade de debris fecais e oocistos de Cryptosporidium, os
quais permanecem na superficie da soluc¢do saturada de cloreto de sddio, uma segunda

fase contendo cloreto de sddio saturado e a terceira fase com o sedimento contendo a
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maioria dos debris fecais. A fase superior, aproximadamente, 3,5 a 4 ml ¢ descartada. O
restante contendo os parasitos e, aproximadamente, 0,5 ml da solugdo de cloreto de
sodio ¢ removido e lavado com 13 ml de 4gua deionizada, apds centrifugagdo a 500 g

por 10 minutos (WEBER et al., 1992).

I11.2.1.5. Separacio Imunomagnética

No processo de separagdo imunomagnética (IMS) de oocistos de C. parvum ha
necessidade do uso de um separador magnético e micro pérolas (MiniMacs magnétic),
uma coluna de sele¢d@o positiva de gradientes e micro pérolas coloidais de 6xido de ferro
e de polissacarideo (Miltenyi Biotec Inc., Alburn, CA, EUA). Dois tipos de micro-
pérolas podem ser utilizadas, sendo de 50 nm de diametro (Kit-Meridian Diagnostics
Inc., Cincinati, OH, EUA), recoberta por anticorpos monoclonais especificos para o C.
parvum conjugada com isotiocianato de fluoresceina (anti-FITC) e com anti-IgG de

coelho produzido em cabra.

Sdo utilizados dois métodos IMS. No método direto, os oocistos sdo marcados
com um anticorpo monoclonal anti-C. parvum produzido em coelho conjugado com
FITC, pela incubagdo da suspensdo de oocistos com 50 pl do anticorpo monoclonal,

conjugado com FITC a temperatura ambiente, por 30 minutos.

No método indireto, os oocistos sdo marcados pela incubagdo com 50 pl de anti-
soro de coelho infectado (diluicdo 1:400 em PBS) a temperatura ambiente, por 30
minutos. Em seguida foram lavados com tampao PBS, contendo 0,5% de soro albumina
bovina e 2 mM de EDTA, pH 7,2 e incubados com 50 pl anti-IgG de coelho produzido
em cabra, conjugado com FITC (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). Os
oocistos sdo, entdo, lavados com tampao PBS. Coloca-se 20 ul de micro-pérolas nos
oocistos € um adicional de tampao PBS deve ser colocado para completar um volume
final de 100 pl. A mistura ¢ incubada a 4°C por 20 minutos. Os oocistos ligados as
micro-pérolas serdo passados pela coluna de separagdo magnética. Faz-se, a seguir, a
lavagem da coluna por trés vezes, utilizando 500 ul de tampao de IMS e o efluente ¢é

coletado como fracdo negativa. A coluna ¢ entdo removida por um separador magnético
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de células e lavada por trés vezes, utilizando 500 pl de tampao PBS com a ajuda de

bastdo, sendo o efluente coletado como fragdo positiva.

O ntimero total de oocistos purificados pela IMS, nas fragdes positiva e negativa,

podem ser contados em camara de Neubauer (DENG et al., 2000).

I11.2.1.6. Teste de imunofluorescéncia

111.2.1.6.1. Imunofluorescéncia direta

Este método foi desenvolvido inicialmente para a deteccdo de pequenas
quantidades de oocistos presentes em amostras de fezes humanas, conservadas em
formalina a 10%. Os primeiros relatos na literatura apontam para o uso de anticorpos
monoclonais, produzidos a partir de oocistos isolados de pacientes ou da parede celular
destes microrganismos (STERLING & ARROWOOD, 1986). A partir de 1992, o uso
do Kit comercial Merifluor (Cryptosporidium-Giardia direct immunofluorescent
detection kit) produzido pela Meridian Diagnostics (Cincinati, Ohio, EUA) facilitou sua

utilizagao na identificacao de oocistos em amostras de fezes.

I11.2.1.6.1.1. Utilizacao de anticorpos monoclonais

Na preparacao das amostras para a reagcdo de fluorescéncia as amostras de fezes
sdo primeiramente tratadas com KOH a 10%, para remog¢do de muco, lavadas em
formalina 10% e centrifugadas a 300 g por 2 minutos. Uma aliquota do sedimento deve
ser finamente espalhada em laminas de microscopia para imunofluorescéncia,
previamente tratadas com glicerol-agar (0,1 g de Agar [Difco Laboratories], 0,5 ml de
glicerol e 100 ml de dgua destilada), previamente fervida para promover adesividade do

material, entdo fixadas em metanol.

Em cada um dos pogos contendo as amostras de fezes sdo adicionadas aliquotas

de 5 ul do anticorpo monoclonal (diluicdo 1:100) e incubados a 37°C por 20 minutos.
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As laminas sdo lavadas trés vezes com PBS. Cinco microlitros (5 pl) do anticorpo
anticamundongo ligado ao isotiocianato de fluoresceina (FITC, Kirkegaard and Perry
Laboratory, inc.) ¢ adicionado em cada poco e incubado a 37°C por 20 minutos. As
laminas sao lavadas quatro vezes com PBS e montadas com o glicerol-PBS. As laminas

sdo examinadas em objetiva de 100 vezes e a confirmacdo dos parasitos feita em

aumento de 250 vezes (GARCIA et al.,1987).

Atualmente, anticorpos monoclonais (oocisto-especifico conjugado com FITC)
obtidos comercialmente, podem ser utilizados de acordo com as instrugdes do
fabricante. Assim, as amostras formolizadas sdo homogeneizadas em vortex, por 30
segundos. Para cada amostra de fezes, 5 ul sdo retirados para a confeccao de 3 pogos na
lamina de imunofluorescéncia. As laminas sdo secas ao ar por 30 a 45 minutos e 20 ul
do anticorpo monoclonal ¢ adicionado a cada pogo incubando-se por 30 minutos, em
camara Umida a temperatura ambiente. As laminas sdo lavadas delicadamente com
solucdo tampdo, que acompanham o Kit e o excesso ¢ removido com uma delicada

batida da lamina sobre uma superficie, contendo um papel absorvente.

Os oocistos sdo contados em microscopia de fluorescéncia em 400 campos. O
resultado em numero de oocistos deve ser confirmado em objetiva de 40 vezes. O
resultado em numero de oocistos ¢ obtido pela média da contagem de trés pogos,

correspondentes as triplicatas (VALDEZ et al., 1997).

Apds o ano de 1992, outros Kits foram obtidos comercialmente para o teste de
imunofluorescéncia direta. GARCIA & SHIMIZU (1997) avaliaram fezes humanas
coletadas em formalina a 10%, concentradas pelo processo de sedimentacdo etil-acetato
e centrifugadas a 500 g por 10 minutos. As laminas foram previamente tratadas e
aliquotas de 10 pl do sedimento foram finamente espalhadas nos pocos das laminas,

secas ao ar e fixadas em metanol.

Para cada teste foram utilizados trés Kits diferentes: (i) TechLab Giardia/Crypto
IF Kit, (i1) TechLab Crypto IF Kit, (iii) Meridian Merifluor Cryptosporidium/Giardia,
sendo este ultimo usado no mesmo ano por VALDEZ et al. (1997), de acordo com as

instrugdes do fabricante.
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As laminas devem ser guardadas no escuro, antes de serem lidas, dentro de 1
hora. A observagdo foi realizada em microscopio de fluorescéncia (Carl Zeiss, inc.,
Nova York, EUA) em aumento de 100 vezes e os organismos confirmados em 250

vezes de aumento.

111.2.1.6.2. Imunofluorescéncia indireta

O método de imunofluorescéncia indireta pouco foi utilizado para a detec¢io de

oocistos de Cryptosporidium.

STIBBS & ONGERTH (1986) descreveram esta técnica em amostras de fezes
humanas, de macacos ¢ em bovinos. As amostras devem ser mantidas sob conservantes

(dicromato de potéssio) ou ndo e utilizadas de 1 dia a 6 semanas.

As amostras antes de serem utilizadas devem ser lavadas duas vezes com agua
destilada, o sedimento obtido pela centrifugacdo deve ser ressuspenso em agua
destilada, imediatamente antes de uso. Uma fina camada de cada amostra sera preparada
em laminas de microscopia, previamente limpas com 4lcool, deixadas secar a
temperatura ambiente e fixadas em acetona por 5 minutos. O esfregago de cada lamina
deve ser delgado para facilitar a visualizagdo ao microscopio usando um cotonete
aplicador. As laminas devem ser mergulhadas em soro imune de coelho anti-
Cryptosporidium ou em soro pré-imune diluido a 1:40 em PBS, pH 7,6 e incubadas em
camara umida a 37°C por 30 minutos e logo apds, lavadas com PBS trés vezes, por 5
minutos cada. As laminas devem ser secas ao ar, para adicionar-se o anti-soro de cabra
anti-IgG, de coelho conjugado a FITC, na dilui¢do 1:40 em PBS. As laminas devem ser

incubadas novamente a 37°C por 30 minutos.

As laminas devem ser montadas em glicerol 90% em PBS com p-
fenilenediamine a 0,1 mg/ml. As ldminas de imunofluorescéncia indireta devem ser
examinadas em microscopio de fluorescéncia, em aumento de 400 vezes, com

epiiluminacdo.
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I11.2.1.7. Teste de ELISA (Enzime-Linked immunosorbent Assay)

O uso da técnica de ELISA para identificagdo de antigenos de Cryptosporidium
spp. Em amostras de fezes foi realizado por ROSENBLATT & SLOAN (1993)
utilizando Kit comercial (LMD Laboratérios). Os autores descreveram o uso de

amostras preservadas em formalina ou congeladas a -65°C por até 18 meses.

As amostras mantidas em formalina foram usadas diretamente para o teste,
enquanto que as amostras frescas ou congeladas foram diluidas 1:5 em PBS. Antes do
uso, as amostras foram homogeneizadas em voértex por 10 segundos e deixadas

sedimentar até que o sobrenadante estivesse claro (cerca de 1 a 3 minutos).

Cinqiienta microlitros (50 pl) do sobrenadante foram adicionados em cada pogo
da placa de ELISA, que continha anticorpo policlonais anti-Cryptosporidium ¢ 100 pl
do diluente de lavagem do Kit. Controles positivos e negativos foram incluidos. Apos
45 minutos a 37°C, os pogos foram lavados com a solugdo de lavagem. Anticorpos
monoclonais anti-Cryptosporidium foram adicionados as placas, incubados 20 minutos
e lavados. A demonstra¢do da positividade foi feita pela adicdo de um anticorpo anti o
segundo anticorpo monoclonal conjugado com peroxidase, deixados por 10 minutos de
incubagdo, lavado com o tampao, adicionado o substrato (tetramentil benzidina) para
revelar a reagdo. Um periodo de 10 minutos foi necessario para o desenvolvimento de
coloracdo (azul para amarelo). O resultado pode ser observado a olho nu ou a leitura
pode ser feita em leitor de ELISA. Outros Kits, como o ProSpect Rapid Assay
(GRACZIK et al., 1996) e o BIOSITE (Diagnostics, Sam Diego, Califérnia, EUA)
foram também utilizados (GARCIA et al., 2000).

O teste de ELISA ¢é também utilizado para detectar antigenos circulantes de
Cryptosporidium (GOMES-MORALES et al., 1995). Assim, as placas de ELISA sado
sensibilizadas com anticorpos anti-Cryptosporidium produzidos em coelhos infectados
com oocistos purificados de fezes de bovino a uma concentrag¢ao de 64 pg/ml em PBS.
As placas sdo incubadas a 4°C por 48 horas, lavadas trés vezes em PBS com 0,05% de
Tween-20 e bloqueadas por 1 hora a 37°C com 300 pl de soro fetal bovino a 1%. Soros

sem diluicao de pacientes e individuos controles sdo adicionados as placas por 4 horas a
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temperatura ambiente. Cada poco € lavado trés vezes em PBS-Tween a 10%. Anticorpo
anti-Cryptosporidium conjugado a peroxidase ¢ adicionado, incubado por uma hora a

37°C, lavado, revelado e lido em leitor de ELISA.

I11.2.1.8. Citometria de fluxo

Atualmente a citometria de fluxo tornou-se uma excelente ferramenta no
diagnéstico de varias infecgdes pela sua praticidade. Contudo, poucos trabalhos
descrevem o uso pratico desta metodologia para o diagnostico da criptosporidiose.
Inicialmente, VALDEZ et al., (1997) padronizaram o uso de citometria de fluxo em
amostras de fezes. Estas sdo diluidas 1:4 em formalina e estocadas a 4°C até o momento
do uso. Diversas concentragdes de oocistos variando de 5 oocistos a 10 oocistos/ml de
isolados padrdes sdo adicionados (100 ul) em 900 pl das amostras de fezes. As fezes
sdo submetidas a um vortex por 30 segundos e deixadas em repouso por 30 segundos.
Cem microlitros (100 ul) da suspensdo sdo removidos e adicionados a 900 ul de PBS,
passado pelo vortex, centrifugados a 1.880 g por 30 minutos e o sobrenadante removido.
O sedimento contendo os oocistos € ressuspenso em de PBS. Desta suspensdo, 180 pl
sdo removidos e misturados a 20 pl de anticorpos monoclonais antioocistos conjugados
a FITC, incubados no escuro a 37°C por 1 hora, centrifugados a 1.880 g por 15 minutos.
O sobrenadante ¢ descartado e o sedimento misturado em 1 ml de PBS. As amostras
sdo, entdo, transferidas para tubos de poliestireno e armazenadas a 4°C. As
caracteristicas Opticas dos oocistos purificados sdo analisadas pelo citometro de fluxo

(Becton Dickinson) pela aquisi¢ao de software LYSYS II.

MOSS & ARROWOOD (2001) publicaram o uso da citometria no diagnostico
de criptosporidiose em fezes coletadas e conservadas com dicromato de potdssio a
2,5%, num volume final de 1,2 ml e estocadas a 4°C por até 50 dias. No momento do
uso, as fezes sdo adicionadas particulas de latex (BioMag), recobertas com anticorpos
monoclonais anti-Cryptosporidium para a captura de oocistos. Assim, 400 pl de
amostras sdo coletadas e transferidas para tubos conicos de 0,5 ml, centrifugados a 500
g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. O sedimento € ressuspenso em

PBS contendo 0,2% de soro albumina bovina ¢ 0,02% de azida sédica. O material ¢
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centrifugado e lavado até o dicromato de potassio ser visivel. O sedimento contendo os
oocistos ¢ ressuspenso em 400 ul de PBS/BSA contendo 30 pl das particulas recobertas
pelo anticorpo monoclonal, incubado por 1 hora a 4°C sob agitagdo. As pérolas

contendo os oocistos sao recuperadas como descrito no item II1.2.1.5.

Os oocistos purificados sao submetidos a dupla coloracdo. As amostras sao
ressuspensas em 200 pl de PBS/BSA e coradas simultaneamente com anticorpo
monoclonal (OWS50) marcado com peroxidase e FITC por 1 hora a 4°C no escuro.
Lavados uma vez em PBS/BSA, mantidos cerca de 50 pl do sedimento e adicionando
750 ul de PBS. Desta suspensdao, 700 pl sdo adicionados pérolas de poliestireno
fluorescentes para quantificagao dos oocistos. Os tubos devem ser estocados a 4°C no

escuro para analise por citometria de fluxo dentro de 48 horas.

I11.2.1.9. Reacdo polimerasica em cadeia (PCR)

Durante os ultimos anos, progressos considerdveis tém sido realizados em
relacdo a identificacdo de C. parvum por PCR em amostras clinicas e ambientais. Da
mesma forma, o sequenciamento do DNA do C. parvum tem sido utilizados com

sucesso a partir de oocistos obtidos de amostra de fezes em agua.

A extragdo de DNA das fezes humanas subseqiiente a detec¢do por PCR foi
demonstrada por ZHU et al. (1998), coletando amostras recentes de 1 a 3 dias, fixadas
em formalina ou conservadas por até 2 anos. Em todas as amostras contendo 1ml de
suspensdo de fezes, sdo adicionados 0,5 ml de Hemo-DE (Fisher, Pittsburg) para
remocdo de lipides e polissacarideos, homogeneizados em vortex por 1 minuto e
centrifugando-se a 20.000 g por 5 minutos. O sobrenadante ¢ a interface devem ser
descartados e o sedimento ressuspenso em 1,5 ml de 4gua. Submeter novamente a um
vortex e proceder a centrifugacdo. O sobrenadante ¢ descartado e o sedimento
ressuspenso em 0,8 ml de DNAzol (Molecular Resarch Center, Cincinati), transferindo
para um outro microtubo com pérolas de vidro homogeneizadas (MiniBeadbeater-8 cell
disrupter, Biospec Products) por 2 minutos. Para a completa lise dos esporozoitos de C.

parvum fixados em formalina, faz-se necessario incubar o material a uma temperatura
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de 90°C por 30-60 minutos, centrifugando-se em seguida a 3.000 g por 5-10 minutos. O
lisado deve ser novamente centrifugado a 20.000 g por 10 minutos e o sobrenadante
removido para um microtubo contendo 10 pl de “poliacril carrier”, sendo o DNA
precipitado pela adicao de 0,5 ml de etanol absoluto. O sedimento deve ser lavado com
etanol a 95%, seco ao ar, redissolvido em DNAzol e centrifugado por 10 minutos para
remocao dos materiais insoluveis. A seguir, o sedimento deverd ser lavado duas vezes
com etanol 95%, seco ao ar e dissolvido em 90 pl de NaOH a 8mM, pH 8,0, ajustado
pela adi¢ao de 10 ul de tampao HEPES, devendo ser estocado a -20°C.

Dois “primers” devem ser utilizados para a deteccdo do DNA de C. parvum, o
CF291 e CR201, especifico para o género de Cryptosporidium ¢ o outro CPF202 e
CPR202 especifico para o C. parvum, amplificando 540 e 165 pares de base,

respectivamente. Para a reagdo primdria de amplificagdo deve usar-se 50 pl.

I11.2.1.10. Microscopia Eletronica

ENTRALA et al. (2001), utilizando a microscopia eletronica, foram capazes de
demonstrar a incorporagdo de moléculas pela parede externa do oocisto através de um
processo que, aparentemente, nao envolvia a presenca de corpos formadores de parede,

uma vez que esta parede estava totalmente desenvolvida.

Na purificacdo de oocistos as amostras fecais sdo obtidas de bezerros recém-
nascidos, infectados com Cryptosporidium, diluidas em solugdo salina (NaCl a 0,9%
p/v) e filtradas em filtros de poro de Imm, para remo¢ao de material grosseiro. Os
oocistos sdo purificados usando o gradiente cloreto de césio e colocados em solugdo

salina a 4°C, até serem utilizados.

Na microscopia imunoeletronica os oocistos purificados de C. parvum sio
fixados em solugdo de glutaraldeido-formaldeido a 2% (v/v) em 50 nM de tampao
cacodilato (pH 7,4) por 2 horas a 4°C. A amostra ¢é, entdo, lavada com o mesmo tampao,
desidratada em etanol e embebida em Spurr (Sigma) por 12 horas. Apds a polimeragao

por 16 horas a 60°C, fazem-se cortes ultrafinos, usando laminas de diamante,
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colocando-os sobre grades de niquel. Estes cortes sdo colocados em soro albumina
bovina a 1% em PBS (PBSA p/v) por 4 horas a 4°C. Em seguida, colocam-se os cortes
incubados com anticorpo monoclonal anti-Cryptosporidium (OW3 Merifluor'™ —
Cryptosporidium Kit, Meridian Diagnostic Inc., Sterling & Arrowood, 1986) que
reconhece o antigeno de parede de oocisto de 200 kDa, diluido 1:5 em PBSA,

incubando por 1 hora a temperatura ambiente.

Apds o processo de lavagem com PBSA, os cortes sdo incubados em soro de
cabra anti-IgM murino, conjugado com 10 nm de pérolas de ouro (Sigma) diluido 1:100
em PBS, adicionando 0,1% de BSA, 0,05% de Tween 20 e 5% de soro fetal bovino, por
1 hora a temperatura ambiente. As grades secas sdo coradas com acetato de uranil a 3%
em agua, antes de serem observados pela microscopia eletronica. Os cortes controles
sdo incubados com soro de camundongos ndo infectados e um anticorpo monoclonal

IgM de camundongo contra IgG1 de rato (Sigma).

Para visualizagdo de componentes estruturais de paredes de oocistos de C
parvum pela microscopia eletronica, necessita-se da digestdo proteolitica de sua parede
utilizando-se pepsina, tripsina e proteinase K. As amostras sdo preparadas sobre um
filme de carbono, coradas com molibdato de aménio a 0,5%, 1,0% e 2% (p/v, pH 7,0),
fosfotungstato de sodio (pH 7,0) e observadas pela microscopia eletronica de

transmissdo (HARRIS & PETRY, 1999).

I11.2.1.11. Detecgao por coloracgio

I11.2.1.11.1. Coloracao pela Giemsa

Esta técnica consiste em fazer um esfregaco do material concentrado de fezes em
laminas e fixar em metanol por 3 minutos. Deixar secar e processar a coloragdo,
diluindo 3 gotas do corante em 2 ml de agua destilada livre de 4cidos ou em solugdo
tampao PBS, em pH 7,2, agitando-se bem. Colocar esta solucdo sobre a lamina fixada,
por 15 minutos. Descartar o corante e lavar a lamina com agua destilada até obtencao de

cor rosea. Secar em papel absorvente. Examinar ao microscopio Optico em objetiva de
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10 vezes, confirmando em objetiva de 40 vezes de aumento (PESSOA & MARTINS,
1977).

I11.2.1.11.2. Coloracao Ziehl- Neelsen modificada

Utilizando o concentrado obtido, faz-se um esfregago delgado e homogéneo em
laminas de microscopia. Apds isso, ¢ deixado secar ao ar e posteriormente ¢ fixado em
metanol por 5 minutos. Deixar secar ao ar a temperatura ambiente. A seguir, corar com
carbolfucsina por 5 minutos e processar as lavagens, utilizando primeiramente alcool
etilico a 50% e a seguir dgua corrente. Descorar a 1dmina mergulhando-a em alcool-
acido a 1% (&cido cloridrico concentrado em alcool etilico 95%). Lavar novamente em
agua corrente e contracorar com azul de metileno por 1 a 5 minutos. Lavar em agua
corrente e deixar as laminas secarem ao ar. Examinar ao microscopio Optico em objetiva
de 10 vezes, confirmando em objetiva de 40 vezes de aumento e, se necessario, em
objetiva de imersao em aumento de 1.000 vezes (HENRIKSEN & POHLENZ, 1981). A
combinagdo de carbolfucsina e dimetilsulfoxido (DMSO) também pode ser utilizada

para corar oocistos de C. parvum em material fecal (BRONSDON, 1984).

I11.2.1.11.3. Coloracao acido-resistente com tricromo

As fezes conservadas em solu¢do contendo 15 g de acetato de sodio, 20 ml de
acido acético e 40 ml de formalina em 925 ml de agua destilada (solu¢do SAF), sdo
concentradas pelo método da sedimentacdo pela formalina-etil acetato, com
centrifugacdo a 650 g por 10 minutos. Uma aliquota de 0,01 ml do sedimento ¢
finamente espalhada em ldminas, que apds secagem, imediatamente fixadas em

metanol, por 5 minutos.

As laminas fixadas sdo coradas com carbolfucsina (25 g de fenol, 500 ml de
agua destilada, 25 ml de solugdo de fucsina alcoodlica saturada, 2 g de fucsina basica em
25 ml de etanol a 96%), por 10 minutos sem aquecimento. Em seguida, as laminas sdo
lavadas em agua corrente e descoradas com alcool-acido (0,5% de acido cloridrico em

alcool).
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Uma segunda coloragdo ¢ feita a seguir com solugdo Trichrome Didier’ s por 30
minutos a 37°C, previamente preparada com 6 g de Chromotrope 2R (Sigma), 0,5 g de
anilina azul (Merck) e 0,7 g de acido fosfotungstico (Sigma) em 3 ml de acido acético a
temperatura ambiente por 30 minutos, adicionado, em seguida, 100 ml de dgua destilada
e ajustando o pH para 2,5 pela adi¢do de 4cido cloridrico a 2 N. As laminas sdo lavadas
com etanol a 95% por 30 segundos. Apds a secagem, as laminas sdo examinadas com

6leo de imersao em aumento de 1.000 vezes (IGNATIUS et al., 1997).

I11.2.1.11.4. Coloracao pela Safranina (1)

Na concentragdo dos oocistos foram utilizados os métodos pela flutuacio de
acgucar-fenol e pela sedimentacdo utilizando formol-éter, juntamente com a flutuagao

pelo sulfato de zinco.

A técnica de coloragdo pela safranina-azul de metileno consiste em fazer um
esfregaco do concentrado, de espessura delgada em laminas de microscopia. E usada
uma diluicdo do esfregago com solucdo salina, quando necessario. Apos a secagem das
laminas ao ar, sdo fixadas rapidamente, passando através de uma chama de bico de
bunsen. A fixacdo ¢ realizada em acido cloridrico a 3% em metanol 100%, por 3 a 5
minutos. Em seguida, coradas com safranina a 1% e lavadas com 4gua corrente em adgua
destilada por 60 segundos. O aquecimento por toda a lamina ¢ feito, até emissdo de
vapores, tomando cuidado para ndo ocorrer a fervura do corante. Mais corante ¢
adicionado, quando necessario ¢ o aquecimento continuado. A safranina que estava
sobre a lamina ¢ descartada e lavada em agua corrente. As laminas sdo contracoradas
com azul de metileno 1% por 30 segundos, lavadas novamente em agua corrente e
deixadas secar para que possam ser examinadas em microscopio, usando objetiva 20

vezes de aumento (BAXBY et al., 1984).

I11.2.1.11.5. Coloracao pela safranina (2)

As amostras de fezes sao coletadas e conservadas em formol a 10%. As fezes

sao concentradas pelo método de RITCHIE. As laminas sdo preparadas com o
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concentrado obtido e fixadas em metanol por 5 minutos. Em seguida, as laminas sao
cobertas com safranina 1% (1 g de safranina em 100 ml de agua destilada), aquecendo-
se até desprendimento de vapores por duas vezes, deixando-as em contato com a
safranina durante 15 minutos. As ladminas sdo lavadas rapidamente em agua corrente ¢
descoradas com metanol-acido (3 ml de acido cloridrico em 97 ml de etanol) por 5 -10
segundos, lavadas novamente em agua corrente ¢ colocadas em estufa a 37°C durante
90 minutos, em recipiente contendo cromotropo (6 g de cromotropo 2 R, 0,15 g de Fast-

green, 0,7 g de 4cido fosfotungstico, 3 ml de 4cido acético em 100 ml de agua

destilada).

As laminas sao mergulhadas em alcool-acido (0,45 ml de 4cido acético em 99,55
ml de 4lcool etilico 90%) por 5 a 10 segundos. As laminas sdo passadas rapidamente em
alcool etilico 95%, e em seguida, deixada por 5 minutos alcool na mesma graduagdo. A
seguir, a desidratacdo ¢ feita por 5 minutos em alcool absoluto e o clareamento em xilol
por 10 minutos. As laminas sdo secas e examinadas em microscopio no aumento de

1.000 vezes (PONCE de LEON et al., 1999).

I11.2.1.11.6. Coloracao fluorescente Auramina O-fenol

Esta técnica ¢ utilizada fazendo os esfregagcos em laminas, usando um
concentrado de oocistos, fixando-os pelo calor rapidamente. A coloragdo ¢é feita pela
imersdo das laminas em auramina O-fenol (auramina O 0,1%; fenol 3% e etanol 9,5%)
por 15 minutos. A descoloragdo ¢ feita em solucdo de acido cloridrico 0,5% em etanol
70%, por 2 minutos. As laminas sdo lavadas com &4gua corrente. Contracorar com
permanganato de potassio 0,5% em agua destilada, por 3 minutos. Em seguida, lavar
novamente as laminas. Secar e examinar em microscopio de fluorescéncia em aumento

de 100 vezes (STIBBS & ONGERTH, 1986).
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II1.2.2. Detec¢ao de oocistos em agua

Para a recuperagdo de oocistos em amostras de agua o método envolve trés

etapas:

e Concentracao das amostras de dgua, para recuperar o baixo niumero de

parasitos tipicamente encontrados no ambiente;

e Purificagdo; para separar os oocistos dos residuos que possam interferir

na fase de deteccao;

¢ Deteccao dos oocistos pela utilizagdo de anticorpos monoclonais.

I11.2.2.1. Concentracio por dissolucio da membrana filtrante

A filtragdo pode ser feita em campo, utilizando-se um suporte de membrana de
aco inoxidavel, mangueiras e conexdes previamente esterilizadas, ligadas a um
hidrometro. A vazao para a coleta deve ser controlada, quando possivel, em
aproximadamente, 4 1/min. A amostra ¢ filtrada através de uma membrana de acetato de
celulose de 293 mm de diametro e 1,2 um de porosidade. Apos a filtragdo, a membrana
¢ transferida para um saco de polipropileno estéril e mantida sob refrigeracao durante o

transporte até o laboratdrio.

Adiciona-se a membrana 200 ml de acetona (Merck), Homogeneiza-se por 15
minutos e adiciona-se, entdo, mais 200 ml de acetona, homogeneizando por mais 15

minutos. Transfere-se o volume total para tubos de centrifuga de 250 ml.

Logo as amostram passam por centrifuga¢do a 650 g durante 15 minutos a 10°C.
Aspira-se o sobrenadante através de um sistema de sucg¢do a vacuo descartando o
sedimento, adicionando-se 200 ml de etanol 95% (Merck). Homogeneiza-se e depois se
centrifuga a 650 g por 15 minutos a 10°C. Descarta-se o sobrenadante do mesmo modo

descrito anteriormente e o sedimento deve ser ressuspendido em 200 ml de etanol 70%
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(Merck). O volume ¢ transferido para um unico tubo de centrifuga. Centrifuga-se,
novamente, sob as mesmas condi¢des, descartando o sobrenadante e adicionando-se ao
precipitado 200 ml de solucdo eluente. Esse volume logo ¢ colocado em tubos de
centrifuga conicos de 50 ml. Segue, entdo, uma nova centrifugacdo obedecendo aos
padrdes anteriores, vertendo-se o sobrenadante, concentrando o volume em um unico
tubo apos a lavagem dos mesmos com solugdo eluente. Centrifuga-se a 650 g por 15
minutos, descartando o sobrenadante e reservando um volume final de
aproximadamente 10 ml, dependendo da densidade da amostra. Posteriormente, 10 pl
da amostra ¢ transferido para lamina, para logo deteccdo de oocistos por
imunofluorescéncia (IFA). O restante das amostras apos a realizagdo da IFA pode ser

mantido em tampao formalina 10% a 4°C.

I11.2.2.2. Concentracio por filtro de cartucho

Este sistema também pode ser realizado em campo pela filtragdo das amostras
utilizando filtros de cartucho de fios de polipropileno de 1um de porosidade. A agua
passa uma velocidade média de fluxo de 8-10 1/min, podendo filtrar-se até¢ mais de

1.000 litros. A figura 4 denota o processo por filtracdo em cartucho.
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Figura 4. Concentracdo de oocistos de C. parvum por filtro de cartucho

Apo6s a filtracdo o filtro ¢ transferido sob refrigeracdo durante o transporte e
devem ser processados dentro de um periodo de 24 horas no laboratério. O filtro ¢é
cortado até sua parte central deixando os fios com uma largura de 8§ -10 cm. Para
desprender os oocistos, os fios do filtro sdo lavados a mao com 2 | de solugao eluente
(PBS pH 7,4 com 0,1% de Tween 80 e 0,1% de dodecil sulfato de s6dio SDC). Todo o
volume de lavado ¢ concentrado para obter um unico sedimento por centrifugacdo a
1500 g durante 10 minutos, descartando-se o sobrenadante e o sedimento pode ser

purificado por flotacdo em gradiente de Percoll-sucrose ou pela IMS.

I11.2.2.3. Concentracao por precipitado de carbonato de calcio

Sao utilizados 20 1 de 4gua (3 —20 1) na coleta, adiciona-se cloreto de céalcio 1M

(a razdo de 10 ml de cloreto de calcio por cada litro de amostra) e bicarbonato de sddio
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IM (10 ml de bicarbonato de sddio por cada litro de amostra). O pH ¢ ajustado entre 9,9
a 10,1 com hidréxido de sédio 5SM e mantido em repouso por 4 h, em temperatura
ambiente. O sobrenadante ¢ aspirado, gentilmente, através de um sistema de sucgdo a
vacuo para nao ressuspender as particulas sedimentadas. O precipitado € dissolvido em
400 ml de acido sulfamico 10% e o frasco ¢ lavado com solucao Tween 80 a 0,01%. O
volume final ¢ transferido para um tubo de centrifuga de 250 ml. Apds a centrifugacao a
3000 g por 10 minutos a 10°C, o sobrenadante ¢ descartado e o sedimento ¢ transferido
para tubos de centrifuga de 50 ml, lavando-se sempre o tubo anterior com Tween 80 a
0,01%. As amostras sao centrifugadas novamente a 3000 g por 10 minutos a 10°C, o
sobrenadante descartado e o precipitado ¢ ressuspendido em solucdo eluente (Tween 80
1%, SDS 1%, PBS 10X). Centrifuga-se novamente e¢ o sedimento ¢ ressuspendido, em
aproximadamente, 10 ml de solugdo eluente, dependendo da densidade da amostra.
Posteriormente, 10 pl da amostras sdo transferido para lamina para sua posterior
detec¢do por imunofluorescéncia. O restante pode ser guardado em formalina 10% a

4°C.

I11.2.2.4. Purificacdo pela flotacio em gradiente de Percoll-

Sucrose

A purificagdo das amostras por flotacdo realiza-se através a adaptagdao do
método proposto por Standard Methods For The Examination of Water and Wastewater
19" ed. (APHA, 1998), quando o exame microscopico das mesmas apresentava-se

comprometido devido a grande quantidade de particulas em suspensao.

Em um tubo conico de centrifuga de 50 ml ¢ diluido 1 ml da amostra
previamente concentrado, em 19 ml de solugdo eluente, agitando-se por 10 minutos.
Cuidadosamente sobre esses 20 ml adiciona-se 30 ml de solucao de flotagao de Percoll-
sucrose. Centrifuga-se a 1500 g por 10 minutos. Para ndo destruir a interfase, inicia-se a
centrifugagdo em baixa velocidade aumentando lentamente até alcangar a velocidade
ideal.

Com uma pipeta Pasteur aspirar 20 ml da camada de agua superior e mais 5 ml

do meio de flotacdo, transfere-se essa suspensdo para outro tubo de centrifuga, adiciona-
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se 50 ml de solugdo eluente e depois se centrifuga novamente a 1500 g por 10 minutos.

Descarta-se o sobrenadante e utiliza-se 10 pl para imunofluorescéncia.

I11.2.2.5. Purificacio pela separacio imunomagnética (IMS)

ApoOs a concentragdo da amostra, realiza-se a prova de acordo ao protocolo do

fabricante (Dynabeads anti-Cryptosporidium — Dynal, Oslo, Norway).

O processo ¢ realizado em trés etapas:

e captura de oocistos e IMS;

e dissociacdo do complexo formado dynabeads/oocistos;

e detecgdo por IFA.

I11.2.2.5.1. Captura de oocisto e IMS

Um volume de 100 ul de Dynabeads anti-Cryptosporidium é incubado com uma
solugdo tampao ¢ 10 ml de amostra concentrada ressuspendida em agua e mantida sob
agitacdo (Dynal Sample Mixer), 15-20 rpm, por 1 hora a temperatura ambiente. Logo
apos o tubo ¢ transferido para o concentrador de particulas magnéticas (MPC — Dynal) e
agitado levemente por 2 minutos até a formagdo de um precipitado aderido a parede do
tubo. Descarta-se o sobrenadante e o sedimento ¢ ressuspendido em 1 ml de solugdo
tampao. O conteudo ¢ transferido para um tubo eppendorf de 1,5 ml e agitado levemente

por 1 minuto quando o sobrenadante ¢ aspirado.

I11.2.2.5.2. Dissociacdo do complexo dynabead/oocisto

Remover o tubo eppendorf do MPC e adicionar 50 pul de HC1 0,1 N. Em seguida,

agita-se e transfere-se novamente o tubo para o MPC. O sobrenadante contendo os
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oocistos ¢ transferido para uma lamina contendo 5 pul de NaOH 1IN. Se Fixa, entdo, a

amostra com 50 pl de metanol para posterior analise por imunofluorescéncia.
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I11.2.3. Deteccio de oocistos em esgoto

Para a recuperacdo de oocistos em amostras de esgoto o método envolve trés
etapas:
e Concentragdo das amostras de esgoto, para recuperar o baixo

numero de parasitos tipicamente encontrados no ambiente;

e Purificacdo para separar os oocistos dos residuos que possam

interferir na fase de deteccao;

e Deteccao de oocistos pela utilizacdo de anticorpos monoclonais.

I11.2.3.1. Concentracio por precipitado do carbonato de calcio

Sao utilizados 20 1 de esgoto (3 — 201I) na coleta, adiciona-se cloreto de calcio
IM (a razdo de 10 ml de cloreto de célcio por cada litro de amostra) e bicarbonato de
sodio 1M (10 ml de bicarbonato de sodio por cada litro de amostra). O pH ¢ ajustado
entre 9,9 a 10,1 com hidroxido de s6dio 5SM e mantido em repouso por 4 h a
temperatura ambiente. O sobrenadante ¢ aspirado, com cuidado, através de um sistema
de succdo a vacuo para ndo ressuspender as particulas sedimentadas. O precipitado €
dissolvido em 400 ml de acido sulfamico 10% e o frasco ¢é lavado com solugdao Tween
80 a 0,01%. O volume final ¢ transferido para um tubo de centrifuga de 250 ml. Apds a
centrifugacdo a 3000 g por 10 minutos a 10°C, o sobrenadante ¢ descartado e o
sedimento ¢ transferido para tubos de centrifuga de 50 ml, lavando-se sempre o tubo
anterior com Tween 80 a 0,01%. As amostras sdo centrifugadas novamente a 3000 g por
10 minutos a 10°C, o sobrenadante descartado e o precipitado ¢ ressuspendido em
solugdo eluente (Tween 80 1%, SDS 1%, PBS 10X). Centrifuga-se novamente, ¢ o
sedimento ¢ ressuspendido em aproximadamente 10 ml de solugdo eluente, dependendo
da densidade da amostra. Posteriormente, 10 pl da amostras sdo transferido para lamina
para sua posterior detecgdo por imunofluorescéncia. O restante pode ser guardado em

formalina 10% a 4°C.
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I11.2.3.2. Concentracio por centrifugacio em fluxo continuo

Na concentracdo por centrifugacdo em fluxo continuo emprega-se um volume de
amostra de 2 -3 litros. A amostra ¢ passada por uma peneira de malha igual a 0,7 mm
para retirada dos residuos maiores e, logo apds, procede-se a centrifugacao a 3000 rpm
por 20 minutos, reservando-se os sedimentos obtidos. Apds homogeneizagdo, os
sedimentos devem ser novamente centrifugados por 10 minutos com adicao de éter (5:1)
para a clarificacio da amostra com a retirada de gorduras. O novo sedimento,
mantendo-o em volume final de 10 ml ¢ armazenado em geladeira (4°C) até o momento

da identificagdo dos protozoarios.

I11.2.3.3. Deteccao pela imunofluorescéncia

A partir do volume final de 10 ml (item I11.2.3.2.) as seguintes etapas realizam-

se segundo o protocolo do fabricante.

No caso do Kit Merifluor C/G (Meridian Diagnosticcs, Inc.), sdo retiradas
aliquotas de 10 ul, logo colocadas nos pocos das laminas, para ser observadas sob
microscopia de epifluorescéncia (microscopio ZEISS™ HBO 50, com filtro de 450-
490nm de excitacdo ¢ 510nm de supressao), onde os oocistos de Cryptosporidium sao
identificados de acordo com seu formato esférico e tamanho de 4-6 um de diametro,

sendo ambos com um brilho de maga verde, principalmente nas paredes.

Tais leituras sdo realizadas com aumentos de 200X e 400X, devendo-se
percorrer todos os campos de cada pogo das laminas, conseguindo-se, assim, a
enumeracao total de cada amostra. Apds duas contagens para cada amostra e utilizado a
média aritmética entre elas, de forma que o numero total de oocistos deve calculada,

segundo PALMATEER et al. (1996), de acordo com a férmula a seguir:

Meédia da contagem de oocistosx100xVolume total do sedimento (ml)

= N° oocistos/ L

Volume total da amostras (L)
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Procedimentos  segundo o  protocolo do  fabricante  (Merifluor
Cryptosporidium/Giardia Direct immunofluorescent Detection). Antes da utilizagdo, o
kit com os reagentes para IFA foi mantido a temperatura ambiente. Sdo aplicados 10 pl
da amostras previamente concentrada, assim como 10 pl do controle positivo e controle
negativo, nos respectivos pogos das laminas. Estes volumes sdo distribuidos com auxilio
de algas descartaveis. Apos a secagem das amostras a temperatura ambiente, estas sao
fixadas com 5 pl de metanol e adiciona-se uma gota de reagente de detec¢do contendo
anticorpos monoclonais anti-Cryptosporidium marcados com FITC (Fluorescein
isothiocyanate) ¢ uma gota de reagente contra-corante (solugdo negro de ericromo) a

cada amostra.

As laminas sdo mantidas em camara umida por 30 minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Posteriormente, o excesso dos reagentes é retirado com

solucao de lavagem 1X concentrada.

Logo, adiciona-se 1 gota de meio de montagem (solucdo tampdo contendo
glicerol, formalina e antiquedante) em cada poco da lamina e cobre-se com laminula,

vedando com esmalte.

As amostras s3o analisadas em um microscopio sob aumento de 200x e 400x
para pesquisar a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium através da técnica de IFA,

confirmando-se a presenga dos mesmos por microscopia de contraste de fase.
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Capitulo IV
RESULTADOS

Consideravel atencdo e recursos tém sido direcionados para esclarecer a
epidemiologia da criptosporidiose, a limitacdo da propagacdo de C. parvum,
fundamentados pelo avango dos métodos de detecgdo e controle da qualidade das dguas
de abastecimento, dos mananciais, dos diversos surtos diarréicos associados ao C.

parvum.

Assim, esta dissertagdo tem como meta correlacionar a eficiéncia de detecgao
deste patdgeno nos mais variados ambientes (dgua de abastecimento, d4gua bruta, esgoto
e fezes), evidenciar as técnicas mais objetivas e menos dispendiosas, discutir como
evitar a disseminacdo de C. parvum e, fundamentalmente, diagnosticar o nivel de
exposicdo que a populacdo estd realmente exposta. Entretanto ainda sdo escassas, no
pais, as informagdes sobre a ocorréncia deste microrganismo nas diversas rotas de
transmissdo possiveis e seu respectivo papel na prevaléncia de surtos diarréicos, como
também sdo escassas as informacgdes sobre a eficiéncia da remog¢do deste patdgeno

através de processos de tratamento de dgua (DILLINGHAM et al., 2002).
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IV.1. Indicadores de eficiéncia de tratamento em ETAs

As detecgdes de oocistos de Cryptosporidium spp. em fontes de agua sdo
consideradas um importante componente no manejo, prevengdo, e controle do
Cryptosporidium nas estacdes de tratamento de agua (SIMMONS et al., 1999, 2001a,
2001b). Reiteram que atencdo especial deve ser dada as ETAs e que novos processos de

tratamento de 4gua devam ser investigados e implementados.

Na avaliagao eficiéncia de tratamento em ETAs LeCHEVALLIER & NORTON
(1992) encontraram correlagao significativa entre remocao de turbidez e contagem de
particulas (> Sum) — oocistos de Cryptosporidium. Os dados indicaram uma leve
inclina¢do na contagem de particulas e remog¢ao de Cryptosporidium, indicando que por
cada 1,0 log em remocdo na contagem de particulas, 0,66 log de remog¢ao foi levado a
cabo para Cryptosporidium. Os dados de turbidez indicaram que por cada 1,0 log de

remocgao de turbidez, 0,89 log de remocgao foi dado para o parasito.

Esta relagdo, por conseguinte, provavelmente, ndo ¢ igual em todas as estagdes
de tratamento (MORGAN et al., 1995). Dados de estudos prévios mostraram que nao
tem correlacao significativa entre remogao de turbidez e a remogao de parasitos para 66
estacdes de tratamento de dgua de superficie nos Estados Unidos. Isto ¢ igualmente que
a relagcdo entre remocgao de parasitos e remog¢ao de turbidez e contagem de particulas sdo

diferentes para diferentes tipos de agua.

NIEMINSKY et al. (1995) manifestaram que mesmo tendo correlagdo nos
resultados obtidos, encontraram baixo rendimento de elimina¢do de oocistos na estacao
de tratamento de dgua pesquisada. Os melhores resultados foram evidenciados com
turbidez tdo baixa como de 0,1-0,2 NTU, mas pequenas flutuagdes neste pardmetro

produzem variabilidade na concentragao de Cryptosporidium.

Outros estudos corroboram com os achados anteriores e ressaltam que equipes
ou métodos medidores da turbidez como turbidimetro ou nefeldmetros ndo sdo
suficientemente sensiveis para detectar pequenas mudancas no processo de filtragdo.

Entretanto, a recontagem de particulas, oferece uma confiabilidade maior de eficiéncia
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na remocao e pode indicar quando a etapa de filtragdo ndo estd funcionando

apropriadamente (TEUNIS ez al., 1997, APHA, 1998).
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IV.2. Indicadores de eficiéncia de recuperacio por filtracio em diferentes tipos de

agua (bruta e tratada)

Para estimar a relativa eficiéncia, das distintas técnicas dentro das etapas no
processo de detecgao, foram revisados trabalhos de diferentes localidades do mundo, em

especial, aqueles com maior ocorréncia de criptosporidiose.

HSU e colaboradores (2000) avaliaram dois métodos de concentragdo (filtro de
cartucho e filtro de membrana) na recuperacao de Giardia e Cryptosporidium em ensaio

de laboratorio como mostrado na figura 5.

e Evidencia a porcentagem de recuperagado pelo método de filtro de cartucho
usando 40 1 de 4gua bruta e 40 1 de 4gua bruta tratada (inoculadas com 10°

— 10*/1 de cistos e oocistos):

o Porcentagem de recuperacdo de 28,4 £ 11,0 % (n = 4) e 30,0 =
11,7 % (n = 8) para cistos de Giardia;

o Porcentagem de recuperacdo de 9,3 £33 % (n=4)e 9,8 £4,5%

(n = 8) para oocistos de Cryptosporidium.

e A porcentagem de recuperacdo pelo método de filtro de membrana usando 20 1

de agua tratada, encontrou-se:

o Porcentagem de recuperacao de 40,4 + 9,7% (n = 5) para cistos e

17,5 £ 3,2 % (n = 5) para oocistos.

e A porcentagem de recuperagdo pelo método de filtro de membrana usando 20 1

de agua bruta, encontrou-se:

o Porcentagem de recuperagdo de 38,3 + 18,5 % (n = 4) para cistos e

16,0 £ 1,7 % (n = 3) para oocistos, respectivamente.
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Figura 5. Percentual comparativo de recuperacgao de Giardia e Cryptosporidium usando

métodos de concentragdo (filtro de cartucho e filtro de membrana)
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O filtro de membrana possui maior eficiéncia de recuperacdo que o filtro de
cartucho considerando diferentes tipos de amostras (NIEMINSKI et al., 1995;
SHEPHERD & WYN-JONES, 1995). Oocistos de Cryptosporidium sao mais dificeis de
ser recuperado que cistos de Giardia, devido ao menor tamanho dos primeiros ficam
incrustados nas profundidades do filtro de cartucho e membrana, dificultando sua
remog¢ao no processo de lavado. Além disso, entre 5 e 30 % dos oocistos podem passar

através do filtro (VESEY et al., 1993).

Em termos de analise de amostras de 4gua em ETAs destacamos dois resultados,
com diferencas significativas na deteccdo de C. parvum. Comparativamente os testes

utilizaram Giardia como parametro de detec¢ao.

ROSE et al. (2002) analisaram concentragdes de C. parvum na agua bruta,
tratada e filtrada de quatro ETAs. A figura 6 exibe resultados de indicando que o filtro
de membrana exibe maior eficiéncia na recuperacdo de parasitos que o filtro de
cartucho. Na comparacdo de remog¢do dos parasitos detectados, obtiveram-se
recuperacdo pelo filtro de cartucho de 90,3 % para Giardia e 76,8 % para
Cryptosporidium. Para o filtro de membrana foi de 96,5 % para Giardia e 96,4 % para
Cryptosporidium. O resultado da concentracdo de parasito foi correlacionado para
ambos métodos de concentracdo e o resultado para amostras de dgua bruta foi Sperman

R=0,683 ¢ p <0,001, e Sperman R= 0,882 ¢ p < 0,001 para adgua tratada.
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Figura 6. Analises comparativas de concentragdes de C. parvum na adgua bruta, tratada

e filtrada de quatro ETAs
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Para o célculo de limite de deteccdo de ambos métodos para os trés tipos de
adgua, a agua tratada mostrou a menor média do limite deteccao (5,2 £ 2,6
organismos/100 1 no caso de filtro de cartucho e de 20,5 £+ 16.0 organismos/ 100 1 para o
filtro de membrana), entretanto para agua bruta mostrou ser maior com valores de 14,4
+ 4,7 organismos/100 | para filtro de cartucho e 295,3 £ 9.6 organismos/100 I para filtro
de membrana, demonstrando este Ultimo maior variagao no limite de detec¢ao que o

filtro de cartucho.

O filtro de membrana mostra menor quantidade de volume processado em
relagdo ao filtro de cartucho quando os niveis de turbidez aumentaram, isto resulta numa
média de limite de detecgdo muito alto e tais pequenos volume processados causam
erros no calculo de cistos e oocistos quando se converte a numero de parasitos por 100 1.
Isso ocorre devido ao fator que parasitos ndo estdo uniformemente distribuidos nas

amostras de agua (ATHERHOLT & KORN, 1999).

Conclui-se, que a variagdo da eficiéncia de recuperagdo de C. parvum

disponibilizados na literatura podem variar, em média, num fator logaritmico de 0,62.

Por outro lado, LeCHEVALLIER et al. (1995) sugerem que cuidados no
processo de concentracdo e clarificagdo podem melhorar a eficiéncia de recuperagdo.
DILLINGHAM et al. (2002) reportam perdas consideraveis podem ocorrer durante a
centrifugacdo devido a destruicdo dos oocistos e também quando os microrganismos sao
resuspensos durante a remo¢do do sobrenadante. O abrasivo natural do método causa
estrago nos oocistos e perdidas de epitopos indispensaveis para a deteccio com
anticorpo monoclonal. Além disso, o0 método tende a compactar outras particulas ao

redor dos oocistos causando futuros problemas na etapa de detecgao.

A floculagdo com Carbonato de Célcio proposta por VESEY et al. (1993) como
método de concentracdo tem sido avaliado no laboratério (tabela 1) para a simultanea
detecgao de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia mostrando porcentagem de
recuperacdo de 73,6 % para oocistos de Cryptosporidium em agua de torneira e de 71,3

% em amostra de dgua de rio com baixa turbidez.
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Tabela 1. Método de concentragdo de C. parvum por carbonato de calcio

Tipo de agua Microrganismo % Recuperagao
Faixa Média
Torneira Cryptosporidium 66,0 - 80,7 73,6
(n=738) Giardia 64,7 -77,1 77,1
Rio Cryptosporidium 65,3 - 76,0 71,3
(n=16) Giardia 68,2 - 77,6 72,5

VESEY et al. (1993) ressaltam que o método de floculagdo com carbonato de
calcio ¢ eficiente para a concentragio de Cryptosporidium na éagua. E um fator
importante no incremento da fluorescéncia nos oocistos quando ¢ exposto a acido
sulfamico, que tem a particularidade de remover particulas da superficie facilitando a
ligacdo dos antigenos. Isto foi comprovado quando se observou aumento de ligagdo de

anticorpos de oocistos com 18 meses de idades que com oocistos frescos.

O método de floculagdo se descreveu como mais sutil que a filtracdo e causa
menos compactacao e agregacdo. As possiveis dificuldades com a técnica de floculagao
¢ a concentragdo de particulas de maior tamanho resultando num residuo qual pode ter
maior quantidade de particulas que quando o método de filtracdo ¢ usado. Além disso,
tem sido demonstrada uma significativa redu¢do na viabilidade dos oocistos quando
foram expostos a pH 10 por mais de 4 horas, ndo sendo recomendado seu uso em agua
de consumo quando se requer informagao da viabilidade dos oocistos (CAMPBELL et
al, 1994). Esta técnica demonstra ser simples, econdmica e ¢ menos laboriosa que

outras.



58

No método 1622 e 1623 (USEPA, 1999a, 1999b) sao utilizados varios tipos de
filtros (capsula e ultrafiltro). A tabela 2 demonstra avaliagdes e resultados que sdo da
ordem de 11 a 86 % (média 42 %) para o sistema de ultrafiltro e de 21 a 78 % (média 46
%) para filtro em céapsula, ndo se encontrando diferenca estatisticamente significativa na
recuperagao de ambos filtros. Entretanto, quando testes foram feitos com agua de
superficie a eficiéncia de recuperagdo de filtro em cépsula caiu para 15 %, e no caso de

ultrafiltro a eficiéncia de recuperag@o se manteve relativamente alta em 42 %.
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Tabela 2. Métodos de concentracao pela Metodologia 1622 e 1623 - USEPA

% Recuperagao™

Amostras Ultrafiltro Filtro em capsulas

1 40 42

2 45 33

3 47 ND

4 ND 46

5 ND 53

6 ND 45

7 27 37

8 13 35

9 24 21
10 54 42
11 42 70
12 86 70
13 76 78
14 11 22
Média 42 46
SD 24 18

* - Ensaios elaborados com 10 litros de dgua deionizada

Estudos da USEPA (1999a) com 4gua de superficie reportaram para filtro em
capsula porcentagem que variam entre 4 a 75.8 % com meia de 43,4 % a niveis de
turbidez de 0,7 a 11,7 NTU. Resultados destas analises indicam que o método 1622
demonstra dificuldade quando os niveis de turbidez sdo excessivos. De igual forma, em
outros estudos de validacdo interlaboratorial, o filtro em cépsula mostrou porcentagem

de recuperacao de 35,2 % (UPTON, 1999).
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Apesar da pouca quantidade de publicacdes na avaliacio do método alguns
investigadores concordam de que o método 1622 tem menos falsos positivos que o
método ICR, mas que certas caracteristicas fisico-quimicas podem influir
negativamente, tal ¢ o caso da presenga de ferro dissolvido na agua, que pode ocasionar
efeito inibitorio na fase seguinte de IMS-IFA e produzir falsos negativos (QUINTERO-
BETANCOURT et al., 2002).

A detec¢do com imunofluorescéncia (IFA) tem demonstrado diferencas nos
anticorpos comercialmente disponivel em propriedades tais como avidez, reagdo
cruzada com algas e especificidade na deteccdo de oocistos de C. parvum (GRACZYK
et al, 1996, GARCIA et al, 2000). FERRARI et a/ (1999) avaliaram diferentes tipos de
anticorpos monoclonais (IgG1, IgG3, e I[gM) para monitoramento de Cryptosporidium
em amostras ambientais e revelaram que o corado com anticorpo IgGl geralmente
produz poucas particulas fluorescente nao desejadas diferentemente dos anticorpos IgM

e IgG3.
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IV.3. Indicadores de eficiéncia de recuperacio em ETEs

As metodologias para concentragdo de amostras de 4guas de esgoto
(precipitacdo por carbonato de calcio, centrifugacdo de fluxo continuo e
imunofluorescéncia), ndo apresentam diferenca significativa (p> 0,05) para deteccao de
oocistos de Cryptosporidium (MULLER, 2000). Entretanto, devido a elevada carga
organica destes tipos de amostras e a expectativa de nestas haverem maiores densidades
de oocistos, os volumes devem ser observados uma vez que a alta turbidez destas

amostras tornam-se, rotineiramente, um obstaculo de execug¢ao técnica.

STADTERMAN et al. (1995) apontam que uma estacdo de tratamento de esgoto
operando com lodo ativado remove 98,6% de oocistos de Cryptosporidium. Porém, em
comparagdes por associacdes de diferentes regimes de tratamento (lodo ativado e
digestdo anaerdbica) concluiram ser este modelo de tratamento mais seguro ¢ eficiente,

com 99,9% de remocdo de oocistos de Cryptosporidium.

RIDER et al. (1996) descrevem um sistema filtrante de tratamento de esgoto
consistindo de um duplo estagio apos o tratamento terciario com a inser¢ao de um filtro

de areia tipo “cama profunda”, que remove 99,9% de oocistos de Cryptosporidium.

HIRATA & HASHIMOTO (1997) direcionaram suas pesquisas para esgoto
bruto e efluente dos tratamentos primario, secundario e final para Cryptosporidium.
Concluiram que tratamento por lodo ativado reduz 98,7% da presencga de oocistos de
Cryptosporidium sugerindo, ainda, o uso de Clostridium perfringes como indicador

bioldgico relacionado a presenga de Cryptosporidium.

Os corpos d'agua (rios, lagos, lagoas, etc.), tém caracteristicas fisicas e quimicas
que influenciam enormemente o ambiente aquatico, afetando os tipos e numero de
organismos que ai se desenvolvem. Quantidades adicionais de material organico,
nitrogénio e fosforo oriundos das dguas de drenagem e de despejos, resultam num maior
crescimento de fitoplancton e acimulo de biomassa, com trocas em organismos presentes.
Se a quantidade de material organico for bastante elevada, o oxigénio dissolvido pode ser

reduzido e causar impacto adicional no balango da comunidade aquatica.
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A Lei Federal n°® 6938 (1981), que dispde sobre a Politica Nacional do Meio
Ambiente, discorre sobre poluigdo como a "degradacao da qualidade ambiental” resultante
de atividades que direta ou indiretamente:

e prejudiquem a saude, a seguranca € o bem-estar da populacao;

e criem condigOes adversas as atividades sociais ¢ econdmicas;

e afetem desfavoravelmente a biota;

e afetem as condicOes estéticas ou sanitarias do meio ambiente;

e lancem matérias ou energias em desacordo com os padrdes

ambientais estabelecidos.

Tais consideragdes redundam em sistemas de saneamento que se desenvolvem em
funcdo do estabelecimento de prioridades relativas as fontes de energia mais usadas,
dentre as quais, o sistema de tratamento de esgoto. A Organizacdo Mundial de Saude —
OMS (1987), define saneamento como o "controle de todos os fatores do meio fisico do
homem que exercem ou podem exercer efeito deletério sobre seu bem-estar fisico, mental

ou social".

Os crescentes usos requerem a construg¢do de sistemas de esgotamento maiores e
em maior numero, observando, principalmente, oriundos do ambito hospitalar, o
tratamento preliminar, devido a uma grande quantidade de microrganismos nesses
despejos, evitando que esses possam servir como veiculos que facilite a transmissdo de
doencas aos usuarios a jusante do corpo receptor. Assim, de uma forma global, satde,
saneamento e controle da polui¢do se relacionam diretamente. O estabelecimento de um
sistema de esgotos adequado exige um trabalho cuidadoso de engenharia. A
determinagdo de dimensdes necessarias das tubulagdes esta relacionada com a
estimativa da quantidade de 4guas servidas, estabelecendo dimensdes e declividades
convenientes para as canaliza¢des. E essencial que a aplicagdo 6tima de tais tecnologias
seja incorporada dentro de uma infra-estrutura contemporanea de tratamento de esgoto,

para maximizar os beneficios de controle ambiental.
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IV 4. Indicadores de eficiéncia de recuperacio em fezes

O diagnostico clinico da infec¢do por Cryptosporidium se baseia na deteccao de
oocistos em fezes. Uma variedade de métodos de concentragdo surgiram como
necessidade para uma melhor visualizagdo através das técnicas qualitativas e
quantitativas. Dentre os métodos analisados em fezes estdo os métodos de concentracao,
coloracdo, imunofluorescéncia direta e indireta, ELISA, microscopia eletronica,
citometria de fluxo e PCR, bem como os métodos indiretos, envolvendo as
caracteristicas epidemioldgicas, sintomatologia e sorologia (MOITINHO, 1997,

PONCE DE LEON et al, 1999, MOSS & ARROWOOD, 2001).

O método de sedimentagdo pelo formol-éter foi considerado por diversos
autores, como a técnica mais efetiva para a recuperacao e a identificacdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. (BAXBY et al., 1984, CASEMORE et al., 1990). Um dos
grandes inconvenientes da técnica ¢ o uso de éter que forma aerossois e ¢ altamente
inflamavel. Para evitar estes inconvenientes a sedimentagcdo pela formalina-éter-acetato
foi desenvolvida para substituir o uso do éter pelo acetato de etila no processo de
separacao de oocistos, no ano de 1979. A partir desta data, trabalhos vém sendo
realizados no sentido de aprimorar a técnica nos procedimentos de concentragdo de
oocistos de Cryptosporidium em fezes (WEBER et al., 1992). As mudangas no método
consistiam em tempos varidveis de centrifugacdo, uso de outros filtros que ndo a gaze,
uso de um surfactante e variacdo na forca-centrifuga. O resultado deste trabalho foi a
melhora na recupera¢do de oocistos, que foi comparado com as diversas técnicas de

concentragao.

O principio do método de concentragdo pela flutuagdo do actcar de Sheather
baseia-se na flutuacdo dos oocistos por meio de uma solu¢do saturada de agucar de
densidade igual a 1.27, sendo esta densidade maior que a dos oocistos de
Cryptosporidium spp. (NAVIN & JURANEK, 1984). As melhores vantagens desta
técnica se relacionam com a conservacao da morfologia dos parasitas, pois em outras
técnicas de concentragdo, estes podem apresentar-se contraidos e/ou distorcidos,
dependendo dos processos fisico-quimico utilizados (CURRENT & GARCIA, 1991). A
outra vantagem ¢ a obtencdo de uma maior quantidade de oocistos, por campo

microscopico, facilitando o diagnostico clinico e infecgdes sub-clinicas (GARCIA et al.,
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2000). Variagdes deste método, utilizando a flutuagao pela sacarose-fenol foram feitas

por outros autores (PONCE DE LEON et al., 1999).

A técnica de separagdo imunomagnética, para oocistos de C. parvum usando
micro-pérolas MACS ¢ prejudicada, quando ha presenca de gordura fecal humana,
reduzindo a recuperacdo de oocistos. Porém, se a amostra for tratada com
procedimentos para remocdo da gordura, a recuperacdo de oocistos melhora

sensivelmente (DENG et al., 2000).

A coloracao acido-resistente ou método de Ziehl-Neelsen foi inicialmente
utilizada para corar bactérias, como os bacilos da tuberculose e da lepra (micobactérias),
baseado em suas caracteristicas tintoriais. A &cido-resisténcia estd relacionada a
presenca de lipidios, ligados fortemente a parede celular, que resistem a extracdo
sucessiva com alcool-éter e cloroformio. A integridade fisica da parede celular ¢
essencial a 4cido-resisténcia. O método de coloragdo pelo ziehl-neelsen modificado ou
acido-resisténcia usando carbolfucsina apresentou resultados fidedignos para detec¢ao
de Cryptosporidium spp. Em esfregacos de fezes, bem como em tecido de bidpsia
intestinal, ndo permitindo que fossem confundidos com leveduras (GARCIA et al,

2000).

Os oocistos nas coloragdes acido-resistentes sdo observados como estruturas
esféricas, medindo de 3 a 6 um de diametro, em diferentes graus de intensidade de
vermelho-brilhante, contendo granulagdes escuras em seu interior, correspondentes as
formas esporuladas. Algumas vezes, a dupla parede do oocisto aparece altamente

refringente, em contraste ao fundo azul ou verde (DIAS JUNIOR, 1999).

A técnica usando o DMSO foi descrita como mais vantajosa em relagdo as
outras coloragdes acido-resistentes, por ser de mais rapida execugdo, de facil
interpretacdo e por preservar melhor a estrutura interna dos oocistos. De 133 amostras
de fezes de primatas jovens analisadas, 34 casos (25,4%) mostraram positividade pelo

DMSO (BRONSDON, 1984).

Na coloragdo tricromica acido-resistente utilizada para deteccdo simultdnea de

C. parvum e espécies de microsporidios em amostras fecais, os oocistos de C. parvum
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aparecem em rosa claro ou violeta e os esporozoitos podem, as vezes, serem vistos. Os
microsporidios apresentam-se em rosa, na sua maioria com vacuiolo ou com faixa,
horizontal ou diagonal, palida. Ambos organismos podem ser facilmente distintos de
fungos, bactérias ou elementos fecais. IGNATIUS et al. (1997) utilizando fezes de
pacientes com AIDS pela coloragdo tricromica acido-resistente modificada, em 44
amostras analisadas, 12 (23,7%) continham C. parvum e 7 (15,9%) apresentaram
microsporidios. Nesta coloracdo o C. parvum apresenta-se em rosa claro ou violeta e os
esporozoitos podem ser vistos esporadicamente, sendo os oocistos facilmente distintos
de fungos, bactérias ou elementos fecais. Além da visualizagdo de dois microrganismos
em uma mesma coloragdo, o tempo necessario para execucao da técnica ¢ de
aproximadamente 45 minutos, sendo de facil manuseio. E um método de baixo custo e

de coloragdo confiavel.

Um estudo comparativo entre a coloragdo de safranina-azul de metileno e os
métodos de Ziehl-Neelsen foi realizado, onde dos 26 casos diagnosticado para C.
parvum pela safranina-azul de metileno, 19 (63,3%) casos foram detectados pelo
método acido-resistente e, somente 11 (36,7%) foram confirmados pelo método alcool-
acido-resistente, mostrando deste modo uma maior sensibilidade da coloracdo pela
safranina-azul de metileno. Os oocistos podem ser corados pela safranina-azul de
metileno, apds concentragdo por varios métodos, o material fecal pode ser estocado por
muitos meses, em diversas temperaturas. Nesta técnica, os oocistos corados apresentam-
se rosa-alaranjado, que foram facilmente reconhecidos. O método ¢ rapido e simples,

com pequena margem de erro (ROLDAO, 2001).

Recentemente, um novo método de coloragdo pela safranina, adicionando-se
tricromo foi desenvolvido para deteccdo de C. parvum. O método detecta a0 mesmo
tempo varios parasitos, como o C. parvum, Cyclospora cayetanensis, espécies de
microsporidios e Isospora belli em matéria fecal de pacientes com Aids. Oocistos de C.
parvum foram facilmente identificados por apresentarem a morfologia caracteristica,
pois se coloriu de rosa brilhante e no seu interior a cor tipica escura devido a presenca
de esporozoitos. A coloragdo de fundo verde permite a fécil identificagdo de todos
agentes parasitarios e sua distingdo de fungos e elementos fecais (PONCE de LEON et

al.,, 1999).
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A coloracdo fluorescente foi descrita como alternativa para oocistos de
Cryptosporidium spp. ndo corados pelos métodos acido-resistentes. A coloragdo pela
auramina ¢ um bom método na detec¢do de pequenas quantidades de parasitos e sua
utilizagdo ¢ indicada, quando ha dificuldade na identificacdo dos oocistos de C. parvum
ou na triagem de grande nimero de amostras. O inconveniente da técnica deve-se ao
fato de ser relativamente lenta e necessitar de um microscopio de fluorescéncia. Além
disso, os autores recomendam que as amostras positivas por este método, sejam
confirmadas por outro método de coloragio (ROLDAO, 2001). De 133 amostras de
fezes de primatas jovens analisadas, 38 (28,6%) casos mostraram positividade pela
auramina (BRONSDON, 1984). O método Auramina foi descrito como sendo 13 vezes

mais sensivel que o0 método DMSO em fezes humanas (STIBBS & ONGERTH, 1986).

O teste de imunofluorescéncia direta foi empregado na pesquisa de oocistos de
C. parvum em 297 amostras fecais humanas, utilizando anticorpo monoclonal preparado
segundo a técnica descrita por STERLING & ARROWOOD (1986), onde 99 (33,3%)
amostras apresentaram-se positivas para o parasito, sendo neste estudo obtido 100% de
sensibilidade. Da mesma forma, utilizando anticorpo monoclonal obtido
comercialmente, de 19 amostras fecais contendo C. parvum 14 (73,7%) foram positivas

pela imunofluorescéncia direta (ROSENBLATT & SLOAN, 1993).

A imunofluorescéncia direta ¢ descrita como pelo menos 10 vezes mais sensivel
que os métodos de coloracdes em fezes. Além disso, o tempo gasto para o exame
microscopio para a imunofluorescéncia ¢ aproximadamente de 20 a 30 segundos,
enquanto as técnicas de coloragdes sdo necessarias um tempo aproximado de 15
minutos. Isto estd diretamente relacionado com a qualidade da amostra e a experiéncia
do examinador. Em relagdo a despesa pessoal treinado, o laboratorio economiza o
tempo gasto com as analises, reduzindo despesas totais pela diminui¢do do tempo gasto
para a leitura das andlises. Na imunofluorescéncia direta, os oocistos de C. parvum
apresentaram-se arredondados, medindo, aproximadamente, 4 a 6 um, sendo
inconfundiveis com os cistos de Giardia spp. que se apresentaram ovais, medindo
aproximadamente 11 a 14 um. Ambos organismos mostraram fluorescéncia vermelho-
esverdeado, contra um fundo livre de fluorescéncia ndo especifica. Alguns autores
descrevem os resultados como: infec¢ao leve, quando o nimero observado foide 1 a 5

oocistos por campo; infec¢ao forte, com mais de 50 oocistos por campo em aumento de
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100 vezes (GARCIA et al., 1987). VALDEZ et al. (1997) analisaram 16 amostras de
fezes humanas e observaram somente 3 (18,8%) amostras positivas pela
imunofluorescéncia direta, mostrando ser necessarios 5,8 x 10* oocistos por grama de

fezes para serem detectados.

A imunofluorescéncia indireta usada na pesquisa de antigenos ou anticorpos,
tem sensibilidade limitada ao nivel de fluorescéncia detectavel pelo olho humano.
Amostras fecais humanas, de primatas e de bovinos foram utilizadas para detectar
oocistos de Cryptosporidium, comparando quantitativamente a sensibilidade deste
método em relagdo as técnicas de coloracdao de auramina e DMSO-carbolfucsina. A
fluorescéncia obtida pelo soro imune provém das paredes dos oocistos, que
apresentaram estruturas uniformes, medindo aproximadamente 3 a 5 um de didmetro.
Nao foram detectadas reagdes cruzadas, revelando a ndo ligagdo do soro imune anti-
oocisto com outros parasitos. O método de IFI mostrou ser superior a coloragdo pelo
DMSO-carbolfucsina, sendo mais sensivel e especifico para a detec¢do de oocistos de
Cryptosporidium em amostras de fezes humanas. Em fezes de macacos, o método IFI
foi 5 vezes mais sensivel que o método DMSO-carbolfucsina e 2 vezes mais sensivel

que pela auramina (UNGAR, 1995).

O método de deteccdo pela imunofluorescéncia indireta foi também utilizado
para testar amostras de fezes bovinas e de pacientes com Aids, fazendo uso de um Kit
obtido comercialmente. Foram analisados um total de 30 isolados de Cryptosporidium,
confirmados pela colocardo &cido-resistente. Assim, somente 5 amostras positivas
foram usadas para os testes de imunofluorescéncia direta e indireta. Os oocistos de C.
parvum isolados de humanos e de bovinos mostraram positividade para IFD e IFI em
todas as amostras. A sensibilidade foi de 100% para todos os isolados positivos e de
24% para os isolados que ndo continham C. parvum, em ambos os métodos

(GRACZYK et al., 1996).

O método ELISA foi utilizado para detectar oocistos de C. parvum em 296
amostras de fezes de criangas com 5 anos de idade ou jovens, comparando-se com o
método pela imunofluorescéncia direta. 100 das amostras (33,8%) foram positivas,
sendo 187 (63,2%) negativas por ambos métodos. 8 (2,7%) amostras foram

consideradas falso-negativas pelo ELISA, pois foram positivas pela imunofluorescéncia
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indireta e somente 1 (0,3%) amostras foi considerada falso-positiva pelo ELISA,
quando comparado com o método da imunofluorescéncia indireta. A sensibilidade e a
especificidade do método ELISA foram de 93% e 99%, respectivamente, em amostras
testadas imediatamente apos a coleta, conservadas em formalina a 10 % ou em baixas
temperaturas (-65°C) por periodos de até 18 meses. Os resultados foram similares

aqueles obtidos pelo método imunofluorescéncia direta (SLIFCO et al., 1997).

Através da microscopia eletronica pode-se visualizar componentes da parede de
oocistos de C. parvum. A imunodetec¢do ultraestrutural em ileo de rato infectado
demonstrou que o anticorpo monoclonal OW-IGO reagiu com macrogametas e contra a
parede de oocistos, mas nao com estagios assexuados. Estes dados podem ser
importantes, quando alguns parasitos ndo reagem dentro da mesma amostra, mostrando
assim a necessidade de diferenciar a reatividade estdgio especifico dos anticorpos
utilizados (TZIPORI & WARD, 2002). A microscopia eletronica pode, também, ser
utilizada para distinguir a localizacdo de alguns antigenos parasitarios. Assim, os
antigenos podem estar localizados na superficie externa do oocisto, exibindo um modelo
irregular com diferentes ordens de ligacdo, bem como também podem apresentar-se
internamente, em vacuolos associados com material fibrilar e entre a parede interna do
oocisto e os esporozoitos e, esporadicamente, podem estar entre os esporozoitos € o
corpo residual. Estas vesiculas apresentam-se em forma esféricas ou elipsdides, com
aglomeragdes difusas. A microscopia eletronica mostrou areas sensiveis na parede do
oocisto (interna e externamente), sugerindo que estas vesiculas sdo capazes de liberar o
antigeno para a parede externa do oocisto, apOs esta parede ter sido completamente
desenvolvida. Esta hipotese foi baseada no fato de que o antigeno foi detectado em
sobrenadante obtidos pela centrifugacdo na purificagdo dos oocistos. Outros trabalhos
mostraram a presenca de vacuolos abrigando antigenos, detectados dentro e fora da
parede do oocisto, com natureza e¢ fun¢do desconhecida. Os antigenos de superficie

estao relacionados com as formas sexuadas do parasito (ENTRALA et al., 2001).

A citometria de fluxo ¢ um método utilizado para quantificar oocistos de C.
parvum sensiveis a fluorescéncia e tem sido empregado em amostras de fezes e dgua do
meio ambiente (VESEY et al., 1993). Em citometria de fluxo ¢ importante a eliminacao
de particulas fecais grosseiras que possam obstruir a andlise, sendo a centrifugacdo um

meio de diminuir estas particulas. A recuperacdo de oocistos influencia diretamente
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nesta técnica, bem como uma concentragdo abaixo de 1,4 x 10* oocistos por ml pode
dificultar a diferenciacdo entre oocistos e eventos falso-positivos. Este fator pode ser
minimizado pela aquisicdo de um poro mais apropriado e/ou pelo uso de um segundo
anticorpo monoclonal. A remoc¢ao da formalina usada na preservagdo das amostras de
fezes ¢, também, um passo necessario para citometria de fluxo. Neste método, a
deteccdo de particulas sensiveis determina a intensidade da fluorescéncia, que
discrimina particulas fluorescentes ndo especificas. Outro fator a ser considerado ¢ a

concentragdo Gtima para anticorpo.

Retirando-se estes inconvenientes, a citometria de fluxo € um método sensivel
para detec¢do de oocistos de C. parvum em fezes humanas podendo ser 4 até 34 vezes
mais sensivel que o método de imunofluorescéncia direta. Em uma andlise comparativa,
a detecg¢do de oocistos pela citometria de fluxo e imunofluorescéncia direta, realizada
em concentracdes conhecidas de oocistos de C. parvum, a citometria de detectou uma
amostra contendo 1,4 x 10* oocistos por ml de fezes, enquanto a imunofluorescéncia
direta detectou 5,8 x 10* oocisto por ml de fezes. Devemos lembrar que embora a
citometria de fluxo requeira equipamento caro e técnicos especializados, o aumento da
sensibilidade pode ser ttil em individuos com criptosporidiose € que excretam poucos

oocistos, abaixo do nivel de detec¢do pelas técnicas de imunofluorescéncia direta e

ELISA (VALDEZ et al., 1997).

O teste do PCR teve grandes avancos na area de biologia molecular e tem
sanado uma série de problemas que sdo apontados pela microscopia, quando usado no
diagnostico de muitas doengas, incluindo as parasitarias (BEJ & MAHBUBANI, 1994).
Durante os ultimos anos, progressos consideraveis tem sido alcangados objetivando uma
deteccao sensivel de C. parvum baseada em PCR (AWAD-EL-KARIEM et al., 1994,
DENG et al., 1997, KAUCNER & STINEAR, 1998).
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Capitulo V
CONCLUSOES E RECOMENDACOES

A criptosporidiose ¢ causada pelo protozoario C. parvum e tem sido responsavel
por diversos surtos de doengas gastrintestinais associadas a ingestdo de agua
contaminada. Oocisto ¢ a forma infectante transportado no ambiente, possuem uma
estrutura que aumenta o periodo de vida e confere resisténcia a cloragdo quando os
outros processos de tratamento de agua sdo poucos eficientes (CURRENT & GARCIA,
1991).

LeCHEVALLIER et al. (1991) examinaram amostras de agua potavel de 66
estacdes de tratamento nos Estados Unidos e encontraram uma associagdo positiva entre
os parametros da qualidade da agua, tais como turbidez, numero de coliformes totais e
fecais, e a presenca de Cryptosporidium. Informes contrarios foram dados nos surtos de
criptosporidiose em Swindon, Oxfordshire (Inglaterra) onde se registraram niveis de
turbidez de 0,2 a 0,4 unidades nefelométricas de turbidez (NTU), sugerindo que a razao
da discrepancia ser as diferencas no tipos de agua analisada. Para alguns autores ao
momento de associar parametros microbiologicos, ha de se fazer distingdo entre adgua
tratada e dgua bruta. Considerando que uma agua bacteriologicamente apta pode conter
parasitos pela resisténcia deste tltimo ao processo de tratamento. No caso de agua bruta,
dados da literatura estabelecem correlacdes dos indicadores normais com parasitos na
agua, uma vez que ¢ influenciada pela natureza quimica, fonte, niveis de poluigdo, etc.

(ABRAMOVICH, 1999).

Os métodos para deteccdo e quantificacdo de oocistos de Cryptosporidium
foram, subseqiientemente, aplicados a estudo de ocorréncia e distribuicdo e a
determinagdo de efetivo tratamento da dgua de abastecimento. Uma vez que os oocistos
de Cryptosporidium normalmente ocorrem em baixa concentragcdo, métodos de detecg¢ao
envolvem algum tipo de processo de concentracdo do organismo de grandes volumes de
agua. Os volumes de amostras geralmente recomendados para agua bruta sdo de 100

litros e para dgua filtrada de mais de 1000 litros (FRANCO et al., 2001).

HSU et al. (2001) analisaram o efeito de varios parametros fisico-quimicos

sobre a sobrevivéncia de oocistos e relataram que oocistos em contato com fezes
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tornaram-se mais resistentes as pressdes ambientais. O material fecal, possivelmente,
protege oocistos da dessecagdo prolongando a viabilidade no ambiente. Observaram,
também, que a sobrevivéncia de oocistos na agua sob condi¢des naturais foi menor que
sob condig¢des laboratoriais e sugeriram que a atividade microbiana no ambiente natural
contribui para destruicdo eventual de oocistos através, por exemplo, da predagdo,
concluindo, portanto, que a sobrevivéncia in situ pode ndo ser tdo extensa como ocorre

sob condi¢des controladas.

A importancia da transmissdo deste parasito pela dgua foi reconhecida ha mais
de 12 anos, contudo, os surtos continuam ocorrendo, varios tem sido documentados
como das cidades: Ogose Town (Japao) em 1996, Wales e Swindon (Inglaterra),
Oregon, Texas e o de maior transcendéncia em Milwaukee (USA), onde mais de
403000 pessoas reportaram doencas gastrintestinais, ¢ 4400 pessoas foram
hospitalizadas (CURRENT & GARCIA, 1991, MOORE et al., 1994, SOLO &
NEUMEISTER, 1996, YAMAMOTO et al., 1996, FRANCO et al., 2001).

No Brasil, os dados acerca da ocorréncia deste parasito em agua de
abastecimento sao limitados. A portaria 1469/2000, que em seu padrao microbiologico
de potabilidade da 4gua para consumo humano recomenda inclusdo de pesquisa de
organismos patogénicos, com o objetivo de atingir, como meta, um padrdo de auséncia,

dentre outros, oocistos de Cryptosporidium spp.

Atualmente, recomenda-se, = mundialmente, 0  monitoramento  de
Cryptosporidium em sistema de agua potavel que abastecem cidades com populagao
entre 10000 e 100000 pessoas (FRANCO et al, 2001). Entretanto, os métodos
normalmente usados na determinagdo de oocistos na 4gua s3o ineficientes e
extremamente varidveis, citando como exemplos a identificagdo de falsos-positivos por

interferéncias com algas e outras espécies de protozoarios (JAKUBOWSKI et al.,1996).

Segundo a OPS (1998), mais de 2 bilhdes de pessoas hoje estdo infectadas com
algum tipo de verme ou parasita. Estima-se que 60% dessas infec¢cdes tém associacdo a
deficiéncias nutricionais, principalmente caréncia de ferro e vitaminas. Além disso, 2/3
da mortalidade mundial tém relacdo com doengas de veiculacdo hidrica, como as
parasitoses. As verminoses sdo um dos problemas mais graves de saude publica do Pais,

afetando principalmente, criangas de baixa renda e que habitam regides carentes e com
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condigdes precarias de infra-estrutura sanitaria. Estimativas do IBGE - Instituto
Brasileiro de Pesquisas Geograficas e Estatisticas - apontam que mais 70% dos esgotos
gerados nas cidades ndo dispdem de um sistema de coleta e tratamento. Dados do
Ministério da Saude demonstram que 80 a 90% das internacdes hospitalares no Brasil
sdo decorrentes de doengas de veiculagdo hidrica (agua contaminada). Cada R$ 1,00
aplicado em saneamento basico representa R$ 4,00 ou R$ 5,00 economizados em satide

(MULLER, 2000).

Nos ultimos anos, diversas novas doencas tém sido descobertas, algumas muito
graves e de dificil controle. Somente para ilustrar, desde a descoberta do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), no inicio dos anos 80, mais de duas dezenas de
patdgenos foram descritos e envolvidos em diversas doencas. Estas novas doengas vao
se somar a outras ja existentes cuja incidéncia tem aumentado e entre os novos agentes
microbianos encontram-se o Cryptosporidium spp. para o qual o arsenal terapéutico

disponivel é muito precario.

Como a criptosporidiose € considerada uma doenca emergente, vale ressaltar que
a definicdo de doenga emergente proposta pelo Centro de Controle e Prevencao de
Doengas (CDC) engloba tanto as doencas infecciosas de descoberta recente quanto
aquelas cuja incidéncia tende a aumentar no futuro: "doencas causadas por microbios
que ja se sabia serem patogénicos, mas, com padriao diferente de doenca (aumento de
incidéncia, processo patogénico inusitado) ou que foram reconhecidos como patégenos

novos para o ser humano".

Do ponto de vista bioldgico, ¢ possivel afirmar que a emergéncia de novos
patogenos nao € novidade para o homem, que tem convivido com esta situagao desde o
inicio de seu processo evolutivo e, certamente, ¢ possivel antever que isto ocorrera pelos
anos que virdo. Evidentemente, a situacdo atual tem caracteristicas peculiares e
preocupantes, entre elas:

v" Aumento da populagio (mais de 6 bilhdes de pessoas);

v' Grandes movimentagdes destas populagdes, espontaneamente
(viagens de lazer ou negodcios) ou induzidas (guerras, secas e outros

desastres ambientais);
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v" Aumento das doengas pela maior exposi¢do de grupos especificos a
situagdes de risco, como institucionalizados (prisdes, asilos para
idosos, orfanatos, migrantes, escolas), populacdes de rua, condi¢des

precarias de moradia;

v' Mudangas ecoldgicas intensas e rapidas, relacionadas ao

desenvolvimento econdmico e industrial;

v' Diminuigdo do suporte social, aumento do desemprego,

urbanizagdo desorganizada;

v’ Utilizagdo intensa de antimicrobianos, facilitando, por um lado, o
aparecimento de cepas resistentes e, paradoxalmente, por outro,
também contribuindo para o desenvolvimento de resisténcia

quando da falta de aderéncia a estes tratamentos.

E fato conhecido que os agentes das doengas infecciosas e parasitarias sdo parte
do nosso habitat (nossa ecologia), sendo certamente pouco provavel (e pouco desejavel)
sua completa eliminagdo. As complexas relacdes ecoldgicas (hospedeiro-meio
ambiente-parasitas) ainda ndo estdo completamente elucidadas e ¢ desnecessario
enfatizar a importancia da manutencao deste equilibrio para o proprio equilibrio da vida.
Por outro lado, o conhecimento técnico acumulado neste século ja demonstrou de
maneira insofismavel a estreita relacdo entre a melhoria das condicdes sanitarias basicas
e a diminui¢do da incidéncia das doencas infecciosas e parasitarias. Aquelas incluem,

mas nao estdo limitadas a:

v" Disponibilidade de agua tratada;

v Esgotamento sanitario;

v Alimentagdo sadia, educagdo e emprego.
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O Brasil chega ao final do século XX com diversos problemas sociais sérios,

com reflexos diretos sobre a saude publica. Entre estes, o €xodo rural, o desemprego ¢ a
desequilibrada concentracdo de renda. Segundo o IBGE, apenas 1% da populacao detém
riqueza superior a dos 50% dos brasileiros mais pobres, ou seja, menos de 2 milhdes de
pessoas possuem mais que a soma dos bens de 83 milhdes de brasileiros _ acrescga-se a
isto o descaso com a satde publica. Evidentemente, estes fatores contribuem para o
aumento da incidéncia de doengas infecciosas e parasitarias, incluindo o reaparecimento

de outras ja praticamente eliminadas, e a expansao de novas patologias.

Desta maneira, assiste-se a expansao dos casos de doengas de veiculacgao hidrica,
ressaltando-se a criptosporidiose, principalmente, em associacdo com a AIDS. Fica
evidente a necessidade de melhoria das condigdes de saneamento e seu avesso (piora
das condi¢cdes de vida, desemprego, auséncia de saneamento basico) € comum as outras
doencas endémicas, epidémicas, emergentes e reemergentes deste final de século.
Assim, ndo ¢ desejavel e muito menos possivel fazer qualquer exercicio de futurologia
relacionado as doengas emergentes no século XXI. Entretanto, com base nos dados ora

disponiveis, ¢ possivel analisar as tendéncias para os proximos anos.

A globalizagao ou a hegemonia da cultura do mercado e sua influéncia sobre as
doengas emergentes no Brasil, fruto do pensamento Unico capitalista central sobre os
paises periféricos tem trazido sérios problemas para estas populagdes. A eficiéncia a
todo custo, a concentragdo da riqueza, o enfraquecimento das politicas publicas sociais,
tudo tem contribuido para transformar a nogao de nacdo em um grande mercado global,
no qual as politicas e as ag¢des sdo decididas pelos paises centrais. Esta nova cultura
neoliberal pode e deve ser combatida mediante a luta por um novo paradigma, centrado
na capacidade do ser humano e ndo na sua capacidade monetario-financeira. Portanto,
para que se possam controlar as doengas existentes e as emergentes atuais, fazem-se
necessaria a eliminagdo da pobreza e a acentuacao da ética. A ética da correta utilizagao
dos recursos publicos, a priorizacdo de aplicacdo dos mesmos em atividades que
beneficiem a maioria da populagdo, principalmente nas areas da educagdo, satde
publica e saneamento. A ética, aqui aplicada no seu senso mais amplo, pressupde a
aplicagdo dos principios de autonomia individual para o bem coletivo e a justica

distributiva (ou eqiiidade).
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A protecao contra futuros surtos de criptosporidiose precisa de novas pesquisas

nos processos de desinfeccdo, rotineiro monitoramento das fontes de dgua, e
desenvolvimento de novas tecnologias para detec¢do de oocistos de Cryptosporidium e
outros parasitos na agua (ROCHELLE et al., 1999). Assim, ¢ impossivel realizar o
controle destas doengas sem se discutir eqiiidade, justica, vulnerabilidade e valorizagao
do que ¢ proprio, sem exacerbacdo de nacionalismo, mas com a perspectiva da
utilizagdo do conhecimento sobre as necessidades locais, € ndo com a importacdo de

solugdes.

Os procedimentos de concentragdo de oocistos em agua mais comuns tém
utilizado técnicas de filtragdo por microsporos, com didmetros de 1 a 3 um. Existe uma
diversidade de materiais para sua confeccao, tais como filtro de polipropileno, filtro de
membrana, e filtro em cépsula. Cada material tem sido aplicado a fontes de agua com
diferentes niveis e tipo de turbidez. Embora, exista uma variedade de métodos para
determinar oocistos (imunofluorescéncia, citometria de fluxo, laser scanning, separagao
imunomagnética, PCR), a maioria deles possui limitagdes geradas pela especificidade,

viabilidade, precisdo e despesas (MULLER, 2000).

Dentro da atualidade em que vivemos, fundamentalmente, uma administracao
municipal se destaca por investimentos maci¢os nos setores de saude, educacdo e
saneamento basico. Uma boa administragdo publica ¢ baseada na qualidade de vida
proporcionada aos seus habitantes. Este objetivo remete a execug¢do de programas,
acoes, servigos e obras voltados para estas areas. Numa interface que coloca, juntos,
saneamento, saude e educagdo, como prioridade de extrema importancia, encontra-se a
de se ter um sistema de esgotamento sanitdrio completo, devidamente planejado, de
forma a atender a 100% da populacdo urbana com coleta, transporte e tratamento para

as aguas residuarias domésticas.

A grande maioria das cidades conta atualmente com rede coletora de esgoto ja
implantada em quase toda a extensdo de sua 4rea urbana, necessitando, no entanto de
obras para o transporte e tratamento do esgoto doméstico. Este fato aponta para
situagdes de grave agressao ao meio ambiente, pois cursos d’agua que cruzam estas
cidades sdo atingidos diretamente por lancamentos “in natura” de esgoto bruto,
causando além dos danos diretos ao corpo d’dgua, sérios focos de proliferagdo de

doengas de veiculagdo hidrica. O planejamento, bem como a constru¢do de um sistema
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de esgotamento sanitario eficiente, numa cidade seja ela de pequeno, médio ou grande
porte ¢ um desafio para os administradores, porém, necessario e urgente que aponta para
estatisticas de elevado impacto social, uma vez que, em curto espaco de tempo, se
alcanga indices extremamente favordveis dentro da area da saude publica e a

conseqiiente melhoria da qualidade de vida da populagdo.

A crise da dgua no Brasil ¢ causada, sobretudo, pela ineficiéncia dos servicos de
saneamento basico. A mé qualidade da d4gua que chega aos usuarios e o lancamento de
esgotos nao tratados nos rios e agudes t€m graves conseqiiéncias para a saude da
populagdo brasileira. Com agua e saneamento de qualidade, as internacdes hospitalares
diminuiriam em dois tercos. Também a taxa de mortalidade infantil (causada
principalmente por diarréias ligadas a qualidade da dgua) cairia vertiginosamente. Vale
notar que, segundo um estudo do BNDES publicado em 1996, para cada R$ 4,00
investidos em saneamento, seriam economizados R$ 10,00 na rede hospitalar

(ROLDAO, 2001).

Dados do Ministério da Satde indicam que cerca de 70% das internagdes
hospitalares da rede publica estdo relacionadas com doengas de veiculacao hidrica que
por sua vez estdo diretamente ligadas a auséncia de tratamento de esgotos domésticos.
Estes mesmos estudos mostram que cada dolar investido em saneamento proporciona a
economia de cinco na darea da satde. Sistemas de esgotamento sanitirio para
atendimento de areas urbanas, devem ter planejamento e monitoramento efetivos, tendo
sua sustentabilidade na forma eficiente e econdomica como sdo realizados, uma vez que
as obras a serem implantadas devem possibilitar uma expansdo urbana ordenada, ndo

impedindo, desta forma, o desenvolvimento local (MOITINHO et al., 1997).

Conclui-se, que a inexisténcia ou inadequagdo do tratamento de dejetos e da
protecdo aos mananciais de dgua podem veicular e disseminar C. parvum. Em face
disso, torna-se fundamental o desenvolvimento e aprimoramento de métodos

diagnosticos de deteccao.
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