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RESUMO

FALCHI, Ricardo Luiz Ricci. Contaminagdo por protozoarios potencialmente
patogénicos ao homem na agua de diferentes pontos da Laguna dos Patos,
Rio Grande, RS. 2006. 90f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-Graduacao
em Parasitologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Nos paises em desenvolvimento uma das principais causas de doencas é a
contaminacdo da &agua devido as deficiéncias dos servicos de esgotamento
sanitario. A cidade de Rio Grande, localizada ao sul do Rio Grande do Sul, assim
como a maioria dos municipios brasileiros, também apresenta limitacdes na colheita
e tratamento do esgoto cloacal. Esta deficiéncia faz com que parte dos dejetos da
populacdo seja eliminada diretamente na Laguna dos Patos, a qual desempenha
importante papel na atividade pesqueira, além de ser usada como local para banho,
nos meses de verao, pela populacao residente nos seus arredores. Este estudo teve
como objetivos investigar a presenca de parasitos patogénicos ao homem e de
parasitos que sdo indicadores de contaminagdo fecal em amostras de agua colhidas
em diferentes pontos da Laguna dos Patos, Rio Grande, RS. No periodo de janeiro a
dezembro de 2005, foram colhidas, mensalmente, amostras de 500 mL de agua em
12 pontos da Laguna. As amostras foram filtradas através de membrana de acetato
de celulose (0,45 um), sob pressao negativa para a retencdo do material. Apos
eluicdo do material, através da solucdo de Tween 80 a 0,1%, o material foi
concentrado por centrifugacéo a 1500 rpm, por 15 minutos. Para a pesquisa inicial
de protozoarios, foi realizado o exame direto a fresco do material, bem como do
material concentrado pela técnica de centrifugo-flutuacdo em solucédo de sulfato de
zinco. Para a pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp., foram realizadas
simultaneamente as técnicas de concentracdo de centrifugo-flutuacdo de Sheather e
de centrifugo-sedimentacéo pelo formol-éter, com posterior coloragdo com a técnica
de Kinyoun. Para a pesquisa de amebas de vida livre, foi feito o cultivo de uma
aliquota de cada amostra de agua em meio de agar nao nutriente com Escherichia
coli inativada. Aliquotas provenientes do material eluido da membrana e do cultivo
foram coradas pelo tricromio, para diagnostico de cistos de protozoarios. Nos locais
de colheita das amostras foram medidos pH, salinidade e temperatura da agua. A
pesquisa de coliformes totais e Escherichia coli foi realizada pela técnica dos tubos
multiplos. Na andlise dos 12 pontos, durante os 12 meses de colheita de agua, foi
observado que 91,7% (11/12) estavam contaminados com protozoarios que podem
infectar seres humanos; Cryptosporidium spp. (16,7%), Acanthamoeba spp. (91,7%),
Naegleria spp. (25%) e Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar (8,3%). Coliformes
totais (superior a 5.000/100mL) e Escherichia coli (superior a 1.000/100mL) foram
isolados em todas as amostras colhidas, demonstrando contaminagdo da agua por
esgoto cloacal. A temperatura, salinidade e pH da agua, nado influenciaram na
deteccdo dos protozoarios, exceto para Acanthamoeba spp. que apresentou maior
freqiiéncia quando a salinidade da agua estava menor ou igual a 0,6% (p<0,05). A
presenca de matéria organica nas proximidades dos locais de colheita das amostras



influenciou na deteccdo de protozoarios em geral, bem como a criagcdo de animais
para a deteccdo de Naegleria spp. (p<0,05). A observacdo da contaminacdo da
agua por parasitos patogénicos ao homem e a indicacdo de contaminacédo fecal,
sugerem melhores acbes de planejamento sanitario, assim como medidas
preventivas e educativas a fim de evitar a infecgao humana.

Palavras-chave: Cryptosporidium. Acanthamoeba. Naegleria. Agua. Contaminag&o.



ABSTRACT

FALCHI, Ricardo Luiz Ricci. Contamination by protozoa potentially pathogenic to
man in the water of different parts of Patos Lagoon, Rio Grande, RS. 2006. 90f.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de PoOs-Graduacdo em Parasitologia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

In countries in development, one of the main causes of diseases is the contamination
of the water due to the deficiency of the sanitary sewerage system. Rio Grande city,
situated in the South of Rio Grande do Sul, as the majority of the Brazilian cities also
presents limitations in the collection and treatment of the cloacal sewer. This
deficiency makes that part of the residues of the population be eliminated directly in
the Patos Lagoon, which acquits a important role in the fishing activity, besides being
used as local for washing, in the summer months, by the population which lives
around. This study had as objectives to investigate the presence of pathogenic
parasites to the man and parasites that are indicator of fecal contamination water
samples gathered in different parts of the Patos Lagoon, Rio Grande, RS. In the
period between January and December of 2005, it was gathered, monthly, samples
of 500mL of water in 12 different parts of the Lagoon. The samples were filtered
through a membrane of acetate of cellulose (0,45), under a negative pressure for the
material retention. After the material elution, through the Tween 80 solution to 0, 1%,
the material was concentrated by centrifugation in 1500 rpm, during 15 minutes. For
the initial research of protozoa, it was achieved the direct exam in breezy of the
material, as well as the material concentrated by the centrifugal-flotation technique in
solution of sulfate of zinc. For the research of oocysts of Cryptosporidium spp., they
were achieved concurrently the techniques of concentration centrifugal-flotation of
Sheather and centrifugal-sedimentation by formol ether, with the posterior coloration
with the Kinyoun technique. For the research of free-living amoebas, it was made the
culture of one aliquot of each water sample in non-nutrient agar inoculated with
inactive Escherichia coli. Aliquots originated of the eluted material from the
membrane and of the culture were ruddy by trichrome, for the diagnosis of protozoa
cysts. In the gathering places of the samples it was sized pH, saltiness and water
temperature. The research of total coliforms and Escherichia coli was achieved by
the technique of multiple tubes. In the analysis of the 12 parts, during the 12 months
of water gathering, it was observed that 91,7% were infected with protozoa that can
infect human beings; Cryptosporidium spp. (16,7%), Acanthamoeba spp. (91,7%),
Naegleria spp. (25%) and Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar (8,3). Total
coliforms (more than 5.000/2100mL) and Escherichia coli (more than 1.000/100mL)
were secluded in all the harvested samples, showing water contamination by cloacal
sewer. The temperature, the saltiness and water pH, do not influenced in the
detection do protozoa, except for Acanthamoeba spp. That presented bigger
frequency when the water saltiness was under or equal 0,6% (p < 0,05). The
presence of organic substance in the closeness of the places of samples gathering
influenced in the detection of protozoa in general, as well as the creation of animals



for the detection of Naegleria spp. (p < 0.05). The observation of water contamination
for pathogenic parasites to man and the indications of fecal contamination, suggest

better action of sanitary planning, as well as preventive and educative steps in order
to avoid the human infection.

Keywords: Cryptosporidium. Acanthamoeba. Naegleria. Water. Contamination.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui um dos maiores potenciais de agua continental; superficial e
subterranea. Este potencial deve ser visto como um capital ecologico de inestimavel
importancia e como fator competitivo fundamental para o desenvolvimento
socioeconémico sustentado. Em contrapartida, a 4gua € um meio pelo qual agentes
infecciosos podem se alastrar com grande velocidade e frequéncia, fazendo-se
necessario controlar ou atenuar a poluicdo aquatica e suas implicacdes biolégicas,
que representam séria ameaca a saude publica (FERREIRA, 2003).

A contaminacdo da agua €é responsavel por 80% das doencas que ocorrem
nos paises em desenvolvimento. Cerca de 15 milhdes de criancas de zero a cinco
anos morrem anualmente pela falta ou deficiéncia dos sistemas de abastecimento
de &gua e esgotos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE - OMS, 1984).

O crescimento demogréfico, a urbanizacédo desordenada e o desenvolvimento
industrial comprometem o0s recursos hidricos e prejudicam os sistemas de
saneamento publico, os quais passam a operar com sobrecargas e com deficiéncias,
aumentando o risco de ocorréncia de doencas de veiculagdo hidrica (MIRANDA &
TEIXEIRA, 2004).

Segundo Libanio et al. (2005), a disponibilidade hidrica associada aos
Servicos essenciais para a populacdo, como o abastecimento de agua e de
esgotamento sanitario, sdo condi¢bes importantes para garantir o seu bem estar
social e o estabelecimento de condigbes salubres que permitem o pleno
desenvolvimento humano. De acordo com os autores, a maioria dos paises com
indice de Desenvolvimento Humano elevado (IDH>0,7) e alta longevidade
(esperanca de vida superior a 60 anos), apresentam maior cobertura dos servigos de
saneamento: cobertura de agua e de esgoto acima de 60% e 50%, respectivamente.

Dentre os parasitos transmitidos aos seres humanos, através da agua,
destacam-se o0s protozoarios Cryptosporidium spp. e Giardia lamblia por
permanecerem viaveis por varios meses na agua entre 4 e 10°C (HSU et al.,1999).
Heller et al. (2004) citaram que as principais fontes de contaminagédo de mananciais
por oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia lamblia, sdo os esgotos
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sanitarios, bem como os dejetos e efluentes de atividades agropecuarias,
principalmente nos paises em desenvolvimento.

O protozoario Giardia lamblia foi identificado como agente etiolégico de
18,3% (92/502) dos surtos que ocorreram nos Estados Unidos da América (EUA), no
periodo de 1971 a 1985, todos relacionados com o consumo de agua (DUBEY et al.,
1990).

Os cistos de G. lamblia podem sobreviver de 28 a 56 dias, estando o tempo
da sua sobrevivéncia relacionado com temperaturas baixas (CARDOSO et al.,
2003), além disso, a sua dose infectante é baixa, ao redor de 10 a 130 cistos
(TZIPORI & WARD, 2002). Este parasito é considerado como uma das principais
causas de diarréia nos paises em desenvolvimento, infectando cerca de 10 a 15%
da populacdo mundial (GUIMARAES & SOGAYAR, 2002).

Entre os anos de 1984 e 1996, varios surtos de criptosporidiose transmitidos
pela dgua foram relatados em diferentes paises, sendo que a maioria deles ocorreu
no Reino Unido, EUA e Japé&o. O primeiro surto ocorreu em 1984, no Texas, EUA,
onde 79 pessoas foram afetadas. O maior surto de criptosporidiose registrado foi o
de Wisconsin, EUA, em 1993, atingindo 403 mil pessoas (SMITH & ROSE, 1998).

O protozoario Entamoeba histolytica apresenta distribuicdo geografica
mundial e a sua presenca esta relacionada diretamente com as deficiéncias dos
servicos de saneamento basico. A importancia da pesquisa deste protozoario na
agua, reside no fato de que um dos principais mecanismos de transmissao € através
do consumo de agua contaminada ou consumo de alimentos crus que tenham sido
irrigados com aguas poluidas (REY, 2002).

Outros protozoarios de interesse humano, veiculados pela agua, que
merecem destaque, sdo as amebas de vida livre pertencentes aos géneros
Acanthamoeba e Naegleria, que habitam ambientes aquaticos, tais como piscinas,
lagoas, rios, solos Umidos e esgoto (NEVES, 2003). Estas amebas sao
denominadas como potencialmente patogénicas, pois podem comportar-se como
parasitos facultativos de seres humanos, causando Obito ou incapacidade
permanente (MARTINEZ, 1985). A presenca destas amebas esta associada a
fungos, bactérias, algas e outros protozoarios, que sdo utilizados como substratos
alimentares (RUTHES et al., 2004). Espécies destes dois géneros foram isoladas em

todos os continentes, em diferentes altitudes, e apresentam resisténcia a
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desinfeccéo por cloro e seus derivados e a variadas condi¢cdes de temperatura e de
pH (SILVA & ROSA, 2003).

Muitos estudos sobre parasitos transmitidos por veiculacdo hidrica tém sido
feitos em varios paises, entretanto, no Brasil, dados sobre a frequéncia destes
patdgenos no meio ambiente ainda sdo escassos (FRANCO et al., 2001; CARDOSO
et al., 2003; HELLER et al., 2004).

No Brasil, os servicos de esgotamento sanitario sdo precérios, sendo que
apenas 20% dos domicilios tém o seu esgoto tratado, enquanto que o restante dos
domicilios serve-se de fossas sépticas, fossas rudimentares ou eliminacdo dos
dejetos em rios ou valas (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA - IBGE, 2000).

A cidade do Rio Grande, situada ao sul do Rio Grande do Sul, é banhada ao
norte do seu territorio pela Laguna dos Patos, a qual desempenha importante papel
na atividade pesqueira, além de ser usada como local para banho, nos meses de
verdo, pela populagéo residente nos seus arredores. Como a maioria dos municipios
brasileiros, a cidade do Rio Grande também apresenta deficiéncias na coleta e no
tratamento do esgoto cloacal. Dos 56 mil domicilios, apenas 17 mil séo ligados a
rede de esgoto, 0s restantes possuem fossa séptica, fossa rudimentar e alguns
eliminam os dejetos diretamente na laguna (IBGE, 2000; NUCLEO DE ESTUDOS
EM ADMINISTRACAO E SAUDE COLETIVA - FUNDACAO UNIVERSIDADE DO
RIO GRANDE — NEAS-FURG, 2006).

Diante disso, torna-se relevante pesquisar a contaminacdo, por parasitos
patogénicos ao homem, na dgua da Laguna dos Patos, Rio Grande, RS, onde em

diversos pontos desembocam efluentes de esgotos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a contaminagcdo por protozoarios de interesse humano em
diferentes pontos da 4gua da Laguna dos Patos, na cidade do Rio Grande, RS,

visando despertar a necessidade de melhorias nas a¢des de planejamento sanitério.

2.2 Objetivos Especificos

= Pesquisar a frequiéncia de protozoarios, parasitos do homem, adaptados as

condi¢Oes de salinidade, temperatura e pH, da Laguna dos Patos, Rio Grande, RS.

= Estimar a frequiéncia de amebas de vida livre, potencialmente patogénicas

ao homem, na agua de diferentes pontos da Laguna dos Patos, Rio Grande, RS.

= Investigar a contaminagcdo da agua da Laguna dos Patos, Rio Grande, RS,

por protozoarios de origem fecal.

» Comparar os resultados da contaminagcdo da agua por protozodrios de
origem fecal com os obtidos da pesquisa de coliformes totais e fecais; metodologia

padréo para indicar contaminagcao ambiental.

* Investigar a influéncia do pH, salinidade e temperatura da agua, estagdes
do ano, presenca de matéria organica (lixo, fezes) nas proximidades dos pontos de

colheita, na deteccéo de protozoarios de interesse humano.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Importancia da agua para os seres humanos

Cerca de trés quartos da superficie terrestre sdo recobertos por agua,
sendo que 97,30% do total sdo representados pelos oceanos (aguas improprias para
0 consumo e para utlizacdo na agricultura), 2,34% por gelo (podendo ser
aproveitada somente por meio de lenc¢oéis subterraneos), restando 0,36% para 0 uso
humano, os quais estéo localizados em rios, lagos e pantanos (HELLER, 1998).

A 4gua é uma substancia indispensavel para a sobrevivéncia de todos os
seres do planeta, desempenhando papel fundamental na manutencdo dos
ecossistemas. A agua € um alimento que, embora nao tenha valor energético,
contribui fundamentalmente para a edificacdo do organismo, fazendo parte da
composi¢cao celular de maneira preponderante. Aproximadamente, 70% do corpo
humano sédo constituidos por 4gua e a perda de 10% da a&gua do corpo de uma
pessoa promove alteracdes fisiologicas importantes (BRANCO, 1978).

Além da importancia para o ser humano, a agua pode ser usada para
diversos fins, como para o abastecimento das cidades, irrigacdo na agricultura,
pecuaria, aquicultura, geracdo de forca motriz e energia, na navegacao fluvial e em
atividades de lazer. Segundo a Organizacdo das Nac¢des Unidas, esta prevista para
0 ano de 2025 a “crise da agua”, quando cerca de cinco bilhdes de pessoas terdo
dificuldades de acesso a &gua, caso ndo haja uma mudanca nos padrbes de
consumo, uso e conservacéo dos mananciais (FERREIRA, 2003). De acordo com 0s
indicadores do Banco Mundial, aproximadamente 80 paises ja enfrentam problemas
com a escassez de recursos hidricos; entre eles estéo os situados no Oriente Médio,
no sul da Africa e regides da India e China (BRASIL, 2000a).

Nas cidades de médio e grande porte, tem-se constatado que a captacdo da
agua para o abastecimento da populacdo ocorre em locais cada vez mais distantes
dos centros de distribuicdo. Isto se deve, principalmente, ao lancamento de dejetos,
sem controle ou tratamento, nos recursos hidricos proximos as cidades, levando a

deterioracdo da qualidade destas aguas (HELLER, 1998).
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Os corpos de agua localizados proximos as cidades também sdo usados
como locais de recreacdo pela populagcdo que reside nos seus arredores. A
contaminacao destes locais por esgotos sanitarios expde o0s banhistas a riscos de
infeccao, devido a presenca de bactérias, virus e protozoarios (ROSE et al., 2002).

Dos recursos hidricos de agua doce disponiveis no mundo, 19% estdo no
Brasil (BRASIL, 2002). Vérios coédigos e leis foram promulgados, visando a
preservacdo da agua. Em 1934, foi criado o Codigo das Aguas e em 1981, através
da Lei Federal numero 6.938, foi instituida a Politica Nacional do Meio Ambiente
(BRASIL 1997a). A Lei Federal nimero 9.433, de 1997, instituiu a Politica Nacional
de Recursos Hidricos (BRASIL, 1997b). Em 2000, para definir e implantar a Politica
Nacional de Recursos Hidricos e do Sistema de Gestéo, foi criada a Agéncia
Nacional da Agua, através da Lei Federal nimero 9.984 (BRASIL, 2005).

Dos recursos naturais, a agua € o mais vulneravel, pois a agua que hoje &
utilizada é a mesma de milhdes de anos, mudando apenas o seu estado (liquido,
gasoso e sdlido). Entretanto, hoje é considerada como um bem finito, pois
dependendo do tipo de poluicdo a sua renovacao estara comprometida, assim como

a propria sobrevivéncia dos seres humanos (SANTOS, 2000).

3.2 A agua como veiculo de agentes parasitarios

Apesar de a humanidade necessitar da agua para sua prépria sobrevivéncia,
€ a sua principal fonte de poluicdo. O crescimento da populacédo, a desordenada
urbanizacdo, o aumento na quantidade de despejos domésticos e de residuos
industriais, aliados a deficiéncia da infra-estrutura sanitaria, fizeram com que se
tornasse incompativel a absorcdo natural desses dejetos pelo meio ambiente
(BRINGHENTI, 1999).

O uso de aguas contaminadas por despejos domésticos representa um dos
principais riscos a saude publica, devido a estreita relacédo entre a qualidade da agua
e inumeras enfermidades que acometem as populacdes, especialmente aquelas ndo
atendidas por servicos de saneamento (SANTOS, 1989).

A observagdo de microorganismos patogénicos na agua propiciou a
elaboracdo da hipétese de que sua presenca era decorrente de dejecdes de
pessoas infectadas, uma vez que tais microorganismos nado sao gerados
espontaneamente na agua. Baseando-se nisso, o0 controle de patdégenos

provenientes de dejetos humanos passou a ser realizado através de medidas
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visando caracterizar e mensurar as concentracfes de material fecal na agua
(BRANCO, 1978).

Tanto em ambito nacional quanto internacional, a avaliagdo da qualidade da
agua baseia-se na deteccao e quantificacdo de coliformes totais e coliformes fecais
(Escherichia coli). As bactérias do grupo coliforme sdo consideradas os principais
indicadores de contaminacdo fecal, visto que habitam o intestino humano e de
animais homeotermos (CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE — CONAMA
20, 1986; LIMA et al., 1999). A determinacdo da concentracdo deste grupo de
bactérias indica a possibilidade da presenca de varios patdgenos que sao veiculados
pela agua (BERNARD, 1973; LEWIS, 1986), tais como 0s agentes etiologicos das
seguintes doencas parasitarias: giardose, criptosporidiose, amebose e ascariose
(MOTA, 1997).

Segundo o relatério do V Férum Global 2000 do Conselho Mundial de
Colaboradores em Agua Potavel e Saneamento da Organizacdo Mundial de Saude,
2,4 bilhdes de pessoas no mundo ndo tém esgoto e 1,1 bilhdo ndo recebe 4gua em
condicdes adequadas. Este déficit em saneamento basico e o uso destas aguas
contaminadas geram graves problemas para a saude, ocorrendo quatro bilhdes de
casos de diarréia por ano no mundo, com 2,2 milhées de 6bitos. No relatério consta
que 10% da populacdo mundial estdo infectados por parasitos intestinais, seis
milhdes de pessoas apresentam cegueira por causa de doencas infecciosas e 200
milhdes sofrem de esquistossomose (BRASIL, 2000b).

A precariedade dos servi¢cos publicos de agua e esgoto no Brasil faz com
gue 65% das internacdes hospitalares estejam associadas a doencas de veiculagéo
hidrica, o que contribui para que o pais apresente a quarta maior taxa de
mortalidade infantil da América Latina (ANDREOLI et al., 1995).

Como jé& foi citado, existem varios parasitos que podem ser transmitidos por
veiculacdo hidrica, mas aquele que tem causado maior preocupacao com relacédo ao
tratamento de agua e esgoto € o coccideo Cryptosporidum spp.. Esta preocupacéo
faz sentido por este ser um protozoario que sobrevive no meio ambiente aquatico
por longo tempo, resiste & desinfeccdo com cloro e causa infeccdo com baixa
contagem (10 a 100) de oocistos (CHEN et al., 2002). Além disso, a auséncia de
Escherichia coli, indicador de poluicdo fecal, ndo caracteriza a auséncia de
Cryptosporidium spp., uma vez que a primeira € sensivel a pequenas concentracdes
de cloro (ARAUJO, 2003).
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3.3 Protozoérios veiculados pela agua

3.3.1 Cryptosporidium spp.

O género Cryptosporidium foi descrito pela primeira vez por Ernest Edward
Tyzzer em 1907, nos EUA, examinando glandulas pépticas de camundongos,
denominando-o de Cryptosporidium muris. Uma segunda espécie, C. parvum, foi
identificada em 1912 pelo mesmo autor, parasitando o intestino delgado de
camundongos. Estes protozoarios sdo parasitos intracelulares e se localizam nas
microvilosidades das células epiteliais intestinais (CARNEIRO et al., 1995).

Inicialmente foi considerado comensal, mas a partir da década de 50 do
século passado, despertou interesse veterinario, devido a sua associacdo com
infeccdo e mortalidade em aves, causada pela espécie C. meleagridis. A importancia
deste parasito aumentou na década de 70 quando o género foi associado a diarréia
em terneiros (ANDRADE NETO & ASSEF, 1996).

Os dois primeiros casos de criptosporidiose humana foram relatados nos
EUA, em 1976. No primeiro, o parasito foi detectado na mucosa intestinal de um
paciente imunocomprometido e no segundo a parasitose foi diagnosticada em uma
menina, com trés anos de idade, apresentando gastroenterite (MEISEL et al., 1976;
NIME et al., 1976).

Com o advento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, no inicio da
década de 80 do século XX, ocorreu aumento do numero de relatos de
criptosporidiose humana, principalmente em pacientes imunocomprometidos
(MULLER, 1999). O coccideo Cryptosporidium spp. também tem sido considerado
como principal agente etioldgico de diarréia entre criangas com idade superior a um
ano e inferior a dois anos (MOITINHO et al., 1997). A partir de 1984, este parasito foi
associado a surtos de diarréia, devido ao consumo de 4gua contaminada e também
pelo contato com aguas destinadas a recreacdo, mas somente em 1993, com o
surto ocorrido em Milwaukee, Wisconsin, EUA, esta parasitose foi reconhecida como
problema de saude publica (FAYER, 2004).
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3.3.1.1 Taxonomia e Morfologia

O género Cryptosporidium pertence ao Filo Apicomplexa, Classe Sporozoea,
Subclasse Coccidia, Ordem Eucoccidiida, Subordem Eimeriina, Familia
Cryptosporidiidae.

Desde a descricdo de C. muris e de C. parvum, por Tyzzer, varias espécies
tém sido identificadas, parasitando diferentes classes de hospedeiros como aves,
répteis, anfibios, peixes e mamiferos, incluindo o homem (O'DONOGHUE, 1995).

A espécie C. parvum é a mais freqglientemente registrada, sendo relatada em
mais de 150 espécies de mamiferos (FAYER et al., 2000). O emprego de técnicas
moleculares possibilitou a diferenciacdo de C. parvum em onze genotipos (humano,
macaco, suino, bovino, canino, furdo, cervideos, equino, leporino, camundongo e
marsupial) (ABE et al., 2002; RYAN et al., 2003).

Um grupo de pesquisadores, baseando-se em estudos de biologia
molecular e na especificidade de hospedeiro, prop6s que o gendtipo humano (tipo 1)
de C. parvum fosse considerado uma nova espécie, C. hominis, responsavel
somente por infeccbes em humanos (MORGAN-RYAN et al., 2002). Entretanto, esta
espécie ja foi diagnosticada infectando, em condi¢cdes de laboratdrio, animais como
cordeiros e terneiros (AKIYOSHI et al., 2002).

Diversas descricGes de espécies de Cryptosporidium foram feitas durante as
Ultimas duas décadas, decorrentes da falta de critérios para a descricao de uma
nova espeécie, da pouca diferenca morfolégica entre as espécies e da baixa
especificidade para hospedeiros (XIAO et al., 2004). Estas descricoes foram
baseadas na morfologia, histopatologia, especificidade do hospedeiro e/ou na
biologia molecular (LINDSAY et al., 2000; FAYER et al., 2001; ALVAREZ-
PELLITERO & SITJA- BOBADILHA, 2002; MORGAN- RYAN et al.,, 2002).
Entretanto, no VI Encontro de Epidemiologia Molecular e Evolucdo Genética de
Doencas Infecciosas no Instituto Pasteur, Franca, foram revistos os critérios atuais
usados para nomear as espécies de Cryptosporidium, bem como propor critérios
mais apropriados para o uso no futuro. Foram sugeridas quatro exigéncias basicas
ao nomear e validar uma espécie: estudos morfométricos dos oocistos;
caracterizacdo genética; demonstracdo de hospedeiro natural e, se viavel,
demonstracdo de ao menos um hospedeiro infectado experimentalmente; e respeito

aos critérios do Codigo Internacional de Nomenclatura Zoolégica (MEEGID, 2002).
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Atualmente, sdo reconhecidas as seguintes espécies: C. andersoni
(bovinos), C. baileyi (galinhas e outras aves), C. canis (caes), C. felis (gatos), C. galli
(aves), C. hominis (homem), C. meleagridis (aves e humanos), C. molnari (peixes),
C. muris (roedores e outros mamiferos), C. parvum (mamiferos e humanos), C. wrairi
(porquinho-da-india), C. suis (suinos) C. saurophilum (lagartos e serpentes), C.
serpentis (serpentes e lagartos). Aléem das espécies C. hominis e C. parvum, que
sdo as mais importantes e mais frequentes para o homem, também foram
registradas em humanos as espécies C. meleagridis, C. canis, C. felis (XIAO et al.,
2002, 2004; FAYER, 2004), C. baileyi (DITRICH et al.,1991) e C. suis (RYAN et
al.,2004).

3.3.1.2 Ciclo de vida

Cryptosporidium spp. € um parasito que infecta as células epiteliais do trato
gastrointestinal, pulmdes, faringe, es6fago, ductos biliares e canal pancreatico
(FARTHING, 2000; ROSE et al., 2002).

O Unico estagio exdégeno de Cryptosporidium é o oocisto esporulado, o qual
possui quatro esporozoitos envolvidos por uma parede que confere resisténcia as
condi¢cdes adversas do meio externo (FAYER, 1997). Os oocistos sdo esféricos,
medem 2 a 8 um de didmetro variando de acordo com a espécie, apresentam
membrana externa fina, citoplasma finamente granulado, e no seu interior sdo
observados quatro esporozoitos livres em forma de “C”, com um nucleo localizado
centralmente (GARCIA, 1983). Os estagios intracelulares localizam-se em um
vacuolo parasitéforo nas microvilosidades das células epiteliais (CURRENT &
HAYNES, 1983).

Quando os oocistos esporulados (maduros) sao ingeridos por um
hospedeiro, ocorre a liberacdo dos esporozoitos no intestino delgado, os quais vao
parasitar as microvilosidades das células epiteliais do trato gastrointestinal. Os
esporozoitos transformam-se em trofozoitos e estes, em merontes tipo |, que por
reproducdo assexuada (merogonia), produzem no seu interior merozoitos, 0s quais
podem invadir novas células, reiniciando a reproducdo assexuada formando outros
merontes tipo I, e novos merozoitos. Apos, ocorre outro processo de reproducdo
assexuada (gametogonia), a qual resulta na formacdao dos gametas masculinos e
femininos. Apés a fecundacdo (reproducdo sexuada), os zigotos no interior das

microvilosidades das células epiteliais, diferenciam-se em oocistos, e estes por
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reproducdo assexuada (esporogonia), desenvolvem no seu interior quatro
esporozoitos (CURRENT & GARCIA, 1991). Os oocistos esporulados séo
excretados juntamente com as fezes do hospedeiro, podendo infectar outro
hospedeiro suscetivel, ou causar a auto-infeccao externa (SMITH & ROSE, 1998).

A auto-infeccdo interna pode desencadear infeccbes macicas e persistentes em
pacientes imunocomprometidos (FRANZEN & MULLER, 1999).

3.3.1.3 Infectividade e Transmissé&o

Fayer & Leek (1984), em um estudo in vitro, pesquisaram condi¢cdes para o
desencistamento de Cryptosporidium e observaram que na agua com pH 7,6 e a
uma temperatura de 37°C, a taxa de desencistamento ocorreu em menos de uma
hora, e foi maior do que na agua com pH 6,0 e a 20°C.

Os oocistos de Cryptosporidium podem permanecer viaveis por varios
meses no ambiente, sobrevivendo em média 176 dias na 4gua doce e 35 dias na
agua do mar, resistindo a importantes variacdes de temperatura (CHAURET et al.,
1995). Quando mantidos entre 25 e 30°C, permanecem infectantes por trés meses,
assim como quando sao submetidos a uma temperatura de -5 °C, permanecem
viaveis por mais de dois meses. Sa0 pouco resistentes ao congelamento, sendo
destruidos a —70°C. Em altas temperaturas (59,7°C), durante cinco minutos, ocorre
uma rapida perda da viabilidade, e a dessecacéao € letal para os oocistos (FAYER et
al., 2000).

Okhuysen et al. (1999), observando pessoas sadias infectadas com
diferentes doses de oocistos de Cryptosporidium sp., verificaram que a dose
infectiva média (IDso) foi de 132 oocistos.

Os oocistos sdo transmitidos de um hospedeiro infectado para um
hospedeiro suscetivel por via fecal-oral. Esta transmissdo pode ocorrer por varias
formas: de pessoa para pessoa por contato direto, incluindo atividades sexuais; de
animal para animal; de animal para humano; de humano para animal; através de
agua de abastecimento ou agua recreacional; ingestdo de alimentos contaminados e
através do ar (FAYER et al., 2000).

Fatores bioldgicos, ambientais, climéticos e comunitarios facilitam a
transmisséo desse coccideo através da agua. Como fatores biologicos, destacam-se
a alta taxa de excrecdo de oocistos nas fezes do hospedeiro, a transmissao

zoonotica e a baixa dose de infecgdo. Os fatores climaticos incluem a temperatura e
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as chuvas, onde o aumento das precipitacdes esta associado com altas
concentragdes de oocistos. Os fatores ambientais e comunitarios estao relacionados
com a descarga de esgotos na agua e o tipo de tratamento da dgua (ROSE et al.,
2002).

3.3.1.4 Criptosporidiose humana

As manifestacdes clinicas da criptosporidiose, assim como a severidade e a
duracdo desta doenca, podem variar de pessoa para pessoa, sendo influenciadas
pelo estado imune do hospedeiro (ADAL et al., 1995).

O quadro clinico dessa doenga caracteriza-se por uma gastroenterite, em
que o sintoma mais importante € uma diarréia volumosa e aquosa, podendo
algumas vezes apresentar muco, porém a presenca de sangue e leucécitos é rara
(FAYER, 2004). Outros sintomas que podem se manifestar em decorréncia da
infeccdo sdo: dor abdominal, nauseas, vOmitos, anorexia, indisposi¢do, fraqueza,
perda de peso, cefaléia e febre baixa (abaixo de 39°C) (DE CARLI & SARAIVA,
1991). Pode ocorrer ainda, intolerancia a lactose e ma absorcdo de gorduras
(REY,1992).

A criptosporidiose em pessoas imunocompetentes apresenta-se como uma
gastroenterite transitéria, com periodo de incubac¢do curto, entre quatro e 14 dias. A
infeccdo pode manifestar-se com uma diarréia autolimitada, com cinco a 10
evacuacoOes diarias, evoluindo espontaneamente para a cura (CENAC, 1984).

Em individuos imunocomprometidas a infecgcdo é persistente, de longa
duracdo, e o quadro clinico é mais severo, sendo que a diarréia pode levar o
paciente até 30 evacuacdes diarias (12 —17L/dia). Este quadro pode durar semanas
ou meses causando desequilibrio hidroeletrolitico e desnutricdo, podendo levar o
paciente a 6bito (DE CARLI & SARAIVA, 1991).

Em pessoas com imunossupresséo (desnutricdo, portadores do HIV, uso de
quimioterapia para cancer), a severidade da doenca esta relacionada com o grau de
deterioracdo da imunidade celular. Quando a contagem de linfécitos T CD4 for maior
gue 180 célulass/mmc, os pacientes apresentam uma diarréia geralmente
autolimitada, enquanto que pacientes com contagem de CD4 menor que 140
células/mmc apresentam diarréia persistente e de longo curso. Alguns estudos tém
sido realizados para explicar o mecanismo da infeccdo causada pelo

Cryptosporidium sp. em humanos. A causa da diarréia profusa observada em alguns
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pacientes seria devido a producdo de enterotoxinas pelo C. parvum (FAYER, 2004;
ANDRADE NETO & ASSEF, 1996).

Para o tratamento da criptosporidiose em pacientes imunocompetentes é
recomendada a rehidratagdo oral ou parenteral, (FRANZEN & MULLER, 1999), uma
vez que a infeccéo é autolimitada.

Em pacientes imunocomprometidos o tratamento € mais dificil, ja que varios
medicamentos como paromicina, azidotimidina, azitromicina, imunobloqueadores
biolégicos foram testados, porém ainda nao ha relato de resultados efetivos para a
cura parasitologica (CARR et al.,, apud FRANZEN & MULLER, 1999). Estudos
recentes mostraram que a nitazoxanida apresentou eficacia em criancas e adultos
imunocompetentes, sendo a primeira droga liberada para o tratamento da
criptosporidiose nos EUA, porém ndo foi testada suficientemente em pacientes
imunocomprometidos (LIMA, 2005).

A aplicagao da terapia anti-retroviral altamente potente e efetiva (HAART)
em pacientes infectados com HIV, tem resultado na reducéo da gravidade da
doenca nos EUA (FAYER, 2004). Em Rio Grande, RS, foi observado que a
prevaléncia de casos de criptosporidiose em pacientes com HIV atendidos no
Hospital Universitario, diminuiu de 22,4% (11/49) no periodo pré-HAART (1994 a
1997), para 5% (4/80) no periodo pés-HAART (2000 a 2004) (FRANCA et al., 2005).

3.3.1.5 Frequéncia de Cryptosporidium spp. em amostras de agua

A presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. na agua aumenta a
preocupagdo com a transmissdo do parasito aos seres humanos, pois com a
veiculacdo hidrica dos oocistos, um grande contingente da populacdo pode ser
atingido (LIMA & STAMFORD, 2003).

A descarga de esgoto em efluentes, embora sendo baixa, € uma fonte
importante de contaminacdo do ambiente, pois aguas superficiais destinadas ao
abastecimento, irrigacdo e recreacdo que recebem estes despejos constituem em
potencial fonte para infec¢des de seus usuarios (SMITH & ROSE, 1998).

A pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp., em amostras de agua, tem
sido realizada em varios paises. Ongert & Stibs (1987) pesquisaram Cryptosporidium
sp. em 11 amostras de agua de rios em Washington e na Califérnia, EUA,

detectando oocistos deste parasito em 100% das amostras.
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Boutros (1989) detectou Cryptosporidium spp. em 70% das 50 amostras de
agua superficiais examinadas, na Pensilvania, EUA.

Lechevallier et al., (1991) examinaram amostras de agua de 66 estacdes de
tratamento de 14 estados e uma provincia do Canada, sendo analisadas as
amostras de agua antes do tratamento. Os autores observaram uma frequéncia de
96,5% (82/85) para oocistos de Cryptosporidium spp..

Wallis et al. (1996) pesquisaram protozodrios em amostras de aguas
superficiais colhidas em diferentes regides do Canada e detectaram oocistos de
Cryptosporidium em 4,5% (53/1.173) das amostras.

Em um estudo limitado de cinco amostras de agua do Rio Kau-Ping, no sul
de Taiwan, quatro foram positivas para Cryptosporidium (HSU et al., 1999).

Luna et al. (2002) pesquisaram a presenca de oocistos de Cryptosporidium
spp. em sete amostras de agua superficial bruta, provenientes dos Rios Virilla e
Coronado, na Costa Rica, sendo detectada positividade em seis amostras. Estes
resultados foram obtidos tanto na estacao das chuvas, como na esta¢éo da seca.

Oocistos de Cryptosporidium spp. foram recuperados em ostras, mexilhdes e
aves que habitam as aguas litoraneas da Irlanda, Espanha e EUA (FREIRE-
SANTOS et al. 2002). Também foram detectados oocistos na agua de praias
localizadas na costa de Honolulu, Hawaii (JOHNSON et al.,1995).

No Brasil, as pesquisas de Cyptosporidium spp. no ambiente aquatico sdo
mais recentes, sendo realizados no estado de S&o Paulo os principais trabalhos
nesta area. Dias Junior (1999) observou a presenca de oocistos de Cryptosporidium
em sete das 12 amostras de aguas superficiais analisadas, no municipio de Araras,
SP.

Muller (1999), pesquisando oocistos de Cryptosporidium spp. em 23
amostras de agua bruta, colhidas em mananciais da regido metropolitana de Sao
Paulo, SP, obteve uma prevaléncia de 73,9% (17/23) para este parasito.

Franco et al. (2001), analisando as aguas do Rio Atibaia, em Campinas, SP,
detectaram oocistos de Cryptosporidium em 100% das amostras. Segundo 0s
autores, esta alta prevaléncia foi justificada pelas intensas chuvas que ocorreram no
periodo.

Em um estudo realizado nos municipios de Sorocaba e Votorantin, SP,
foram analisadas amostras de agua bruta de sete fontes naturais, sendo detectada a

presenca de Cryptosporidium spp. em uma amostra (GOMES et al., 2002).
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Farias et al. (2002) realizaram trabalho investigando a presenca de oocistos
de Cryptosporidium spp. em 12 amostras de agua de cérrego, ho municipio de Séo
Paulo, SP, obtendo uma positividade de 100%.

3.3.1.6 Surtos de criptosporidiose por veiculagdo hidrica

Vérios surtos de criptosporidiose por veiculagdo hidrica tém sido relatados
nas Ultimas décadas. Rios, lagos, fontes naturais, aguas subterrdneas e aguas
tratadas para o consumo humano tém sido indicados como fontes de infeccéo
(FRANZEN & MULLER, 1999). Estes surtos tém sido associados ao contato com
aguas recreacionais contaminadas e ao consumo de agua contaminada (CRAUN et
al., 1998).

Na tab. 1, sdo relatados os surtos de criptosporidiose pelo uso de agua
recreacional, relacionando com o meio em que houve a infec¢do, segundo Fayer et
al. (2000).

Tabela 1 — Surtos de criptosporidiose associados ao uso de agua recreacional.

ANO LOCAL N° DE CASOS MEIO RECREACIONAL
CONFIRMADOS

1988 REINO UNIDO (Doncaster) 79 Piscina

1990 CANADA 23 Piscina

1992 EUA (Oregon) 52 Piscina

1993 EUA (Wisconsin) 22 Piscina (motel)

1994 EUA (Missouri) 26 Piscina (motel)

1994 EUA (New Jersey) 46 Lago

1994 AUSTRALIA (Sutherland) 70 Piscina

1995 EUA (Nebraska) 14 Parque Aquatico

1996 EUA (Florida) 16 Piscina

1996 EUA (California) 29 Parque Aquatico

1997 REINO UNIDO (Wales) 07 Rio

1997 EUA (Minnesota) 73 Fonte de agua

1998 AUSTRALIA (Canberra) 210 Piscinas (03)

1998 NOVA ZELANDIA (HuttVal) 171 Piscinas

Na tab. 2, podem ser observados os principais surtos de criptosporidiose
associados ao consumo ou contato com aguas contaminadas, citados por Smith &
Rose (1998) e modificado por Franzen & Miller (1999).
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Tabela 2 — Surtos de criptosporidiose associados ao consumo ou contato com aguas
contaminadas.

LOCAL ANO N° PESSOAS POSSIVEL CAUSA

ATINGIDAS DO SURTO

EUA (Texas) 1984 79 Contaminacao por esgoto

REINO UNIDO (Sheffield) 1987 62 Desconhecida

EUA (Georgia) 1987 13.000 Falha no sistema de tratamento

REINO UNIDO (Escdcia) 1988 27 Contaminacao por fezes de gado

REINO UNIDO (Oxfordshire) 1989 516 Contaminacao dos filtros (fezes de gado)

REINO UNIDO 1990 447 Passagem através dos filtros

(Humberside)

REINO UNIDO (Isle of 1990 >47 Falha no sistema de tratamento

Thanet)

EUA (Pennsylvania) 1991 551 Cloragao da agua insuficiente

EUA (Oregon) 1992 15.000 Cloracéo da agua insuficiente

REINO UNIDO (Warrington) 1992 47 Contaminacao por esgoto (chuva intensa)

REINO UNIDO (Yorkshire) 1992 125 Contaminacao dos reservatdrios (chuvas)

REINO UNIDO (Dorset) 1993 40 Fonte de contaminacdo desconhecida

EUA (Milwaukee) 1993 403.000 Contaminacao da agua por esgoto agricola

EUA (Washington) 1993 03 Possivel contaminacao por fezes de gado

EUA (Nevada) 1994 78 Fonte de contamina¢&o desconhecida

EUA (Washington) 1994 86 Contaminacao da agua por esgoto nao

tratado

JAPAO (Kanagawa) 1994 461 Mal funcionamento da bomba do esgoto

EUA (Florida) 1995 72 Contaminacéo da rede de 4gua de Camping

REINO UNIDO (Devon) 1995 575 Contaminacao de agua de rio, por esgoto

JAPAO (Saitama) 1996 8.705 Oocistos em agua tratada e nao tratada

REINO UNIDO 1997 32 Fonte de contaminacdo desconhecida

(Herterfordshire)

3.3.1.7 Métodos para a pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp.
em amostras de adgua

Para a pesquisa de ooccistos de Cryptosporidium spp. em agua, diferentes
métodos tém sido propostos. Os métodos usados para a identificacdo destes
oocistos em amostras ambientais sdo os mesmos empregados em analises clinicas
(LIMA & STAMFORD, 2003), mas devido a baixa concentracdo destas formas
evolutivas no meio aquatico, faz-se necesséario usar métodos para a concentracao
das amostras (LABERGE & GRIFFITHS, 1996).
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A primeira etapa para a concentracdo de oocistos na agua é a filtracdo da
amostra, que pode ser feita através de filtros de polipropileno (JAKUBOWSKI et al.,
1996), de fibra de vidro e resina ou nylon (LECHEVALIER et al., 1995) ou através de
membranas filtrantes de diferentes porosidades, as quais tém demonstrado maior
eficiéncia na recuperacédo destes microorganismos (BUTLER & MAYFIELD, 1996).

Apés a filtracdo, processa-se a eluicdo que pode ser por lavagem e
raspagem da membrana (método RM) (FRANCO et al.,, 2001) e dissolucdo da
membrana em acetona (Método ADM) (FRANCO et al., 2001; FARIAS et al., 2002),
sendo que as amostras tratadas pelo método RM tém apresentado maior taxa de
recuperacéo de oocistos (FRANCO et al., 2001).

A concentracdo propriamente dita dos oocistos de Cryptosporidium spp.,
para posterior identificacdo, tem sido realizada por centrifugacdo do material eluido
(LECHEVALIER et al.,, 1995). Segundo Lechevalier et al. (1991), a variacdo da
densidade do oocisto pode interferir na eficiéncia de recuperacdo dos mesmos, uma
vez que oocistos de baixa densidade serdo melhores recuperados em técnicas de
flutuacdo, assim como aqueles de densidade mais alta serdo recuperados com
melhor eficiéncia em técnicas de sedimentacdo. Lima & Stamford (2003)
recomendam a associacao de técnicas de sedimentacdo com técnicas de flutuagao.

Segundo Medema et al. (1998), é alta a proporcdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. em aguas superficiais, aderidos a particulas como lodo, areia,
plancton, algas e cristais biolégicos, provocando alteracdo da densidade dos
oocistos. Smith & Rose (1990) citaram que a adi¢cao de solucdes detergentes como
Tween 20 e Tween 80 reduzem a agregacao das particulas aos oocistos, mantendo-
0S como organismos individuais.

Para a identificacdo dos oocistos, Smith et al. (1989 apud LIMA &
STAMFORD, 2003) citaram métodos de coloracdo (Kinyoun, Ziehl Neelsen
modificado, auramina, giemsa e safranina — azul de metileno) e imunofluorescéncia
indireta com anticorpo monoclonal. Os métodos de coloracdo pelos fluocromos
(auramina) apresentam alta sensibilidade, mas baixa especificidade, quando
comparados com os por fucsina fenicada (Kinyoun ou Ziehl Neelsen) (DE CARLI &
MOURA, 2001). Fayer et al. (2000) citaram também a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) como uma técnica alternativa para a deteccdo deste parasito,
salientando pela sua rapidez e alta sensibilidade. Entretanto, esta técnica pode

sofrer interferéncia por substancias contaminantes existentes no meio ambiente
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(JAKUBOWSKI et al., 1996). Diante disso, os métodos de coloracéo acido resistente
de Ziehl-Neelsen e de Kinyoun, s&o os mais recomendados para identificacdo dos
oocistos do género Cryptosporidium, porém ndo permitem a identificacdo confiavel
em nivel de espécie (XIAO et al., 2004).

Apesar de diferentes métodos terem sido desenvolvidos por varios
pesquisadores, para a pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp. em agua,
ainda ndo ha uma metodologia mundialmente padronizada (SMITH, 1998; FAYER et
al., 2000; GOMES et al., 2002).

3.3.2 Amebas de vida livre

Segundo Foronda & Campos (1991), Culbertson em 1958, ao detectar
numerosas amebas em cortes de cérebro de camundongos que haviam sido
inoculados com liquido de cultura de tecido, em uma pesquisa sobre vacinacédo de
poliomielite, deu uma importante contribuicdo sobre o conhecimento da patogenia
das amebas de vida livre.

Fowler & Carter (1965), na Austrdlia, e Butt (1966), nos EUA, descreveram
0s primeiros casos de meningoencefalite por amebas de vida livre em seres
humanos. A partir destes, novos casos foram diagnosticados, apontando as amebas
dos géneros Naegleria e Acanthamoeba como os principais agentes etiol0gicos
(PAGE, 1974). No Brasil, Foronda (1976) e Campos et al. (1977) descreveram 0s
primeiros casos desta doenca.

A ceratite em humanos, causada por Acanthamoeba spp., foi descrita pela
primeira vez na Inglaterra por Jones et al. (1975). No Brasil, 0os primeiros casos
foram relatados por Nosé et al. (1988).

Diversas espécies de amebas de vida livre habitam ambientes aquaticos
silvestres, piscinas, lagoas, rios, acudes, solos Uumidos, humus vegetal e esgoto,
participando da cadeia biologica e da decomposicdo da matéria organica (NEVES,
2003).

3.3.2.1 Taxonomia e Morfologia

As amebas de vida livre, sdo protozodarios potencialmente patogénicos,
pertencem ao Filo Sarcomastigophora, Classe Lobosea. Esta classe divide-se em
trés Ordens: Schizopyrenida, Amoebida e Leptomyxida. Na Ordem Schizopyrenida

esta localizada a Familia Schizopyrenidae, a qual é constituida por 14 géneros, com
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uma espécie patogénica: a Naegleria fowleri. A Ordem Amoebida possui a Familia
Hartmanellidae com 23 géneros, dos quais o Acanthamoeba possui oito espécies de
interesse em medicina: A. cullbertsoni, A. castellani, A. rhysodes, A.pollyphaga, A.
royreba, A. astronyxis, A. hatchetti, A. palestinensis. A identificacdo destas amebas
para fins de diagndstico tem sido feita apenas até género — Acanthamoeba (NEVES,
2005).

As amebas do género Acanthamoeba apresentam-se sob duas formas
evolutivas: trofozoito e cisto. O trofozoito mede de 15 a 25 um, tem um nucleo
grande com nucléolo proeminente, apresenta movimentacao lenta e do citoplasma
partem pseudopodes espinhosos chamados acantopddios (IGLESIAS, 1997). O
cisto é ligeiramente esférico, mede cerca de 20 um, apresenta membrana externa
ligeiramente enrugada e juncdes esparsas entre as membranas, o que confere a
membrana interna um formato poligonal (ILLINGWORTH & COOK, 1998).

As amebas do género Naegleria apresentam-se sob trés formas evolutivas:
trofozoito, forma biflagelada e cisto. O trofozoito mede entre 10 e 20 um, tem um
nacleo com cariossoma central e grande, apresenta movimentacéo rapida atraves
de pseuddpodes do tipo lobopode. A forma biflagelada pode ser encontrada ao lado
dos trofozoitos, apresentam aspecto piriforme, com dois flagelos que emergem do
nucleo. Os cistos sao uninucleados, esféricos, apresentam parede cistica espessa e
medem entre 7 e 10 um (IGLESIAS, 1997; NEVES, 2003).

3.3.2.2 Ciclo de vida e Transmisséo

Os trofozoitos de Acanthamoeba spp. podem penetrar através da pele
lesada, pelas vias geniturinarias (IGLESIAS, 1997), pelo epitélio neuro-olfativo
(SILVA & ROSA, 2003) e pela cérnea lesada; devido ao uso de lentes de contato
contaminadas ou pelo contato com 4gua e solucdes salinas caseiras contaminadas
(ALVARENGA et al., 2000). Podem chegar ao sistema nervoso central por via
hematogénica ou via epitélio neuro-olfativo. Os cistos sdo encontrados em
ambientes variados, inclusive nos tecidos humanos (SILVA & ROSA, 2003; NEVES,
2003).

As formas flageladas de Naegleria spp. podem invadir as fossas nasais de
uma pessoa quando esta se banha em aguas contaminadas, e ao entrarem em
contato com a mucosa nasal transformam-se em trofozoitos ativos, que pela via

epitélio neuro-olfativo atingem o cérebro e as meninges. Os cistos podem ser
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encontrados no meio ambiente, no solo, em culturas envelhecidas, porém nao sdo
observados nos tecidos humanos (NEVES, 2003).

3.3.2.3 Quadro Clinico

As principais doencas causadas por amebas de vida livre sdao:
meningoencefalite amebiana priméaria (MAP), encefalite amebiana granulomatosa
(EAG) e ceratite. Martinez (1985) citou que cerca de 160 casos de infec¢des por
amebas de vida livre foram relatados na literatura. Posteriormente, Neves (2005), em
sua revisdo bibliografica, relatou que ja foram diagnosticados 345 casos de

meningoencefalite causados por amebas de vida livre.

3.3.2.3.1 Meningoencefalite Amebiana Primaria (MAP)

O periodo de incubacéo é curto, variando de trés a sete dias. Apos este
periodo, sintomas como cefaléia, vomitos e febre manifestam-se bruscamente,
evoluindo para rigidez da nuca, desorientacao e sonoléncia. O quadro clinico torna-
se cada vez mais grave evoluindo para o coma e ao final de quatro a cinco dias, leva
0 paciente ao 6bito (REY, 2002).

Todos os casos descritos de MAP tém etiologia atribuida a Naegleria fowleri.
A doenca inicia-se subitamente, com evolugdo clinica rapida e término fatal,
acometendo jovens sadios que entraram em contato com agua contaminada durante
atividades de lazer em piscinas, lagos, acudes entre outros (FORONDA & CAMPOS,
1991).

3.3.2.3.2 Encefalite Amebiana Granulomatosa (EAG)

A EAG é uma doenca de evolucao clinica lenta, podendo se prolongar por
mais de 30 dias. As manifestagcbes clinicas mais comuns s&o deficiéncias
neurolégicas focais, sinais de aumento de pressdo intracraniana (FORONDA &
CAMPOS, 1991), distarbios mentais, alteracbes de comportamento, convulsdes,
hemiparesia, cefaléia e febre (39-40 °C) (MARTINEZ, 1985). Sintomas como dor de
garganta, rinite, febre e cefaléia podem aparecer previamente ao comprometimento
encefalico (IGLESIAS, 1997).

Esta doenca é causada por varias espécies de amebas do género
Acanthamoeba e ocorre usualmente em individuos debilitados, alcoolatras, doentes

cronicos, usuarios de medicagdo imunossupressora, € em pacientes
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imunodeprimidos, tendo com fonte de infeccao: piscinas, colecdes de agua, solo e ar
(SILVA & ROSA, 2003).

3.3.2.3.3 Ceratite por Acanthamoeba spp.

As espécies isoladas com maior freqiéncia em casos de ceratite sdo A.
castellanii, A. polyphaga, A. culbertsoni, A. hatchetti, A. rhysodes (ALVARENGA et
al., 2000; SUAREZ et al., 2002; SILVA & ROSA, 2003).

A infeccdo manifesta-se geralmente unilateral, produzindo fotofobia,
lacrimejamento e dor ocular (PALMER & HYNDIUK, 1993; ALVARENGA et al.,
2000). Com a progressédo da doenca, pode ocorrer formacgéo de Ulceras na cérnea,
levando a diminuig&o progressiva da acuidade visual, chegando inclusive a perda da
visdo (ALZAMORA et al., 1994).

Na fase precoce da infeccéo, os achados séo erosdes epiteliais pequenas,
edema microcistico envolvendo o epitélio corneal, conferindo a este um aspecto
grosseiro em regides esparsas. Com a progresséo da infeccdo, ocorrem alteracdes
do epitélio, apresentando lesGes na forma de um dendrito. A limbite, o infiltrado
perineural, o infiltrado em anel e os infiltrados subepiteliais sdo achados tipicos na
ceratite amebiana (ALVARENGA et al., 2000).

Na fase tardia da infeccédo estdo presentes o defeito epitelial e a opacidade
estromal. A catarata € encontrada em um quinto dos pacientes, sendo creditada ao
processo inflamatério intenso e uso de corticéide tépico (ILLINGWORTH & COOK,
1998).

Segundo Alvarenga et al. (2000), as lentes de contato podem levar a ruptura
epitelial, facilitando a adesdo amebiana a cornea, além de agirem como carreadoras
do agente, uma vez que as amebas podem estar aderidas a elas.

Suarez et al. (2002) citaram como principais fatores de risco para esta
patologia, além do uso de lentes de contato, o traumatismo da cornea e a exposi¢ao

a agua contaminada.

3.3.2.4 Contaminagdo ambiental por amebas de vida livre e relato de
caso de infeccdo humana no Brasil

Foronda (1976) isolou amebas de vida livre da agua de um acude em Séao
Paulo, SP, e a considerou como a provavel fonte de infeccdo de um paciente com

meningoencefalite.
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Salazar et al. (1982) isolaram amebas dos géneros Naegleria e
Acanthamoeba, a partir de colecdes de agua, na cidade do Rio de Janeiro, RJ, no
periodo de 1978 a 1979. Os autores também analisaram 10 marcas de agua mineral
disponiveis no comércio, e verificaram que 60% delas estavam contaminadas por
Acanthamoeba spp.

Giazzi (1996), estudando a prevaléncia de amebas de vida livre,
potencialmente patogénicas, em 23 amostras de agua, na cidade de Araraquara,
SP, obteve uma positividade de 86,9% para Acanthamoeba spp. e de 39,1% para
Naegleria spp.

Silva & Rosa (2003) examinaram 132 amostras de poeira de diferentes
setores de dois hospitais do municipio de Presidente Prudente, SP, e observaram
positividade de 45,5% (60/132) para Acanthamoeba spp. e de 3,8% (5/132) para
Naegleria spp..

Ruthes et al. (2004) diagnosticaram conjuntivite por Acanthamoeba spp. em
quatro pacientes do Hospital de Olhos do Parand. Um dos pacientes ndo usava
lentes de contato, mas semanalmente tomava banho de piscina em um clube. Os
autores sugeriram que este foi o fator que tenha propiciado a infeccédo ocular pelo

protozoario.

3.3.2.5 Métodos para a pesquisa de amebas de vida livre

Para a pesquisa dessas amebas em amostras de agua, poeira, solo e no
ambiente, a metodologia recomendada é o cultivo em agar ndo nutriente, pois a
auséncia de nutrientes diminui a proliferacdo bacteriana. Ao agar € adicionado
Escherichia coli inativadas, que servirdo de substrato para os parasitos (FORONDA,
1976; SALAZAR et al., 1982; SILVA & ROSA, 2003).

Para a pesquisa de amebas em amostras bioldgicas, além do cultivo em
agar ndo nutriente, outros meétodos tém sido empregados, dependendo do material a
ser analisado. Para o diagndstico de ceratite por Acanthamoeba, tanto em raspado
como em material de bidpsia corneal é recomendado o uso de imunofluorescéncia
por ser um método de diagndstico rapido e especifico (EPSTEIN et al., 1996;
ALVARENGA et al.,, 2000). As coloracdes utilizadas em material proveniente de
biépsia da cornea sdo Gram, Giemsa, PAS, Tricrobmio e calcofluor-white
(ALVARENGA et al., 2000; RUTHES et al., 2004).
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No liquor, a pesquisa desses protozoarios € feita pelo cultivo e por coloracao
do material por hematoxilina ou May Grunwald-Giemsa, onde as amebas
apresentam a sua morfologia caracteristica (FORONDA & CAMPOS, 1991).

Lehmann et al. (1998) citaram que o PCR mostrou maior sensibilidade do
gue a cultura, em amostras de lagrimas e raspado corneal de pacientes infectados,

por utilizar uma pequena amostra clinica para amplificacdo do DNA do parasito.

3.3.3 Giardia lamblia

A infeccéo causada pelo protozoario intestinal Giardia lamblia é considerada
uma das principais causas de diarréia em todo o mundo, principalmente nos paises
em desenvolvimento, onde a incidéncia da giardose é, geralmente, quatro vezes
maior do que nos paises desenvolvidos (GUIMARAES E SOGAYAR, 2002), estando
diretamente relacionado com as condicbes de saneamento basico
(SCHWARSBACH, 2004).

A disseminacdo pelo consumo de agua poluida com dejetos humanos, é
uma das principais formas de transmissao de Giardia lamblia, j& que diversos surtos
associados a agua foram registrados nos altimos anos, como os ocorridos em New
Hampshire, Portland, Nova lorque e Banf (CRAUN, 1986). Nos EUA,
aproximadamente 30 surtos epidémicos, devidos a agua foram registrados entre
1942 e 1975 (REY, 2003).

Esse protozoario ndo apresenta especificidade quanto a hospedeiro,
podendo parasitar, além de seres humanos, animais, despertando nos
pesquisadores um maior interesse por seu potencial como agente de zoonoses.
Andlises moleculares tém demonstrado 0 mesmo gendétipo de Giardia spp. presente
em humanos e em outras espécies de mamiferos (THOMPSON et al., 2000).

Giardia lamblia é um protozoario flagelado que apresenta duas formas:
trofozoito e cisto. A forma trofozoitica mede 10 a 20 um de comprimento por 5 a 15
um de largura, tem simetria bilateral e contorno piriforme. Na superficie ventral ha
uma area ovoide que constitui um disco adesivo ou disco suctorial, ocupando dois
tercos dessa face. No interior do citoplasma, as estruturas sao quase sempre duplas
e simétricas. Assim, ha um par de nudcleos, contendo um corpo central ou
cariossomo, mas sem cromatina periférica. Dois feixes de fibras, ou axonemas, que

se iniciam junto a oito blefaroplastos, percorrem o corpo longitudinalmente. Os cistos
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séo elipsdides ou ovoides e medem cerca de oito a 12 um de comprimento. Tém
uma membrana externa fina e bem destacada do citoplasma. Nas preparacoes
coradas pelo Lugol ou nas coradas pela hematoxilina, véem-se as estruturas
internas que estdo duplicadas em relacdo as do trofozoito, isto é, quatro ndcleos
pequenos, quatro grupos de axonemas e de corpos parabasais (REY, 2003).

Os cistos sdo as formas infectantes, sendo, portanto, responsaveis pela
disseminacdo da infeccdo. Estes sdo resistentes a cloracdo da &gua, ao
congelamento e ao aquecimento até 60°C, permanecendo viaveis durante dois
meses no meio exterior em condi¢des favoraveis (ORTEGA E ADAM, 1997).

Na giardose pode-se encontrar uma forma aguda com duragcdo de duas
semanas a dois meses, ou entdo uma forma crbnica, que pode durar de meses a
anos (PICKERING & ENGELKIRK, 1998).

Na maioria dos casos, a infeccdo € resolvida espontaneamente e 0s
sintomas desaparecem ap0s algumas semanas. Nas infec¢des sintomaticas, 0s
pacientes apresentam perda de apetite, esteatorréia e emagrecimento. Na diarréia
cronica as principais complicacGes estdo associadas a ma absorcdo de gordura e
nutrientes como vitaminas lipossoluveis, ferro, xilose e lactose. Em criancas, estas
deficiéncias nutricionais, podem ter efeitos mais severos, causando retardo no
desenvolvimento e no crescimento (GUIMARAES et al., 1999).

Reis et al. (2000) mostraram que ha uma relacdo significante entre a ma
absorcdo a lactose e a presenca de parasitos intestinais. Esta relacdo revelou-se
trés vezes maior em criangas com parasitos intestinais em comparacdo com
criangas n&o parasitadas, sendo Giardia lamblia o parasito mais frequentemente
identificado.

Segundo Zajac (1992), a técnica indicada para a pesquisa de cistos de
Giardia lamblia é a de centrifugo-flutuacdo em solucdo de sulfato de zinco, por ser
uma técnica que se fundamenta na diferenca de densidade especifica entre os
cistos e o restante do material contido na amostra.

3.3.4 Entamoeba spp.

A presenca de cistos de Entamoeba coli e Entamoeba histolytica em
amostras de agua pode ser considerada como indicador de contaminacéo fecal, uma
vez que estes protozoarios tém por habitat o intestino grosso do ser humano (SILVA
& GOMES, 2005).
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Entamoeba coli tem distribuicdo mundial, sendo mais freqiiente em regides
com condi¢des sanitarias precérias. No intestino grosso do ser humano alimenta-se
de bactérias e detritos alimentares, ndo invadindo tecidos, sendo considerada como
ameba nao patogénica (SILVA, 1999).

O complexo Entamoeba histolytica € formado por duas espécies: Entamoeba
histolytica, considerada a forma patogénica, invasiva e apresenta diferentes graus
de viruléncia, e Entamoeba dispar, ndo invasiva, sendo um protozoario ndo virulento.
Estes protozodarios pertencem ao Filo Sarcomastigophora, Subfilo Sarcodina,
Superclasse Rhizopoda, Classe Lobosea, Ordem Amoebida e Familia
Entamoebidae. Apresentam distribuicdo geogréfica mundial e a sua presenca
também esta relacionada diretamente com as deficiéncias dos servicos de
saneamento basico. Os individuos infectados podem apresentar duas formas
clinicas: assintomatica e sintomatica, sendo que esta ultima pode ser intestinal
(disentérica com colite, apenas disentérica, apenas colite, amebomas e apendicite
amebiano) ou extra-intestinal (hepatica, pulmonar, cerebral e cutanea) (SILVA &
GOMES, 2005).

As colecdes de aguas superficiais como rios, corregos, valas e lagoas, estao
expostas ao risco de contaminacdo por esgotos. Os cistos na agua mantém-se
viaveis por cerca de 8 a 10 dias (REY, 2002; ARAUJO, 2003). Os cistos s&0 mortos
a uma temperatura de 50°C e ndo resistem por mais de cinco minutos a
temperaturas entre 2 e 6°C (ARAUJO, 2003).

Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar, por apresentarem morfologia
idéntica, ndo sdo diferenciadas através da microscopia 6ptica, portanto quando
estas sdo observadas em alguma amostra, a Organizacao Mundial de Saude (OMS)
recomenda que seja relatada a presenca de cistos ou trofozoitos de
E.histolytica/E.dispar (SILVA & GOMES, 2005).

Embora ndo exista uma metodologia padronizada para a pesquisa de
Entamoeba spp., em amostras de agua, a técnica utilizada para a recuperacédo dos
cistos destas amebas é a de centrifugo-flutacdo em solucdo de sulfato de zinco, por
serem estruturas leves e flutuarem em uma solugéo de densidade elevada (SILVA et
al. 2000).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao do local do estudo

O presente estudo foi realizado em diferentes pontos da Laguna dos Patos,
a qual circunda a regido norte da cidade do Rio Grande, RS. Trés grandes areas
foram demarcadas ao redor da cidade, as quais foram denominadas de areas A
(Canal de Rio Grande), B (Canal do Norte) e C (Saco da Mangueira). Os fatores que
influenciaram na escolha destes locais foram: a deterioracdo do meio ambiente, a
utilizacdo das aguas destas areas para recreagao pela populagéo que ali reside e/ou
a atividade da pesca tanto para fins comerciais, assim como para fins de lazer.

As trés areas (A, B, C) foram subdivididas em 12 pontos para a colheita das
amostras de agua (Fig. 1). Estes pontos foram selecionados em funcédo de
apresentarem habitacGes nas proximidades, criacdo de animais, desembocadura de
valas de esgoto e/ou desembocadura de emissarios de esgoto tanto pluvial como
doméstico. Os pontos proximos ao centro da cidade foram selecionados,

especialmente, pelo maior fluxo de pessoas.

4.2. Caracterizacao das areas e dos pontos de colheita das amostras

4.2.1 Area “A” — Canal de Rio Grande

A area “A” compreende desde a enseada da Croa do Boi, no Bairro Santa
Tereza até a Quarta Seccao da Barra, local proximo a desembocadura da Laguna
dos Patos no Oceano Atlantico. Nesta area estdo localizados os pontos de colheita
01, 02 e 03.

Ponto n° 01 (Fig. 2) - Croa do Boi, bairro Santa Tereza. Presenca de
emissario de esgoto domeéstico desativado no inicio de 2004. Presenca de
habitacbes e moradias irregulares. Trapiche usado para pesca e atracacdo de
pequenas embarcacdes. Presenca de lixo e matéria organica nas margens da

laguna.
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Ponto n° 02 (Fig. 3) — Localizado proximo ao Terminal de Containers na
Quarta Seccédo da Barra. Desembocadura de arroio proveniente de habitacdes ali

localizadas e criacdo de animais (bovinos e equinos).

Area B

Canal do Norte

Area C
Saco da Mangueira
Pontos de coleta 10, 11 e 12.

Pontos de coleta
4,56,7,8,e09.

Marques de Tamandare
Getulio Vargas

S~ Area A

Canal do Rio Grande

Pontos de coleta 1, 2 e 3.

S

Figura 1. Pontos de colheita das amostras de agua de diferentes pontos da Laguna
dos Patos, Rio Grande, RS (COSTA, 2006).
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Ponto n° 03 (Fig. 4) — Prainha da Quarta Seccédo da Barra. Local utilizado
pela populacao que ali reside para pesca, banho e recreagao. Local de atracagao de
embarcacdes de pesca de médio e pequeno porte. Presenca de habitacbes nas

proximidades e presenca de lixo na margem da praia.

4.2.2 Area “B” — Canal do Norte

Na Area “B”, est&o localizados os pontos de colheita 04, 05, 06, 07, 08 e 09;
situados desde o bairro Sdo Jodo até a Avenida Honério Bicalho, préximo ao
Esporte Clube Regatas.

Ponto n° 04 (Fig. 5) — Rua Visconde de Maua, bairro Sdo Jodo, proximo a
uma fabrica de pescados desativada. Saida de emisséario de esgoto. Presenca de
habitacGes e moradias irregulares nas proximidades, com presenca de lixo e matéria
organica as margens da laguna. Local de atracacdo de pequenas embarcacoes.

Ponto n° 05 (Fig. 6) — Rua Rodrigo Duarte, bairro Sdo Miguel. Saida de
emissario de esgoto. Presenca de habitacdes e moradias irregulares as margens da
laguna. Trapiche para pesca e atracacao de pequenas embarcacdes. Presenca de
lixo, matéria organica e de animais domésticos (caes e gatos).

Ponto n° 06 (Fig. 7) — Final da Rua XV de Novembro, bairro Cidade Nova.
Saida de emisséario de esgoto. Presenca de lixo e matéria organica as margens da
laguna. Presenca de sub-habitacdes nas proximidades. Proximo a este ponto (cerca
de 200 metros) sao colocadas redes para a pesca de camaréao.

Ponto n° 07 (Fig. 8) — Localizado a menos de 50 metros do Posto de
Hortifrutigranjeiros e a menos de 200 metros de dois hospitais da cidade. Saida de
emissario de esgoto. Local utilizado para pesca de lazer.

Ponto n° 08 (Fig. 9) — Localizado proximo a Estacdo Hidroviaria de Rio
Grande, préximo ao Porto Velho. Local utilizado para a pesca de lazer. Presenca de
habitagbes nas proximidades.

Ponto n° 09 (Fig. 10) — Localizado na Avenida Honério Bicalho, proximo ao
Esporte Clube Regatas. Local utilizado para pesca de lazer e também muito

procurado para banho e recreacdo. Presenca de habitagdes nas proximidades.
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4.2.3 Area “C” — Saco da Mangueira

Na area “C” estdo localizados os pontos 10, 11 e 12, abrange desde a
desembocadura do Arroio Vieira até a Rua Forte Santana, situada proximo ao
pértico de entrada da cidade.

Ponto n° 10 (Fig. 11) — Desembocadura do Arroio Vieira no Saco da
Mangueira. No Arroio Vieira situado a oeste da cidade é lancado o efluente final da
Estacdo de Tratamento de Esgotos do Parque Marinha, a qual possui processo de
tratamento de esgotos em nivel secundario.

Ponto n° 11 (Fig. 12) — Rua Doutor Raul Pilla. Presenca de habitacdes e
moradias irregulares. Local de atracacdo de embarcacdes de pequeno porte.
Presenca de lixo e matéria organica as margens da laguna. Escoamento de valetas.

Ponto n° 12 (Fig. 13) — Rua Forte Santana. Saida de emissario de esgoto.
Presenca de lixo e matéria organica no local. Este ponto localiza-se nos fundos do

Parque do Trabalhador, area utilizada para recreagéo e banho.

4.3 Amostras

No periodo de janeiro a dezembro de 2005, foi colhida, mensalmente, uma
amostra de 500 mL de agua de cada um dos 12 pontos da Laguna dos Patos, na
cidade do Rio Grande, totalizando 144 amostras.

As andlises das amostras foram realizadas no Laboratério de Parasitologia
do Departamento de Patologia da Fundacdo Universidade Federal do Rio Grande
(FURG), e no Laboratério de Parasitologia Clinica da Escola de Farmacia e

Bioguimica da Universidade Catélica de Pelotas (UCPEL).
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Figura 2- Ponto N° 01 — Croa do Boi — Bairro Santa Figura 3 - Ponto N° 02 — Proximo ao Terminal de
Tereza. Containers na Quarta Secgéo da Barra.

st

Figura 4 - Ponto N° 03 - Prainha da Quarta Sec¢éo Figura 5 - Ponto N° 04 - Rua Visconde de Maua,
da Barra. bairro Sdo Jo&o.

Figura 6 - Ponto N° 05 - Rua Rodrigo Duarte, bairro Figura 7 - Ponto N° 06 - Final da Rua XV de
Sao Miguel. novembro.



Figura 8 - Ponto N°7 - Préximo ao Posto de Figura 9 - Ponto N° 8 - Préximo a Estagdo
Hortifrutigranjeiros. Hidroviaria de Rio Grande/Sdo José do Norte,
préximo ao Porto Velho.

Figura 10 - Ponto N°9 - Avenida Hondrio Bicalho. Figura 11 - Ponto N°10 - Desembocadura do Arroio
Vieira no Saco da Mangueira.
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Figura 12 - Ponto N°11 - Rua Doutor Raul Pilla. Figura 13 - Ponto N°12 - Rua Forte Santana.
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4.3.1 Colheita das amostras

Para a colheita de cada amostra de 500 mL de agua, foi utilizado um frasco
de vidro esterilizado, com boca larga e com tampa, de acordo com a metodologia
para a colheita de &guas superficiais (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE
SANEAMENTO AMBIENTAL — CETESB, SP, 1997). A colheita foi realizada em uma
pronfundidade de 1m, sendo mergulhado rapidamente o frasco com a boca para
baixo, aproximadamente, 30 cm da superficie. A seguir, o frasco foi inclinado
lentamente para cima, permitindo a saida do ar e o enchimento do mesmo.
Posteriormente, foi retirado do corpo de agua e uma pequena porcédo da amostra foi
desprezada, deixando um espaco vazio para uma perfeita homogeneizagéo, e apos
o frasco foi fechado.

4.4 Pesquisa dos protozoarios

4.4.1 Extracdo dos protozodrios

Os 500 mL de agua, de cada amostra, foram passados através de
membrana de acetato de celulose, 0,45 um de poro, 47 mm de diametro, branca e
lisa (Millipore, Brasil), sob pressao negativa (GOMES et al., 2002). Apos a filtragéo, a
membrana foi eluida em 10 mL da solucdo de Tween 80 a 0,1% e raspada com
bastdo de metal, a fim de que fosse retirado o material retido (método RM)
(FRANCO et al., 2001).

A suspenséao resultante da eluicdo foi centrifugada a 1500 rpm, por 15
minutos. O sedimento final foi armazenado em tubos com tampa e fixado com formol
a 10%, sendo mantido sob refrigeracdo a 4°C, para posterior preparacdo das
laminas (GOMES et al., 2002; CARDOSO et al., 2003).

4.4.2 Pesquisa de cistos de protozoarios

A pesquisa de cistos de protozoarios, tais como de Entamoeba spp. e
Giardia lamblia, foi realizada através do exame microscopico direto (GOMES et al.,
2002), pelo método de concentracdo de centrifugo-flutuagcdo em solugdo de sulfato
de zinco e de coloracéo do sedimento pelo tricromio (CARDOSO et al., 2003).
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4.4.2.1 Exame microscoépico direto

Uma aliquota de 20 pL do sedimento foi colocada entre lamina e laminula,
sendo observada ao microscopio optico em aumento de 400 vezes. O mesmo
procedimento foi executado com outra aliquota de 20 pL do sedimento misturada

com 20 pL de Lugol.

4.4.2.2 Centrifugo-flutuacdo em solucéao de sulfato de zinco (Técnica de
Faust)

Uma aliquota de 50 pL do sedimento foi misturada com 10 mL de agua, em
um tubo de centrifuga, e posteriormente foi centrifugada a 1.500 rpm, por um minuto.
Apébs, o sedimento foi ressuspendido com 10 mL de &gua, para posterior
centrifugacéo, durante um minuto, a 1.500 rpm. A seguir, o sedimento foi misturado
com 10 mL de solucdo de sulfato de zinco (densidade 1,18), com nova
centrifugacdo. Posteriormente, a membrana formada na superficie do liquido, foi
removida com uma alca de bacteriologia dobrada, e transferida para uma lamina de
microscopia e coberta com laminula, sendo observada ao microscopio Optico, no

aumento de 400 vezes.

4.4.2.3 Coloracgéo pelo tricromio

Com uma aliquota de 20 uL de sedimento, foi preparado um esfregaco em
uma lamina de microscopia. Este esfregaco foi submerso, durante 5 minutos, em
alcool etilico 70%, apds em alcool etilico 70% iodado, e a seguir, em alcool etilico.
Apés, foi adicionado o corante tricrémio, com repouso de 10 minutos. O esfregaco
foi descorado com solucdo acool-acido acético 1%, por trés segundos. Apés, foi
lavado com éalcool etilico absoluto e em etanol 95%, durante cinco minutos.
Posteriormente, foi adicionado carboxileno, e a seguir, xileno, ambos com repouso
de cinco minutos. A lamina depois de seca foi observada ao microscopio Optico em
aumento de 100 e 400 vezes.

4.4.3 Pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp.

Os oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de agua podem ser
encontrados em baixo numero, portanto, para a sua pesquisa € recomendado 0 uso
de técnicas de concentracdo (LABERGE & GRIFFITHS, 1996). As técnicas usadas

neste estudo foram de centrifugo-sedimentagdo pelo formol-éter e centrifugo-
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flutuacdo em solucéo de sacarose, de acordo com o método empregado por Deng &
Cliver (1999) e Gomes et al. (2002).

4.4.3.1 Centrifugo-sedimentacéao pelo formol-éter (Técnica de Ritchie)

Uma aliquota de 50 pL do sedimento foi misturada com 10 mL de agua, e
posteriormente, foi centrifugada a 2.500 rpm, por um minuto. A seguir, 0 sedimento
foi ressuspendido com 10 mL de agua para posterior centrifugacdo. Apos a lavagem
do sedimento, foram adicionados 7 mL de formol 10%, sendo deixado o material em
repouso por trés minutos. Apoés, foram acrescentados 3 mL de éter, sendo o material
homogeneizado e novamente centrifugado. A partir do sedimento, foram preparados
esfregacos, em duplicata, para posterior coloragao por Kinyoun. Antes da coloracéo,

estes esfregacos foram secos pelo calor.

4.4.3.2 Centrifugo-flutuacdo em solucdo de sacarose (Técnica de
Sheather)

Uma aliquota de 20 pL do sedimento foi misturada com 10 mL de solucao de
Sheather (solucédo de sacarose com densidade 1,20). A suspenséo foi centrifugada
por 10 minutos a 1500 rpm, sendo completado o volume do tubo com a mesma
solucédo, até formar um menisco na borda superior do tubo. A seguir, foi colocada
uma lamina em contato com o menisco, deixando-a em repouso durante 15 minutos.
Apods, a lamina foi invertida e foi preparado um esfregaco com adicdo de uma gota

de ovoalbumina, para posterior coloragao por Kinyoun.

4.4.3.3 Coloracéo acido resistente de Kinyoun modificada

Os esfregacos preparados a partir das técnicas de Ritchie e de Sheather
foram fixados com metanol por cinco minutos. Apos, receberam o corante de
Kinyoun durante 25 minutos. A seguir, os esfregacos foram descorados com &cido
sulfarico 2%, durante 30 a 40 segundos, e contracorados com verde de malaquita
5%, por um minuto. Depois, os esfregacos foram examinados em objetiva de

imersao, aumento de 1.000 vezes.
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4.4.4 Pesquisa de amebas de vida livre pertencentes aos géneros
Acanthamoeba e Naegleria

A pesquisa destas amebas foi feita através do isolamento em meio de
cultura com agar nao nutriente misturado com Escherichia coli inativada pelo calor
(SALAZAR et al., 1982; ALVARENGA et al., 2000; SILVA & ROSA, 2003).

Antes da etapa de filtragdo em membrana, uma aliquota de 10 mL de cada
amostra de agua foi centrifugada a 1.500 rpm, durante 15 minutos. Apds, trés gotas
do sedimento foram adicionadas no centro de cada placa de Petri, contendo agar
nao nutriente a 1,5 %, misturado com Escerichia coli inativada pelo calor. As placas
foram colocadas em sacos plasticos para evitar a dessecacéo e incubadas a 28°C
por até 14 dias. Diariamente, foram examinadas em microscopio Optico, em aumento
de 100 e 400 vezes, com o0 objetivo de verificar o crescimento amebiano, de acordo
com o método de Silva & Rosa (2003).

Nas placas em que foi observado o crescimento de trofozoitos e/ou cistos,
foi realizada uma raspagem do meio com algca bacteriologica, sendo este material
misturado com uma gota de solucéao fisioldgica entre lamina e laminula. A leitura foi
feita ao microscopio Optico, nos aumentos de 100 e 400 vezes (SUAREZ et al.,
2002).

As amebas com caracteristicas morfoldégicas semelhantes ao género
Naegleria foram identificadas através da prova de flagelacdo. O meio onde ocorreu o
crescimento amebiano foi recoberto com agua esterilizada e incubado a 37°C, a
cada 30 minutos, durante quatro horas, uma gota deste liquido foi observada ao
microscopio, entre lamina e laminula. A presenca de formas ovaladas, biflageladas e

moveis caracterizam esse género (SILVA & ROSA, 2003).

4.5 Pesquisa de coliformes totais e Escherichia coli (coliformes fecais)

A pesquisa de coliformes totais e Escherichia coli, foi realizada no
Laboratério de Microbiologia do Departamento de Patologia — FURG, utilizando-se a
técnica dos tubos multiplos, segundo “Standard methods for the examination of
water and wastwater” (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION — APHA,
1995).
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4.6 Parametros fisico-quimicos das amostras de agua

Os parametros analisados neste estudo foram: pH, temperatura e salinidade.
O pH foi determinado por fitas “Indicador Universal pH 0-14" (Merck), a temperatura
foi medida por termdmetro de laboratério, e a salinidade por medidor de salinidade
para liquidos (Oregon Scientific). Estes parametros foram analisados nos proprios

pontos, onde as amostras foram colhidas.

4.7 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos na deteccdo de protozoarios, assim como a influéncia
dos parametros fisico-quimicos analisados, coliformes totais e Escherichia coli foram
submetidos a andlise estatistica. O programa utilizado foi o Epi info 6.04, efetuando-
se o teste de Qui-quadrado. Neste estudo, os resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando se observou p<0,05; foi ainda determinado o
valor de OR (raz&o de chance) com intervalo de confianca (I.C.) de 95%.



5. RESULTADOS

Os protozoarios, potencialmente patogénicos ao homem, detectados em
amostras de agua de 12 pontos da Laguna dos Patos, na cidade do Rio Grande,
RS, durante o periodo de janeiro a dezembro de 2005 foram: Cryptosporidium spp.
(Fig. 14), Acanthamoeba spp. (Fig.15 e 16), Naegleria spp. (Fig. 17), Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar (Fig. 18).

Figura 14 — Oocisto de Cryptosporidium spp. Figural5 — Cistos de Acanthamoeba spp.
Coloracao de Kinyoun (1000 X). em meio de cultura de agar ndo nutriente
enriquecido com Escherichia coli (inativada)
(400x).
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Figura 16 — Trofozoito de Acanthamoeba spp.
retirado do meio de cultura de &gar ndo
nutriente enriguecido com Escherichia coli
(inativada) e observado em solugéo salina
0,85% (400X).

Figura 17 — Trofozoitos de Naegleria spp. Figura 18 — Cisto de E. histolytica/E. dispar no
em meio de cultura de 4gar ndo nutriente exame direto do sedimento, com lugol (400X).
enriquecido com Escherichia coli (inativada)
(400X)

Do total de 12 pontos examinados da Laguna dos Patos, na cidade de Rio
Grande, foi detectada uma positividade em 91,7% (11/12), para protozoarios que
podem infectar os seres humanos. Nos setores “A” e “C”, foi registrada positividade
em 100% (6/6) dos pontos, enquanto que no setor “B”, 83,3% (5/6) dos pontos foram
positivos.
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Na Fig. 19, pode ser observada a freqiiéncia de protozodrios potencialmente

patogénicos ao homem, detectados em diferentes pontos da Laguna dos Patos, Rio
Grande, RS.

N° de pontos de colheita

12

10

91,7%

16,7%

8,3%

O Cryptosporidium spp.
O E.histolytica/E.dispar
O Acanthamoeba spp.
O Naegleria spp.

25%

o N b~ OO 0

Protozoéarios

Figura 19 - Frequéncia de protozoarios, de interesse humano, detectados em relacdo ao
namero de pontos da Laguna dos Patos, Rio Grande, RS, no periodo de janeiro a dezembro
de 2005.

Os resultados obtidos na pesquisa de protozoarios nas amostras de agua

de cada um dos 12 pontos da Laguna dos Patos, durante os 12 meses do ano de

2005, estao apresentados na tab. 3.

Tabela 3 — Frequéncia de protozoarios em cada ponto de colheita de agua na
Laguna dos Patos, Rio Grande, RS, no periodo de janeiro a dezembro de 2005

(n=12)
Ponto | Cryptosporidium spp. Acanthamoeba spp. Naegleria spp. Entamoeba
histolytica/E.dispar
Frequéncia (%) Frequéncia (%) Frequéncia (%) | Frequéncia (%)

01 Zero (Zero) 4 (33) 3 (25) | Zero (Zero)
02 Zero (Zero) 4 (33) 3 (25) | Zero (Zero)
03 Zero (Zero) 2 (16) Zero (Zero) | Zero (Zero)
04 3 (25) 4 (33) Zero (Zero) | Zero (Zero)
05 Zero (Zero) 2 (16) Zero (Zero) | Zero (Zero)
06 2 (16) 4 (33) Zero (Zero) | Zero (Zero)
07 Zero (Zero) 2 (16) Zero (Zero) | Zero (Zero)
08 Zero (Zero) 1 (8) Zero (Zero) | Zero (Zero)
09 Zero (Zero) Zero (Zero) Zero (Zero) | Zero (Zero)
10 Zero (Zero) 4 (33) Zero (Zero) 3 (25)
11 Zero (Zero) 3 (25) Zero (Zero) | Zero (Zero)
12 Zero (Zero) 6 (50) 1 (8) Zero (Zero)
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Na Fig. 20, pode ser observada a sazonalidade de Cryptosporidium spp. e
Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar nas amostras de agua da Laguna dos
Patos, na cidade de Rio Grande, no periodo de janeiro a dezembro de 2005, e da
contaminacgao por coliformes totais e Escherichia coli (coliformes fecais). Em todos
0S meses, foi detectada nos 12 pontos de colheita, a presenca de Coliformes Totais
acima de 5.000/200mL e Escherichia coli acima de 1.000/100mL.

Na Fig. 21, pode ser observada a sazonalidade de Acanthamoeba spp. e

Naegleria spp. (cistos e/ou trofozoitos) nas amostras de dgua da Laguna dos Patos,

na cidade de Rio Grande, no periodo de janeiro a dezembro de 2005.

12 - "ttt

107 I Cryptosporidium spp.

3 Entamoeba
histolytica/E.dispar

N° de Pontos
(o]

4T —=— Coliformes Totais e
Escherichia coli

—
Figura 20 — Frequéncia de positividade dos pontos de colheita de agua da Laguna dos

Patos, Rio Grande, RS, por Cryptosporidium spp. e Entamoeba histolytica / Entamoeba
dispar e por coliformes totais e Escherichia coli, no periodo de janeiro a dezembro de 2005.
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Figura 21 — Frequéncia de positividade dos pontos de colheita de agua da Laguna dos
Patos, Rio Grande, RS, por amebas de vida livre, potencialmente patogénicas, no periodo
de janeiro a dezembro de 2005.

A influéncia da salinidade da agua foi significativa (p=0,008) na deteccéo de
protozoarios. De acordo com os valores de OR (razéo de chance), existiu 4,59 vezes
mais chance de detectar protozoarios em 4gua com salinidade de até 0,6% do que
em agua com salinidade superior a 0,6% (tab. 4). A variacdo da salinidade das

amostras de agua foi de zero a 1,3%.

Tabela 4 — Influéncia da salinidade da 4gua na deteccao de protozoarios.

Salinidade Deteccdo de protozoarios Total

Sim N&o
Menor ou igual a 0,6% 41 58 99
Maior que 0,6% 06 39 45
Total a7 97 144

OR = 4,59 (1,65 < OR < 13,48) I.C. 95%
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Na deteccdo de Acanthamoeba spp., a diferenca de salinidade da agua, foi
estatisticamente significativa (p=0,009). Na agua com salinidade de até 0,6%, a
chance de detectar Acanthamoeba spp. foi 3,65 vezes maior que em agua com
salinidade superior a 0,6% (tab. 5).

Tabela 5 — Influéncia da salinidade da 4gua na deteccdo de Acanthamoeba spp.

Salinidade Deteccdo de Acanthamoeba spp. | Total

Sim N&o
Menor ou igual a 0,6% 31 68 99
Maior que 0,6% 05 40 45
Total 36 108 144

OR = 3,65 (1,21 < OR < 11,78) I.C. 95%

Os oocistos de Cryptosporidium spp., e cistos de Naegleria spp. e do
complexo Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, foram detectados em amostras
de agua com salinidade entre zero e 0,8%, zero e 0,6%, e zero e 0,6%,
respectivamente, n&o ocorrendo diferenca significativa na deteccdo destes
protozoérios em relacdo a salinidade (p>0,05).

Os outros parametros fisico-quimicos como pH e temperatura, analisados
nas amostras de agua, nao influenciaram significativamente (p>0,05) na detecc¢éo de
Cryptosporidium spp., Naegleria spp., Acanthamoeba spp. e Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar. A variacdo do pH e da temperatura das amostras de
agua em gue houve deteccao destes protozoarios foram, respectivamente, 6,5 a 7,5,
13a26°C; 6,5a7,5, 12 a28°C; 6,0a8,0,12 a 29°C; 6,5 a 8,0, 26°C. Considerando
todas as amostras de agua analisadas, a variacdo do pH foi de 6,0 a 8,0 e a da
temperatura foi de 9 a 29 °C.
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A influéncia das estacdes do ano na deteccdo de Acanthamoeba spp., foi
estatisticamente significativa (p=0,02). No outono e inverno, existiu 2,5 vezes mais
chance de detectar Acanthamoeba spp. que em estacdes de clima mais quente,
como na primavera e verdo (tab. 6). Entretanto, para os demais protozoarios ndo
ocorreu diferenca significativa (p>0,05) em relacdo aos resultados obtidos nas

estacOes de clima quente e as de clima frio.

Tabela 6 — Influéncia das estaces do ano na deteccéo de Acanthamoeba spp.

Estacdes do ano | Deteccdo de Acanthamoeba spp. Total
Sim N&o

Outono/Inverno 24 48 72

Primavera/Veréo 12 60 72

Total 36 108 144

OR =2,5 (1,05 < OR < 6,00) I.C. 95%

A presenca de matéria organica (lixo, fezes, restos de alimentos, restos de
peixes e camardo, etc.) em pontos de colheita das amostras de agua influenciou
significativamente (p = 0,02) na deteccdo de protozoarios. A chance de detectar
protozoarios em amostras de agua colhidas em pontos com matéria organica foi
2,31 vezes maior do que em amostras colhidas em pontos sem matéria organica
(tab. 7).

Tabela 7 — Influéncia da presenca de matéria organica na deteccdo de

protozoarios.
Matéria organica | Deteccéo de protozoarios Total
Sim N&o
Presenca 30 42 72
Auséncia 17 55 72
Total 47 97 144

OR = 2,31 (1,06 < OR < 5,09) I.C. 95%
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A influéncia da criacdo de animais nas proximidades dos pontos de colheita
das amostras de agua foi significativa (p=0,0007) somente para a deteccdo de
Naegleria spp. Em amostras de agua colhidas em pontos com criacdo de animais
nas proximidades houve 10,67 vezes mais chance de detectar Naegleria spp. do que

em amostras colhidas em pontos sem criacao de animais (tab. 8).

Tabela 8 — Influéncia da criagdo de animais na deteccao de Naegleria spp..

Criacdo de animais Deteccao de Naegleria spp. Total
Sim N&o

Presenca 3 9 12

Auséncia 4 128 132

Total 7 137 144

OR = 10,67 (1,56 < OR < 72,07) I.C. 95%



6. DISCUSSAO

O alto numero de pontos de colheita positivos (91,7%) para protozoarios de
interesse humano, justifica a preocupacédo com a qualidade da agua da Laguna dos
Patos, na cidade de Rio Grande, RS. Esta agua € utilizada para pesca e/ou
recreacdo, e pode desempenhar o papel de fonte de infeccdo para agentes
parasitarios em seres humanos, tais como o coccideo oportunista Cryptosporidium
spp. detectado em 16,7% (2/12) dos pontos examinados e amebas intestinais
detectadas em 8,3% (1/12) dos pontos. As maiores frequéncias detectadas foram
de Acanthamoeba spp. em 91,7% (11/12) e de Naegleria spp. em 25% (3/12) dos
pontos de colheita, provavelmente, por serem amebas adaptadas a vida livre.
Entretanto, é Iimportante ressaltar que estas amebas de vida livre séo
potencialmente patogénicas para os humanos.

Os dois pontos de colheita (04 e 06 - Area “B”), em que foram detectados
oocistos de Cryptosporidium spp. apresentam como principais caracteristicas:
presenca de saida de emissario de esgoto, habitacdes nas proximidades e presenca
de lixo. Provavelmente, esta contaminagdo foi decorrente da presenca de
habitaces e do despejo de esgotos domésticos sem tratamento.

No ponto de colheita 10 (Area “C”), desembocadura do Arroio Vieira no Saco
da Mangueira, foram detectadas as unicas trés amostras positivas (janeiro,
novembro e dezembro) para cistos do complexo Entamoeba histolytica/Entamoeba
dispar, representando 8,3% de positividade dos pontos. Neste ponto é lancado o
efluente final da Estacdo de Tratamento de Esgotos do Parque Marinha, a qual
possui processo de tratamento de esgotos em nivel secundario.

Nestes trés pontos (04, 06 e 10), foram detectados coliformes totais (acima
de 5.000/100 mL) e de Escherichia coli (acima de 1.000/100 mL), que confirmam a
contaminacao da agua por esgoto cloacal. Nestes pontos sao praticadas atividades
de pesca e/ou recreacdo, aumentando a possibilidade de infec¢cdo nessa populacéo.

Embora a quantificacdo de coliformes totais e Escherichia coli seja utilizada
como padrao para indicar contaminacao ambiental por agentes bioldgicos, estes ndo
podem ser relacionados com a deteccdo de oocistos de Cryptosporidium spp. em
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amostras de agua bruta. Neste estudo, foram detectados estes indicadores em 10
pontos em que 0s oocistos nao foram recuperados, talvez pela maior dificuldade em
detectar esta forma evolutiva do coccideo do que cultivar Escherichia coli. Rose
(1990) e Thurman et al.,, (1998), também nado observaram relacdo entre estes
indicadores biologicos e a presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. em
amostras de agua.

Nos demais pontos de colheita (“Areas A, B, C”") ndo foram detectados
oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos do complexo Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar. Entretanto, os pontos 01, 02, 03, 05, 08, 09 e 11
apresentam moradias nas proximidades, bem como, os pontos 05, 07, 11 e 12
apresentam saida de emissério de esgoto ou valetas. Os resultados negativos para
estes protozoarios podem ser explicados, provavelmente, devido a amostra de
500 mL ser insuficiente para deteccédo de maior quantidade de formas evolutivas de
diferentes protozoarios. Luna et al. (2002), ao examinarem sete amostras de 400 L
de agua superficial, detectaram positividade para oocistos de Cryptosporidium spp.
em seis amostras. Entretanto, com o volume de 500 mL de agua examinada no
presente trabalho, associado as colheitas mensais realizadas em cada ponto
durante 12 meses, foi possivel detectar estes protozoarios em trés pontos, indicando
a necessidade de melhorias nas condi¢fes sanitarias para essa populagdo. Além
disso, apesar de diferentes métodos terem sido desenvolvidos para a pesquisa de
oocistos de Cryptosporidium spp. em agua, ainda ndo ha uma método mundialmente
padronizado(SMITH, 1998; FAYER et al., 2000; GOMES et al., 2002).

Considerando apenas 0s pontos positivos para oocistos de Cryptosporidium
spp. (pontos 4 e 6), das 24 amostras examinadas, 20,8% (5/24) estavam positivas.
Estes resultados sdo compativeis com os do estudo realizado por Gomes et al.
(2002), nos municipios de Sorocaba e Votorantin, SP. Os autores detectaram
oocistos de Cryptosporidium spp. em 14,3% (1/7) das fontes naturais de agua bruta
analisadas. Entretanto, estes resultados diferem dos obtidos por Dias Junior (1999),
0 qual detectou oocistos em 58,3% (7/12) das amostras de aguas superficiais no
municipio de Araras, SP. Também diferem dos resultados observados por Muller
(1999), que detectou oocistos em 73,9% (17/23) das amostras de agua bruta
colhidas em mananciais da regido metropolitana de S&o Paulo, SP, e dos obtidos
por Farias et al. (2002), que verificaram positividade de 100% em 12 amostras de

agua de coérrego, no municipio de Sao Paulo, SP. Talvez essa diferenca possa ser
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explicada pelo emprego de métodos distintos aplicados nos diferentes trabalhos e,
principalmente, porque no presente estudo, as colheitas das amostras de agua nao
foram concentradas nas estacbes de maior prevaléncia de criptosporidiose
(primavera e veréo), mas durante 12 meses consecutivos.

A temperatura da agua nao influenciou (p>0,05) na deteccdo de
Cryptosporidium spp. Entretanto, houve uma concentracdo na deteccdo deste
coccideo nos meses da primavera e do verdo (ponto 4: janeiro, fevereiro, novembro;
ponto 6: janeiro). De acordo com MacLauchlin et al. (2000), a infeccdo por C.
parvum é mais comum durante a primavera, e por C. hominis no final do verdo e
outono. Além disso, também foram detectados oocistos no inverno (ponto 6: agosto).
Nos pontos em que foram recuperados 0s oocistos, a variacdo da temperatura da
agua foi de 13 a 26 °C, o que confirma a resisténcia destas formas evolutivas a
importantes variacdes de temperatura (Chauret et al., 1995). Estes resultados estéo
de acordo com o estudo de Muller (1999), que detectou oocistos em um periodo em
que as temperaturas da agua bruta variaram entre 17 e 27,5°C, e com o estudo de
Luna et al., (2002), que observou oocistos em amostras de agua bruta, tanto na
estacdo das chuvas como na estacdo da seca.

O pH néo apresentou influéncia na deteccéo de oocistos de Cryptosporidium
spp. (p> 0,05), sendo detectados oocistos em amostras de agua com pH que variou
de 6,5 a 7,5. Estes resultados assemelham-se aos obtidos por Muller (1999), o qual
observou que a variacao do valor de pH de amostras de agua bruta, ndo determinou
a presenca ou auséncia de oocistos nestas amostras. No presente estudo, também
nao houve influéncia significativa (p>0,05) da salinidade na detec¢do dos oocistos,
porém estes foram detectados quando a salinidade das amostras de agua
encontrava-se menor ou igual a 0,8%.

A deteccao de cistos de Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar ocorreu
somente em amostras de agua com temperatura de 26°C. A salinidade e o pH
também nao influenciaram na recuperacdo destes cistos (p>0,05), pois a sua
deteccdo ocorreu em amostras de agua com salinidade de zero a 0,6% e com pH
entre 6,5 e 8,0.

A alta frequéncia de contaminacdo da &gua por amebas de vida livre
(Acanthamoeba spp. em 91,7% e Naegleria spp. em 25% dos pontos), pode ser

explicada pela presenca de coliformes fecais (Escherichia coli) em todas as
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amostras analisadas, indicando contaminacdo por esgoto cloacal, pois estas
bactérias servem de substrato para as amebas.

E importante ressaltar que atualmente tém sido relatados casos de
meningoencefalite amebiana primaria, encefalite amebiana granulomatosa e ceratite,
causados por amebas de vida livre, constituindo-se em um problema de saude
coletiva. Além disso, pode-se inferir que estes protozoarios estejam em fase de
transicdo para uma vida parasitaria, ou seja, em fase de adaptacdo. Este fato
aumentaria a importancia do estudo das amebas de vida livre.

Dentre as espécies do género Naeglaria, somente N. fowleri tem
desempenhado o papel de parasito para os seres humanos, as demais espécies séo
apenas de vida livre. O problema é que o diagndstico em nivel de espécie s6 é
possivel por meio de técnicas moleculares. A identificacdo especifica de N. fowleri
em amostras ambientais € possivel através da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), a partir de 10 trofozoitos ou cistos (KILVINGTON & BEECHING, 1995).

Os achados do presente estudo podem ser comparados com os resultados
obtidos por Giazzi (1996). O autor observou positividade de 86,9% para
Acanthamoeba e 39,1% para Naegleria, em amostras de agua, em Araraquara, SP.
Entretanto, Silva & Rosa (2003) obtiveram uma positividade de 45,5% para
Acanthamoeba spp. e de 3,8% para Naegleria spp., quando pesquisaram estas
amebas em poeira de ambiente hospitalar.

Dentre os protozoarios detectados no presente trabalho, somente para
Acanthamoeba spp. houve influéncia significativa (p=0,02) em relacdo as épocas do
ano. A chance de deteccédo de trofozoitos e/ou cistos deste protozoario nas estacdes
de temperaturas baixas (outono e inverno), foi 2,5 vezes maior que nas estacdes de
temperaturas altas. Entretanto, a variacdo da temperatura da agua nao influenciou
(p>0,05) na deteccdo de trofozoitos e/ou cistos de Naegleria spp. (12 a 28°C) e
Acanthamoeba spp. (12 a 29°C). Além disso, foi observado que nos meses em que
a salinidade da agua estava com valores até 0,6%, obteve-se um maior numero de
pontos de coleta de agua positivos para Acanthamoeba spp. (p=0,009). Isto ocorreu,
provavelmente, devido a menor concentracdo de salinidade encontrada na agua da
Laguna dos Patos nos meses de outono e inverno, do que nos meses_mais quentes
(especialmente o verdo), sendo as espécies deste género mais adaptadas a
concentracdo de salinidade mais baixa. Também, pode-se observar a influéncia da

salinidade da agua (p=0,008) na deteccdo de protozoarios em geral, sendo que
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existiu 4,59 vezes mais chance de detectar protozoarios em agua com salinidade de
até 0,6% do que em agua com salinidade superior a 0,6%.

Em relacdo ao pH, foram detectadas as amebas de vida livre Acanthamoeba
spp. e Naegleria spp., quando o valor do pH variou de 6,0 a 8,0 e de 6,5 a 7,5
respectivamente. Os relatos sobre a influéncia da temperatura, do pH e da
salinidade na deteccao das amebas de vida livre sdo escassos. Entretanto, os
achados deste estudo estdo de acordo com Silva & Rosa (2003), os quais citaram
gue estas amebas sao resistentes a importantes variacoes de temperatura e de pH.

A presenca de matéria organica (lixo, fezes, restos de alimentos, restos de
peixes e camardo, etc.) em pontos de colheita das amostras de agua, nao
influenciou na deteccdo dos géneros dos protozoarios encontrados neste estudo.
Entretanto, houve influéncia significativa (p=0,02) na deteccao de protozodrios em
geral, constituindo-se em um importante substrato para sobrevivéncia destes
protozoarios (amebas) e fonte de contaminacdo ambiental tanto para cistos como
para oocistos de protozoarios.

A criacdo de animais em local préximo ao ponto de colheita de amostras de
agua (ponto 02) foi significativa (p=0,0007) para a deteccdo de trofozoitos e/ou
cistos de Naegleria spp. Este fato poderia ser explicado provavelmente pela
contaminacao da agua deste ponto pelas fezes dos animais, as quais sao ricas em
bactérias que servem como substrato para estas amebas. Este fato, associado a
localizagdo do “ponto 02”, o qual fica protegido da correnteza da laguna, criando um
ambiente favoravel para a sobrevivéncia dessas amebas. Entretanto, para a
deteccdo do género Acantamoeba, que exige condicbes ambientais semelhantes as
do género Naegleria, e para a deteccdo de oocistos de Cryptoporidium spp. que
podem ser eliminados nas fezes de animais, ndo houve influéncia da criacdo de
animais nas proximidades dos pontos de colheita para a deteccdo destes
protozoérios (p>0,05). Além disso, foi detectada Acantamoeba spp. em outros 10
pontos em que ndo havia a presenca de animais nas proximidades, assim como
oocistos de Cryptosporidium spp. que foram detectados nos pontos 04 e 06.

O método usado neste estudo para a extracdo de protozoarios, método RM,
apresentou bons resultados, principalmente na recuperagcdo de oocistos de
Cryptosporidium spp.. Franco et al. (2001) em estudo que comparou 0 método de
lavagem e raspagem da membrana (RM) com o método de dissolucdo da membrana

em acetona (ADM), obtiveram maior taxa de recuperacdo de oocistos com o método
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RM. A principal desvantagem do método que utiliza membrana filtrante para a
extracdo de protozoarios, observada neste estudo, foi a rapida saturacdo da
membrana quando a amostra de agua apresentava elevada turbidez, tornando o
processamento da amostra lento. Esta mesma dificuldade foi observada por Muller
(1999).

No presente trabalho, ndo foi detectado cisto de Giardia lamblia, diferindo
dos resultados obtidos em alguns estudos com amostras de &agua bruta
(LECHEVALLIER et al., 1991; FRANCO et al., 2001; HELLER et al., 2004). A nao
deteccdo de cistos deste protozoario pode ser explicada, provavelmente, pela
diferenca de métodos usados nas diferentes pesquisas. Neste estudo, os cistos de
G. lamblia foram pesquisados pela técnica de centrifugo-flutuacdo e coloracao pelo
tricrébmio, enquanto nos outros estudos os cistos foram pesquisados pela técnica de
imunofluorescéncia, que apresentam maior sensibilidade e especificidade. Outro
fator que pode ter influenciado, foi 0 pequeno volume de amostra de agua utilizada
(500 mL), enquanto que nos outros estudos foram examinados volumes de agua
entre 50 e 100 L. Além disso, fatores fisico-quimicos poderiam ter influenciado na
nao deteccdo do protozoario. No entanto, Sivaganesan & Rice (2003), em seu
estudo, observaram que a inativagao dos cistos de G. lamblia ocorre com valores de
pH superiores a 9, sendo que neste estudo o maior valor de pH registrado nas
amostras de agua foi 8. Em relacdo a salinidade da agua, Johnson et al. (1995),
detectaram cistos deste protozoario em aguas da regido costeira de Honolulu,
Hawaii. Entretanto, EI Mansoury et al. (2004) verificaram que em altas
concentragbes de salinidade diminui a viabilidade e a infectividade dos cistos de
Giardia lamblia.

A deteccdo de protozoarios oportunistas, de protozoarios de origem fecal
parasitos dos seres humanos, e de amebas de vida livre, potencialmente
patogénicas ao homem, evidencia a contaminagdo ambiental da area estudada. Faz-
se necessaria a adocdo de medidas como instalacao de sistemas de coleta e
tratamento de esgoto sanitario, preservacdo dos recursos hidricos e educacao da
populagcdo, as quais podem contribuir para o controle dos agentes etiologicos de
doencas parasitarias de veiculac&o hidrica.



7 CONCLUSOES

Os protozoarios Cryptosporidium spp. (16,7% dos pontos), Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar (8,3% dos pontos), parasitos de interesse humano,
estdo adaptados as condi¢des de salinidade, temperatura e pH, de diferentes pontos
da Laguna dos Patos, Rio Grande, RS.

Amebas de vida livre dos géneros Acanthamoeba (91,7% dos pontos) e
Naegleria (25% dos pontos), potencialmente patogénicas ao seres humanos, estao
adaptadas as condi¢cdes da agua de diferentes pontos da Laguna dos Patos, Rio
Grande, RS, sendo que as amebas do género Acanthamoeba foram mais
freqUentes, no outono e inverno.

Diferentes pontos da agua da Laguna dos Patos, Rio Grande, RS,
apresentam-se contaminados por protozoarios de origem fecal, Cryptosporidium
spp., Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar.

Em todos os pontos de colheita e em todo o periodo de estudo, os niveis de
coliformes totais e fecais estdo acima dos niveis permitidos para atividades
recreacionais e ocupacionais.

A temperatura, salinidade e pH da agua, durante os 12 meses de estudo ndo
influenciam na frequéncia de Cryptosporidium spp., Entamoeba histolytica/
Entamoeba dispar e Naegleria spp.

A temperatura e pH da &gua n&o influenciam na freqiéncia de
Acanthamoeba spp. Entretanto, cistos e/ou trofozoitos deste protozoario sao
detectados com maior freqiiéncia quando a salinidade da agua estava menor ou
igual a 0,6% e nos meses de outono e inverno.

A presenca de matéria organica nas proximidades dos locais de colheita das
amostras influencia na deteccdo de protozoarios em geral, bem como a criacdo de

animais para a deteccao de formas evolutivas de Naegleria spp.
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Resutados da pesquisa de protozoarios em cada ponto de colheita das amostras de

agua, nos meses de janeiro a dezembro de 2005.

Pontos de Protozoérios Meses
colheita encontrados JIFIMJ|A J|J
01 Cryptosporidium sp.
01 Entamoeba dispar/histolytica
01 Acanthamoeba sp. X
01 Naegleria sp. X | X
02 Cryptosporidium sp.
02 Entamoeba dispar/histolytica
02 Acanthamoeba sp. X X
02 Naegleria sp. X X | X
03 Cryptosporidium sp.
03 Entamoeba dispar/histolytica
03 Acanthamoeba sp. X
03 Naegleria sp.
04 Cryptosporidium sp. X | X
04 Entamoeba dispar/histolytica
04 Acanthamoeba sp. X
04 Naegleria sp.
05 Cryptosporidium sp.
05 Entamoeba dispar/histolytica
05 Acanthamoeba sp. X
05 Naegleria sp.
06 Cryptosporidium sp. X
06 Entamoeba dispar/histolytica
06 Acanthamoeba sp. X X
06 Naegleria sp.
07 Cryptosporidium sp.
07 Entamoeba dispar/histolytica
07 Acanthamoeba sp.
07 Naegleria sp.
08 Cryptosporidium sp.
08 Entamoeba dispar/histolytica
08 Acanthamoeba sp.
08 Naegleria sp.
09 Cryptosporidium sp.
09 Entamoeba dispar/histolytica
09 Acanthamoeba sp.
09 Naegleria sp.
10 Cryptosporidium sp.
10 Entamoeba dispar/histolytica | X
10 Acanthamoeba sp. X
10 Naegleria sp.
11 Cryptosporidium sp.
11 Entamoeba dispar/histolytica
11 Acanthamoeba sp.
11 Naegleria sp.
12 Cryptosporidium sp.
12 Entamoeba dispar/histolytica
12 Acanthamoeba sp. X
12 Naegleria sp.
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APENDICE 2

Valores de temperatura, pH e salinidade da 4gua de cada ponto de colheita das
amostras nos meses de janeiro a dezembro de 2005.

Pontos Parametros fisico-quimicos Meses
de da agua J F M A|IM|J |J |A|[S|O|N|D
colheita

01 Temperatura 24 |22 |23 21 (20 |20 [12 |19 [13 [ 16 |20 |22
01 pH 70 {70 |80 |75|65[70]|70([65]|75]|65([65]75
01 Salinidade o6 {03 |08 |o08|06[03]06[03]|06][00[00]10
02 Temperatura 25 (22 |24 |21 [20 [20 |12 [18 |12 [18 |20 | 22
02 pH 80 (70 |75 |70|70[75]|75|70]|75]|65[70]75
02 Salinidade o6 {03 |08 |o06|00[00]03[00][00[00([00]13
03 Temperatura 24 |22 |25 21 (19 |19 [13 |18 |11 [ 16 |20 | 23
03 pH 70 |70 |80 |75|65[70]70[70]|75]|70([60]75
03 Salinidade 06 {03 |08 |o08|06[03]08[00]210][06([00]13
04 Temperatura 26 |22 |25 23 [22 |21 |16 |20 |12 [ 16 |21 |25
04 pH 70 |75 |75 |70|70[75]|70[75]|75]|65(65]70
04 Salinidade o6 |06 |08 |06|08[03]03[03]10][00[00]123
05 Temperatura 25 |21 |25 23 [18 |16 |16 |13 [09 [ 23 |21 |23
05 pH 70 |75 |75 |70|70[70]70[70]|70]|70[70]70
05 Salinidade o6 |08 |08 |08|08[03]03[06]06][00][00]06
06 Temperatura 25 |22 |25 23 |18 |17 |17 [ 13 [09 [22 |21 |24
06 pH 70 |75 |75 |70|70[70]65|70]|70]70([70]70
06 Salinidade o8 |08 |10 |06 |08[06]03[00]06][00][00]06
07 Temperatura 23 (22 |24 |24 |17 |16 |14 |14 |10 |22 [22 |23
07 pH 75 |80 |70 |70|70[70]70[70]|70]|70]([60]70
07 Salinidade o8 |08 |08 |o06|08[06]08([06]06][00][00]06
08 Temperatura 24 |23 |24 24 |18 |16 |14 |14 |10 [ 22 |22 [ 23
08 pH 75 75|75 |70|70[75]70[70]|70]|70]([60]70
08 Salinidade o8 |08 |10 |o08|o06[06]08([06]06][00][00]06
09 Temperatura 23 |25 |25 24 |18 |13 |13 |16 |12 [ 22 |25 [ 26
09 pH 75 |80 |80 |70|70[75]|75|70]|65]|65([70]70
09 Salinidade o8 ({08 |08 |o06|06[08]08[03]03]|00(00]13
10 Temperatura 26 |26 |27 21 (19 |14 |12 |16 |15 [ 21 |26 | 26
10 pH 80 (75|70 |70|70[70]|65(|65]|60][60(65]70
10 Salinidade 06 (00 |00 |00[|O00[00]00(fO00]O00]00](00]DO03
11 Temperatura 26 |25 |27 21 (19 |13 |12 |16 |15 [ 23 |28 |27
11 pH 80 (75|80 |75|75[70]|70|75]|70]|70([75]65
11 Salinidade o8 (08 |08 |o06|06[03]06[03]03]00](00]06
12 Temperatura 26 |25 |27 21 (18 |13 [ 13 |16 |14 [ 24 |28 |29
12 pH 80 (80 |75 |75|75[75]|70|75]|70]|70([75]70
12 Salinidade o8 {08 |08 |06|03[03]06[03][03]|00([03]13
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APENDICE 3

Artigo a ser enviado para publicacdo, de acordo com as normas da Revista Acta
Tropica

Contaminacao por protozoarios potencialmente patogénicos ao
homem na agua de diferentes pontos da Laguna dos Patos,
Rio Grande, RS, Brasil

Resumo

A cidade de Rio Grande, localizada ao sul do Rio Grande do Sul, assim como
a maioria dos municipios brasileiros, também apresenta limitacbes na coleta e
tratamento do esgoto cloacal. Esta deficiéncia faz com que parte dos dejetos da
populacado seja eliminada diretamente na Laguna dos Patos, a principal da América
Latina, a qual desempenha importante papel na atividade pesqueira, além de ser
usada para recreacao. Este estudo teve como objetivos investigar a presenca de
parasitos patogénicos ao homem e de parasitos que s&o indicadores de
contaminacdo fecal. No periodo de janeiro a dezembro de 2005, foram colhidas,
mensalmente, amostras de 500 mL de agua em 12 pontos da Laguna dos Patos, Rio
Grande, Rio Grande do Sul. As amostras foram fiitradas através de membrana de
acetato de celulose (0,45 um), sob pressao negativa para a retencdo do material.
Apbs eluicdo do material, através da solucdo de Tween 80 a 0,1%, foram
pesquisados cistos de protozoarios pelo método direto, técnica de centrifugo-
flutuacdo em solucdo de sulfato de zinco, técnica de coloracdo por tricrémio,
oocistos de Cryptosporidium spp. pela técnica de coloragdo acido resistente de
Kinyoun, previamente concentrados. Também foi feito o cultivo de amebas de vida
livre nas amostras de agua em meio de agar ndo nutriente com Escherichia coli
inativada. Também foram avaliados pH, salinidade e temperatura da agua. Na
andlise dos 12 pontos, foi observado que 91,7% (11/12) estavam contaminados com
protozoarios que podem infectar seres humanos; Cryptosporidium spp. (16,7%),
Acanthamoeba spp. (91,7%), Naegleria spp. (25%) e Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar (8,3%). Coliformes totais (superior a 5.000/100mL) e
Escherichia coli (superior a 1.000/100mL) foram isolados em todas as amostras
colhidas, demonstrando contaminacdo da agua por esgoto cloacal. A temperatura,
salinidade e pH da &gua, ndo influenciaram na deteccdo dos protozoérios, exceto
para Acanthamoeba spp. que apresentou maior frequiéncia quando a salinidade da
agua estava menor ou igual a 0,6% (p<0,05). A presenca de matéria organica nas
proximidades dos locais de colheita das amostras influenciou na deteccdo de
protozoarios em geral, bem como a criagcdo de animais para a deteccao de Naegleria
spp. (p<0,05). A observacédo da contaminacao da agua por parasitos patogénicos ao
homem e a indicacdo de contaminagcdo fecal, sugerem melhores acdes de
planejamento sanitario, assim como medidas preventivas e educativas a fim de
evitar a infeccdo humana.

Palavras-chave: Cryptosporidium; Acanthamoeba; Veiculacdo hidrica; Brasil
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Contamination by protozoa potentially pathogenic to man
in the water of different parts of Patos Lagoon,
Rio Grande, RS, Brazil

Abstract

Rio Grande city, situated in the south of Rio Grande do Sul, as the majority of
the Brazilian cities, it also presents limitations in the collection and treatment of the
cloacal sewer. This deficiency makes that part of the residues of the population be
eliminated directly in the Patos Lagoon, the main in the Latin America, which acquits
an important role in the fishing activity, besides being used for recreation. This study
had as objectives to investigate the presence of pathogenic parasites to the man and
parasites that are indicator of fecal contamination. In the period between January and
December of 2005, it were gathered, monthly, samples of 500 mL of water in 12
different parts of the Patos Lagoon, Rio Grande, Rio Grande do Sul. The samples
were filtered through a membrane of acetate of cellulose (0,45), under a negative
pressure for the material retention. After the material elution, through the Tween 80
solution to 0,1%, it were researched cysts of protozoa by the direct method,
centrifugal-flotation technique in solution of sulfate of zinc, coloration technique of
tricrome, oocysts of Cryptosporidium spp. by the technique of hard acid coloration of
Kinyoun, beforehand concentrated. Also, it was made the culture of free-living
amoebas in water samples in non-nutrient agar with inactive Escherichia coli. Also it
were evaluated pH, saltiness and water temperature. In the analysis of the 12 parts,
it was observed that 91,7% (11/12) were infected with protozoa that can infect human
beings; Cryptosporidium spp. (16,7%), Acanthamoeba spp. (91,7%), Naegleria spp.
(25%) and Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar (8,3). Total coliforms (more than
5.000/200mL) and Escherichia coli (more than 1.000/100mL) were secluded in all the
harvested samples, showing water contamination by cloacal sewer. The temperature,
the saltiness and water pH, do not influenced in the detection do protozoa, except for
Acanthamoeba spp. That presented bigger frequency when the water saltiness was
under or equal 0,6% (p < 0,05). The presence of organic substance in the closeness
of the places of samples gathering influenced in the detection of protozoa in general,
as well as the creation of animals for the detection of Naegleria spp. (p < 0.05). The
observation of water contamination for pathogenic parasites to man and the
indications of fecal contamination, suggest better action of sanitary planning, as well
as preventive and educative steps in order to avoid the human infection.

Key-words: Cryptosporidium; Acanthamoeba; Waterborne; Brazil
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1. Introducéao

A 4agua é uma substancia indispensavel para a sobrevivéncia dos seres
humanos, desempenhando papel fundamental na manutencédo dos ecossistemas,
sendo usada para diversos fins, como para o0 abastecimento das cidades, irrigacéo
na agricultura, pecuaria, aquicultura, geracdo de forca motriz e energia, na
navegacao fluvial e em atividades de lazer (Ferreira, 2003).

A crescente e desordenada urbanizagdo, crescimento da populagao,
aumento na quantidade de despejos domeésticos e de residuos industriais, aliados a
deficiéncia da infra-estrutura sanitaria, fizeram com que se tornasse incompativel a
absorcao natural desses dejetos pelo meio ambiente (Bringhenti, 1999).

Os corpos de agua localizados préximos as cidades, também sédo usados
como locais de recreacdo pela populacdo que reside nos seus arredores. A
contaminacao destes locais por esgotos sanitarios expde o0s banhistas a riscos de
infeccdo, devido a presenca de bactérias, virus e protozoarios (Rose et al., 2002).

Dentre os protozoérios transmitidos aos seres humanos através da agua,
destacam-se Cryptosporidium spp. e Giardia lamblia, por terem sido responsaveis
por varios surtos de diarréia (Dubey et al., 1990; Smith & Rose, 1998).

No Brasil, dados sobre a ocorréncia destes patégenos no meio ambiente
ainda sao escassos (Franco et al.,2001; Cardoso et al., 2003; Heller et al., 2004).
Dias Junior (1999) observou a presenca de oocistos de Cryptosporidium em sete
das 12 amostras de aguas superficiais analisadas, no municipio de Araras, Sao
Paulo. Muller (1999), pesquisando oocistos de Cryptosporidium spp. em 23 amostras
de agua bruta, colhidas em mananciais da regido metropolitana da cidade de Sao
Paulo, S&o Paulo, obteve uma prevaléncia de 73,9% (17/23) para este parasito.

Outros protozodarios transmitidos por veiculacdo hidrica que vém
despertando o interesse de pesquisadores, sdo as amebas de vida livre do género
Acanthamoeba e Naegleria (Corliss, 1973; Ortiz & Ochoterena, 1979), pois podem
comportar-se como parasitos facultativos de seres humanos, causando doencas
como meningoencefalite amebiana primaria, encefalite amebiana granulomatosa
(Fowler & Carter, 1965; Butt, 1966) e ceratite por Acanthamoeba (Jones et al.,
1975).

Além destes protozoarios torna-se relevante a pesquisa de cistos de
Entamoeba coli e Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar em amostras de agua,
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pois a presenca destes parasitos pode ser considerada como indicador de
contaminacdo fecal, uma vez que estes protozoarios tém por habitat o intestino
grosso do ser humano (Silva & Gomes, 2005).

A cidade do Rio Grande, situada ao sul do Rio Grande do Sul, € banhada ao
norte do seu territério pela Laguna dos Patos, a maior da América Latina, a qual
desempenha importante papel na atividade pesqueira, além de ser usada como local
para banho, nos meses de verdo, pela populagcédo residente nos seus arredores.
Como a maioria dos municipios brasileiros, a cidade do Rio Grande, também
apresenta deficiéncias na coleta e no tratamento do esgoto cloacal, fazendo com
gue parte dos esgotos nao tratados sejam despejados diretamente na laguna.

Diante disso, este estudo teve como objetivos investigar a presenca de
parasitos patogénicos ao homem e de parasitos que s&o indicadores de
contaminacao fecal em amostras de agua colhidas em diferentes pontos da Laguna
dos Patos, Rio Grande, Rio Grande do Sul, visando despertar a necessidade de

melhorias nas acdes de planejamento sanitario.

2. Material e Métodos

O presente estudo ocorreu no periodo de janeiro a dezembro de 2005,
quando foram analisadas, mensalmente, amostras de 500 mL de agua de 12 pontos
da Laguna dos Patos, totalizando 144 amostras. Estes pontos foram selecionados
em funcdo de apresentarem habitacdes nas proximidades, criacdo de animais,
desembocadura de valas de esgoto e/ou desembocadura de emissarios de esgoto
tanto pluvial como doméstico.

As amostras foram filtradas em membranas de acetato de celulose (0,45 pum
de porosidade e 47 mm de diametro), o material retido foi eluido em 10 mL da
solucao de Tween 80 a 0,1% e raspada com bastdo de metal, a fim de que fosse
retirado o material retido (método RM) (Franco et al., 2001). A suspenséo resultante
da eluicdo foi centrifugada a 1500 rpm, por 15 minutos. O sedimento final foi
armazenado em tubos com tampa e fixado com formol a 10%, sendo mantido sob
refrigeracdo a 4°C, para posterior preparacao das laminas.

Inicialmente, foi feita a pesquisa de protozoarios através do exame
microscopico direto e pelo método de concentracdo de centrifugo-flutuacdo em
solucdo de sulfato de zinco. Ainda foram preparados esfregacos do sedimento e

corados pelo tricromio (Cardoso et al., 2003).
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Para a concentracdo de oocistos de Cryptosporidium spp. foram usadas as
técnicas de centrifugo-sedimentacdo pelo formol-éter e centrifugo-flutuacdo em
solucéo de sacarose (Deng & Cliver, 1999; Gomes et al., 2002). Posteriormente, a
identificacdo dos oocistos foi realizada a técnica de coloracdo acido resistente de
Kinyoun.

A pesquisa das amebas de vida livre dos géneros Acanthamoeba e
Naegleria foi feita através do isolamento em meio de cultura com agar ndo nutriente
misturado com Escherichia coli inativada pelo calor (Alvarenga et al., 2000; Silva &
Rosa, 2003). Antes da etapa de filtracdo em membrana, uma aliquota de cada
amostra de agua foi centrifugada, posteriormente, trés gotas do sedimento foram
adicionadas no centro de cada placa de Petri, contendo agar ndo nutriente a 1,5 %,
misturado com Escerichia coli inativada pelo calor. As placas foram incubadas a
28°C por até 14 dias sendo examinadas diariamente em microscopio éptico, com a
finalidade de verificar o crescimento amebiano (Silva & Rosa, 2003).

Em todas as amostras de agua foram verificados os niveis de coliformes
totais e Escherichia coli através da técnica dos tubos multiplos segundo “Standard
methods for the examination of water and wastwater” (American Public Health
Association — APHA, 1995).

Ainda foram analisados parametros fisico-quimicos da &gua como

temperatura, pH e salinidade nos préprios pontos de colheita das amostras.

3. Resultados

Do total de 12 pontos examinados da Laguna dos Patos, foi detectada
positividade em 91,7% (11/12) dos pontos, para protozoarios que podem infectar os
seres humanos; Cryptosporidium spp. (16,7%), complexo Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar (8,3%), Acanthamoeba spp. (91,7%) e Naegleria spp.
(25%).

Em todas as amostras de agua foram detectados coliformes totais (acima de
5.000/100 mL) e Escherichia coli (acima de 1.000/100 mL), indicando contaminacéo
por esgoto cloacal.

A influéncia da salinidade da agua foi significativa (p=0,008) na detecc¢éo de
protozoarios. De acordo com os valores de OR (razdo de chance), existiu 4,59 (1,65

< OR <13,48; I.C. 95%) vezes mais chance de detectar protozoarios em agua com
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salinidade de até 0,6% do que em agua com salinidade superior a 0,6%. A variacao
da salinidade das amostras de agua foi de zero a 1,3%.

Na deteccdo de Acanthamoeba spp., a diferenca de salinidade da &gua, foi
estatisticamente significativa (p=0,009). Na agua com salinidade de até 0,6%, a
chance de detectar Acanthamoeba spp. foi 3,7 (1,21 < OR < 11,78; I.C. 95%) vezes
maior do que em agua com salinidade superior a 0,6%.

Os oocistos de Cryptosporidium spp., cistos de Naegleria spp. e do
complexo Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, foram detectados em amostras
de agua com salinidade entre zero e 0,8%, zero e 0,6%, e zero e 0,6%,
respectivamente, n&o ocorrendo diferenca significativa na deteccdo destes
protozoérios em relacdo a salinidade (p>0,05).

Os outros parametros fisico-quimicos como pH e temperatura, analisados
nas amostras de agua, nao influenciaram significativamente (p>0,05) na deteccéo de
Cryptosporidium spp., Naegleria spp., Acanthamoeba spp. e Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar. A variacdo do pH foi de 6,0 a 8,0 e a da temperatura
da agua foi de 9 a 29 °C.

A influéncia das estacdes do ano na deteccdo de Acanthamoeba spp., foi
estatisticamente significativa (p=0,02). No outono e inverno, existiu 2,5 (1,05 < OR <
6,00; I.C. 95%) vezes mais chance de detectar Acanthamoeba spp. do que em
estacdes de clima mais quente, como na primavera e verdo. Entretanto, para os
demais protozoarios ndo ocorreu diferenca significativa (p>0,05) em relacdo aos
resultados obtidos nas estacdes de clima quente e as de clima frio.

A presenca de matéria organica (lixo, fezes, restos de alimentos, restos de
peixes e camardo, etc.) em pontos de colheita das amostras de agua influenciou
significativamente (p = 0,02) na deteccdo de protozoarios. A chance de detectar
protozoarios em amostras de agua colhidas em pontos com matéria organica foi
2,31 vezes maior do que em amostras colhidas em pontos sem matéria organica.

A influéncia da criacdo de animais nas proximidades dos pontos de colheita
das amostras de agua foi significativa (p=0,0007) para a deteccao de Naegleria spp.
Em amostras de agua colhidas em pontos com criagdo de animais nas proximidades
houve 10,67 vezes mais chance de detectar Naegleria spp. do que em amostras
colhidas em pontos sem criacédo de animais. Entretanto, para Acantamoeba spp. que

também utiliza matéria organica como seu substrato e para oocistos de
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Cryptoporidium spp. que podem ser eliminados nas fezes de animais ndo houve
influéncia da criagdo de animais nas proximidades dos pontos de colheita (p>0,05).

4. Discusséo

O alto numero de pontos de colheita positivos (91,7%), para protozoarios de
interesse humano, justifica a preocupac¢do com a qualidade da agua da Laguna dos
Patos, na cidade de Rio Grande, RS, pois esta é utilizada para pesca e/ou
recreacdo, e pode desempenhar o papel de fonte de infeccdo para agentes
parasitarios dos seres humanos.

Oocistos de Cryptosporidium spp. foram detectados em dois pontos de
coleta (16,7%), 0os quais apresentam como principais caracteristicas: presenca de
saida de emissario de esgoto, habitacdes nas proximidades e presenca de lixo.
Provavelmente, a positividade foi decorrente da presenca de habitacbes e despejo
de esgotos domésticos sem tratamento. Considerando apenas os dois pontos em
que foram detectados este protozoario, durante os 12 meses em que se
desenvolveu o estudo foram analisadas 24 amostras, sendo que cinco (20,8%)
foram positivas para Cryptosporidium spp. Estes resultados sdo compativeis com o
do estudo realizado por Gomes et al. (2002), nos municipios de Sorocaba e
Votorantin, S&o Paulo, Brasil. Os autores detectaram oocistos de Cryptosporidium
spp. em 14,3% (1/7) das sete fontes naturais de agua bruta analisadas. Entretanto,
estes resultados diferem dos obtidos por Dias Junior (1999), os quais detectaram
oocistos em 58,3% (7/12) das amostras de aguas superficiais no municipio de
Araras, Sao Paulo, Brasil. Talvez essa diferenca possa ser explicada pelo emprego
de metodologias distintas aplicadas nos diferentes trabalhos e, principalmente,
porque no presente estudo, as colheitas das amostras de agua nao foram
concentradas nas estacdes de maior prevaléncia de criptosporidiose (primavera e
verdo), mas durante 12 meses consecutivos.

As variacOes de pH, salinidade e temperatura das amostras de agua nao
influenciaram significativamente (p>0,05) na deteccdo de Cryptosporidium spp.
Entretanto, houve uma concentragédo da freqiéncia deste coccideo nos meses da
primavera e verao (janeiro, fevereiro e novembro), o que era esperado. Além disso,
também foram detectados oocistos no inverno (agosto), com variacdo da
temperatura da agua de 13 a 26 °C, o que confirma a resisténcia dos oocistos a

importantes variagdes desta variavel.
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Embora coliformes totais e Escherichia coli, tenham sido encontrados nestes
mesmos pontos, ndo podem ser relacionados com a ocorréncia de oocistos de
Cryptosporidium spp. em amostras de dgua bruta, pois estes indicadores biol6gicos
também foram detectados em 10 pontos em que 0s oocistos ndo foram recuperados,
provavelmente pela maior dificuldade em detectar esta forma evolutiva do coccideo
do que cultivar Escherichia coli.

Cistos do complexo Entamoeba histrolytica/Entamoeba dispar foram
encontrados apenas em um ponto de colheita, mas em trés meses diferentes. Neste
ponto € lancado o efluente final de uma Estacdo de Tratamento de Esgotos, a qual
possui processo de tratamento de esgotos em nivel secundario. Este resultado
associado a presenca de coliformes totais (acima de 5.000/100 mL) e de Escherichia
coli (acima de 1.000/100 mL), confirmam a contaminacdo da agua por esgoto
cloacal.

O elevado percentual de positividade para Acanthamoeba spp. (91,7%) e
para Naegleria spp. (25%) poderia ser explicado pela presenca de coliformes totais e
Escherichia coli em todas as amostras analisadas, pois estas bactérias servem de
substrato para as amebas. Estes resultados podem ser comparados com o0s
resultados obtidos por Giazzi (1996), em que foi observada uma positividade de
86,9% para Acanthamoeba e 39,1% para Naegleria, em amostras de agua, em
Araraquara, Sao Paulo, Brasil.

Os relatos sobre a influéncia da temperatura, do pH e da salinidade na
deteccdo das amebas de vida livre sao escassos, entretanto os achados deste
estudo corroboram com a citacdo de Silva & Rosa (2003), o qual cita que estas
amebas sao resistentes a variacdes de temperatura e de pH.

A presenca de matéria organica (lixo, fezes, restos de alimentos, restos de
peixes e camardo, etc.) em pontos de colheita das amostras de agua, nao
influenciou na deteccdo dos géneros dos protozoarios encontrados neste estudo.
Entretanto, houve influéncia significativa (p=0,02) na deteccao de protozodrios em
geral, constituindo-se em um importante substrato para sobrevivéncia destes
protozoarios (amebas) e fonte de contaminacdo ambiental tanto para cistos como
para oocistos de protozoarios.

A criacdo de animais em local préximo ao ponto de colheita de amostras de
agua (ponto 02) foi significativa (p=0,0007) para a deteccdo de trofozoitos e/ou

cistos de Naegleria spp. Este fato poderia ser explicado provavelmente pela
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contaminacao da agua deste ponto pelas fezes dos animais, as quais sao ricas em
bactérias que servem como substrato para estas amebas. Entretanto, para a
deteccdo do género Acantamoeba, que exige condicbes ambientais semelhantes as
do género Naegleria, e para a deteccdo de oocistos de Cryptoporidium spp. que
podem ser eliminados nas fezes de animais, ndo houve influéncia da criacdo de
animais nas proximidades dos pontos de colheita para a deteccdo destes
protozoarios (p>0,05). Além disso, foi observada a prersenca de Acantamoeba spp.
em outros 10 pontos em que nao havia a presenca de animais nas proximidades.

A deteccdo de protozoarios de origem fecal e de amebas de vida livre,
potencialmente patogénicas ao homem, nos locais do estudo, evidencia a
contaminacdo ambiental. Faz-se necessaria a ado¢cdo de medidas como instalacéo
de sistemas de coleta e tratamento de esgoto sanitario, preservacado dos recursos
hidricos e educacéo da populacéo, as quais contribuem para o controle das doencas

de veiculagéo hidrica.
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