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RESUMO

A criptosporidiose tem se destacado como um problema de salde publica e
animal. A associacdo de casos da doenca na populacdo humana com a presenca de
Cryptosporidium spp. spp. em aguas de consumo ou de recreagdo tem motivado a
pesquisado parasito no ambiente aquético. Este estudo objetivou a deteccdo de oocistos
de Cryptosporidium spp. em aguas superficiais na Regido Metropolitana de Recife. A
técnica de centrifugo- flutuagdo com solucdo saturada de cloreto de sodio foi usada para
recuperacao experimental de oocistos de Cryptosporidium spp.. Oocistos foram
pesguisados em mananciais e no sistema de tratamento (&gua bruta e tratada) através da
filtragdo das amostras em membrana, sendo identificados, sem prévia purificacéo, pelos
métodos de coloragdo Kinyoun e imunofluorescéncia direta (IFD) associada ao 4'6'-
Diamidino-2-Phenylindole (DAPI), analisando-se amostras durante 12 meses, nos
periodos seco (Setembro a Fevereiro) e chuvoso (Marco a Agosto). A qualidade da agua
foi avaliada através dos pardmetros microbiol 6gicos (coliformes totais e fecais) e fisico-
quimicos (turbidez, pH). A técnica de PCR foi realizada para a pesquisa de oocistos de
Cryptosporidium spp. de origem fecal a partir dos iniciadores género e espécie—
especificos, CPB-DIAGF/CPB-DIAGH e HB-1/HB-2, sendo o DNA extraido com
proteinase K e solugdo de lise sob congelamento/descongelamento. Os resultados
mostraram que a técnica de purificagdo garantiu um materiad mais limpo, porém o
percentual de recuperacao de oocistos variou de 39,0% a 98,4%. Na agua tratada ndo se
verificou a presenca de oocistos de Cryptosporidium spp., enquanto nas amostras de
agua bruta foram encontradas estruturas écool-acido resistentes similares aos 0ocistos
de Cryptosporidium spp. em 100% (05/05) dos locais e em 40% (24/60) das amostras
analisadas pelo método Kinyoun, sendo a presenca do parasito confirmada pela técnica
IFD/DAPI em 40% (02/05) dos locais e em 5% (03/60) das amostras, com 0 nimero
variando de 16 a 40 oocistog/l, e verificando sua ocorréncia no periodo seco e chuvoso.
Todas as amostras encontraram-se dentro dos limites microbiol gicos e fisico-quimicos
padrdes, exceto no parametro turbidez. Os produtos de PCR foram obtidos apenas com
0 uso dos primers CPB-DIAGF/CPB-DIAGR, sendo o melhor perfil de amplificagéo
observado quando 10° oocistos foram usados para a extracdo do DNA, e apds o
emprego dos protocolos de extragdo e de amplificagdo modificados. Conclui-se que a
técnica de purificacéo de oocistos de Cryptosporidium spp. influencia os percentuais de
recuperacéo. Os oocistos de Cryptosporidium spp. estdo presentes em éguas de rio na
Regido Metropolitana de Recife, sendo este o primeiro relato de Cryptosporidium spp.
em mananciais de Pernambuco e do Nordeste. A técnical FD/DAPI permite uma melhor
identificac@o de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de agua, no entanto a
coloragdo histoquimica demonstrou ser Gtil como uma técnica de triagem. As técnicas
de extracdo e amplificagdo avaliadas neste estudo podem ser usadas para a pesquisa de
Cryptosporidium spp. em amostras com elevado nimero de 00Ci stos.

Paavras-chave: Cryptosporidium spp., é&gua, Kinyoun, imunofluorescéncia direta,
DAPI, PCR.



ABSTRACT

Cryptosporidiosis has been considered a public and animal heath problem. Its
involvement in human disease and the presence of Cryptosporidium spp. in either
recreational or consumption water has motivated the research of the parasite in the
aquatic environment. This study aimed to detect Cryptosporidium spp. oocysts in
superficial waters of the Metropolitan Region of Recife. The centrifugal-flotation
technique with saturated sodium chloride solution for recovering Cryptosporidium spp.
oocysts from feces was used. Water samples from both rivers and the water treatment
system (treated and raw water) were used to research oocysts. The samples were filtered
and were identified without further purification using the methods Kinyoun, direct
immunofluorescence (IFA) and by 4'6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Samples
were collected and analyzed for 12 months, including drought (September to February)
and rainy (March to August) periods. The water quality was evauated through the
microbiological (total and fecal coliform counts) and physicochemical (Turbidity and
pH) parameters. Pluviometric precipitation data were obtained from the Laboratory of
Meteorology of Pernambuco. The PCR technique was used to detection of
Cryptosporidium spp. oocysts from feces with starters genus (CPB-DIAGF/CPB-
DIAGH) and species (HB-1/HB-2) - specific, the DNA was extracted using proteinase
K and alysis buffer and exposing the oocysts to a freezing/thawing process. The results
showed that the purification technique ensures a cleaner material, with an oocyst
recovery range from 39,0% to 98,4%. The oocysts were not found in treated water, but
in raw water samples acid fast structures like Cryptosporidium spp. oocysts were
detected in 100% (05/05) of the locations investigated and in 40% (24/60) of the
analyzed samples when using the Kinyoun identification technique, and the presence of
the parasite confirmed for technique IFA/DAPI in 40% (02/05) of the locations
investigated and in 5% (03/60) when using the IFA/DAPI technique with the number
range from 16 oocysts/l to 40 oocysts/l, in periods of dry and raining seasons. All the
samples were found within the microbiological and physicochemical standards limits,
except in the turbidity parameter. The PCR products were obtained using the CPB-
DIAGF/CPB-DIAGH primers, having the best amplification result with 10° oocysts
used for DNA extraction, and after using the modified protocols. It is plausible to
conclude that the Cryptosporidium spp. oocyst purification technique influences the
expected recovery rate. Cryptosporidium spp. oocysts occur in river waters of the
Metropolitan Region of Recife. This is the first report of Cryptosporidium spp. in
surface water in the state of Pernambuco and in the Northeast of Brazil. The IFA/DAPI
technique showed the best performance in the identification of Cryptosporidium spp.
oocysts in water samples. Therefore, histochemical staining technigue demonstrated to
be useful as a screening method. The extraction and amplification techniques evaluated
in this study can be used for detecting Cryptosporidium spp. in samples with elevated
number of oocysts.

Key word: Cryptosporidium spp., water, Kinyoun, direct immunofluorescence, DAPI,
PCR.
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1 INTRODUCAO

As espécies do género Cryptosporidium spp. constituem agentes parasitérios
e oportunistas de carater zoon6tico com amplo espectro de hospedeiros, incluindo o
homem, sendo potencialmente patogénico em individuos imunodeprimidos e em
criangas, de forma que pode levar ao 6bito (MORGAN, 2000; MORGAN et al., 2000).
No Brasil, 2842 casos de criptosporidiose foram detectados no periodo de 1980 a 1997
entre 0s pacientes imunodeprimidos, particularmente nos pacientes com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, sendo as regifes Nordeste e Sudeste do pais as areas com
maior frequéncia (CRT, 1997). Na cidade de Recife, de acordo com Arcoverde (2001),
a freqiéncia de infeccdo pelo Cryptosporidium spp. nesses pacientes foi de 21,8%,
sendo superior a freqiiéncia de outros patdgenos veiculados por agua e/ou alimentos na
mesma cidade.

Vérios surtos da doenca vém sendo atribuidos a0 consumo de é&gua
contaminada submetida ou ndo a tratamento (CETESB, 2000). Entretanto um dos
problemas para controlar a infeccdo é a escassez de dados sobre a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. em &guas superficiais destinadas ao consumo publico, levando a
uma subestimacdo de casos de criptosporidiose. No Brasil, dados obtidos por Gamba et
al. (2000) e Franco et al. (2001) mostraram a presenca de oocistos em pogos localizados
na cidade de Itaquaguecetuba/SP e nas a&guas superficiais do rio Atibaia em
Campinas/SP, respectivamente.

A presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. em éguas superficiais tem
sido associada ao grau de turbidez e a presenca de coliformes fecais, parametros
avaliados rotineiramente para a mensuracdo da qualidade da é&gua, no entanto ha
contradicBes quanto as correlacfes positivas entre esses parametros e a presenca de

Cryptosporidium spp. (LeCHEVALLIER et al., 1991).

15



Desta brma acredita-se que os coliformes fecais, que tém sido referéncia
mundial como indicadores de contaminagdo fecal, nd sdo bons indicadores para
protozoarios (HACHICH et al., 1999).

Sendo assim torna-se necessério a pesquisa deste parasito para a observacao
da potabilidade da &gua (BRASIL, 2004), conforme recomenda a portaria 518/2004 do
Ministério da Salde (BRASIL, 2004). A escolha de um método a ser empregado em
andlise de rotina depende de aguns fatores, dentre eles o custo-beneficio associado as
recomendacdes previstas em normas oficiais para o padrdo de auséncia de
Cryptosporidium spp..

Diferentes métodos de diagndstico tém sido desenvolvidos para a deteccéo
de Cryptosporidium spp. em amostras de &gua, cada qual com suas vantagens e
desvantagens, porém ainda ndo ha um método universalmente aceito (SMITH, 1998).
Na identificacdo do agente pelos méodos histoquimicos, imunoldgicos e moleculares,
alguns dos seguintes fatores podem exercer influéncia: natureza da amostra, niUmero de
oocisto na amostra, método e substéncia para concentracdo dos oocistos na amostra,
integridade do oocisto durante a analise e/ou presenca de fatores inibidores de reacdo no
que se refere as téenicas moleculares (LIMA, 2001; KAUCNER & STINEAR, 1998).

Desta forma, tendo em vista a escassez de dados, € relevante a verificagcdo da
ocorréncia ce oocistos de Cryptosporidium spp. na Regido Metropolitana de Recife,

além da avaliacéo de métodos de deteccao.

16



20BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Verificar a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. em aguas

superficiais na Regido Metropolitana de Recife.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) avdiar o efeito da eiminacdo de residuos na recuperacdo dos oocistos de

Cryptosporidium spp. pela técnica de flutuacdo com cloreto de sodio saturado;

b) avdliar &guas ndo tratadas e tratadas quanto a ocorréncia de oocistos de

Cryptosporidium spp.;

¢) avaliar a qualidade microbiol 6gica de &guas néo tratadas e tratadas quanto as andlises
de coliformes totais e fecais, e fisco-quimica quanto a turbidez e o potencial

hidrogénio-idnico (pH);

d) avaliar as técnicas de Kinyoun e imunofluorescéncia direta (| FD) associada ao 4’ 6-

Diamidino - 2 — Phenylindole (DAPI) na deteccdo de Cryptosporidium spp. em

amostras de &gua ndo tratadas e tratadas;

€) avaiar areacdo em cadeia pela polimerase PCR) para dentificar os isolados de

Cryptosporidium spp. através de iniciadores género e espécie-especificos.
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3REVISAODE LITERATURA

3.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium spp. pertence ao Filo Apicomplexa, Classe Sporozoasida,
Subclasse Coccidiasina, Ordem Eucoccidiorida, Subordem Eimeriorina e Familia
Cryptosporidiidae (LEVINE, 1984). Este protozoario foi primeiramente encontrado no
estbmago de ratos em 1907 por Tyzzer, sendo denominado de Cryptosporidium muris.
Pouco tempo apds, uma segunda espécie nomeada de Cryptosporidium parvum foi
identificada no intestino de camundongos (TYZZER, 1912). Inicidmente foi
considerado um parasito comensal e poucas pesgquisas eram desenvolvidas, até que
ocorreu 0 primeiro surto de criptosporidiose em 1950, com mortalidade em aves
domeésticas (SALVIN, 1955). O primeiro caso relatado em humanos foi descrito por
Nime et a. (1976), sendo diagnosticado em pacientes imunocompetentes e
imunocomprometidos desde o inicio da década de 80 (LABERGE et al., 1996a).
Cryptosporidium spp. possui ciclo monoxeno, tendo seis estdgios de
desenvolvimento ro organismo, todos 0s quais parecem crescer infectando a célula do
hospedeiro, e assm localizamse em vaclolo parasitéforo extracitoplasmético e
intracelular que se encontra na borda dos microvilos das células epiteliais SMITH,
1993). Os seis maiores eventos do ciclo de vida do Cryptosporidium spp. spp. incluem:
(1) excistacdo, o0 desencistamento ou liberagdo de esporozoitos infectantes apds acdo
de enzimas proteoliticas e sais biliares no intestino delgado; (2) merogonia,
diferenciacéo do esporozoito em trofozoito para a multiplicagdo assexuada dentro das
células do hospedeiro, resultando em dois tipos de merontes, o tipo | com oito
merozoitas, que reiniciam o ciclo produzindo novos merontes do tipo | e o tipo Il com

guatro merozoitas, 0 qual parece originar a fase seguinte; (3) gametogonia, a fase sexua
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onde ha formacdo de micro (masculino) e macrogametocitos (feminino); (4)
fertilizagdo, apds 0 qual 0 macrogameta se desenvolve em oocisto; (5) formagdo da
parede do oocisto e (6) esporogonia, a esporulacdo in situ com formacdo de quatro
esporozoitos (GRIMASON et a., 1990; GELLIN & SOAVE, 1992; LALLO, et d.,
1996; DONNELLY & STENTIFORD, 1997).

Dentre as particularidades do Cryptosporidium spp., 0 00CIStO n&o possui
esporocisto, sendo a sua parede a Unica barreira entre 0s esporozoitos e o meio externo,
e apresenta uma sutura linear disposta no terco ou na metade distal da parede
(REDUKER et d., 1985). Smith (1993) cita que ha dois tipos de oocistos, aqueles de
parede espessa, eliminados nas fezes e resistentes as condicdes ambientais, sendo
responsaveis pela transmissdo do parasito entre hospedeiros;, e aqueles de parede
delgada que se rompem no hospedeiro e liberam esporozoitos que invadem células
epiteliais ndo infectadas, responsaveis por autoinfecgdes. A esporulacdo, fase em que o
oocisto se torna infectante, ocorre ainda dentro do hospedeiro, o que reflete na
eliminacdo de oocistos completamente infectantes nas fezes (SMITH, 1993; LABERGE
et al., 1996a). Laberge et a. (1996a) citam gque 80% dos oocistos tém parede espessa, 0
gue influencia na sua resisténcia as condicbes ambientais e infectividade fora do
hospedeiro dém de favorecer severas infecgbes em hospedeiros, mesmo que hagja
contato com um minimo de oocistos.

Harris & Petry (1999) comentam que a parede dos oocistos de
Cryptosporidium spp. € composta por trés camadas, duas glicoprotéicas intermediada
por um conplexo lipidico (glicolipidica/lipoproteica), tornando-o extremamente
resistente a ruptura mecéanica ou quimica, no entanto, ndo se conhece qual das camadas
de parede € responséavel pelarigidez e resisténcia exibida pelo oocisto intacto, acredita

s que isso sga favorecido pelas camadas, centra e interna. Em consequéncia a

19



resisténcia mecanica do oocisto, ha dificuldade de liberacdo do seu contelido interno, e
apos a excistagdo muitas vezes 0s esporozoitos sdo liberados e o corpo residual com o
vactolo lipidico e granulos amilopectinicos ndo ultrapassam a sutura da parede

(REDUKER €t d., 1985).

3.2 QUALIDADE DO AMBIENTE AQUATICO

A agua € 0 mais precioso recurso natural que propicia saide, conforto e
rigueza a0 homem, por meio de seus incontédveis usos, dos quais se destacam o
abastecimento das populagdes, a irrigacéo, a producéo de energia, o lazer, a navegacéo
(CETESB, 2005a). E de dominio publico e de vital importancia para a existéncia da
propria vida na terra, pois 0 homem apresenta cerca de 70% de &gua ha sua estrutura,
funcionando como solvente e via de transporte de substancias organicas essenciais, além
de regular a temperatura corpérea atraves da respiracdo e transpiracdo AMBIENTE
BRASIL, 2005).
O volume de 4gua no planeta corresponde a 1,4 x 10?! litros, e na forma
de 4gua liquida e de gelo recobre cerca de 75% da superficie terrestre. No entanto a
agua salgada representa 97,5%, enquanto a quantidade de agua doce corresponde a
2,5%, dos quais as calotas polares e geleiras representam 68,9%, os rios e lagos 0,3%, a
agua subterrénea 29,9% e outros reservatérios 0,9%, sendo a quantidade de agua
potavel muito pequena, nas aguas de rios, lagos e subsolo até 750 metros de
profundidade(M EDEIROS, 2004). A disponibilidade de &gua doce se torma ainda mais
limitada pelo comprometimento de sua qualidade. Assim sendo, o rapido crescimento
da populagdo mundial, a industrializagdo e a crescente poluicdo, tornam a égua o

recurso natural mais estratégico de qualquer pais do mundo.
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Segundo a Organizagao das Nacdes Unidas (ONU), para cada 1.000 litros de
&gua utilizados, outros 10 mil sdo poluidos, e parece estar cada vez mais dificil se
conseguir égua para todos, principamente nos paises em desenvolvimento
(AMBIENTE BRASIL, 2005).

A poluicdo das a&guas é gerada por efluentes domésticos, efluentes
industriais e carga difusa urbana e agricola (poluentes advindos da drenagem destas
areas. fertilizantes, defensivos agricolas, fezes de animais e material em suspensdo).
Segundo a ONU, 50% da taxa de doencas e morte nos paises em desenvolvimento sdo
decorrentes da falta de agua ou pela sua contaminacéo (SBPC/BRASIL, 2000).

No Brasil, apesar de possuir a maior disponibilidade hidrica do planeta, ou sgja,
13,8% do deflivio médio mundia, a situacdo é aarmante, uma vez que 63% dos
depdsitos de lixo no pais estdo em rios, lagos e restingas e 90% do esgoto produzido no
pais, € despegjado em rios, lagos e mares sem nenhum tratamento, resultando assim em
graves problemas de abastecimento no pais (CANEDO, 2005, AMBIENTE BRASIL,
2005). Dados da Fundacdo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - FIBGE
(2002) mostram que 47,8% dos municipios brasileiros ndo tém coleta de esgoto, de
forma que o Norte é aregido com amaior propor¢cdo de municipios sem coleta (92,9%),
seguido do Centro-Oeste (82,1%), do Sul (61,1%), do Nordeste (57,1%) e do Sudeste
(7,1%). Nesses casos, 0s principais receptores do esgoto “ in natura” néo coletado séo
0S rios e mares, comprometendo a qualidade da agua utilizada para abastecimento,
irrigacédo e recreacao (FIBGE, 2002).

As principais doencas relacionadas com a &gua podem ocorrer atraves da
ingestdo ou contato com a agua contaminada, e por meio de insetos vetores que se

desenvolvem na dgua (UNIAGUA, 2005).
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A deteccdo dos agentes patogénicos, principamente virus, bactérias, e
protozoérios, em uma amostra de agua é extremamente dificil, em raz&o de suas baixas
concentragdes. Sendo assim, a determinacdo da contaminacdo da &gua pode ser feita de
forma indireta, através dos organismos indicadores. Os coliformes totais e coliformes
fecals estéo presentes em grandes quantidades nas fezes do ser humano e dos animais de
sangue quente, e sua presenca na dgua ndo representa, por si sd, um perigo a salde, mas
indica a possivel contaminacdo de outros patégenos causadores de doencas e, desta
forma sdo considerados os principais indicadores de contaminacdo fecal HARWOOD,
2001). Porém aguns estudos tém demonstrado que os coliformes ndo sdo bons
indicadores para protozoarios (HACHICH et a., 1999; MULLER, 1999; GAMBA et
al., 2000; CARDOSO et d., 2003).

No Brasil, os padrdes de potabilidade s&o regidos pela portarias n® 518/2004-
Ministério da Salde (BRASIL, 2004) e resolucles legais, que ddo subsidios aos
laboratérios na expedicdo de seus laudos. Para o padréo de potabilidade da égua, além
das andlises de coliformes, sdo exigidas no Brasil, como complementacdo, a pesquisa de
enterovirus, cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp., e
semelhantemente a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA)
determinam a auséncia desses parasitos na dgua (QUINTERO-BETANCOURT et al.,
2002).

Desta forma os servicos publicos de abastecimento devem fornecer &gua sempre
saudavel e de boa qualidade. E para verificar a eficiéncia do processo de tratamento
para remocdo de patdgenos, o0 monitoramento € de fundamental importancia, devendo
ser redizado com base em inspecfes sanité&rias e nos resultados de andlises
representativas tanto do manancial a ser utilizado como fonte de abastecimento como da

agua tratada (CETESB, 2005b). Particularmente no que se refere ao Cryptosporidium
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spp., que além de ocorrer amplamente em aguas superficiais bruta, € também bastante
fregliente na &gua de consumo, possivelmente devido ao pequeno tamanho do oocisto,
ou a posshilidade de falhas no tratamento como a utilizagdo de quantidades
inadequadas de coagulantes usados para reduzir a alta turbidez, reciclagem do filtro de
&gua, ou devido a problemas de contaminagdo pos-tratamento (LeCHEVALLIER et d.,
1991; SMITH, 1998; FAYER, 2004).

A transmissdo de oocistos e de doengas causadas por Cryptosporidium spp.
de origem aquética, seja através de agua de consumo ou praticas de recreacdo foram
bem documentadas por vérios autores (SOLO-GABRIELE & NEUMEISTER, 1996;
CAREY et d., 2004; FAYER et al., 2004). No periodo de 1984 e 1999 dos 75 casos de
criptosporidioses transmitidos pela agua nos Estados Unidos, Reino Unido, Canada,
Nova Zelandia e Japdo, 56% foram associadas aagua de consumo, e 44% foram
relacionados ao uso de &gua de recreacdo incluindo piscinas, rios e lagos (FAYER et al.,
2000). LeChevallier & Norton (1995) relataram a ocorréncia de Cryptosporidium spp.
em 60% das amostras de agua bruta, e em 13% das amostras de &gua de consumo no
Canada.

No Brasil, o monitoramento da qualidade das aguas doce vem sendo
realizado pela Companhia de Tecnhologia de Saneamento Ambiental do Estado de Séo
Paulo e dados sobre a ocorréncia de Cryptosporidium spp. no ambiente aquatico foram
obtidos neste Estado (HARICH et al., 1999, FARIAS et al. 2002, FRANCO et al., 2001,
FRANCO & CANTUSIO NETO, 2002; MULLER, 1999; GAMBA et al., 2000) e no

Estado de Minas Gerais (FERREIRA et a., 2004).
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3.3 Cryptosporidium spp. NO AMBIENTE AQUATICO: ASPECTOS RELEVANTES

NA DISSEMINACAO E DIAGNOSTICO!

3.3.1 Resumo

A criptosporidiose é uma doenca de distribuicdo mundial importante para a
salide publica tanto em paises desenvolvidos como nagqueles em desenvolvimento. A via
de transmissdo do Cryptosporidium parvum freqlentemente tem sido associada a
contaminacdo de &gua, porém estudos epidemiolégicos sobre esse protozoario tém
revelado que a sua incidéncia no ambiente aquatico é subestimada. A fata de um
método de deteccdo apropriado para a pesquisa dos oocistos em amostras de égua pode
ter contribuido para isso, no entanto na tentativa de compreender e monitorar o
significado desse patégeno em amostras ambientais, varios métodos tem sido propostos
para o isolamento e identificacdo de oocistos de Cryptosporidium spp.. Este artigo
cientifico discute varios aspectos sobre o Cryptosporidium spp.., dentre eles a
ocorréncia desse patdgeno no ambiente aquético e 0s avancos nos metodos de deteccao.
Apesar da existéncia de técnicas de biologia molecular para a identificacdo do agente,
0s métodos parasitolégicos ainda vém apresentando resultados satisfatorios, porém é
limitado quando existe baixo nimero de oocistos na amostra analisada. A reagdo em
cadeia de polimerase (PCR) é um método de deteccdo promissor e a sua aplicacdo na
andlise das amostras de agua para a pesquisa de C. parvum tem sido descrita. A
identificacdo dos oocistos de Cryptosporidium spp. na amostra de agua € influenciada

pelo nimero de oocistos presentes, pela sensibilidade e especifidade do método e

! Artigo publicado na Revista Ciéncia& Satide Coletiva, v. 8, n. 3, p. 791-800, 2003.
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principamente pelo método de concentracdo dos oocistos na amostra, cujo
aperfeicoamento é fundamental para a precisdo da andlise e pesquisa do parasito.
Palavras-chave: Cryptosporidium spp. spp., transmissdo hidrica, métodos de

diagnasticos, concentracdo de oocistos

3.3.2 Abstract

Criptosporidiosis is an important problem of public heath not only in
developed countries but also in undevelopment areas. The role of Cryptosporidium spp.
parvum as a waterborne pathogen has been documented. But epidemiological features
of this parasitic protozoon lead to the assumption that the incidence of Cryptosporidium
Spp. in aquatic environmental is under-estimated. The lack of sensitive detection
methods adapted for oocysts detection in water contributed to this under-reporting, but
to monitor and understand the public heath significance of this pathogen in
environmental samples, several methods have been developed to isolate and detect
Cryptosporidium spp. oocysts. This review paper discusses various aspects of
Cryptosporidium spp. spp., including the occurrence of these pathogens in aquatic
environmental and the available detection methods. The diagnostic’ s methods including
the parasitological identification of the agent and molecular biology, but the first
continue to show satisfactory results. Although the numbers of oocysts in these samples
could be a problem Polimerase chain reaction (PCR) is a promising detection method
and the potential use in the detection of C. parvum in water has been described. The
Cryptosporidium spp. oocysts identification in water samples depends on the number of
oocysts, sensibility of methods, and the concentration technique and this step is

fundamentally to precision of test.
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Key words. Cryptosporidium spp. spp., waterborne transmission, diagnostic methods,

concentration of oocysts

3.3.3Introducéo

A criptosporidiose € conhecida por sua ocorréncia na populacéo humana e
animal, notadamente nagqueles pacientes imunocomprometidos (CRAWFORD &
VERMUND, 1988), pois uma vez estabelecida a infeccdo, a severidade do quadro
clinico resulta quase sempre em Obito. No Brasil, 2842 casos da doenca foram
detectados no periodo de 1980 a 1997 entre os pacientes imunodeprimidos,
particularmente nos individuos portadores da SIDA, sendo as regides Nordeste e
Sudeste do Pais as areas mais afetadas (CRT, 1997). Na cidade de Recife, a frequéncia
de infeccéo pelo Cryptosporidium spp. hesses pacientes chegou a um percentua de
21,8%, sendo superior a freqliéncia de outros patdégenos veiculados por agua e/ou
aimentos (ARCOVERDE, 2001). No entanto, o estado imunologico ndo esta
relacionado com a presenca da doenca, uma vez que a infeccdo pode ocorrer em
individuos saudaveis, os quais apresentam um quadro clinico autolimitante. Isto torna
preocupante a ocorréncia de portadores assintométicos para a saude publica. Outro
ponto importante € a auséncia de uma conduta terapéutica eficaz contra a
criptosporidiose.

Dentre as diversas formas de transmisséo da criptosporidiose, destaca-se a
veiculagdo por agua e alimentos SMITH, 1993), sendo 0 mecanismo de transmissdo
influenciado pelo nivel de contaminagcdo ambiental, sobrevivéncia do oocisto as
condi¢cbes do meio (Robertson et al., 1992), e resisténcia do oocisto aos mais variados

métodos usados em tratamentos da &gua KORICH et a., 1990), sgja a cloragdo, a
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0zonizagao ou a incompleta remocdo dos oocistos pelos métodos de filtracao.

Vé&rios surtos da doenca foram atribuidos ao consumo de &gua contaminada,
sgjam elas submetidas ou ndo ao tratamento por cloro ou outros processos tais como
coagulacao, sedimentacdo e filtracdo em areia (CETESB, 2000).

Um dos problemas para controlar a infeccdo é a escassez de dados sobre a
real ocorréncia de Cryptosporidium spp. em mananciais aquaticos potaveis, levando a
uma subestimagdo de casos de criptosporidiose e muitas vezes a associagdo de surtos
seguidos de 6bito com outros patdgenos, particularmente o agente etiol 6gico da colera.

No Brasil, dados obtidos por Gamba et al. (2000) e Franco et al. (2001)
mostraram  a presenga de oocistos em pogos localizados na cidade de
Itaquaquecetuba/SP e nas éguas superficiais do rio Atibaia em Campinas/SP,
respectivamente.

A importancia do estudo sobre a ocorréncia de Cryptosporidium spp. no
ambiente aquético foi reforcada pelas citacdes da portaria atual 1469 do Ministério da
Salde (2000), que recomenda a inclusdo da pesquisa de Cryptosporidium spp. para se
atingir o padrdo de potabilidade da agua. Aliado a isso os coliformes fecais,
considerados referéncia mundial como indicador microbiol6gico para &gua e alimentos,
ndo sdo bons indicadores para protozoarios HACHICH et al., 1999). A escolha de um
método de pesquisa a ser empregado em andlise de rotina depende de alguns &tores,
dentre eles 0 custo-beneficio associado as recomendacdes previstas em normas oficials
para o padréo de auséncia de Cryptosporidium spp. spp..

E de extrema relevancia a padronizagdo de um eficiente método de pesquisa
para Cryptosporidium spp. spp. € a obtencéo de dados de ocorréncia e distribuicéo do
parasito por regido para o plangiamento de medidas de controle e vigilancia da agua

para consumo humano. Além de que se faz necessario 0 esclarecimento sobre a espécie
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existente em mananciais aquaticos, sobre os parametros de previsibilidade e ocorréncia
sazonal do parasito para uma avaliagdo do risco de infecgéo pelo Cryptosporidium spp.

na populacdo humana.

3.3.4 Classificagdo de Cryptosporidium quanto a espécie e genotipo

O estudo filogenético vem sendo redlizado por varios grupos de
pesquisadores (TZIPORI E GRIFFITHS, 1998, MORGAN E THOMPSON, 1998;
XIAO et d., 1998; XIAO et a., 1999), porém ainda ha divergéncias quanto a taxonomia
do Cryptosporidium spp.. spp.. Desde a descoberta do Cryptosporidium spp. muris e C.
parvum em roedores, em torno de 20 espécies de Cryptosporidium spp. tem sido
mencionadas em vérias espécies de hospedeiros animais (O’ DONOGHUE, 1995).
Tzipori et a. (1980) comentam sobre uma peculiaridade que distingue o
Cryptosporidium spp. da grande maioria dos outros coccidios, a falta de especificidade
para hospedeiros. Arcay et al. (1995) reforcam idéia ao infectar todas as classes de
vertebrados (mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes), com o C. parvum isolado do
homem, sugerindo a existéncia de uma Unica especie.

Baseado nessas observactes, Levine (1984) e Levine (1986) classificaram o
parasito, e atualmente acredita-se que as seguintes espécies sao consideradas validas:
Cryptosporidium parvum responsavel por doencas clinicas em humanos e outros
mamiferos; o Cryptosporidium muris encontrado em roedores e em outros mamiferos,
Cryptosporidium meleagridis e Cryptosporidium baileyi que infectam aves;
Cryptosporidium nasorum encontrada em peixes e Cryptosporidium serpentis em
répteis (O'DONOGHUE, 1995). Estudos subsequentes adicionaram a lista de espécies

vdlidas, Cryptosporidiumwrairi de cobaias e C. felis de gatos (XIAO et al., 1999).
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Tzipori & Griffiths (1998) baseando-se em andlises filogenéticas citam que
as variagles inter e intra-espécie existentes ndo permitem ainda designar espécies
diferentes de Cryptosporidium spp., e todos os oocistos do parasito, incluindo aquelas
de hospedeiros vertebrados inferiores, podem ser perigosos para 0 homem. Recentes
avangos nesse assunto indicam que ha multi- espécies complexas contida em pelo menos
4 espécies de Cryptosporidium spp.: C. parvum, C. muris, C. baileyi e C. serpentis,
enquanto as referidas espécies como C. wrairi, C. felis, C. meleagridis e C. saurophilum
estariam agrupadas no C. parvum (as demais espécies ndo foram estudadas). Assim, ha
véarios gendtipos diferentes de C. parvum (gendtipo 1, genétipo 2, gendtipo guinea pig,
gendtipo “Monkey” e “Koda”) de grande importancia epidemioldgica, uma vez que o
gendtipo 1 é a cepa responsavel pela maioria das infecgbes humanas, enquanto o
gendtipo 2 provavelmente € 0 que mais ocorre no ambiente, podendo infectar animais e
homens (XIAO et al., 1998; XIAO et d., 1999).

Seguindo a mesma linha de pesquisa, Koch et al. (1985) comentam que a
existéncia de dois grandes gendtipos estariam associados com os dois diferentes ciclos
de transmissdo, um dos quais sendo por transmissdo antroponética e o0 outro por
transmissdo zoondtica e significativamente do bovino ao homem. Gibbons et al. (1998),
através de estudos de tipificacdo molecular identificaram gendtipos humano e animal,
designados de gendtipo H (Human) e gendtipo C (Calf), respectivamente (MORGAN &
THOMPSON, 1998).

A frequéncia de infeccéo pelo Cryptosporidium spp. na populagdo humana
tem sdo bem estudada e divulgada documentando-se a infecgéo pelo C. parvum, no
entanto Katsumata et al. (2000) revelou a suspeita de infeccdo no homem pelo C. muris.
Este fato é bastante relevante para alertar sobre a importancia da precisdo no

diagnéstico da infeccdo quanto a diferenciacdo entre as espécies, sgja morfoldgica
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(UPTON & CURRENT, 1985) ou geneticamente, uma vez que a caracterizacdo do

Cryptosporidium spp. pela biologia molecular tem evoluido bastante.

3.3.5 Veiculacéo de Cryptosporidium spp. por agua

A presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. nos mananciais aumenta a
preocupacdo com a transmissdo do parasito, porque enquanto ocorre por contato com
fémites contaminados, de pessoa a pessoa, animal a pessoa, restringe-se 0 nimero de
pessoas infectadas, no entanto quando ocorre por veiculacdo hidrica pode atingir
facilmente um grande contingente da populagdo. Smith (1998) descreve sobre as
diversas razoes para Giardia spp. e Cryptosporidium spp. tornarem-se significantes
patdgenos de transmissdo hidricac provocam infecces enddgenas com baixa dose
infectante, as densidades de contaminagdo ambiental com cistos e oocistos infectantes
sdo suficientes para poluir o ambiente aquatico, e 0s oocistos séo bastante pequenos
para atravessar 0 processo de tratamento da &gua além de serem resistentes aos
desinfetantes comumente empregados no tratamento da agua.

O primeiro surto de criptosporidiose, que vitimou 79 pessoas, ocorreu em
1984 no TexasEUA, sendo diagnosticado por um estudo epidemiol dgico, portanto sem
a confirmacéo do parasito na dgua de poco suspeita. A partir deste outros casos foram
descritos, e dentre aqueles de maior impacto estéo os casos que ocorreram ha Gedrgia/
EUA em 1987, onde 13000 pessoas foram afetadas, e em Saitama/Japédo, quando 8705
individuos foram acometidos, sendo o Cryptosporidium spp. detectado na égua tratada e
ndo tratada. Em Oregon/ EUA houve 15000 casos de criptosporidiose, e o parasito foi
detectado na &gua em processo de tratamento, enquanto em Milwaukee/Wisconsin -

EUA o Cryptosporidium spp. encontrado na agua de gelo infectou 403000 pessoas.
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Dentre as fontes de contaminacdo das aguas destaca-se a contaminagdo cruzada de
&guas de pogo ou encanada por agua de esgoto, falha nos procedimentos operacionais,
desvios do filtro de aeia, contaminacdo de aguas superficiais por esterco bovino, e
influéncias de efluentes industriais e agricolas nas aguas de recreacdo (SMI1TH, 1998).

A freguéncia de ocorréncia de Cryptosporidium spp. no ambiente aquético
tem sido verificada em varios paises. Amostras de égua ndo tratada e tratada foram
avaliadas quanto a ocorréncia do Cryptosporidium spp. em 66 estagcdes de tratamento de
agua de 14 Estados e uma Provincia do Canada. Quanto a positividade das amostras da
agua tratada pode-se observar que diante de 85 amostras coletadas de diversos pontos
nas 66 estagdes, 97% foram positivas para 0 parasito, contendo um nimero médio de
oocistos de 2,7 por litro, porém com uma variacdo de 0,07 a 484 oocistos por litro. Este
resultado revelou um percentua de positividade de 87% do total das estacOes avaliadas.
Na agua tratada, diante de 82 amostras analisadas, em 22% foi detectado o
Cryptosporidium spp. com um niimero médio de 1,52 oocistos por litro (LeChevallier et
al., 1991). Uma ampla variago no nimero de oocistos nas amostras de gua também foi
verificada por Ongerth & Stibbs (1987) quando pesquisaram o Cryptosporidium spp.
nas aguas de rio em Washington e na California, pois o parasito foi encontrado em todas
as amostras variando de 02 a 112 oocistos por litro. Em Costa Rica 14 amostras de
aguas superficiais foram analisadas, sendo sete de agua bruta e sete de agua tratada sem
cloracdo, e verificouse que o0 parasito estava presente em 85,7% das amostras de agua
nado tratada e em 57% das amostras de &gua tratada (LUNA et al., 2002).

Quanto a pesquisa de Cryptosporidium spp. em amostras de agua no Brasil
0s estudos sdo recentes, mas alguns trabalhos ja foram realizados no Estado de S&o
Paulo, de forma que o parasito ja foi detectado em aguas superficiais e profundas. A

positividade para a ocorréncia de Cryptosporidium spp. nas &guas do rio Atibaia em
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Campinas/SP juntamente com a alta turbidez das amostras foi justificada pelas intensas
chuvas no periodo (FRANCO et da., 2001). Em &guas de poco da cidade de
Itaguaquecetuba/SP a presenca de oocistos pode ter sido resultante de influéncias da
superficie externa, pois havia possibilidade de infiltraces, pelo grande nimero de
animais nas redondezas, além da possibilidade de contaminacdo cruzada com aguas
oriundas de fossas sépticas, as quais também apresentavam o parasito (GAMBA et al.,
2000). Na cidade de S&o Paulo analisando 24 amostras de esgotos, Farias et al. (2002)
verificaram que o Cryptosporidium spp. estava presente em todas as amostras variando
de 80 a 912 oocistos por litro no esgoto doméstico e de 65 a 760 oocistos quando a
pesquisa foi feita no corrego.

No que se refere ao tratamento, comparando-se afiltracdo em que se utilizao
filtro de areia, a filtracdo dupla ou a filtragdo mista, LeChevallier et a. (1991)
observaram que 0 nimero de amostras positivas para os oocistos de Cryptosporidium
spp. € maior quando se emprega o tratamento com o filtro de areia, e que o problema
com a filtragdo estd associado ao tamanho dos oocistos de Cryptosporidium spp., que
varia de 3 a 6 mm, de forma que atravessa facilmente as barreiras no processo de
filtrac&o, principa mente quando se encontra em grande nimero na agua ndo tratada. As
plantas de filtragdo com carvao ativado sdo freguentemente usadas quando a qualidade
da &gua é muito precaria, e LeChevallier et a. (1991) demonstraram que mais de 60%
dos efluentes filtrados por esta planta apresentaram oocistos de Cryptosporidium spp.,
superior as plantas de tratamento que usa o filtro de areia, nas quais as amostras
positivas dos efluentes filtrados superaram o valor de 36%. Assim verificase que pode
haver reducdo do nimero de oocistos nas &guas superficiais com o tratamento pelo
processo de filtracdo, porém ha influéncia quanto ao tipo de tratamento simples, duplo

ou misto, e quanto ao tipo de filtro utilizado.
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3.3.6 Ocorréncia de Cryptosporidium spp. e parametros de previsibilidade

A comparagdo entre os parametros de qualidade da agua com a presenca do
Cryptosporidium spp. € um subsidio para prever a sua ocorréncia no ambiente aquético
e com isso orientar quanto a performance dos tratamentos empregados e aos
procedimentos preventivos. Dentre os fatores envolvidos na mensuragdo da qualidade
da &gua, a turbidez é um importante pardmetro, pois devido a facilidade de aderéncia
dos oocistos de Cryptosporidium spp. a compostos organicos e inorganicos MEDEMA
et al., 1998) a sua presenca tem sido associada ao grau de turbidez da amostra, de forma
gue quanto maior o grau de turbidez na amostra de agua, maior a possibilidade de se
encontrar 0 parasito, tanto na dgua ndo tratada como na égua tratada. De acordo com a
portaria 1469-MS (BRASIL, 2000), para garantir a qualidade microbioldgica da &gua
deve-se ter turbidez méxima de 1,0 UNT em 95% das amostras analisadas ap0s o
processo de filtracdo rdpida, mas no que se refere a remocgdo de Cryptosporidium spp. é
recomendado um valor maximo de 0,5 UNT para o grau de turbidez. No entanto tem-se
observado que o0s oocistos ainda ocorrem quando a turbidez encontra-se com o valor de
0,19 UNT, de forma que a garantia de efetiva seguranca seria obtida com a turbidez de
0,1 UNT (LeCHEVALLIER et a., 1991).

Outro parametro relevante que tem sido associado com a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. é a determinagdo dos coliformes. LeChevallier et al. (1991)
demonstrou uma correlagdo positiva entre a ocorréncia de coliformes e de
Cryptosporidium spp., porém este fato ndo estéd bem elucidado na literatura, e autores
tém demonstrado o contrério GAMBA et al., 2000; SHEPHERD &JONES, 1996;

SILVA, 2002).
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Tem se observado que a pesquisa do parasito em animais marinhos € uma
formaindireta de se verificar a presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. em &guas
de estuérios, de forma que a presenca do oocisto em ostras tem demonstrado o seu
potencial como monitor bioldgico para a contaminacéo da &gua pelo parasito, além de
servir como um filtro natural (XIAO et al., 1998). Outras espécies de moluscos bivalves
como mexilhfes e mariscos tem apresentado positividade e grande acimulo de oocistos
de Cryptosporidium spp. em seu organismo (FREIRE-SANTOS et a., 2000).
Recentemente, o0 parasito foi diagnosticado em peixe-boi marinho (MARCONDES et

al., 2002).

3.3.7 Métodos de analises para a deteccao de Cryptosporidium spp.

Diferentes métodos de diagnéstico m sido desenvolvidos para a deteccéo
de Cryptosporidium spp. em amostras de agua, cada qual com suas vantagens e
desvantagens, porém ainda ndo ha um método universalmente aceito (SMITH, 1998).
Os métodos utilizados para identificacdo de Cryptosporidium spp. em amostras de agua
tém sido os mesmos empregados em andlises clinicas, mas a maior preocupagéo com o
procedimento de andlise é que, previamente ao método de identificacdo do parasito, é
necessario se empregar um método de concentracdo satisfatorio, porque apesar da
existéncia de métodos de identificacdo sofisticados para a pesquisa de oocistos de
Cryptosporidium spp. como a biologia molecular, todos sdo precedidos de métodos para
a concentragao dos 0ocistos na amostra.

Os métodos empregados para a andlise de amostras de agua subdividem se
em filtracdo, eluicdo, concentragdo com ou sem purificagdo, e identificacdo (SMITH,

1998).A filtragdo pode ser considerada uma etapa para extragdo do oocisto (Nieminski



et a., 1995) ou para concentracdo (BARER & WRIGHT, 1990). Segundo Laberge et al.
(1996), a0 se anadlisar um grande volume de agua torna-se necess&rio a utilizagdo das
etapas de filtracéo e eluicdo utilizando membranas ALDOM & CHAGLA, 1995) ou
filtros (KAUCNER & STINEAR, 1998), porém quando se analisa um pegueno volume
estas etapas podem ser omitidas partindo direto para a etapa de concentragdo por
centrifugacéo (ONGERTH & STIBBS, 1987) ou por floculacéo (VESEY et d., 1993a).
Para a extracdo do oocisto de Cryptosporidium spp. de amostras de agua,
previamente a concertragdo por centrifugacdo das amostras, diferentes métodos tem
sido desenvolvidos e dentre eles a filtragdo em membrana e a floculagdo com carbonato
de célcio, sendo ainda subestimada a sua eficiéncia (VESEY et al., 1993). A técnica de
filtracdo em membrana foi originamente desenvolvida para ser aplicada em agua
tratada ALDOM & CHAGLA, 1995), no entanto tem sido particularmente Util para
uma rpida determinacdo do nimero de oocistos em &gua ndo tratada (DAWSON et al.,
1993). O método de floculacdo tem sido empregado por ser simples e econdmico e por
anadisar um pegueno volume de &gua (VESEY et al., 1993), porém a elevada
concentracdo dos residuos junto aos oocistos pode afetar a interpretagdo dos resultados.
Segundo Farias et al. (2002), a compactacdo das particulas com a filtracéo
em membrana é de dificil desagregacdo, e oocistos podem ser perdidos quando se utiliza
procedimentos de centrifugacéo com gradientes de densidades para clarificar a amostra,
enquanto no método de floculagdo embora haja formagdo de particulas maiores, estas
s80 menos compactadas do que as particulas obtidas por filtragdo, no entanto comentam
gue outros estudos sd0 necessarios para aprimorar 0 meétodo e determinar sua

performance, antes de ser rotineiramente usado.
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3.3.8 Méodos de concentracdo

Em alimentos e em amostras de agua tratada ou ambiental os oocistos de
Cryptosporidium spp. spp. podem ser encontrados em baixo numero, tornando-se
importante a selecdo dos métodos de concentragdo da amostra, pois ainda é inexistente a
técnica que possibilita um enriquecimento para este organismo semelhante as bactérias
alertando para a utilizag&o de métodos altamente sensiveis (LABERGE et ., 1996).

A concentracdo de oocistos de Cryptosporidium spp. spp. por centrifugacéo
tem sido realizada em amostras dgua (LeCHEVALLIER et a., 1995; NIEMINSKI et
al., 1995) associando etapas de sedimentagdo com uma etapa de flutuacdo, sendo a
pesquisa do oocisto feita em sua maioria no sedimento obtido de uma centrifugacdo em
gue foi usado o volume sobrenadante resultante da etapa anterior de flutuacéo, que por
suavez érealizada a partir do sedimento concentrado.

E importante salientar que as substancias utilizadas para concentragéio de
oocistos com densidades entre 1,050 e 1,300, através de gradientes de densidades
continuos ou descontinuos, séo empregadas com a finalidade de flutuacéo e clarificacdo
das amostras (DENG & CLIVER, 1999; DENG & CLIVER, 2000; KUCZYNSKA &
SHELTON, 1999; LeCHEVALLIERet d., 1995).

Smith (1998) comenta que as solu¢des normamerte usadas para flutuacéo
de oocistos sdo solugbes saturadas de sacarose com densidade entre 1,100 e 1,200,
porém tem sido empregada a solucéo Sheather com densidade de 1,200 (Deng & Cliver,
1999), MgS0O, (densidade especifica de 1,270), ZnSO, (densidade especifica de 1,300),
sacarose (densidade especifica de 1,180) e NaCl (densidade especifica de 1,210)
conforme Kuczynska & Shelton (1999) para gradientes continuos e a solucéo Percoll-

sacarose com densidade entre 1,050 a 1,100 (Nieminski et al., 1995), Percoll (1,130,
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1,090, 1,050 e 1,010), CsCl (1,400, 1,100 e 1,050) de acordo com Kuczynska & Shelton
(1999) para gradientes descontinuos.

A centrifugo-flutuagdo tem a finalidade de separar cistos ou oocistos de
protozoérios de residuos na amostra, e quando realizada a amostra deve ser previamente
concentrada por sedimentacdo através de vérias lavagens na auséncia do liquido
flutuante para se obter um sedimento (SMITH, 1998). LeChevallier et a. (1995)
comentam que a gravidade especifica do gradiente é escolhida para que os
microrganismos flutuem em sua superficie e para que os residuos mais pesados
sedimentem.

Nieminski et al. (1995) pesquisando influéncias na recuperacéo dos oocistos
em amostras de dgua (agua de abastecimento, agua pré-tratada por floculagdo e &ua
filtrada) observaram que os melhores resultados foram provenientes da analise do
sedimento obtido previamente a etapa de flutuacdo, a0 pesquisar os oocistos direto da
membrana filtrante apds a sua eluicdo e concentracdo, detectando um valor de
recuperacéo de 78%. Quando a etapa de flutuacdo foi empregada pelos autores houve
reducdo de mais de 50% do numero de oocistos recuperados, e verificaram que quanto
menor 0 numero de etapas no procedimento, menor a probabilidade de perdas de
00CI Stos.

Vesey et a. (1993a) realizaram a concentracdo de oocistos em amostras de
agua apenas por sedimentacdo, e objetivando avaliar a eficiéncia na recuperacéo de
oocistos de Cryptosporidium spp. spp. em agua desenvolveram um método de
floculag@o por decantacdo de cristais de carbonato de calcio(CaCOg) apos a mistura de
cloreto de célcio (CaCl), bicarbonato de sodio (NaHCO,) e hidroxido de sodio (NaOH)
em 1l de amostra inoculada com 608 oocistos, a qual foi submetida a um repouso de

guatro horas Os cristais de CaCO3 sedimentados foram dissolvidos em écido sulfamico,
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resultando em percentual de recuperacdo de 73,7%, 75,6 e 76% para agua de
abastecimento, agua de rio e agua deionizada, respectivamente.

Lechevalier et a. (1991) relataram que vérios fatores interferem na
eficiéncia de recuperacdo de oocistos em égua por processos de concentragdo por
sedimentacdo ou flutuacdo, dentre eles a variagdo da densidade do oocisto, pois oocistos
de baixa densidade provavelmente serd0 menos recuperados por técnicas de
sedimentagéo e os oocistos de maior densidade ser&o menos eficientemente recuperados
por técnica de flutuacao.

Segundo Medema et a. (1998) desde que o meio de flutuacdo tenha
densidade entre 1,090 e 1,100 provavel mente resultara em perdas insignificantes porgque
95% dos oocistos tém densidade menor que 1,090, sendo a densidade média de 1,045.4
verificada para os oocistos de Cryptosporidium spp. spp..

Lima (2001) comparando diversas substancias (sacarose-densidade de 1,065,
NaCl-densidade de 1,155, MgSOs-densidade de 1,300, ZnSO4-densidade de 1,200,
AlSO4-densidade de 1,115, NH4SO, 40%-densidade de 1,115 e NH4SO, 80%
densidade de 1,200) para a concentracdo de oocistos de Cryptosporidium spp. nas
amostras de &gua e leite verificou que a eficacia de métodos de deteccdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. depende da natureza da amostra e da substancia para a sua
concentracdo, e observou que nas amostras de dgua o cloreto de sodio proporcionou
uma melhor concentragdo e recuperacdo de oocistos, porém com a sedimentacéo de
todos 0s oocistos.

A densidade do oocisto pode ser aterada devido a sua facilidade de
aderéncia a outras particulas. Medema et al. (1998) comentam que é mais ata a
proporcdo de oocistos de Cryptosporidium spp. em &guas superficiais aderido as

particulas como lodo, areia, plancton, algas e cristais biol bgicos.
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Nieminski et al. (1995) relatam que a variagdo na eficiéncia de recuperacao
dos oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de agua por centrifugo- flutuagcéo
deve-se a presenca de algas e cristais quimicos. Kuczynska & Shelton (1999) descrevem
sobre a aderéncia dos oocistos de Cryptosporidium spp. em solidos fecais, e comentam
gue a andlise de amostras fecais estocadas pode subestimar os niveis do percentual de
recuperacd0 dependendo do grau de oocistos aderidos aos sblidos fecais e que
experimentalmente a analise da amostra deve ser realizada logo ap0os a sua inoculacéo
com a suspensdo de oocistos previamente purificada.

Segundo Smith & Rose (1990) a interacdo ndo-covalente entre a superficie
negativamente carregada do oocisto e outras particulas na matriz séo reduzidas pela
adicdo de solucBes detergentes como Tween 20, tween 80 e Dodecil Sulfato de Sdio
gue reduzem agregacOes e mantém oS o0ocistos como organismos individuais.
LeChevallier et al. (1995) verificaram que a auséncia de solucdes detergentes para a
concentragdo por flutuagdo por Percoll-sacarose das amostras de agua de abastecimento
ndo interferiu nos resultados, alcancando 100% de recuperacdo quando se utilizou
Percoll-sacarose com densidade igual a 1,150, e apesar de utilizarem um indculo sem
prévia purificacdo para contaminacdo das amostras, este foi preparado com amostra
feca recente e imediatamente anterior as andlises. A probabilidade de adeséo
particularmente depende da caracteristica supeficial do oocisto, umavez gue pode ser
resultante da sua alteracdo devido aos procedimentos de purificacdo e estocagem

(MEDEMA et a., 1998).

3.3.9 Métodos de identificacdo

Para a pesquisa de Cryptosporidium spp. em agua e aimentos, a
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metodologia de identificacdo dos oocistos foi inicialmente sugerida com base nos
métodos empregados para andlises clinicas. Smith et al. (1989) analisaram amostras de

3 oocistos de

agua "in natura', filtrada e tratada utilizando um indculo contendo 10
Cryptosporidium spp. por mililitro (ml) previamente purificado e armazenado a 4°C por
dois meses. As amostras contaminadas foram armazenadas a 4°C por duas semanas para
posterior concentracdo por solucdo descontinua de sacarose. Para a identificacdo dos
oocistos foram comparados os métodos de coloracdo histoquimica (Ziehl-Nielsen,
auramina-fenol, Giemsa e safranina-azul de metileno) e imunofluorescéncia direta com
anticorpo monoclonal (FITC-Mab). Verificaram que os métodos de Ziehl-Nielsen e
FITC-Mab foram os melhores na identificacdo dos oocistos, proporcionando
recuperacdo de numeros elevados e semelhantes (86% e 87%, respectivamente),
considerando os val ores teste da amostra controle entre 71 e 89% de recuperagso.

Ouitras técnicas tem sido descritas para a deteccdo de Cryptosporidium spp.
spp. em amostras de &gua incluindo o método de Koster modificado CUNA et al.,

2002), a citometria de fluxo (VESEY et al., 1993b) e areacdo em cadeia de polimerase
- PCR (KAUCNER & STINEAR, 1998).

Kaucner & Stinear (1998) comentam que a vantagem do PCR é devido a
rapidez, sensibilidade e especificidade, tornando um método de diagndstico seguro, uma
vez que se baseia ha amplificagdo e subseguliente deteccdo de sequiéncias especificas do
DNA do parasito. Segundo Taylor & Webster (1998) os métodos empregados para a
identificacdo do agente diferem quanto a sensibilidade, sendo o limite de deteccéo
maior gue 50 oocistos por litro para 0 método de imunofluorescéncia, maior que 100

para 0 método histoquimico e menor que 100 para o PCR.
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3.3.10 Fatores que influenciam na deteccdo e recuperacdo dos oocistos de

Cryptosporidiumspp..

A recuperacdo experimental de oocistos de Cryptosporidium spp. depende da
natureza e tipo de amostra, tipo de substéncias de concentragdo e ainda da metodologia
para concentracéo e identificacdo do oocisto (VESEY et al., 1993a; NIEMINSKI et al.,
1995; LeCHEVALLIER et al., 1995). Isto reflete e a0 mesmo tempo esclarece a
possibilidade de variagdo nos dados a serem obtidos e vem auxiliar na selecéo adequada
do método de andlise para a pesquisa do Cryptosporidium spp.

Nas amostras de &gua deve-se considerar a turbidez, principalmente no que
se refere ao grau de impureza inorganica conforme Nieminski et al. (1995) ou organica
segundo Medema et al. (1998). Nas amostras de aimentos a influéncia pode ser
observada pela composicdo da amostra (SMITH & ROSE, 1990; DENG & CLIVER,
1999; DENG & CLIVER, 2000). Quanto & amostras fecais deve-se observar se estas
s80 recentes ou conservadas, sgja a temperatura ambiente ou sob refrigeracdo
(KUCZYNKA & SHELTON, 1999; SMITH et a., 1989). Estas consideragOes séo
justificadas pela facilidade de aderéncia dos oocistos e por isso aimportancia de atentar-
se para 0 tempo que os oocistos ficam em contato com as particulas na amostra
(LeCHEVALLIER et al., 1995).

Quanto & substancias de concentracdo a influéncia é verificada pela sua
densidade e caracteristica fisico-quimica geral, pois, de acordo com a densidade e
composicao das amostras analisadas, podem influenciar apenas na densidade do meio,
mas também provocar aglomeracéo ou dispersdo das particulas resultando na dualidade
entre a flutuacdo ou sedimentacdo das particulas presentes (KUCZYNKA &

SHELTON, 1999; VESEY et d., 1993a).
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Kuczynska & Shelton (1999) avaliando substancias de concentracdo
sugerem que a ata recuperacdo com o NaCl para flutuacdo pode ter sido devido a
habilidade de cétions monovalentes em dispersar particulas permitindo a separagdo dos
oocistos com os residuos. Enquanto o baixo nimero obtido com a solugdo de flutuacéo
de ZnSO,4 pode ter sido resultante da acdo dos cétions divalentes em precipitar as
particulas e agregar os oocistos levando a sedimentacdo de todos presentes. Em relacdo
a solucéo de sacarose a baixa recuperacdo observada foi provavelmente devido ao seu
baixo peso especifico e a alta viscosidade da solucéo.

Bukhari & Smith (1995) acrescentam gue o grau de recuperacéo de oocistos
através de substancias de concentracdo depende de sua influéncia na “viabilidade” dos
oocistos, pois avaliando trés técnicas de concentragdo para recuperacéo de oocistos de
Cryptosporidium parvum de fezes bovina observaram que a concentragdo por
sedimentacdo com &gua-éter ndo exerceu significante efeito na “viabilidade” dos
oocistos recuperados, porém o gradiente de flutuagdo com sacarose ou sulfato de zinco
seletivamente concentraram oocistos viaveis, de forma que a superficie dos oocistos ndo
vidveis é mais susceptivel a adesdo aos solidos fecais, e conseguentemente sedimentam
juntos. No entanto LeChevallier et a. (1995) observaram que apds 0 armazenamento de
oocistos em &gua de rio na temperatura ambiente por 30 dias para 0 seu envel hecimento,
muitos organismos morreram e tornaramse células vazias favorecendo uma maior
eficiéncia de recuperacdo comparado aos organismos recentes, sugerindo gue oocistos
vazios sdo preferivelmente concentrados por flutuacdo em gradiente de Percoll-
sacarose.

De um modo geral a recuperacéo ou deteccéo de oocistos por determinados
métodos ou substéncias de concentracdo através da pesquisa destes 00CiStos nos

sedimentos pode resultar em uma subestimag&o dos resultados se 0s oocistos flutuam ou
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contrariamente quando a pesquisa é feita apenas no sobrenadante e 0S 00OcCistos
sedimentam (LeCHEVALLIER et a., 1991). Os resultados ainda podem ser dubios
devido a associacéo de um determinado procedimento de andlise com um dos métodos
de identificac8o, quando a especificidade do método depende da integridade do oocisto
(VESEY et al., 19933).

Segundo Ongerth & Stibbs (1987) e LeChevallier et al. (1991) a natureza
abrasiva dos métodos pode causar danos ao oocisto e levar a perda de epitopos que sdo
necessarios para a sua deteccdo pelos anticorpos monoclonais ou tendem a compactar
outras particulas ao oocisto ou ao seu redor que causam futuros problemas no estagio de
deteccéo.

Segundo Bukhari et al. (1998), o procedimento de concentragdo provoca um
acumulo de residuos na amostra de agua sendo necessario 0 procedimento de
clarificaco para separa-los dos oocistos e permitir a sua deteccdo, porém o grau de
purificacdo pode ser varidvel e o materia flutuante pode conter, aém de oocistos,
inlmeras particulas e células de algas que interferem na identificacdo dos oocistos por
imunofluorescéncia

Conforme Vesey et a. (19934), um agregado de particulas pode causar um
bloqueio quando se utiliza a citometria de fluxo para o diagndstico do Cryptosporidium

spp. salientando-se que é dificil a desagregacdo dessas particulas compactadas.

3.3.11 Consider acdes finais

Os estudos com a metodologia para a pesquisa de Cryptosporidium spp.

em amostras de dgua vém sugerindo mecanismos alternativos para a otimizacéo dos

métodos, e isto é imprescindivel uma vez que a legidacdo atual, referente as normas de
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qualidade da agua para consumo humano, recomenda o padrdo de auséncia para o
Cryptosporidium spp., de forma que ha a necessdade de uma técnica com limite de
deteccdo de 1 oocisto por litro. A técnica biomolecular tem sido avaliada e 0 seu
desempenho na identificagdo de espécies de Cryptosporidium spp. e na diferenciacéo
entre os gendtipos do C. parvum pode auxiliar na investigagdo dos casos clinicos da
criptosporidiose, enquanto a performance dessa técnica na andlise de amostras
ambientais, lentamente demonstrada, podera ser Util no monitoramento da ocorréncia do

Cryptosporidium spp. em baixo nimero.
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34 METODOS PADROES E ALTERNATIVOS PARA PESQUISA DE
Cryptosporidium spp. NO AMBIENTE AQUATICO

De acordo com a técnica utilizada para a filtragdo, eluicdo, concentragéo,
purificacéo e identificacgo de oocistos varios métodos foram propostos, desenvolvidos e
testados para a deteccdo de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de &gua.
Estes métodos, segundo Quintero-Betancourt et al. (2002), podem ser agrupados em
métodos padrdes ou aternativos.

Dentre os métodos padrfes, na década de 1990 a Sociedade Americana para
Testes e Materiais (ASTM) propbs um método para detectar oocistos de
Cryptosporidium spp. em &gua de baixa turbidez baseados na utilizacgo de filtros tipo
cartucho, Percoll-sacarose para separacdo seletiva de oocistos dos residuos e a
imunofluorescéncia para identificacdo e enumeracdo de oocistos (QUINTERO-
BETANCOURT et a., 2002). Porém a partir do mé&odo ASTM diferentes indices de
eficiéncia foram encontrados por LeChevallier et a. (19914a), que obtiveram em média
uma recuperagcdo de oocistos de 25,3%, e por Smith & Hayes (1997) de 3 a 29%.
Contudo, em virtude do custo e o tempo requerido da andlise, Quintero-Betancourt et al.
(2002) comentam sobre a necessidade de mudancas na metodologia para a pesquisa do
parasito.

Durante os anos 90, a USEPA aprovou o método conhecido como Regras de
Coleta de Informagbes (ICR) para deteccdo e quantificagdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. em amostras de &gua para 0 seu monitoramento de forma
regulamentar, através do uso de anticorpos fluorescentes (USEPA, 1996). Dufour et al.
(1999) relataram que o método ICR geralmente subestima a ocorréncia e a quantidade
de Cryptosporidium spp. e possui elevado custo, dém de sua complexidade e dificil

realizacdo, gerando variagOes dos resultados. As limitagdes da utilizagdo do método
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ICR incluem baixa recuperacdo (menor 3% para oocistos de Cryptosporidium spp.
spp.), ligacdo anticorpo ndo-especifica, interferéncia de residuos, e inabilidade para
determinar viabilidade/infectividade, e recuperacdo de oocistos isolados (QUINTERO-
BETANCOURT et a., 2002).

Na tentativa de identificar novas e inovadoras tecnologias para
monitoramento de protozoarios e andlises, aUSEPA desenvolveu o método 1622 para
deteccdo de Cryptosporidium spp. a partir de 1996. Este método de deteccdo foi
validado através de estudo interlaboratorial em agosto de 1998, e foi revisado, aprovado
evalidado em janeiro de 1999. Em abril de 1999, um método foi validado para deteccdo
de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp., sendo reconhecido por
método 1623, e assm como 0 1622 para a deteccdo de oocistos, emprega modificacoes
para a deteccdo de Cryptosporidium spp. por imunofluorescércia a partir do uso
adiciona do corante fluorescente ndo especifico 4’6’ -Diamidino-2-Phenylindole
(DAPI), de forma que em abril de 2001 ambos os métodos foram revisados (USEPA,
2001a, 2001b). Segundo Grimason et a. (1994), a combinagdo do DAPI com
imunofluorescéncia se constitui em um método confirmatdrio de forma a detectar
oocistos esporulados nas amostras de dgua e minimizar a necessidade de microscopia de
contraste de interferéncia diferencial (DIC) ou contraste de fase Gtica.

Assim os métodos oficiais existentes incluem o método 1623 nos EUA e o
protocolo de operacdo padrdo (SOP) de 1999 no Reino Unido. Em contraste a estes
métodos, que usam 0 procedimento de separacdo imunomagnética (IMS) e anticorpos
anti- Cryptosporidium spp. para capturar organismos alvo da amostra, no método ICR se
usa a técnica de flutuacéo, baseada na gravidade especifica dos oocistos. De acordo com
0 método usado, os percentuais de recuperacao variam de 1 a 100% (ICR), de 12— 93%

(1622 e 1623) e de 30 — 50% (SOP) (QUINTERO-BETANCOURT et d., 2002).



A ineficiéncia na recuperacdo de oocistos pela técnica de flutuacéo para a
purificagdo dos oocistos nas amostras levou a0 desenvolvimento da técnica de
separacdo imunomagnética, em que um forte campo magnético € aplicado para separar
seletivamente 0s oocistos capturados na amostra concentrada, e desta forma a
probabilidade de se ter problemas na identificacdo € reduzida desde que menos
particulas sdo transferidas para a lamina (CAREY et al., 2004). McCuin et al. (2001)
relataram uma ata eficiéncia na recuperagdo de oocistos de Cryptosporidium spp. e
demonstraram que a técnica IMS pode favorecer a deteccéo de um baixo nimero de
oocistos nas amostras ambientais.

Técnicas dternativas usadas para concentragdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. do ambiente aguético também resultam em diferentes percentuais
de recuperacdo do parasito, podendo ser mediante uso de membrana de filtracdo
(ONGERTH & STIBBS, 1987) com 5 — 25%; o método de floculagdo com carbonato de
cécio (VESEY et a., 1993) com 69%; método de dissolucdo da membrana (ALDOM &
CHAGLA, 1995; MCCUIN et d., 2001) com 50%; sistema de filtro de espuma
comprimida (SARTORY et a., 1998, RSHTON et a., 2000) com 19 — 73%;
centrifugacdo com fluxo continuo (SWALLES & WRIGHT, 2000) com 13 — 15% e

pelo fluxo continuo de tamanho seletivo (ODA et al., 2000) com 0 — 85%.

3.5 REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE NA DETECCAO DE OOCISTOS DE
Cryptosporidium spp. spp.

Na pesquisa ou diagnostico de Cryptosporidium spp. va&ios métodos
moleculares vém sendo desenvolvidos para a deteccdo dos oocistos com o objetivo de
enfrentar as dificuldades obtidas pel os métodos convencionais (JOHNSON et al., 1995;

ROCHELLE et a.,1997;, SMITH, 1998; SOUZA et d., 2003). A reacdo em cadeia de
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polimerase (PCR) vem se destacando por ser uma técnica bastante segura, uma vez que
detecta sequiéncias especificas de DNA do parasito (JOHNSON et a. 1995, LABERGE
et a., 1996b; KAUCNER & STINEAR, 1998; MONIS & SAINT, 2000; FENG et d.,
2001).

Dentre as vantagens da PCR para a detecgdo de Cryptosporidium spp. em
amostras clinicas e ambientais, pode-se citar a prevista sensibilidade da técnica, ja que
algumas publicactes tém mostrado a deteccdo de menos que 10 oocistos por andlise
(LENG et d., 1995; MORGAM & THOMPSON, 1998), a habilidade para se analisar
um grande numero de amostras de uma vez, a especificidade além da rapida
interpretacéo (WIDMER et al., 2002). Fontaine & Guillot (2002) comentam ainda que
métodos de deteccdo microscopica, a exemplo da andlise de imunofluorescéncia, séo
limitados devido a dificuldade na deteccéo de oocistos e por ndo serem especificos para
espécies patdgenas de humanos.

Sobre a especificidade da PCR, esta técnica amplifica um segmento
especifico do DNA de Cryptosporidium spp. garantindo a deteccdo exclusiva desse
protozo&rio como a exemplo do uso de iniciadores (primers) de sequéncias que
amplificam o gene COWP, o qua codifica uma proteina da parede do oocisto de
Cryptosporidium parvum, e o gene 18S ribossomal de Cryptosporidium spp., aém de
ser capaz de diferenciar todos os gendtipos de Cryptosporidium spp. (SPANO et al.,
1997; XIAO et a., 1999; KATO et d., 2002; FOUNTAIN & GUILLOT, 2003).

A utilizacdo de métodos adequados para a extragdo do DNA dos oocistos de
Cryptosporidium spp. presentes em amostras e a amplificago deste através de PCR tem
apresentado resultados significativos na sua genotipagem. O estudo dos genétipos de
isolados de Cryptosporidium spp. contribui para a elucidacdo da epidemiologia da

criptosporidiose (HADJUSEK et al., 2004).
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Porém em muitos casos, as vantagens da PCR normamente estéo
acompanhadas de certas restri¢des, principalmente em relacdo a presenca de inibidores
da reacéo ou devido a dificuldade de extracdo de seu DNA de Cryptosporidium spp.
(SLUTER et al., 1997; SCHEU et al., 1998). Desta forma o desempenho da
metodologia pode ser influenciado pela origem da amostra, variagéo individua entre
amostras fecais e conservacao das amostras (JOHNSON et d., 1995; LENG et al., 1995;
DA SILVA et d., 1999; PATEL et a.,1999; BIALEK et d., 2002).

No que se refere as particularidades de Cryptosporidium spp. spp., comentam-se
sobre a dificuldade na extracdo do DNA devido principalmente a resisténcia da parede
do oocisto a ruptura mecanica, dificultando a liberacdo do seu contelido interno
(HARRIS & PETRY, 1999; REDUKER et d., 1985).

Inimeros trabalhos vém sendo realizados com o intuito de melhorar a
eficiéncia da técnica de PCR, tentando remover ou reduzir a presenca de inibidores de
reacdo, aperfeicoar os protocolos de extracéo e de amplificacdo (incluindo a avaliacdo
de novos primers), prevenir ou digerir contaminantes, dentre outros JOHNSON et
al.,1995; GOBET et a., 1997; SINGH, 1997; ZHU et d.,1998, WIDMER et al., 1999;
WU et al., 1999; BLEARS et al., 2000; HIGGINS, 2001).

Quanto as técnicas de amplificacdo, dém da PCR simples, a PCR multiplex
e a nested-PCR vém demonstrando resultados bastante satisfatérios nas pesquisas de
oocistos de Cryptosporidium spp. (MAYER & PALMER, 1996; ROCHELE et a.,
1997, MONIS & SAINT, 2000). Na PCR multiplex se utiliza mais de um par de primer
na deteccdo simultanea de organismos diferentes em uma amostra com apenas uma
Unica reagdo de PCR (ROCHELE et al., 1997; PATEL et a., 1999; ORLANDI &
LAMPEL, 2000). A nested-PCR, gue envolve um segundo processo de amplificacéo

usando primers homologos a seqliéncias internas de um segmento ja amplificado, tem
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sido aplicada para aumentar a especificidade e sensibilidade (BALATBAT et al., 1996;
MAYER & PALMER, 1996). Este procedimento € especialmente Util quando se precisa
detectar um pegueno numero do organismo alvo numa microflora diversa como
amostras fecais e ambientais KOSTRZYNSKA et d., 1999; AMAR et a., 2004),
embora ndo sgja recomendada para uso em diagnéstico laboratorial devido ao grande
risco de contaminacao dos produtos da PCR (PERSING, 1993).

No Brasil, embora os estudos sobre Cryptosporidium spp. venham
aumentando, Almeida (2004) comenta que até 0 momento, poucos sdo aqueles que
avaliaram a técnica de PCR, ressaltando ainda que nestes estudos 0 processamento das
amostras de fezes sO foi possivel com a importacdo de kits especificos para a extragéo e
purificacdo de DNA, sendo inviavel o seu uso narotina. A falta de estudos anteriores de
padronizacdo da técnica de PCR adequadas as condic¢des laboratoriais no Brasil tornou
esse trabalho pioneiro no assunto de deteccdo de oocistos de Cryptosporidium spp. sem

a utilizacdo de kits importados, apresentando resultados satisfatérios.
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5 TRABALHOSCIENTIFICOS

5.1 TRABALHO CIENTIFICO I: EFEITO DA ELIMINACAO DE RESIDUOS NA
RECUPERACAO DE OOCISTOS DE Cryptosporidium spp. EM AMOSTRAS
FECAIS UTILIZANDO A TECNICA DE FLUTUACAO COM CLORETO DE

SODIO SATURADO?

5.1.1 Resumo

A criptosporidiose € uma parasitose emergente de grarde interesse para a
salide publica. Métodos para pesqguisa de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras
fecais e ambientais tém sido mundialmente avaliados. Este trabalho teve como objetivo
avaiar o efeito da eliminacéo de residuos através da técnica de centrifugo- flutuacéo
com solucdo saturada de cloreto de sddio no percentual de recuperacdo de oocistos.
Utilizouse 0 método de Kinyoun para a identificagdo de oocistos de Cryptosporidium
spp. previamente concentrados e purificados foram identificados pelo método de
coloragdo. AplGs a purificacBo os oocistos foram pesquisados no sobrenadante e
sedimento finais, de forma que foram considerados como oocistos recuperados e
perdidos, respectivamente. A purificacdo garantiu um material mais limpo, com poucos
residuos e de facil leitura, recuperando-se no sobrenadante um percentual que variou de
39,0% a 98,4%, enquanto o percentual de oocistos perdidos junto a0 sedimento variou
de 0,76% a 3,1%. Conclui-se que a técnica de purificagdo a partir de um numero
elevado de oocistos influencia os percentuais de recuperacéo, resultando em ampla
variagdo, sendo os oocistos purificados essencialmente livres de residuos.

Palavras-chave: Cryptosporidium spp., purificacdo, flutuacdo, cloreto de sddio

2 Trabalho encaminhado paraa Revista“Arquivos do I nstituto Biol 6gico”
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5.1.2 Abstract

Cryptosporidiosis is an emergent disease of major interest in public
health The methods of Cryptosporidium spp. oocysts detection in fecal and
environmental samples have been estimated world-wide. This work intended to evaluate
the influence of the purification technique in the oocyst recovery rate and elimination of
sample residues through a centrifugal-flotation technique using saturated sodium
chloride solution. Cryptosporidium spp. oocysts previously concentrated and purified
were identified by the Kinyoun staining method. After the purification, the supernatants
and final sediments were examined for oocysts presence, being classified as recovered
and lost oocysts, respectively. Using the purification technique verified a cleaner
resulting material with fewer residues The recovery rate in the supernatant ranged from
39,0% to 98.4%, whereas the lost oocyst rate in the sediment varied form 0,76% to
3.1%. In conclusion, the purification technique from a high number of oocysts
influences the recovery rate, resulting in a wide variation, with the purified oocysts
essentially free of residues.

Key words: Cryptosporidium spp., purification, flotation, sodium chloride

5.1.3 Introducéo

A criptosporidiose, doenca causada pelo protozoario do género
Cryptosporidium spp., vem se tornando, nos Ultimos anos, uma importante parasitose
emergente para a salde publica (MARKELL et al., 2003). Diversos surtos tém sido
descritos, geralmente associados a ingestédo de &gua e alimentos contaminados ou
devido ao contato direto com animais (DENG & CLIVER,1999). Contudo, acredita-se

gue a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. em &gua e adimentos sgja
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subestimada. A dificuldade de detectar os oocistos de Cryptosporidium spp. esta
relacionada a0 seu pequeno tamanho e peso molecular, quantidade de oocistos, aém da
presenca de detritos, sugerindo a necessidade de cuidados especiais durante o
processamento laboratorial, para a garantia de um diagnéstico seguro (O’ DONOGHUE,
1995; IRWIN, 2002). Aliado a isso, o limite de deteccdo dos métodos de identificagdo

de oocistos é variavel (TAYLOR & WEBSTER, 1998).

V&ios métodos de deteccdo tém sido relatados para a pesguisa de
Cryptosporidium spp. associando etapas de concentracéo e de identificacdo do parasito
nos diversos tipos de amostras, sgjam fecais ou ambientais, mas apresentando seus
aspectos positivos e negativos, ndo existindo ainda um método universalmente aceito
(SMITH, 1998). Desta forma, varias técnicas de concentracdo tém sido utilizadas
através da centrifugo- flutuacdo com a utilizac8o de solucfes saturadas de sacarose, sal
ou sulfato de zinco, ou pela centrifugo-sedimentacdo, utilizando-se o formol-éter
(SMITH,1998; DENG & CLIVER, 1999), aém de técnicas modernas, como a
separacdo imunomagnética (IMS) (MULLER, 1999; SOUZA, 2003).

Quanto a recuperacdo dos oocistos mediante o0 uso de solucles saturadas,
Nieminski et al. (1995), LeChevallier et al. (1995) e Lima (2001) verificaram que a
eficiéncia da técnica de recuperacéo de oocistos depende de varios fatores, dentre eles: a
natureza da amostra, a idade, “viabilidade’ e caracteristicas da parede dos oocistos, e
substéancia quimica utilizada, considerando suas propriedades fisico-quimicas.

Vale ressdtar, ainda, os cuidados com a metodologia durante a manipulacéo
das amostras e procedimento durante a andlise na avaiacdo de métodos de pesquisa,

guando se busca seguranca na recuperacdo de oocistos, praticidade e economia.

77



Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da eliminacdo de residuos
da amostra através da técnica de flutuagdo com solugdo saturada de cloreto de sodio no

percentual de recuperacédo de oocistos de Cryptosporidium spp..

5.1.4 Material e M étodos

5.1.4.1 Oocistos de Cryptosporidium spp.

Ooacistos de Cryptosporidium spp. foram obtidos a partir de uma solucéo
fecal constituida de um pool de amostras fecais de pacientes humanos naturalmente
infectados, proveniente do Laboratério Central de Pernambuco (LACEN-PE), e

conservada em formalina a 10% sob refrigeracdo por trés meses.

5.1.4.2 Concentracao e quantificagdo dos oocistos na amostra fecal

Para a concentracdo dos oocistos nas amostras fecais (2 ml), utilizou-se o
méodo de formol-éer (BRASIL, 1996), e nove repeticbes foram realizadas. O
sedimento fina foi conservado com formalina a 10% (1:1), do qual duas aiquotas de
5m foram usadas para confeccéo de esfregaco em lamina.

Para a identificagdo dos oocistos, utilizou-se 0 méodo de coloragéo Kinyoun
(BRASIL, 1996). A leitura das amostras foi redizada através de microscopio Optico
com objetiva de imerséo (40X) percorrendo todo o campo (OLIVEIRA & GERMANO,
1992) e observando as caracteristicas dos oocistos referente a forma, cor e estruturas

internas (LIMA, 2001). Para o calculo do nimero médio de oocistos por ml da amostra

78



(X) utilizou-se a formula recomendada por Cantusio Neto & Franco (2004), conforme

descrito abaixo:

N° médio de oocistos  _Volumetotal do sedimento (rr)
Volume do sedimento analisado (i) Volume da amostra (1)

5.1.4.3 Purificacdo dos oocistos

O procedimento de purificacdo dos oocistos das nove amostras fecais,
apresentando um numero conhecido de oocistos foi realizado conforme Figura 1. As
preparactes (ImL) foram suspernsas em solucdo de eluicdo (dodecil sulfato de sodio
0,1%; Tween 80 0,1%; tamp&o de salina-fosfato; pH 7,4) na proporcéo de 1:20 (20 ml)
por um periodo de 30 minutos E em seguida foram submetidas a flutuagéo com 30 mL
de solucdo salina saturada (1,2g.ml™) com auxilio de cateter (16 G) e seringa (60 ml),
aplicando cuidadosamente a solugdo sob a amostra. A mistura (50 ml) foi centrifugada
sem prévia homogeneizagdo a 605 xg por 10 minutos, acelerando e desacelerando
gradativamente. Apds a centrifugacdo, as fases (25 ml) sobrenadante, juntamente com a
interface, e 0 sedimento foram separadas, para posterior lavagens com solugdo de
eluicdo na mesma quantidade e agua (10 ml). O contetdo final foi conservado em
formol a 10% (1:1), e do volume final (1 ml) do sobrenadante e sedimento foram

analisados5 m quanto ao nimero de oocistos conforme metodol ogias supracitadas.

79



rSolug:zn:u de eluigdo Fqua

brenidaites b eeremnEmEES e Formal 10%_
w 1 ]
- = — :
_____
| 1 |
*I E'b [* Centrifugagio I:# |:§ — EJ} Centrifugagao q
| iR i T "
[ — —— ! iy 'I .‘. ,
| s [ ' " Solugho de eluigdo / %
=) = B} comifusacic T Sedimento ‘:’ r_"'_a__ Farmel 10%
oo} 1
;'__Z;ﬂ - — | . == - :
b, LW ‘_-' [ ] - J | — = -
Amastra | E* | | E* i E* l lj | l:* Centrifugagda I:# .

+ ! |
Solugdn de eluigdn o

L+ =25

Figura 1. Desenho esguemdtico das etapas da purificacdo de oocistos de

Cryptosporidium spp. por flutuacdo com andlise do sobrenadante e sedimento.
5.1.4.4 Eficiéncia da purificacdo de oocistos

A eficiénciada purificacdo foi avaliada pelo nimero de oocistos recuperados
no sobrenadante e pela avaliacdo visual da eliminacdo dos residuos na amostra. Os
oocistos recuperados no sedimento foram considerados como perdas. Desta forma
determinouse o percentual de recuperacdo (R) associando 0s nimeros iniciais (1) e
finais (F) de oocistos obtidos previamente e ap0s 0 processo de purificacdo através da
seguinte formula

R= __F_x100
|

5.1.45 Andlise de dados

Para avaliar o efeito da purificagdo no nimero de oocistos recuperados, os
dados transformados (Log) foram analisados através do teste “t” de Student para
observacdes pareadas ao nivel de 5% de significancia, pelo programa “STATISTIC

FOR WINDOWS’ 5.0 software.
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5.1.5 Resultados e discussao

Apobs o processo de purificacdo com a solugdo saturada de cloreto de sodio,
observou-se que o materia purificado ficou mais limpo, com poucos residuos e de fécil
leitura, sendo mais eficiente que a técnica de formol-éer quanto a eliminacdo de
residuos na amostra, facilitando assim a deteccéo e/ou identificaco de oocistos.

Estes resultados s&o semel hantes aos verificados por Huber et a. (2003), que
comparando as técnicas de sedimentacdo pelo formol-éter e de centrifugo- flutuacéo
utilizando solucdo saturada de aglicar observaram que a técnica de centrifugo- flutuacdo
modificada foi mais eficiente para o diagndstico de oocistos de Cryptosporidium spp.
em amostras fecais de bovinos jovens, assm como aos obtidos por Garcia et a. (1983),
que relataram maior eficiéncia para a centrifugo-flutuagdo, porém com base no
percentual de recuperacdo de oocistos de Cryptosporidium spp.. Por outro lado, Mtambo
et a. (1992) apontaram que a técnica de sedimentacdo com formol-éter, foi mais
eficiente que a flutuacdo com sacarose e ZnSO4 em amostras fecals de gatos

Quanto ao nimero de oocistos recuperados através da técnica de centrifugo-
flutuacdo, os resultados foram satisfatorios, uma vez que em todas as amostras 0
numero de oocistos recuperados no sobrenadante ndo diferiu estatisticamente (p < 0,05)
do nimero inicial, com excecdo da amostra |, porém se verificou uma variagdo nos
percentuais de recuperacdo entre 39% e 98,5% (Tabela 1).

Variagbes nos percentuais de recuperagéo de oocistos de Cryptosporidium
spp. sGo observadas em estudos com amostras fecais e ambientais devido a varios
fatores, s§jam inerentes a amostra, a0 parasito, procedimento de concentracdo ou
purificacdo do oocisto, além da substancia quimica utilizada (NIEMINSKI et al., 1995;

LeCHEVALLIER et a., 1995; KUCZYNSKA & SHELTON, 1999; LIMA, 2001).
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Tabela 1. Médias e desvio padrédo do numero inicial de oocistos de Cryptosporidium

spp. e recuperados no sobrenadante e sedimento, apos a técnica de purificagdo

NUmero de oocistos x 10°/mL (Média + dp)*
(percentual de oocistos recuperados)

1 141 + 36,7 1mi?io§1’8a 4'5(5 8’78
2 143+ 2,8° 11((’7%;1'16‘ 2'5(1—”70)’78
3 1125+ 35" 8?727;’)(’& 2 é’%oB
4 1325+ 37,4 130&354‘)‘0’33 4 é’g,)oB
> 131 + 155* 95( ;;2'154;,13 1(5 %JB
6 1055+ 6,3 53?53 71)1'361 1(5&‘)38
! 1375+ 34,6 93&25035,33 1,5( : Cg,?B
8 115+ 183" 10(% : 81),4a 3 : ’g,)OB
9 985+ 9,1 38(2 ;04)1,9’° 1,?55%73

Na horizontal letras mailsculas e mindsculas iguais ndo diferem (p < 0,05).
*n=2
Lima (2001) avaliando a recuperacéo de oocistos de Cryptosporidium spp.
em amostras de &gua e leite mediante 0 uso de solugdes saturadas observou que a
natureza da amostra influenciou o percentual de recuperacéo, verificando o melhor
resultado nas amostras de leite. Apesar deste estudo ter sido delineado para amostras
fecais, foram observadas variacbes nos percentuais de recuperacdo, sugerindo que
fatores intrinsecos da prépria amostra cortribuem para a variagdo, considerando que 0s

oocistos usados no presente trabalho ndo foram provenientes de um Unico individuo.

82



Estudos tém demonstrado que substancias utilizadas para a concentracéo de
oocistos com densidades entre 1.050 e 1.300, através de gradientes de densidades
continuos ou descontinuos, sdo empregadas com a finalidade de flutuacdo, resultando
em perdas insignificantes de oocistos viaveis ou ndo (MEDEMA et al., 1998; DENG &

CLIVER, 2000; KUCZYNSKA & SHELTON, 1999).

A utilizagBo da solucdo saturada de NaCl (,2 g.ml™) contribuiu para a
flutuagcdo dos oocistos, poisaém da elevada densidade, o efeito da solugdo também esti
relacionado com a habilidade de cétions monovalentes em dispersar particulas
permitindo a separacdo entre os oocistos e os residuos (KUCZYNSKA & SHELTON,
1999). Lima (2001) avaliando a concentracéo de oocistos de Cryptosporidium spp. em
amostras de agua por diferentes substancias quimicas, verificou melhores resultados

com o cloreto de sodio.

E importante salientar que o uso de solucdes detergentes como tween 20,
tween 80 e dodecil sulfato de sodio reduzem agregaces e mantém os oocistos livres
(SMITH & ROSE, 1990), de forma a otimizar o processo de purificagdo. Assim como
os cuidados durante o procedimento da metodologia, como a forma de adicionar a
substancia de concentracdo, a decisdo de homogeneizar a amostra junto com as
substancias, ou ainda a escolha do tipo de recipiente para a inoculacdo das amostras
devem ser relevantes nos estudos com Cryptosporidium spp. (McNABB et al., 1985;
ARROWOOD & STERLING, 1987; YOUNG & KOMISAR, 2005). Nesse trabalho, a
forma pela qual a solucédo saturada foi adicionada cuidadosamente sob a amostra, e sem
homogeneizac&o, ndo provocando distarbios entre a solucéo e a amostra, provavelmente
facilitou ainda mais a flutuagdo dos oocistos, assim como a utilizagdo de tubos conicos

plasticos, que diminuem a aderéncia dos 00ci stos aos reci pientes.
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Quanto as perdas de oocistos, verificou-se que os percentuais de recuperacéo
nos sedimentos nd complementaram 0s percentuais de oocistos recuperados nos
sobrenadantes para 100%, com excecdo da amostra D (Tabela 1), de forma que apds o
procedimento de purificagdo muitos oocistos ndo foram encontrados.

Nieminski et al. (1995), avaliando influéncias da purificagdo na recuperagéo
dos oocistos em amostras de agua verificaram que quando a etapa de flutuacéo foi
empregada houve reducdo de mais de 50% do numero de oocistos recuperados, e
sugeriram que quanto menor 0 nuimero de etapas no procedimento, menor a
probabilidade de perdas de oocistos.

Vae ressdtar que no presente trabalho ndo foram utilizados diferentes
gradientes de densidade. Contudoa presenca de oocistos em camadas intermediarias da
solugdo no momento da purificagdo foi verificada por Arrowood & Sterling (1987),
porém usando gradientes descontinuos.

Dentre outras causas de perdas dos oocistos em amostras submetidas a
flutuacdo, a densidade dos oocistos desempenha um papel relevante. Alguns fatores
como a idade e a “viabilidade” dos oocistos, podem estar relacionados com a
capacidade de aderéncia do oocisto, e consequentemente influenciar a sua densidade, o
gue mostra a importancia de atentar-se para o tempo que 0s oocistos ficam em contato
com as particulas na amostra (SMITH et a., 1989; SMITH & ROSE, 1990;
KUCZYNSKA & SHELTON, 1999, YOUNG & KOMISAR, 2005). H& divergéncias
guanto ao efeito da “viabilidade’, pois conforme LeChevallier et al. (1995) oocistos ndo
viaveis sdo melhor recuperados por flutuagdo, porém Bukhari & Smith (1995)
comentam que esses oocistos tém mais facilidade de adesio a residuos e
consequentemente apresentam densidade mais elevada, tendo menos chances de serem

recuperados por técnicas de flutuacao.



Desta forma pode-se pressupor que a purificagdo através da técnica de
flutuagcdo tera melhor eficiéncia na recuperagdo de oocistos quando empregada em
estudos com amostras frescas, e isso pode ser uma realidade para estudos com amostras
fecais, enquanto para amostras ambientais, 0 uso desta técnica poderd comprometer os
resultados, pois uma vez presentes no ambiente, 0s 00cistos sdo capazes de sobreviver
por longos periodos suportando ampla variagdo de temperatura, e desta forma a sua
idade serd4 bastante varidvel. A técnica de separacdo imunomagnética pode ser
promissora, considerando que o comprometimento da densidade do oocisto, ndo
influencia na sua eficacia, além de que o magnetismo envolvido no procedimento

facilita o isolamento do oocisto (CAREY et al., 2004).

5.1.6 Concluséo

A técnica de purificacdo a partir de um nuimero elevado de oocistos

influencia os percentuais de recuperacdo, resultando em ampla variagcdo, sendo 0s

oocistos purificados essencialmente livres de residuos.
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5.2 TRABALHO CIENTIFICO II: PESQUISA DE OOCISTOS DE Cryptosporidium

spp. EM AGUAS SUPERFICIAIS NA REGIAO METROPOLITANA DE RECIFE/PE.

5.2.1 Resumo

Cryptosporidium spp. € um parasito emergente que acomete o homem e
animais, sendo os pacientes imunocomprometidos mais gravemente afetados pela
doenca diarréica. O parasito € transmitido pela rota fecal-oral e apresenta grande
disseminagéo e resisténcia ambiental. A associagdo de casos da doenga na populagéo
humana com a presenca de Cryptosporidium spp. em &guas de consumo ou de recreagdo
tem motivado a pesquisa do parasito no ambiente aguatico. Esse trabalho objetivou a
obtencdo de dados de ocorréncia de Cryptosporidium spp. em &guas superficiais da
Regido Metropolitana de Recife utilizando as técnicas de coloracdo histoguimica e
imunoldgica. Oocistos foram pesquisados em mananciais € no sistema de tratamento
(2gua bruta e tratada) através da filtragdo das amostras em membrana (47mm de
didmetrom e 3um de porosidade nominal) sob pressdo negativa, sendo identificados
pelos métodos de coloragdo Kinyoun e imunofluorescéncia direta (IFD) associada a0
4’6’ -diamidino-2-phenylindole (DAPI), analisando-se amostras durante 12 meses, nos
periodos seco (Setembro a Fevereiro) e chuvoso (Marco a Agosto). A qualidade da &gua
foi avaliada através dos parametros microbiol dgicos (coliformes totais e fecais) e fisico-
guimicos (turbidez e pH). Na agua tratada ndo se verificou ocorréncia de
Cryptosporidium spp., enquanto nas amostras de &gua bruta foram encontradas
estruturas alcool-acido resistentes semel hantes aos oocistos de Cryptosporidium spp. em
100% (5/05) dos locais e em 40% (24/60) das amostras analisadas pelo método

Kinyoun, sendo a presenca b parasito confirmada pela técnica IFD/DAPI em 40%
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(02/05) dos locais e em 5% (03/60) das amostras, com 0 nimero variando de 16 a 40
oocistog/l, e verificando sua ocorréncia no periodo seco e chuvoso. Todas as amostras
encontraram-se dentro dos limites microbiol gicos e fisico-quimicos padroes, exceto no
parémetro turbidez. Conclui-se que oocistos de Cryptosporidium spp. ocorrem em aguas
de rio na Regido Metropolitana de Recife, sendo este o primeiro relato de
Cryptosporidium spp. em mananciais de Pernambuco e do Nordeste. A técnica
IFD/DAPI permite uma melhor identificacdo de oocistos de Cryptosporidium spp. em
amostras de agua, no entanto acoloracdo histoguimica demonstrou ser Util como uma

técnica de triagem.

Palavras-chave: Cryptosporidium spp., agua bruta, é&gua tratada, Kinyoun,

Imunofluorescéncia, DAPI

5.2.2 Abstract

Cryptosporidium spp. is an emergent pathogen that affects man and animals,
with immunocompromised individuals being more seriously affected by the disease.
The parasite is transmitted by fecal route and presents great environmental
dissemination and resistance. Involvement of this parasite in human disease and the
presence of Cryptosporidium spp. in either recreational or consumption water has
motivated the research of the parasite in the aguatic environment. This work aimed to
assess the occurrence of the parasite in superficial waters of the Metropolitan Region of
Recife using histochemical and immunologic techniques. Oocysts of Cryptosporidium
Spp. were assesxd inriver waters and water treatment systems (treated and raw water)

through filtration of the samples in a membrane (diameter of 47mm, nominal porosity of
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3um) under negative pressure, and aso by the Kinyoun staining method, direct
immunofluorescence (FD) and 4'6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI) methods. The
samples were analyzed during 12 months, during drought (September to February) and
raining (March to August) seasons. The water quality was evaluated using both
microbiological (total and fecal coliform counts) and physicochemical (turbidity and
pH) parameters. The oocysts were not found in treated water, but in raw water samples
acid fagt structures like Cryptosporidium spp. oocysts were detected in 100% (05/05) of
the locations investigated and in 40% (24/60) of the analyzed samples when using the
Kinyoun identification technique, being the presence of the parasite confirmed by
IFA/DAPI technigue in 40% (02/05) of the locations investigated and in 5% (03/60) of
the samples tested, with the number varying from 16 oocysts/l to 40/, in dry and raining
seasors. All the samples were found within the microbiological and physicochemical
standards limits except in the turbidity parameter. In conclusion, Cryptosporidium spp.
oocysts occur in river waters of the Metropolitan Region of Recife. This is the first
report of Cryptosporidium spp. in surface water in the state of Pernambuco and in the
Northeast of Brazil. The IFD/DAPI technique was shown to be the best performance in
the identification of Cryptosporidium spp oocysts in water samples. Therefore,

histochemical staining technique demonstrated to be useful as a screening method.

Key word: Cryptosporidium spp., raw water, treated water, Kinyoun,

Immunofluorescence, DAPI
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5.2.3 Introducéo

Diante do cendrio das doencas provocadas por protozodrio que tém
veiculagdo hidrica no Brasil, a criptosporidiose vem se destacando. Das espécies
conhecidas Cryptosporidium parvum e C hominis (antes reconhecida como gendtipo 1
de C. parvum) sdo mais frequentemente associadas a infeccdo no homem, embora haja
relatos em casos humanos do envolvimento de C. muris, C. meleagridis, C. canis, C.
felis, gendtipos cervine e pig (XIAO et a, 2004). Esse parasita produz oocistos que
apresentam resisténcia ambiental e, desta forma, podem ser veiculados por agua e
alimentos contaminados atingindo um grande contingente da populagdo (MacKENZIE
et a., 1994; SMITH & ROSE, 1998; SMITH, 1998; CAREY et a., 2004). Os oocistos
podem reter a sua infectividade por varios meses no ambiente, principalmente quando
associado a materia fecal (YANG et al., 1996), ou naagua (MEDEMA et al., 1998).

A contaminacdo do ambiente aquatico por parasitas intestinais pode ocorrer
de vérias formas, mas principamente pela deficiéncia de infra-estrutura dos servicos de
esgotamento sanité&rio e do tratamento das &guas residuais de esgoto, presenca do
homem e animais infectados res margens dos rios e lagos, ou nas redondezas de pocos.
Ainda pode se verificar 0 aumento do grau de contaminacdo pela concentracéo de
matéria organica na época de chuvas escassas e pelas chuvas intensas ocasionando
erosdo e lixiviagdo dos solos contaminados. Na &gua tratada a presenca desses parasitos
pode ser devido a contaminagdes cruzadas ou devido a facilidade que os oocistos tém
em ultrapassar os filtros usados em tratamentos convencionais (LeCHEVALLIER et al.,
1991b; SMITH, 1998).

A presenca de material fecal no solo e conseqlientemente nos corpos de

&gua, tem resultado freqlentemente na associagdo da contaminagdo aquética pelo
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Cryptosporidium spp. com animais, dentre os quais o gado bovino tem se destacado
devido & elevada freqiiéncia de infeccdo e grande eliminacdo de oocistos (10%/g) nas
fezes, de forma que quaisquer atividades com estes animais como ranchos, pastos e
fazendas tém sido reconhecidas como significantes fontes de contaminagdo do ambiente
aquatico (SCOTT et d., 1994, GRACZYK et al., 1997; ATWILL et a., 1998). A
associacdo epidemioldgica da contaminagdo de aguas superficiais com oocistos de
Cryptosporidium spp. através de esterco, a partir dos estudos de fatores ambientais e
geogréficos, revelou a efetiva participacdo do gado bovino na veiculacdo do parasito
(GRACZYK et d., 2000).

Héa vérios relatos de ocorréncia de Cryptosporidium spp. no ambiente
aquético no nundo, sendo identificados no Jap&o, Reino Unido, Alemanha, Austrdlia,
Canad4, Estados Unidos, Espanha, Costa Rica e Brasil (SMITH, 1998; LUNA et al.,
2002), sgja em aguas superficiais bruta ou tratada (LeCHEVALLIER et a, 1991a;
LeCHEVALLIER et a, 1991b; TSUSHIMA et a. 2003; MULLER, 1999; LUNA et al.,
2002), &guas minerais engarrafadas (FRANCO & CANTUSIO NETO, 2002), em pocos
(GAMBA et al., 2000), esgotos tratados ou ndo (MADORE et al., 1987; SMITH, 1998;
FARIAS et a., 2002), lodo ativado (SANTOS et al., 2004) ou no mar (FAYER et al.,
2004).

No Brasil, apesar da preocupacdo com a presenca do parasito em &gua de
consumo humano, retratada pela portaria 1469/MS (BRASIL, 2000), revogada pela
portaria 518/MS (BRASIL, 2004), dados referentes a pesquisa de Cryptospporidium
spp. em &guas de fontes diversas (tratada ou bruta) tém sido relatados nos Estados de
Séo Paulo e de Minas Gerais (MULLER, 1999; GAMBA et a., 2000; FRANCO et al.

(2001); FRANCO & CANTUSIO NETO, 2002; FERREIRA et al., 2004).

94



Grandes esforcos tém sido feitos para 0 desenvolvimento e aprimoramento
de métodos de deteccdo e desinfeccdo mais eficazes e/ou remogédo de Cryptosporidium
Spp. em estacdes de tratamento de dgua assim como 0 monitoramento deste patdgeno
nas fontes de &gua MYODA & HUANG, 2001). A identificagdo dos oocistos de
Cryptosporidium spp. pode ser realizada por diferentes métodos, e isso associado a
complexidade das técnicas tém resultado em assunto polémico entre os estudiosos, de
forma que o uso de apenas um método pode ndo ser suficiente para confirmar a sua
presenca na amostra e desta forma resultar na necessidade de outros métodos
confirmatérios (WIDMER et a., 1998). Vale sdientar que 0s oocistos presentes nas
amostras de agua estdo sujeitos a uma variedade de condi¢Oes ambientais que podem
afetar a habilidade dos corantes na coloragdo dos oocistos (SMITH et al., 1989).

A imunofluorescéncia direta tem sido o método mais usado mundialmente
para a pesquisa de Cryptosporidium spp. em amostras de dgua como, por exemplo, pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 2001), porém estudos tém
sido realizados com a técnica histoguimica, demonstrando elevados percentuais de
ocorréncia do parasito (LUNA et a., 2002) e semelhantes aos obtidos pela técnica de
PCR (ALI et al., 2004).

O corante vital 4'6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ¢é fluorogénico,
possibilitando o seu uso simultdneo ao ensaio de imunofluorescéncia e por técnicas
microscopicas, e desta forma aumenta a precisdo na identificacdo deste parasito,
permitindo a visualizagcdo do oocisto e dos nucleos dos esporozoitos, de forma rgpida e
menos laboriosa, e isso é de extrema importancia quando 0s 00cistos ocorrem em pouco
nimero nas amostras ambientais (GRIMASON et d., 1994). Assim sendo, o DAPI tem
sido usado para confirmagdo de diagndstico, uma vez que o surgimento de organismos e

particulas de tamanho e cor semelhantemente ao oocisto, confunde o analista (FAYER
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et al., 2000), aém de que as pressdes ambientais podem tornar 0s oocistos atipicos com
alteracbes na forma e tamanho, e alteragdes fisicas como distor¢éo e contragcdo (SMITH,
1998).

Uma variedade de testes moleculares oferece aternativas aos diagnosticos
convencionais de oocistos de Cryptosporidium spp., mas apesar da rapidez, ata
sensibilidade e precisdo, apresentam algumas limitacOes, devido aos resultados falso-
positivos que podem ocorrer devido a presenca de microrganismos ndo Vidvels, as
contaminagdes laboratoriais e ambientais (FAYER et al., 2000).

A estacdo de tratamento d'agua (ETA) Presidente Castelo Branco é
responsavel pelo abastecimento de 36% da Regido Metropolitana de Recife, abrangendo
a cidade de Recife, S8 Lourenco da Mata, Camaragibe e Jaboatdo, e realiza um
tratamento convencional (mistura com carvao ativado e coagulagdo com sulfato de
aluminio, seguidos pela floculacdo, decantacdo, filtracdo em filtros de areia e
desinfeccdo com cloro) das aguas captadas de diferentes mananciais incluindo o Rio
Tapacurg, aém do Rio Capibaribe e 0 Rio Duas Unas com capacidade nominal de
tratamento de 4nt/s. Os maiores mananciais (Rio Tapacuré e seu afluente vérzea do
Una) existentes na bacia do Rio Tapacura exportam agua para a regido metropolitana do
Recife em mais de 25% da oferta (BRAGA, 2001).

Considerando que nessa bacia ocorrem as trés atividades potencialmente
poluidoras basicas. domésticas, industriais e agropastoris, e que a ETA recebe aguas de
diferentes mananciais, este estudo objetivou aanadlise da ocorréncia de oocistos de
Cryptosporidium spp. em &guas superficiais bruta destinadas ao tratamento
convencional e da agua apds 0 seu tratamento completo, no periodo de setembro de

2003 a agosto de 2004.
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5.2.4 Material e M éodos

Amostras de guas superficiais foram analisadas durante 12 meses, nos
periodos seco (Setembro a Fevereiro) e chuvoso (Marco a Agosto), sendo col etadas com
galdes na quantidade de cinco litros em pontos de captagdo existentes nos mananciais
(Rio Tapacurd, Rio Duas Unas, Rio Capibaribe em Tiuma, e Rio Capibaribe em
Castelo), e na entrada e saida do sistema de tratamento (&gua bruta e tratada,
respectivamente), totalizando cinco locais de coleta de agua bruta com 60 amostras e 12
amostras de &gua tratada coletadas na saida do sistema de tratamento.

As amostras foram filtradas sob pressdo negativa usando membranas de
ésteres de celulose (47mm de didmetro e 3nm de porosidade nominal). Para a
concentracdo dos oocistos foi usada a metodologia descrita em Aldom & Chagla (1995)
com modificagdo na etapa de dissolucdo da membrana em acetona, sendo utilizado a sua
eluicdo com solucéo contendo Dodecil Sulfato de Sodio (1%) e Tween 80 (1%) e
auxilio de uma espétula pléstica para raspagem da superficie da mambrana (Franco et
a., 2001). O volume resultante foi centrifugado (605 x g; 10 minutos), e posteriormente
sucessivas centrifugacOes foram realizadas com acool 95% e 70% ressuspendendo os
sedimentos. Duas diquotas de 5 il do sedimento final foram colocadas em |&minas e
para a pesquisa de Cryptosporidium spp. foi usado o método de coloragdo Kinyoun
(BRASIL, 1996), a imunofluorescéncia direta conforme recomendagdes do fabricante
do kit Merifluor Meridian Bioscience Diagnostics, Cincinnatti, Ohio) associado ao
corante 4’ 6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI-SigmaQ) conforme Smith et al. (2002).

Para a identificacdo dos oocistos, nas preparacbes com coloracdo de
Kinyoun sob leitura com microscopia Optica, consideraram-se as estruturas ovoides ou

esféricas de 46 nm de didmetro que apresentavam coloracdo vermelha e estruturas
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internas (LIMA et al., 2004). Nas preparacoes resultantes da andlise IFD/DAPI, sob
leitura em microscopio de epifluorescéncia com filtro para DAPI, consideraram-se as
estruturas com tamanho e formato compativels, na cor verde-macd, com ou sem sutura
exibindo fluorescéncia, e quando se observou de um a quatro nlcleos azuis-céu, bem
distintos, dentro de um Unico oocisto com coloracdo azul-clara ou intensa (USEPA,
2001).

O céculo do nimero médio de oocistos por litro (X) foi realizado de acordo

com a férmula descrita por Cantusio Neto & Franco (2004):

N° médio de oocistos % Volume total do sedimento (m)
Volume do sedimento analisado (i) Volume da amostra (1)

Para a redlizagdo do teste controle quanto a pesquisa de oocistos de
Cryptosporidium spp. spp., anostras de agua foram coletadas na entrada (agua bruta) e
saida (&gua tratada) do sistema de tratamento, sendo a agua destilada usada como
controle negativo e o0 ensaio realizado sob duas repetic¢des para cada tipo de amostra de
agua (bruta e tratada). Oocistos de Cryptosporidium spp. spp. foram gentilmente
cedidos pelo setor de parasitologia do Laboratério Central do Estado (LACEN- PE),
sendo purificados através da centrifugo- flutuacdo com solugdo saturada de NaCl (1,2 g
mi!) e conservados em formol a 10% sob refrigeracdo. O procedimento de
guantificacéo dos oocistos de Cryptosporidium spp. padréo baseouse em Lima et al.
(2004), e para inoculagéo das amostras controle seguiu-se o protocolo do método 1622
(USEPA, 2001), sendo as amostras de agua tratada e agua bruta inoculadas com um
nimero estimado de 1,5 x 10? oocistog/l.

A determinacdo da eficiéncia de recuperacéo (R) baseou-se no método 1622

(USEPA, 2001), considerando o nimero de oocistos presentes na amostra inoculada (1)
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e sem inoculacdo (S) e o numero de oocistos inoculados (O), através da seguinte
formula

R=_1-S x100

O

Para a avaliacdo da qualidade da &gua, as andlises bacterioldgicas de
coliformes totais e termotolerantes e as andlises fisico-quimicas (turbidez e pH) foram
realizadas conforme metodologia descrita no APHA (1998).

Dados de precipitacdo pluviométrica durante o estudo foram obtidos no

Laboratorio de Meteorol ogia de Pernambuco (I TEP/PE).

5.2.5 Resultados e Discussao

As amostras de &gua tratada ndo apresentaram positividade nas analises
parasitol6gicas, enquanto nas amostras de &gua bruta verificou-se positividade tanto
pelo método histoquimico quanto pelo método imunolégico. Desta forma, nas amostras
de agua bruta foram encontrados estruturas acool-&cido resistentes similares aos
oocistos de Cryptosporidium spp. em 100% (05/05) dos locais estudados, estando
presente em 40% (24/60) das amostras, sendo a presenca do parasito confirmada pela
técnica IFD/DAPI em 40% (02/05) dos locais e em 5% (03/60) das amostras (Tabela 1).

Isso vem dertar sobre a superestimacdo da presenca de oocistos de
Cryptosporidium spp. quando a coloragéo histoquimica é usada, embora sejam bastante
discutidos, entre os estudiosos no assunto, os fatores que podem influenciar o
desempenho da técnica de imunofluorescéncia. Considerando que o principio da técnica
depende da formacdo do complexo antigeno-anticorpo, comenta-se que a presenca de

residuos na amostra pode impedir a marcac&o fluorescente dos oocistos; e outros fatores

99



podem ser inerentes ao préprio oocisto de origem ambiental, uma vez que a formagédo
deste complexo depende da integridade do oocisto (VESEY et al., 1993; SMITH, 1998;
MY ODA & HUANG, 2001).

No presente estudo uma das amostras positivas para 0 parasito apresentou
turbidez elevada de 73,9 UNT (Tabela 1), valor acima do valor méximo recomendado
(Brasil, 2005), iso demonstra que a interferéncia na técnica de identificacdo pela
presenca de residuos como verificado por Myoda & Huang (2001), é relativa, e os
oocistos de Cryptosporidium spp. podem ser diagnosticados a partir de reacdes de
imunofluorescéncia em amostras que apresentam elevado nimero de residuos, assim
como se verifica em amostras de esgotos e de lodo ativado (MADORE et al., 1987,
SMITH, 1998; FARIAS et a., 2002; SANTOS et al., 2004). Isto sugere que, se 0 baixo
nimero de amostras positivas pela técnica imunoldgica foi devido a problemas no
desempenho da técnica, a influéncia pode ter sido resultante de outros fatores. Neste
estudo, por exemplo, durante o procedimento de concentragdo na amostra, 0S 00Cistos
tiveram forte exposicdo ao dcool, no entanto ndo existem dados que demonstrem a
influéncia do dcool na pesquisa de oocistos de Cryptopsoridium spp..

Por outro lado, avaliando a qualidade da &gua, todas as amostras de agua
bruta encontraramse dentro dos padrfes da classe || (BRASIL, 2005), no que refere aos
coliformes termotolerantes, apresentando valores variando de zero a 5,0 x 107 (padr&o:
1000/ 100ml méx.), e ao pH com valores entre 6,93 a 8,89 (padrdo: min. 6,0 e méx. 9,0),
no entanto quanto a turbidez, doze amostras apresentaram valores acima do méximo
permitido variando de 42,2 a 106 UNT (padrdo: 40 UNT max.), das quais onze néo
apresentaram positividade quando analisadas pelos métodos Kinyoun e IFD/DAPI. Na
Tabela 1 podem visualizados os dados das andlises microbioldgicas e fisico-quimicas

das anpstras de agua bruta que apresentaram positividade na andlise parasitol 6gica.
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Tabela 1. Resultados do nimero de estruturas acool-acido-resistentes coradas pelo
método Kinyoun e oocistos de Cryptosporidium spp. identificados pela técnica
IFD/DAPI, e das andlises fisico-quimicas e microbiol égicas das amostras de agua bruta

gue apresentaram positividade na andlise parasitol égica no periodo seco e chuvoso

NUmero de ,
Parametros " : C estruturas Numero
Fisico-Quimicos Parametros microbiol 6gicos 41cool-4cido Qe
Periodo Locd resistented| oocistos/|
; Coalif. Totais Caolif. Fecais 5
pH T(lm%az (NMP/200mI)  (NMP/100ml) %‘ﬁ;ﬁf IFD/DAPI

7.8 16,8 4,0x 10 0 76 -
9,0 8,2 2,0x 10t 2,0x 10t 80 -
| 818 123 4,0 x 10 4,0 x 10* 88 -
8,54 17 0 0 100 -
7,94 9,6 0 0 4 -
7,38 7.8 0 0 4 -
72 7,65 2,0x 10 2,0x 10t 8 -

797 739 2.3x 10° 2,3x 10° 84 16
seco Il 776 535 1,1x 107 8,0 x 10 84 ;
792 103 2.3x 10° 2,3x 10° 4 -
IV 815 2,84 1,1x 10° 8,0x 10t 24 -
7,55 4,8 0 0 16 -
V. 90 8,2 0 0 16 -
818 54,1 6,0 x 10 4,0 x 10* 20 -
835 24,1 4,0 x 10* 4,0 x 10* 12 -
7,9 13,8 9,0x 10" 0 550 -
8 12,5 9,0x 10 0 2100 -
802 595 40x 10t 2,0x 10t 2400 -

I 75 55 4,0 x 10* 2,0x 10t 1900 40
Chuvoso 748 3,46 9,0x 10 0 650 -

8,0 37 9,0x 10 0 600 40
I 837 246 2,0x 10! 0 10 -
825 249 4,0x 10t 0 40 -
IV 793 27,7 34x 10 0 40 -

I) captagdo do rio Tapacura Il) Captacdo do rio Duas Unas, I11) captagdo do rio Capibaribe em Tiima, 1V)

captacdo do rio Capibaribe em Castelo, V) entrada do sistema de tratamento. IFD (imunofluorescéncia direta).
DAPI (46 -Diamidino 2’ -phenylindole). (-) negativo.

Os resultados apresentados foram corroborados por aqueles obtidos nas

amostras controles, quando atécnica de Kinyoun permitiu um percentual de recuperacéo

de 68,31% tanto na agua bruta (67,7 UNT, pH = 7,2) quanto na é&gua tratada (0,7



unidades nefelométricas de turbidez (UNT), pH = 6,8), enquanto g0s o emprego do
método de imunofluorescéncia verificou-se uma diminuicdo do percentual de oocistos
recuperados, de 33,05% e de 22,03% na é&gua tratada e bruta, respectivamente. No
entanto, em relacdo a diferenca nos resultados entre os métodos, € importante lembrar
gque para o teste controle deste estudo, foram usadas amostras “in natura’, onde
diferentes organismos alcool-acido resistentes podem ser verificados.

Neste estudo, a possibilidade de ocorréncias de diferentes organismos acool-
acido resistentes no ambiente aquatico, e a fata de especificidade da técnica de
Kinyoun, dificultaram a realizacdo do diagndstico de Cryptosporidium spp. de origem
ambiental através dessatécnica. Ali et al. (2004) analisando a &gua de trés rios através
da técnica de Kinyoun, detectaram oocistos de Cryptosporidium spp. em 33%, 50% e
100% das amostras, no entanto todas as amostras que apresentaram positividade por
essa técnica também foram positivas quando analisadas pela técnicade PCR.. Luna et al.
(2002) obtiveram excelentes resultados apds o emprego da coloracdo histoquimica para
a pesquisa de Cryptosporidium spp. em amostras de agua bruta, verificando um
percentual de 85,7%, porém usando o método de Koster modificado, sendo esta a Unica
técnica usada para diagnosticar o parasito.

Neste estudo verificou-se a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp.
apenas no Rio Capibaribe em Tiima (16 oocistog/l) e no Rio Tapacura (40 oocistog/l),
no periodo seco e chuvoso, respectivamente (Tabela 1). Estas observacdes sdo diferentes
dos resultados de Tsushima et a. (2003), que verificaram em Hokkaido/Japdo a
ocorréncia deste parasito nos trés mananciais selecionados para o estudo, sempre no
periodo fina do verdo ainicio do outono com vaores maximos de 3.300, 3.500 e 5.000
oocistog/litro, sendo importante considerar as fortes nevascas durante trés meses no

periodo do inverno que impossibilitaram a coleta de amostras. Poucas sdo as
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informagdes sobre a influéncia climética na ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium
spp. ho ambiente aguético, mas 0 comportamerto sazona deste parasito também tem
sido relatado em estudos com alimentos e animais, revelando a sua ocorréncia no
periodo de verdo e inverno (SANFORD & JOSEPHSON, 1982, SCOTT et a., 1994,
MONGE et d., 1996).

Os resultados deste trabalho encontram-se dentro da variagdo mundial. A
contaminagdo de &guas superficiais por Cryptosporidium spp. tem sido verificada em
varios paises com diferentes percentuais de ocorréncia e variagdes no nimero de
oocistos por litro, sejam nos paises desenvolvidos ou em desenvolvimento, observando-
se percentuais de amostras positivas variando de 4,4% até 100% (Smith, 1998), assim
como valores de 0,05 oocistos/l (WATANABE et al., 2005) a 5.800 oocistos/I (Madore
et d., 1987). A presenca deste parasito nas &guas superficiais é muito relativa as
condicdes do meio, pois depende do potencial das fontes de contaminacéo do ambiente
aquatico, e a sua deteccdo, muitas vezes, esta relacionado a area geogréfica selecionada
para o estudo, ou ainda, a eficiéncia da metodologia empregada.

Em relacdo a freqliéncia de amostras positivas para Cryptosporidium spp. de
acordo com o local neste estudo, verificou-se que foi maior para o Rio Tapacura com
valor de 16,66% (02/12), enquanto no Rio Capibaribe em Tiuma foi de 8,33% (01/12).
Vae sdientar a existéncia de um curral de bovinos de localizac&o ribeirinha e préximo
ao ponto de captacdo do Rio Tapacurd. Estudos epidemiol égicos tém demonstrado que
bovinos de leite e corte assumem importante papel na contaminagdo aguatica com
oocistos de Cryptosporidium spp. (HANSEN & ONGERTH, 1991; GRACZYK et d.,
1997; GRACZYK et a., 2000). Hansen & Stenstrom (1998) observaram que a

freqUiéncia de amostras positivas foi aproximadamente duas vezes mais ata em aguas

103



superficiais de &reas agricolas, e seis vezes mais ata em areas com potencial impacto de
efluentes, quando comparado com zonas de nascentes.

E importante considerar que existem diversas fontes poluidoras no curso dos
rios avaliados nesse estudo, que apesar da localizac8o geogréfica diferente, apresentam
fatores comuns. Dados concretos de poluicdo ambiental para o Rio Tapacura foram
descritos por Braga (2001), e dentre as diversas fontes de contaminacdo por
microrganismos patogénicos da bacia desse rio, pode-se destacar os efluentes n&o
tratados de matadouros, principalmente quando abatidos animais doentes; de esgotos,
sgja de fossas sépticas ou despejados a céu aberto, em valetas, corregos ou diretamente
nos cursos d’ &gua e efluentes de terrenos com atividades agricolas e pastoris.

Lechevallier et al. (1991a) associaram a maior densidade de oocistos de
Cryptosporidium spp. em aguas de rio com as descargas de esgoto e efluentes
industriais. Por outro lado Hansen & Ongerth (1991) verificaram que a concentracéo de
oocistos foi dez vezes mais elevada no ambiente aquatico de &reas que recebiam
influéncia de fazendas de gado bovino. Apds analisar amostras de aguas superficiais de
diversas procedéncias, Madore et a. (1987) relataram a possibilidade de diferentes
fontes de contaminag&o pelos oocistos, assim as aguas de rio estavam expostas a tanques
sépticos e descargas de esgoto de uma pegquena comunidade, os canais de irrigacdo
recebiam aguas residuais de terras de pastagem de bovino e de esgoto tratado, e o
corrego estava exposto ao solo de fazenda.

Assim, a bcalizacdo de fazendas préximas aos corpos d’agua aumenta a
probabilidade de inundagdo e oportunidade de escoamento de oocistos (FRASER et al.,
1998), da mesma forma como o tipo e tempo das atividades poluidoras podem
influenciar a ocorréncia de Cryptosporidium spp. e a flutuagéo da densidade de oocistos

em &guas de rio. E importante informar que durante o desenvolvimento do estudo os
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indices de precipitacdo pluviométrica representaram adequadamente as estacoes
climaticas, de forma que foi maior no periodo chuvoso. Neste sentido Tsushima et a.
(2003) comentam gue o0 aumento no numero de oocistos nos rios pode ter sido
influenciado pelo maior fluxo de animais no loca e pelos maiores indices de
precipitacdo pluviométrica identificados por observacfes meteoroldgicas.

Quando oocistos de Cryptosporidium spp. foram identificados pelo DAPI
(Tabela l), verificowrse que nas amostrasdo Rio Tapacurd os oocistos ndo apresentaram
esporozoitos, enquanto na amostra do Rio Capibaribe em Tiuma o0s oocistos
apresentaram dois esporozoitos. Este resultado é semelhante ao observado por Smith et
al. (2002), quando verificaram que os oocistos de origem aguatica podem apresentar
numeros intermediarios de esporozoitos, diferentes de zero e quatro, adém de que
observaram que oocistos vazios sdo mais freguentes do que aqueles que apresentam
guatro unidades de esporozoitos. Ainda conforme os estudos de Grimasonet al. (1994) e
LeChevallier et al. (1990) citado por Grimason et al. (1994), a maioria dos oocistos
detectados nas amostras ndo apresentaram estruturas internas identificaveis. Isso vem
reforcar que oocistos de origem ambiental com mais tempo de vida podem diferir de
oocistos fecais recentemente eliminados, quanto a habilidade de manter-se intacto, e
serem mais sujeitos a ateragdes fisicas (SMITH et al., 2002).

A coloragédo pelo DAPI ndo depende diretamente da formacgéo do complexo
antigeno-anticorpo para permitir afericdo do seu resultado, mas indiretamente devido a
impossibilidade de ser avaliada isoladamente em andlises com amostras de agua pela
grande variedade de estruturas apresentando a mesma cor, e portanto necessita da
identificacéo prévia do oocisto pela imunofluorescéncia direta, desta forma a avaliacéo

do seu desempenho esta diretamente associada ao desempenho da técnica imunol 6gica.
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E de extrema relevancia a utilizacdo da imunofluorescéncia para a
identificagdo de oocistos de Cryptosporidium spp., considerando a especificidade do
método. Enquanto a utilizacdo de DAPI para a confirmacdo do diagndstico é de
fundamental importancia, uma vez que torna a andlise precisa, embora esta finalidade
sgja prgjudicada quando 0s 0ocistos apresentam-se vazios, porém estes 0ocistos sao
indicativos de contaminacéo (SMITH, 1998).

Quanto & amostras de &gua tratada analisadas tanto pela coloragéo Kinyoun
guanto pela técnica IFD/DAPI neste estudo se verificou que ndo apresentaram
positividade, assim como atenderam as exigéncias da Portaria 518/M S (Brasil, 2004) no
tocante a auséncia de coliformes totais e termotolerantes, pH entre 6,21 e 7,7 (padrdes.
min. 6,0 e max. 9,5), no entanto, quanto aturbidez, cinco amostras apresentaram valores
superiores ao recomendado variando de 1,76 a2,9 UNT (padréo méximo: 1,0 UNT).

Em relacdo a auséncia de oocistos de Cryptosporidium spp. nas amostras de
agua tratada analisadas neste estudo mediante o uso da técnica IFD/DAPI, resultados
semel hantes foram obtidos em S&o Paulo por Cantusio Neto & Franco (2004), quando
analisaram amostras de &gua no sistema de tratamento, apds a etapa de filtracéo.
Congderando-se as taxas de eficiéncia de recuperacdo do método de deteccdo
empregado no presente estudo, 0s resultados negativos nas amostras de agua tratada ndo
foram devido a metodologia usada, assim como foi demonstrado por Cantusio Neto &
Franco (2004), quando dbtiveram taxas de recuperacéo de 41,6% na agua Milli-Q e
25,3% na agua bruta artificial.

Vale salientar que as amostras de &gua bruta ou tratada que se apresentaram
negativas quando analisadas pelo método de Kinyoun também foram negativas pela
técnica | FD/DAPI, demonstrando assim que a coloragdo histoquimica ndo proporcionou

resultados fal so-negativos.
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5.2.6 Concluséo

Conclui-se que oocistos de Cryptosporidium spp. ocorrem em éguas de rio da
Regido Metropolitana de Recife, sendo este o primeiro relato de Cryptosporidium spp.
em mananciais aqudticos de Pernambuco e do Nordeste. A técnica de
imunofluorescéncia direta associada ao DAPI facilita uma melhor identificacdo de
oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de agua, no entanto a coloragdo

histoquimica demonstrou ser Util como uma técnica triagem.
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5.3 TRABALHO CIENTIFICO IIl: AVALIACAO DA TECNICA DE PCR NA
DETECCAO DE OOCISTOS DE Cryptosporidium spp. e Cryptosporidium parvum

EM AMOSTRAS FECAIS

5.3.1 Resumo

A criptosporidiose € uma doenca causada pelo Cryptosporidium spp.,
protozoario patogénico e emergente, responsavel por diarréia severa, principa mente em
pacientes imunodeprimidos. Varios surtos ja foram descritos em humanos associados a
ingest@o de &gua contaminada e ao contato direto com animais. M é&odos de deteccéo
com maior sensibilidade vém sendo avaliados, dentre eles a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Este trabalho tem como objetivo a avaliagdo dos métodos de
extragdo do DNA deste parasito e sua detecgdo a partir de reagdes de PCR com a
utilizacdo de iniciadores género e espécie - especificos. Oocistos de Cryptosporidium
Spp. provenientes de amostras fecais humanas preservadas foram quantificados sem
purificacéo ou apds a purificacdo pela técnica de flutuacdo. O DNA foi extraido apés as
reacbes com proteinase K e solugdo de lise, com exposicdo dos oocistos ao
congelamento e descongelamento. A partir do DNA extraido os primers CPB-
DIAGF/CPB-DIAGH e HB-1/HB-2 foram usados para a amplificacdo dos genes 18S
ribossomal (Cryptosporidium spp.) e COWP (proteina da parede do oocisto de
Cryptosporidium parvum), cujos produtos amplificados € de 435pb e 358pb
respectivamente. Os produtos da PCR foram obtidos apenas com o0 uso dos primers
CPB-DIAGF/CPB-DIAGH, sendo o melhor perfil de amplificagdo observado quando
10° oocistos foram usados para a extracdo do DNA, e apés o emprego dos protocol os de

extragdo e de amplificagdo modificados. Conclui-se que as técnicas de extracdo e
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amplificacdo avaliadas neste estudo podem ser usadas para a pesguisa de oocistos de

Cryptosporidium spp. em amostras com elevado nimero de oocistos.

5.3.2 Abstract

Cryptosporidiosis is a disease caused by Cryptosporidium spp., a pathogenic
and emergent protozoa responsible for severe diarrhea, mainly in imunocompromised
patients. Some outbreaks have already been reported in human being associated with the
ingestion of contaminated water and direct contact with animals. More sensible
detection methods such as Polymerase Chain Reaction have been evaluated. This work
aimed avaluate the DNA extraction method for this parasite and aso its detection from
PCR reactions by using genus and species-specific starters.  Cryptosporidium spp.
oocysts obtained from human fecal samples were quantified either without further
purification or after its purification through the centrifugal-flotation method. The DNA
was extracted with proteinase K and lysis buffer, and exposing the oocysts to a
freezing/thawing process. After the DNA extraction, the primers CPB-DIAGF/CPB-
DIAGR and HB-1/HB-2 were used for the amplification of the genes 18S ribossomal
(Cryptosporidium spp.) e COWP (Cryptosporidium parvum oocyst wall protein), which
amplification products were 435bp and 358bp, respectively. The PCR products were
obtained only when were used the primers CPB-DIAGF/CPB-DIAGR, with the best
amplification result observed when 10° oocysts were used for DNA extraction, and after
using the modified extraction and amplification protocols. In conclusion, the extraction
and amplification techniques evaluated in this study can be used for Cryptosporidium

Spp. oocysts detection in samples with high number of oocysts.

117



5.3.3 Introducéo

Dentre as parasitoses emergentes de importancia humana, a criptosporidiose
vem se tornando uma doenca de grande importancia para a salde publica(MARKELL
et a., 2003). Esta doenca € causada pelo protozoario do género Cryptosporidium spp.
(coccideo, Apicomplexa), parasita oportunista que apresenta carter zoonotico e possui
amplo espectro ce hospedeiros incluindo o homem (SMITH, 1998). Existem treze
espécies de Cryptosporidium spp. atualmerte reconhecidas: C. muris, C. andersoni, C.
parvum, C. hominis, C. wrairi, C. felis, C. cannis em mamiferos;, C. baileyi, C.
meleagridis, C. galli em passaros; C. serpentis C. saurophilum em répteis; e C. molnari
em peixes (XIAO et a., 2004), porém considera-se que oito espéecies podem infectar o
homem, C. hominis (antes reconhecida como gendtipo 1 de C. parvum), C. parvum, C.
muris, C. meleagridis C. canis, C. felis, e os gendtipos cervine e pig (XIAO et d,
2004).

Segundo Baraldi et a. (1999), a criptogporidiose é transmitida através da
rota fecal-oral, e diversos surtos de criptosporidiose ja foram descritos em seres
humanos, geralmente associados a ingestdo de agua contaminada ou pelo contato direto
com animais (PENG et a., 1997). Muller (1999) ressalta que muitos pesquisadores e
agéncias de protecdo ambiental vém estudando métodos mais sensiveis de deteccéo e
limites para a densidade de oocistos presentes em aguas destinadas ao consumo com o
intuito de assegurar a qualidade de &gua, pois a auséncia de uma metodologia
padronizada para a deteccdo de oocistos de Cryptosporidium spp. no meio ambiente
dificulta a viabilizacdo de um monitoramento ou pesquisa deste patdgeno. Métodos
moleculares tém sido aplicados para amostras ambientais na tentativa de otimizar os

processos de deteccdo deste parasito, tornando-os mais rapidos e sensiveis como, por
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exemplo, a técnica de amplificacdo pela reacdo em cadeia da polimerase - PCR

(LAXER et d., 1991; JOHNSON et d. 1995; MAYER & PALMER, 1996).

Ha vérios protocolos de extracdo e de amplificacdo do DNA de
Cryptosporidium spp., sggam os oocistos purificados ou ndo e provenientes de diversas
amostras (fecal, leite e ambiente). Conseqlientemente a sensibilidade da andlise varia de
acordo com o método usado, uma vez que pode ser influenciada por varios fatores,
sgjam eles inerentes a0 parasito, amostra ou ao proprio protocolo (JOHNSON et
al.,1995; ROCHELLE et a.,1997).

Devido as dificuldades de extracdo do DNA de Cryptosporidium spp. em
guantidade e qualidade suficientes para a sua amplificagdo, e a inexisténcia de um
método de extracdo padronizado, diferentes protocolos vém sendo testados. Dentre os
protocolos mais simples podem ser citados aqueles que submetem os oocistos a fervura
a 100°C por 20 minutos em tamp&o de PCR ou aguecem 0s oocistos em tampao de PCR
a 90°C por 20minutos para posterior incubagcdo com proteinase K a 55°C por 3 horas
(WU et a., 2000). Outros protocol os ressuspendem os oocistos em proteinase K para
incubacdo e posterior adicdo de tampéo de lise com Tris-HCI, NaCl e SDS (MAYER &
PALMER, 1996) ou prévia incubacdo em tampdo de lise contendo TrissHCl e EDTA
para posterior incubacdo em SDS e proteinase K para digestdo (LAXER et al., 1991).
Outros acrescentam no tampao de lise o sarcosyl (LABERGE et al., 1996) ou b-
mercaptoetanol ALMEIDA, 2004). Observa-se ainda a suspensdo dos oocistos em
chelex-100 (JOHNSON et al., 1995). Para reforcar o processo de quebra mecanica dos
oocistos, em seguida a estes procedimentos, emprega-se o choque térmico utilizando
nitrogénio ligquido ou banho de etarol gelado para o congelamento, e 0 banho-maria
para descongelamento. Esses protocolos geralmente sdo acompanhados pela purificagéo

do DNA mediante o uso de fenol-clorof ormio-isoamyl.
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Protocol os de extragéo mais complexos fazem uso de tiocianato de guanidina
em Tris-HCI, EDTA e TritonX — 100 e pérolas de zirconia PATEL et a., 1999),
isotiocianato de guanidina e p&rolas de vidro (Sratech, Scientific, Luton, UK) e silica
(ENEMARK et a., 2002). Porém protocolos mais sofisticados com uso de kits tanto
para a extragdo como para a purificacdo de DNA tém sido avaliados, a exemplo com
PBS-EDTA e extracdo com FastPrep e FastDNA kit (BORNAY-LLINARES et al.,
1999), FastDNA kit e QIAquick PCR purification kit (DA SILVA et al., 1999,
SCORZA et al., 2003), QIAmp DNA mini isolate colluns (XIAO et a., 2001), aém de
kit para separacdo imunomagnética (Dynabeads anti- Cryptosporidium spp., Dyna A.S.,
Oslo, Norway) para remover contaminantes para posterior incubagdo com proteinase K
(WU et al., 2000).

Considerando que no ambiente aquatico podem ocorrer diversas espécies de
Cryptosporidium spp. e que o risco de infecgdo pela populacdo humana estdo mais
freqlentemente associados ao C. parvum, dém de que ndo existem métodos
padronizados de extragcdo e de amplificacdo do DNA do parasito, nesse estudo dois
pares de primers, género e espécie - especificos, foram usados para avaliacéo da técnica
de PCR a partir da pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp. spp. e C. parvum em

amostras fecais natural mente contaminadas.

5.3.4. Material e M étodos

5.3.4.1 Oocistos de Cryptosporidium spp.

Oocistos de Cryptosporidium spp. foram obtidos a partir de amostras fecais

humanas, gentilmente cedidas pelo Laboratério Central de Pernambuco (LACEN-PE).
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5.3.4.2 Concentracdo e quantificacdo dos oocistos na amostra fecal

Para a concentracéo dos oocistos na amostra utilizouse o0 método de formol-
éter (BRASIL, 1996). A conservacdo do contelido final foi realizada acrescentando-se
formol (10%) até atingir o volume de 1ml. Deste volume aliquotas de 5ul do sedimento
foram usados para a confeccdo de esfregacos em |aminas.

A coloragdo das laminas foi feita pela técnica de Kinyoun (BRASIL, 1996),
e aleitura foi realizada mediante uso de microscopio Optico com objetiva de imerséo
(40X) percorrendo-se todo o campo (OLIVEIRA & GERMANO, 1992) e observando-
se a caracteristica dos oocistos referente a forma, cor e estruturas internas LIMA,
2001). O caculo do nimero de oocistos na amostra (X) se baseou em Cantusio Neto &

Franco (2004) como descrito abaixo:

N° médio de oocistos N Volume do sedimento ()
X=" "Volume do sedimento Volume da amostra (m)
analisado ()

5.3.4.3 Purificacdo dos oocistos nas amostr as fecais

Em algumas amostras previamente concentradas pelo formol-éter, realizow
se uma purificagdo por centrifugo-flutuagdo com solucéo saturada de cloreto de sodio
(1,2 gml™) utilizando cateter (16 G) e seringa (60 ml), apés a ressuspensdo das
amostras com a solugcdo de eluicdo (Dodecil Sulfato de Sodio-SDS - 0,1%; Tween80

0,1%; Solucdo Tampéo Salina Fosfato -PBS; pH 7,4) (Figural).
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Figura 1. Desenho esguemético das etapas da purificacdo de oocistos de

Cryptosporidium spp. por flutuagao.

5.3.4.4 Extracdo do DNA

Para 0 isolamento do DNA gendmico dos oocistos de Cryptosporidium spp.
sp. foram testados diversos protocolos descritos na teratura (LABERGE et a., 1996;
JOHNSON et d., 1995; ALMEIDA, 2004; WU et al., 2000; PATEL et al., 1999)
eliminando-se, sempre, 0 uso de kits para qualquer etapa da extragdo. Aqui estéo
descritos apenas o0s protocolos que apresentaram resultados positivos, realizados da
seguinte forma: hipoclorito de sbdio (6%) foi adicionado ao volume contendo os
oocistos até a afericdo de 700ul, e a mistura foi mantida em gelo por 10 minutos
(homogeneizando em vortex a cada 1 minuto). As amostras bram centrifugadas por
12.000 xg durante 5 minutos em temperatura ambiente, desprezando-se 0 sobrenadante
apos a centrifugacdo. Em seguida, a lavagem dos oocistos foi realizada com 700ul de
solugdo tampdo PCR (10mM Tris pH 8,3; 50mM KCI; 3,5 mM MgCh) em trés
repeticdes (KOTRZYNSKA et al.,1999).

O material foi submetido a digestdo enzimatica com 250l de proteinase K

(20 mg mit em NaCl 0,15M) e incubado em banho-maria a 65°C por um periodo de
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duas horas para a digestdo da amostra. Em seguida se adicionou 250 ul da solucéo de
lise contendo SDS (10%), NaCl (100mM) e Tris (500mM, pH 7,5) conforme Mayer &
Palmer (1996), para lise celular por cinco ciclos de congelamento (nitrogénio liquido
por dois minutos) e descongelamento (banho-maria a 65°C por 5 minutos).
Posteriormente, acrescentouse 500 pl de clorofane (mistura 25:24:1 de fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico) e os tubos foram agitados em vortex por dois minutos.
Apos centrifugacdo a fase aguosa foi transferida para novos tubos e o DNA extraido
com 500ul de clorofil (24:1 de clorof6rmio-isoamil). Para a precipitacéo do DNA a fase
aquosa foi misturada com 0,6 volumes de acool isopropanol e incubada por 60 minutos
a-20°C. Apos nova centrifugagdo, o sedimento foi lavado com alcool etilico a 70%, e o

produto final foi ressuspendido em &gua estéril.

5.3.4.5 Extracdo do DNA modificada

Em algumas amostras fecais a extragdo do DNA foi feita a partir de algumas
modificacBes do protocolo original pelo uso de acetato de sodio (3M) previamente a

adicdo de clorofane, e asubstituicéo de clorofane por brazol (LGC Ltda, Brasil).

5.3.4.6 Amplificacéo por PCR e eletroforese do DNA

Para a amplificagdo do DNA do Cryptosporidium spp. foram avaliados dois
pares de primers. O primeiro para amplificar uma sequéncia de 358 pb do gene COWP
gue codifica uma proteina da parede do oocisto de Cryptosporidium parvum a partir do
uso dos primers HB-1 (forward: 5 - GCCCACCTGGATATACACTTT - 3 que

corresponde a sequéncias de nucleotideos na posicdo 527-548) e HB-2 (reverse: 5' -
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TCCCCCTCTCTAGTACCAACAGGA- 3) que corresponde a sequéncias de
nucleotideos na posicdo 861-884, e amplificam uma seqiiéncia de 358 pb (pares de
base) do gene COWP (proteina da parede do oocisto de Cryptosporidium spp.)
(LABERGE et al., 1996). O segundo amplifica uma sequiéncia de 435 pb do gene 18S
ribossomal a patir dos primers CPB-DIAGF  (forward: 5 -
AAGCTCGTAGTTGGATTTCTG- 3') que corresponde a sequiéncias de nucleotideos
na posi¢éo 601 — 621 e CPB-DIAGR (reverse: 5' - TAAGGTGCTGAAGGAGTAAGG
- 3), que corresponde a sequiéncias de nucleotideos na posi¢do 1015 — 1035 (JOHNSON
etd., 1995).

Na reagdo de PCR, para 25ul da mistura no volume final, foi usado tampé&o
Taq (1x), 0,2 mM dNTP, 1.5 mM MgClI2, 0,08 uM de cada primer, 1ul de DNA
(concentracdo desconhecida) e 1U de Tag. DNA polimerase, em 40 ciclos (94°C por 1
min. para desnaturacdo, 45°C por 1 min. para anelamento, 72°C por 1 min. para
alongamento e 72°C por 2 min. para a extensdo final). As corridas eletroforéticas das
amplificagdes foram realizadas em gel de agarose 1,3% em tampéo TAE (0,04 M Tris
acetato; 0,001 M EDTA pH 8,0) por 1h e 30 min. a70 Volts. A observacdo das bandas
foi feita apos coloracdo com brometo de etidio (0,2 pg/ml) e posterior andlise em um
transluminador de Utra Violeta. Para a comparacdo dos fragmentos da amplificacéo

utilizou-se marcador molecular ladder - 100 pb.

5.3.4.7 M odificacéo da amplificacéo

Em algumas amostras de DNA extraido a amplificacdo foi feita a partir

de algumas modificagdes do protocolo origina pelo aumento da concentracdo dos

primers (0,16 uM) e da Tag. polimerase (2 U).
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5.3.5 Resultados e Discussao

Os produtos de PCR detectados no gel a partir do uso do protocolo original

de extracdo e amplificagdo de DNA de Cryptosporidium spp. podem ser verificados na

Figura 2. Em amostras com 50 x 10° oocistos por reacdo e utilizando 1pl e 5pl de

amostra de DNA para amplificacdo, foi possivel a visuaizacdo de fragmentos

amplificados no gel, referente a0 uso dos primers CPB-DIAGF (forward) e CPB-

DIAGR (reverse), enquanto ndo se verificou amplificacdo de DNA com os primers HB-

1 eHB-2 (Figura2).

Figura 2 — Perfis da amplificagdo de amostras do
DNA (5pl) de oocistos de Cryptosporidium spp.
apartir de 5 x 10° oocistos (pogos 2 e 5), e de 10*
oocistos (pogos 1 e 4), observando nos pogos 1 e
2 a utilizagdo dos primers CPB-DIAGF (forward)
e CPB-DIAGR (reverse), no poco 3 o marcador
molecular 100pb ladder e nos pocos 4 € 5 0 uso
de primers HB-1 e HB-2.

Figura 3 - Perfis da amplificacdo de amostras do
DNA de occistos de Cryptosporidium spp. a partir
de 10° oocistos, onde 0 poco 1 mostra o resultado da
extrac8o e amplificagdo com protocolos originais; o
pocgo 2 com primer (0,16pM) e Tag (2U); no poco 3
com Taq (2U); o poco 4 com MgCl, (3,0 mMM) e no
poco 5 com marcador molecular 100pb ladder.

A partir do uso de outros protocolos para extragdo e amplificagdo do DNA

de Cryptosporidium spp., aterando-se a concentracdo e/ou substituicdo de reagentes,

aém do numero de oocistos, volume da amostra e ateracfes de temperaturas de
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anelamento para avaiar influéncias na reacdo, outros resultados foram obtidos, mas
somente apos o0 uso dos protocol os de extracdo e amplificacdo modificados, e com DNA
extraido de 10° oocistos (Figura 3). A partir destes resultados foi possivel observar um
melhor perfil da amplificagdo devido a maior concentracdo dos primers e da Taq
polimerase. O uso destes protocolos diante de um menor nimero de oocistos (5000 e
10000) por reacéo ndo possibilitaram resultados positivos (dados ndo mostrados).

No desenvolvimento de uma técnica de PCR para identificar
Cryptosporidium spp. de amostras clinicas e ambientais, algumas etapas sdo criticas
incluindo o nimero de oocistos, para assegurar a sensibilidade do diagnéstico, a lise da
parede de oocisto e a incorporagdo de um protocolo para prevenir contaminantes,
principalmente considerando que amostras organicas como fezes, agua e solo podem
conter inibidores que reduzem a sensibilidade da PCR em até 1000 vezes (JOHNSON et
al., 1995).

A variacdo do limite de deteccdo de oocistos de Cryptosporidium spp. é
comumente observada na literatura (LENG et al., 1996; PATEL et a., 1999;
HAJDUSEK et al., 2004). Quando o mesmo protocolo de amplificagéo foi empregado
para a pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp.em amostras de leite (LABERGE et
a., 1996) e agua (CHUNG et a. 1998), o limite de deteccdo foi semelhante, com o
nimero de oocistos variando de 1 a 10 por 20ml ou por reacdo, respectivamente, apesar
de serem usados protocol os de extracdo de DNA diferentes. No entanto Kotrzynska et
al. (1999) comentam que apenas foi possivel detectar produtos de PCR a partir de 10°
oocistos por ml para a extragdo de DNA tanto em amostras fecais como em amostras de
&gua, porém com a nested PCR este limite baixou para 10° oocistos por ml. Por outro
lado, Almeida (2004) utilizou uma modificacdo do nested-PCR, que resultou na

deteccdo do parasita a partir de 10* oocistos. O autor comentou que a quantidade de
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DNA extraido ndo influenciou os resultados. Entretanto, pequenas quantidades como
7,0 mg/ml e 9,9 ng/ml foram positivas, enquanto grandes quantidades como 693,4 ng/ml
foram negativas. 1sto mostra que o excesso de DNA pode ser prejudicial & amplificacso.
Os resultados apresentados neste trabalho divergiram dagueles obtidos por
Gomes (2003) e Aradjo (2004), que obtiveram resultados satisfatorios, muito
certamente favorecidos pela utilizacdo de kits nos protocolos utilizados para extracéo
(Fast DNA kit — BIO 101, Inc., Santa Clarita, CA) e purificacéo de DNA (QIA quick
PCR purification kit - Qiagen. Inc., Santa Clarita, CA). Entretanto, as observactes deste
trabalho se assemelharam agquelas apresentadas por Almeida (2004), que obteve
resultados a partir de protocolos simples, viavel e de baixo custo, porém com baixa
reprodutibilidade. Vale ressaltar ainda que Gomes (2003) e Araljo (2004) encontraram
dificuldades na obtencdo de produtos da PCR simples sendo o resultado positivo
apenas com 0 uso da nested-PCR.
Considerando a possibilidade da presenca de substancias inibidoras da
PCR, Leng et al. (1995) comentam sobre a variagdo individua entre amostras fecais, e
nesse estudo as suspensdes fecais com oocistos padroes foram oriundas de diferentes
individuos, além de que estavam conservadas em formol a 10%. Porém ha divergéncias
na literatura quanto a interferéncia desse conservante nas reagcdes de PCR (JOHNSON
eta., 1995; ROCHELLE et a., 1997; PATEL et al., 1999). Vale ressaltar que tentativas
de andlises readlizadas neste estudo a partir de oocistos conservados em dicromato de
potéssio 2,5%, que segundo JOHNSON et al. (1995) pode ser facilmente eliminado da
reacdo apos 0s processos de lavagens diferentemente do formol, ou de oocistos apenas
congelados a -20°C, assim como apds a sua purificacdo por centrifugo- flutuacéo, ndo
resultaram em produtos de PCR. Uma outra possibilidade de falha na deteccdo do

parasita pode estar relacionada a qualidade do DNA extraido. Oemprego da resina
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Chelex-100 sugerida por Johnson et al. (1995), ndo resultou em amplificacdes, diferindo
dos resultados do autor. A explicacéo para isto pode estar relacionada com a separacéo
imunomagnética dos oocistos, com remocao completa dos inibidores de reagdo. Nem o
uso de b-mercaptoetanol, e nem a adicdo de tiocianato de guanidina tiveram influéncia
positiva sobre as nossas andlises, contrariando dados da literatura ALMEIDA 2004;
PATEL et al. 1999). Substituindo-se a solucédo de lise (NaCl 120mM, EDTA 10 mM e
Tris 25 mM, pH 7,25 ) contendo sarcosyl 1% e uso de menor concentracdo de
proteinase K (0,6mg/ml) conforme descrito em Laberge et a. (1996) foi outra tentativa
sem resultados. No entanto, a deteccéo de 1 a 10 cistos sO foi possivel no trabalho de
Laberge et a. (1996) apds a hibridizacdo com sondas internas de oligonucleotideos.
Tentativas para a extragdo do DNA apenas por aguecimento dos oocistos foram
realizadas conforme as sugestfes de Wu et al. (2000), quando avaliaram sete pares de
primers na deteccdo de C. parvum, porém diferentemente, ndo geraram resultados
positivos no presente estudo, no entanto estes pesquisadores usaram 00CiStos
purificados por separacdo imunomagnética.

No gue se refere a importancia da purificacdo dos oocistos para evitar ou
reduzir inibidores de reacdo, os resultados do presente trabalho foram diferentes das
observagOes de Sargent et al. (1998); Morgan et a. (1997) e de Almeida (2004), quando
avaliaram a PCR para pesquisa de Cryptosporidium spp. ou C. parvum em amostras
fecais humanas e animais. Estes autores obtiveram resultados positivos, porém usando
protocolos de extracdo e amplificacdo diferentes. Considerando que a flutuacdo dos
oocistos neste estudo foi usada para reforcar a purificacdo das amostras concentradas
pelo formol-éter, com o intuito de obter amostras fecais com uma menor quantidade de
residuos, e que resultados negativos também foram obtidos a partir das amostras néo

submetidas a centrifugo- flutuagdo ndo se pode subestimar a técnica utilizada.
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Referindo-se as particularidades dos oocistos de Cryptosporidium spp.,
acredita-se que a resisténcia da parede do oocisto reflete na dificuldade de liberacéo do
seu contetdo interno REDUKER et a. 1985a), pela resisténcia a ruptura mecanica
(HARRIS & PETRY, 1999) de forma que para a eliminacéo deste contelido a parede
deve ser completamente removida. Considerando os esforgos para contornar esta
dificuldade, uma vez que diversos procedimentos foram usados para a extracéo de DNA
de Cryptosporidium spp. neste estudo. Os resultados deste estudo sdo discordantes das
observacOes de Harry e Petry (1999), quando descrevem que a parede dos oocistos de

Cryptosporidium spp. ndo é totamente solivel em SDS 2% com 10% de b-

mercaptoetanol. No presente trabalho, mesmo na auséncia de b-mercaptoetanol,
produtos de PCR foram obtidos. Isto pode ter sido verificado pelo tratamento prévio dos
oocistos com hipoclorito de sodio, que segundo Reduker et a. (1985b) remove
parciamente a camada glicoprotéica externa do oocisto, e desta forma fragiliza o
parasito antes da etapa de digestdo. Vae sdientar que a digestédo dos oocistos neste
estudo foi realizada com proteinase K, concordando com Harris & Petry (1999), que
relatam uma grande deplecdo dos filamentos da camada interna do oocisto na etapa de
digestdo com proteinase K ou tripsina, enquanto a pepsina proporcionou menor efeito.
Desta forma, a grande ocorréncia de resultados negativos neste estudo sugere que iSso
pode ter sido influenciado por outros fatores. De acordo com Leng et a. (1995),
também foi evidenciado que o emprego de um protocolo longo de extracdo de DNA
pode resultar em grande ocorréncia de falso- negativos, semelhante a forma realizada
neste trabalho. Assim como a degradacdo do DNA durante a estocagem, ou auséncia do

DNA alvo (SCORZA et al., 2003).
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5.3.6 Concluséo

As técnicas de extragdo e amplificacdo avaliadas nesse estudo podem ser
usadas para a pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp. spp. em amostras com

elevado nimero de oocistos.
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6. CONCLUSOESGERAIS

Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

a) atécnicade purificagdo a partir de um niimero elevado de oocistos influencia os
percentuais de recuperacdo, resultando em ampla variacdo, sendo 0s oocistos

purificados essencia mente livres de residuos.

b) oocistos de Cryptosporidium spp. ocorrem em aguas de rio da Regido
Metropolitana de Recife, sendo este o primeiro relato de Cryptosporidium spp.

em mananciais aquaticos de Pernambuco e do Nordeste.

c) atécnica de imunofluorescéncia direta associada ao DAPI permite uma melhor
identificagcdo de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de agua, no
entanto a coloragdo histoquimica demonstrou ser Util como uma técnica de

triagem.

d) as técnicas de extracdo e amplificacdo de DNA podem ser usadas para a

pesquisa de Cryptosporidium spp. em amostras com elevado nimero de

oocistos.

137



7. APENDICES

7.1 Resultados das andlises fisico-quimicas e microbioldgicas e do nUmero de estruturas
acool-&cido resistentes semel hantes aos oocistos de Cryptosporidium spp. nas amostras

de &gua do Rio Tapacura no periodo seco e chuvoso

Parametros « . s,
Fisico-Quimicos Parametro microbiol6gicos  njymero de
Periodo  Amostras Turbidez COlif. Totais — Colif. Fecais ~ like
pH (UNT) (NMP/200ml) (NMP/100ml)  oocistos/|
1 7.8 16,8 4,0 x 10 0 76
2 8,54 17 0 0 100
Seco 3 7,94 9,6 0 0 4
4 9,0 8,2 2,0x 10t 2,0x 10 80
5 8,89 12,7 22x 107 8,0x 10 0
6 8,18 12,3 4,0 x 10* 4,0 x 10* 88
7 7.9 13,8 9,0x 10" 0 550
8 8,02 5,95 4,0 x 10 0 2400
Chuvoso 9 8 12,5 9,0 x 101 0 2100
10 75 55 4,0x 10 0 1900
11 7,48 3,46 9,0x 10t 0 650
12 8,0 37 9,0x 10t 0 600

7.2 Resultados das andlises fisico-quimicas e microbiol égicas e do nimero de estruturas
a cool-acido resistentes semel hantes aos oocistos de Cryptosporidium spp. nas amostras

de &uado Rio Duas Unas no periodo seco e chuvoso

Parametros ~ . C
Fisico-Quimicos Parémetro microbiol0gicos NGmero de
Periodo ~ Amostras Turbidez COlif. Totais  Colif. Fecais ~ like
pH (UNT) (NMP/100mi)  (NMP/100mi) ~ oocistos/l

1 6,93 20,9 4,0 x 10° 0 0
2 6,94 26,8 2,6 x 107 0 0
Seco 3 7,15 8,12 4,0 x 10* 0 0
4 7.2 8,2 4,0x 10 0 0
5 7,38 7.8 0 0 4
6 7.2 7,65 2,0x 10t 0 8
7 75 27,4 4,0x 10" 0 0
8 7.8 25 4,0 x 10t 0 0
9 8,35 26 0 0 0
Chwoso 8,1 27 0 0 0
11 7.2 19,7 2,8 x 10° 0 0
12 75 18 2,8 x 10° 0 0
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7.3 Resultados das andlises fisico-quimicas e microbioldgicas e do nUmero de estruturas
a cool-acido resistentes semel hantes aos oocistos de Cryptosporidium spp. nas amostras

de &gua do Rio Capibaribe em Tiuma no periodo seco e chuvoso

Parametros « . s,
Fisico-Quimicos Parametro microbiol 6gicos NOmero de
Periodo  Amostras Turbidez COlif. Totals  Colif. Fecais like
pH (UNT) (NMP/100ml) - (NMP/100ml)  ooc stos/|

1 7,97 73,9 2,3x 107 2,3x 10° 84

2 7.42 4,3 1,7 x 107 1,1x 10° 0

Seco 3 8 5,6 1,4 x 10° 2,0x 10t 0
4 7,94 4,1 2,6 x 10° 2,2 x 10° 0

5 7,76 5,35 1,1 x 10° 8,0 x 10 84

6 7,56 5,51 3,4 x 10 8,0x 10! 0

7 7,79 96,1 2,7 x 10° 0 0

8 7,62 95 1,4 x 10 0 0

Chuvoso 9 7.6 61,3 1,4 x 1oi 0 0
10 7,63 65,4 4,0x 10 0 0

11 8,37 24.6 2,0x 10 0 40

12 8,25 24,9 4,0 x 10* 0 40

7.4 Resultados das andlises fisico-quimicas e microbiol égicas e do nimero de estruturas
a cool-acido resistentes semel hantes aos oocistos de Cryptosporidium spp. nas amostras

de &uado Rio Capibaribe em Castelo no periodo seco e chuvoso

Parémetros « . o
Fisico-Quimicos Parametro microbiol 6gicos NUmero de
Periodo  Amostras Turbidez COlif. Totais  Colif. Fecais like
pH (UNT) (NMP/100ml) - (NMP/100ml) ~ ooc stos/I

1 7,92 10,3 2,3x 107 2,3x 10° 4

2 7,74 7.6 2,4 x 10° 2,4 x 10°? 0

Seco 3 8,43 8,9 5,0 x 10° 7,0x 10 0
4 8,1 2,9 3,4 x 10 3,4 x 10°? 0

5 8,15 2,84 1,1 x 10? 8,0x 10 24

6 7.9 2,84 9,0 x 10 9,0 x 10 0

7 7,74 7.6 6,0 x 10" 0 0

8 8,43 8,9 40 x 1%12 0 0

9 8,1 2,9 1,4x 1 0 0

Chuvoso 4 7.93 277 34X 107 0 10
11 7,84 31,9 2,0x 10 0 0

12 7,87 34,2 2,0x 10 0 0

139



7.5 Resultados das andlises fisico-quimicas e microbioldgicas e do nUmero de estruturas
alcool-acido resistentes semelhantes aos oocistos de Cryptosporidium spp.nas amostras

de &gua da entrada do sistema de tratamento no periodo seco e chuvoso

Fisl':;:a(])r?rini'trrﬁiS(:os Parametro microbiol 6gicos NUmero
Periodo  Amostras Turbidez COlif. Totas  Colif. Fecais ~ delike
pH (UNT) (NMP/100ml) - (NMP/100ml)  ooc stos/|

1 7,55 4,8 0 0 16
2 9,0 8,2 0 0 16
Seco 3 7.7 11,6 1,4x 107 1,4 x 107 0
4 8,18 54,1 6,0x 10t 4,0 x 10* 20
5 8,35 24,1 4,0 x 10* 4,0 x 10* 12
6 7.7 19,4 2,3x 10° 8,0 x 10 0
7 7,39 48,7 1,4 x 10° 0 0
8 7,57 71,2 5,0 x 10° 1,7 x 107 0
9 741 53 0 0 0
Chuvoso 4 7.32 513 2.0 10" 0 0
11 7,24 106 8,0x 10! 0 0
12 7,16 72,2 2,0x 10 0 0

7.6 Resultados das andlises fisico-quimicas e microbiol égicas das amostras de &gua da
saida do sistema de tratamento no periodo seco e chuvoso.

. Earame'trqs Parametros microbiol 6gicos
Fisico-Quimicos
Periodo Amostras ’ Turbidez Colif. Totais  Colif. Fecais
p (UNT) (NMP/200ml)  (NMP/100ml)
1 6,78 0,6 0 0
2 6,96 2,95 0 0
3 6,84 2,4 0 0
Seco 4 6,38 2,9 0 0
5 6,21 2,6 0 0
6 6,38 1,76 0 0
7 6,32 0,45 0 0
8 7,1 0,8 0 0
9 7,16 0,75 0 0
Chuvoso 4 7,0 0,6 0 0
11 7,25 0,54 0 0
12 7,7 0,4 0 0
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