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RESUMO

Os surtos epidémicos de gastroenterite que acometem turistas e a populacdo autoctone
de areas costeiras, relacionados com a recreacao, além de constituirem um risco a saude
humana, provocam receio na populacdo e conseguinte reflexo negativo para o pais, com
prejuizos econdmicos para o turismo e para a saude publica. Anualmente, observa-se a
recorréncia da incidéncia, especialmente no verdo, de surtos de gastroenterite,
conjuntivites e doencas de pele de etiologia ndo confirmada associados a recreacdao em
ambientes marinhos. A atencdo da midia nacional e internacional tem sido focada
também nesta questado, devido a realizacdo dos principais eventos esportivos mundiais no
Brasil e a ocorréncia de surtos que evidenciam a ma qualidade das praias. Em adicao, ndo
existe no Brasil uma legislacdo que indique a pesquisa de importantes patdogenos que
apresentam distribuicdo ubiqua e marcada resisténcia ambiental como 0s protozoérios
patogénicos em areas destinadas a recreacdo humana. Em diversos paises do mundo,
incluindo o Brasil, a pesquisa de indicadores bacterioldégicos de contaminacgdo fecal € mais
amplamente empregada para a verificacdo da qualidade da agua, embora as bactérias
sejam mais sensiveis a fatores abidticos como a radiacdo solar e salinidade e, removidas
mais rapidamente do ambiente. A criptosporidiose e a giardiose apresentam maior
expressividade quanto a sua transmissibilidade mediante a veiculagdo hidrica. Atividades
recreacionais tém sido apontadas como fontes de infeccfes e aquisicdo de ambas as
parasitoses. No Brasil, os estudos acerca da epidemiologia ambiental de protozoarios
patogénicos em aguas recreacionais ainda sao incipientes, e, inexistentes no litoral do
Parana. Desta forma, o presente projeto teve como objetivo principal realizar a
caracterizacdo da balneabilidade de diferentes praias do litoral do Parana, quanto a
contaminagao por protozodarios patogénicos (espécies de Cryptosporidium e Giardia) em
agua do mar e em rios e canais que afluem para o mar. As amostras hidricas foram
analisadas pela técnica de filtragdo em membranas. A visualizagdo dos protozoarios foi
realizada através da reacdo de imunofluorescéncia direta, empregando-se anticorpos
monoclonais anti-Cryptosporidium e anti-Giardia e a confirmacdo da morfologia dos
protozoarios feita com a utilizacdo de microscopia de contraste de interferéncia diferencial.
Oocistos de Cryptosporidium foram detectados em 3 dos 4 pontos de agua analisados.
Elevadas concentracfes de oocistos foram detectadas em agua de rio e canais, variando
de 86,6 a 173,2 / litro. Na agua do mar, foram detectados em uma amostra — concentracao
de 124,5 / litro. Os resultados demonstram importante impacto de contaminagéo fecal dos
ambientes utilizados para recreacdo humana nas praias do litoral do Parana e, um risco
potencial em saude publica de aquisicao de criptosporidiose, com implica¢cdes mais graves
para populacbes que ndo apresentam higidez do sistema imunolégico, devido a
caracteristica oportunista do protozoario. Além disso, demonstram a necessidade de
realizacdo do monitoramento de protozoarios e adequacdo das legislacbes em nivel
estadual e nacional quanto a balneabilidade de estuéarios e praias destinados a recreacéo
humana.

Palavras chaves: Cryptosporidium; Giardia; balneabilidade; agua do mar; Parana.



ABSTRACT

Epidemic outbreaks of gastroenteritis affecting tourists and autochthonous population of
coastal areas, related to recreation, besides posing a risk to human health, cause fear in
the population and consequently negative impact to the country, with economic loses for
tourism and for Public health. Annually, there is a recurrence of the incidence, especially in
summer, of outbreaks of gastroenteritis, conjunctivitis and skin diseases of unconfirmed
etiology associated with recreation in marine environments. The attention of the national
and international media has also been focused in this issue, due to the realization of major
worldwide sporting events in Brazil and, focusing also in the impact an occurrence of
national outbreaks, evidencing the poor quality of national beaches. In addition, there is no
legislation in Brazil that indicates the survey of important pathogens which possesses
ubiquitous distribution and marked environmental resistance as the pathogenic protozoa in
areas destined to human recreation. In several countries around the world, including Brazil,
the survey of bacteriological indicators of fecal contamination is the most widely used
parameter to verify water quality, although bacteria are more sensitive to abiotical and
critical factors such as solar radiation and salinity, and are removed more rapidly through
the environment. Water is undoubtedly the most expressive transmission route of
Cryptosporidiosis and a giardiosis. Recreational activities have been proved to be an
important transmission and acquisition route of waterborne parasites. In Brazil, studies
concerning the environmental epidemiology of pathogenic protozoa in recreational waters
are still incipient and nonexistent on the Parana coast. In this context, the main goal of this
project was to characterize the balneability of different beaches along the coast of Parana,
in relation to contamination by pathogenic protozoa (Cryptosporidium and Giardia species)
in sea water and in rivers and channels that flows to these areas. Water samples were
analyzed by membrane filtration technique. Protozoa visualization were performed by
direct immunofluorescence assay using anti-Cryptosporidium and anti-Giardia monoclonal
antibodies and, the confirmation of the morphology of protozoa, was made using
differential interference contrast microscopy. Cryptosporidium oocysts were detected in 3
of the 4 water points selected to analysis. High concentration of oocysts was detected in
river water and canals, ranging from 86.6 to 173.2 / liter. In sea water, they were detected
in a sample - concentration of 124.5 / liter. The results demonstrate an important impact of
fecal contamination of the environments destined to human recreational activities on
beaches of the coast of Parana and, a potential public health risk of acquisition of
cryptosporidiosis, with more serious implications for populations which presents
immunological impairments due to the opportunistic nature of the parasite. In addition,
denote a need to perform the monitoring of protozoa and suit legislation at the state and
national level regarding the balneability of estuaries and beaches destined for human
recreation.

Keywords: Cryptosporidium; Giardia; balneability; Seawater; Parana.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de ambientes aquaticos pelo ser humano para o lazer e a natagdo € uma
das atividades recreacionais mais populares em todo o mundo. A despeito dos beneficios
desta atividade, o ato da natacdo pode expor os banhistas e nadadores a potenciais riscos

qguimicos e biologicos na maioria das vezes ocultos a saude publica (Moore et al., 2013).

Dispondo de um litoral de cerca de 8.000 km (Pereira e Soares-Gomes, 2002), as
areas costeiras brasileiras atraem todos os anos, muitos visitantes devido a sua beleza
natural, clima tropical e 4guas mornas. De acordo com dados do Ministério do Turismo do
Brasil (2014), o Estudo da Demanda Turistica Internacional revelou que quase 47,0 % da
populacao internacional que visitou o Brasil no periodo entre 2008 e 2014 vieram em
busca de lazer. Entre estes turistas, 59,3 % viajaram motivados pelo sol e praias, seguidos
por 21,4 % com predilecdo pela natureza, precisamente o ecoturismo e turismo de

aventura.

Além do aspecto recreacional, muitas destas areas servem como fonte de alimento ou
de renda para as comunidades costeiras no Brasil (Leal et al., 2008; Souza et al., 2012;
Leal et al., 2013a; Oliveira et al.,, 2016). No entanto, o despejo de aguas residuais nao
tratadas ou tratadas em corpos hidricos é atualmente apontado como a principal fonte de
contaminacao e deterioracdo destes locais ou dos ambientes para os quais afluem, sendo
responsavel pela introducdo de uma ampla variedade de enteropatdgenos humanos que
colocam em perigo a saude dos banhistas (Lipp et al., 2001; Riou et al., 2007; Win-Jones

et al., 2012; Koloren et al., 2013).



De acordo com o Sistema Nacional de Informac¢des sobre Saneamento (SNIS, 2013)
somente 48,6 % da populacdo brasileira tem acesso a coleta de esgoto. Mais de 100
milhdes de brasileiros ndo tem acesso a este servico e, somente 39,0 % de todo o esgoto
gerado no pais € tratado. No estado do Parana, as estimativas revelam que 60,0 % dos
paranaenses possuem coleta de esgoto e 63,75 % tratamento de esgoto, porcentagem
esta que posiciona o estado do Parana com maior indice de tratamento de esgoto na
regido sul (SNIS, 2013). Entretanto, o0 saneamento do litoral paranaense € dissonante: na
avaliacdo da infraestrutura e seguranca sanitaria realizada pela secretaria de estado do

turismo (SETU) o saneamento das praias paranaenses mostrou-se deficiente.

Virus e bactérias sdo os patdgenos mais frequentemente incriminados como agentes
etiolégicos causadores de surtos epidémicos de gastroenterite em seres humanos pela via
hidrica, porém, nas ultimas décadas, verificou-se que 524 surtos foram ocasionados por
protozoarios parasitos sendo Giardia e Cryptosporidium a causa de mais de 90,0 % destes
em escala mundial (Karanis et al, 2007; Baldursson e Karanis, 2011).

A criptosporidiose e a giardiose sao consideradas as principais protozooses
transmitidas por veiculagéo hidrica em paises desenvolvidos da América do Norte, Europa
e Australia, que contam com elevado padrdo de abastecimento de agua e tratamento de
esgoto (Fletcher et al, 2012). Ressalta-se que cistos de Giardia e oocistos de
Cryptosporidium séo resistentes a desinfetantes quimicos como o cloro e seus derivados
(Karanis et al., 2007).

As infeccbes ocasionadas por estes protozoarios patogénicos intestinais podem
representar uma ameaca a saude humana; no caso da giardiose, ocorre uma expressiva

falha do desenvolvimento fisico e cognitivo em criancas e a infec¢céo por Cryptosporidium



pode levar a um quadro de desidratacdo severa em categorias populacionais mais
vulneraveis ou mais expostas, como o0s imunossuprimidos e imunodeficientes, pela
ingestdo de apenas um oocisto do protozoario, podendo ter término fatal (Rose et al.,

2002).

Cryptosporidium e Giardia apresentam elevado potencial de dispersdo ambiental, uma
vez que uma grande quantidade de oocistos e cistos € eliminada nas fezes dos
hospedeiros. Uma Unica evacuacao de um individuo imunocompetente sintomatico pode
conter de 10%a 10° oocistos de Cryptosporidium assim como individuos imunodeficientes e
animais jovens liberam cerca de 10° a 10 oocistos durante o curso da infecgdo; o0s
individuos parasitados podem ainda eliminar oocistos por até 60 dias apds cessarem 0s
principais sinais clinicos, especialmente a diarreia (Chappell et al, 1996; Caccio et al.,

2005).

A eliminacéo de cistos de Giardia pode chegar a 10’ por grama de fezes, ampliando a
contaminacgdo das areas costeiras e de diversos frutos do mar utilizados como alimentos,
devido a sua eficiente capacidade de filtracdo e bioacumulacdo de contaminantes
ambientais (Robertson et al, 2007; Smith et al 2007; Souza et al., 2013; Leal et al., 2008,

2013).

Ambos parasitos sdo também introduzidos em areas costeiras e estuarinas mediante
descarte ou carreamento de fezes de animais domeésticos e de producdo pela drenagem
hidrica de sedimentos, ou pela presenca de animais silvestres infectados, constituindo um
potencial de contaminacdo ambiental por espécies zoondticas capazes de infectar o ser

humano (Fayer et al, 2004; Fayer e Lindsay, 2004; Graczyk et al, 2007).



Em diversos paises do mundo, incluindo o Brasil, a pesquisa de indicadores
microbiolégicos de contaminacédo fecal € mais amplamente empregada para a verificacao
da qualidade de aguas recreacionais, embora as bactérias sejam mais sensiveis a fatores
abidticos como a radiacéo solar e salinidade e, removidas mais rapidamente do ambiente
(Brasil, 2000; United States Environmental Protection Agency, USEPA, 2003; Ortega et al.,

2009).

Patégenos entéricos, especialmente o0s protozoarios patogénicos, sao relevantes
devido a elevada resisténcia aos estressores ambientais, sendo capazes de manter sua
capacidade infectante inalterada por longos periodos em &guas salinas ou salobras,
resistindo a condi¢des ambientais desfavoraveis ou letais para outros microrganismos, tais
como extremos de pH, temperaturas elevadas, radiacdo ultra-violeta (UV) e especialmente
a salinidade — oocistos mantem-se infecciosos por até um ano em adgua do mar (Johnson

et al, 1997, Fayer et al., 1998; Tamburrini e Pozio, 1999).

Assim, os estudos que visem investigar patdbgenos ndo contemplados pela legislacao
brasileira associados a recrea¢cdo humana em praias e estuarios, sdo de extrema
importancia e relevantes para evitar doencas, prejuizo econbmico e para 0

desenvolvimento de programas eficazes de gerenciamento de risco.



2. JUSTIFICATIVA

Anualmente observa-se a recorréncia da incidéncia, especialmente no verao, de surtos
de gastroenterite, conjuntivites e doencas de pele de etiologia ndo confirmada associados

a recreacdo em ambientes marinhos.

A importancia do estudo de parasitos intestinais - entre eles Giardia duodenalis e
espécies de Cryptosporidium - em diferentes ambientes aquaticos, como agentes
etiologicos de doencas é ressaltada pelo aumento do nimero de casos descritos, do
namero de surtos de veiculacdo hidrica ocasionados por estes protozoarios e por sua
distribuicdo ubiqua em areas costeiras e estuarinas, inclusive em moluscos bivalves
destinados a alimentacdo humana e cultivados nestes locais em escala mundial (Fayer et
al., 2004; Robertson et al, 2007; Souza et al., 2012; Willis et al., 2013; Oliveira et al.,

2016).

Ressalte-se a inexisténcia de legislacbes que preconizam a pesquisa de
microrganismos patogénicos para a saude humana no Brasil em &aguas costeiras
(estuérios, praias e balnearios) destinadas a recreacdo humana, salvo quando estas

regides forem consideradas sistematicamente como improprias (BRASIL, 2000).

Tendo em vista 0 exposto, 0 presente projeto apresentou como meta, a realizagcdo do
monitoramento da balneabilidade das praias e qualidade sanitaria da agua do mar e de
rios e canais que afluem para as mesmas, no litoral do Parana, no que diz respeito a
contaminacdo fecal por protozoérios parasitos. A pesquisa teve como enfoque principal
gerar e difundir dados inexistentes no litoral do Parana quanto a contaminagdo por

protozoarios patogénicos



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

e Realizar o monitoramento ambiental de protozodrios patogénicos nas principais
praias do litoral paranaense destinadas a recrea¢cdo humana, como instrumento de

afericdo de sua qualidade sanitaria e balneabilidade.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Verificar e quantificar a ocorréncia e concentracdo de cistos de Giardia e oocistos

de Cryptosporidium na 4gua do mar de duas praias do litoral paranaense

e Verificar e quantificar a ocorréncia e concentracdo de cistos de Giardia e oocistos
de Cryptosporidium em rios e canais que afluem para diferentes praias do litoral

paranaense.

e Realizar ampla revisdo da literatura em diferentes bases de dados nacionais e
internacionais para elaboracéo e submisséo de projetos de pesquisa em diferentes

agéncias nacionais de fomento.
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4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 Cryptosporidium e Giardia: consideragdes gerais.

A criptosporidiose e a giardiose apresentam distribuicdo cosmopolita figurando, na
atualidade, como as principais enteroparasitoses causadoras de gastroenterite em seres
humanos, animais domésticos e silvestres (Thompson, 2004; Caccio6 et al, 2005; Zahedi et

al, 2016).

Ambos o0s protozodrios parasitos apresentam similaridades quanto a sua
transmissibilidade, distribuicdo e epidemiologia ambiental. Cryptosporidium e Giardia sao
transmitidos primariamente pela rota fecal-oral, mediante ingestdo de oocistos e cistos
respectivamente, sendo estas, as formas de resisténcia ambiental e infectantes eliminadas

pelas fezes dos hospedeiros parasitados (Fayer et al, 1997; Cacci6 et al 2005).

Nas ultimas trés décadas, numerosos surtos de veiculagédo hidrica e alimentar tendo
como agentes etioldégicos ambos os protozoarios parasitos, foram documentados em todo
o mundo, especialmente em paises desenvolvidos da América do Norte, Europa e
Oceania, sendo estas vias de transmissdo apontadas majoritariamente associadas a

aguisicao de ambas as parasitoses (Karanis, 2007; FAO, 2014; WHO, 2014).

De acordo com Karanis et al, 2007 e Baldursson e Karanis (2011) Giardia e
Cryptosporidium foram responsaveis por ocasionar 524 surtos de veiculacdo hidrica em

todo o mundo nas ultimas trés décadas (Figura 1).

11



Periodo entre 1984 e Periodo entre 2004 e

Numero de surtos (n) = 325 Numero de surtos (n) = 199
8,60% 4,50%
M Crypto M Crypto
M Giardia M Giardia

outros
protozodarios

outros
protozodrios

Figura 1: Numero total de surtos epidémicos de transmisséo hidrica e porcentagem de surtos
ocasionados por Cryptosporidium spp., Giardia spp. e outros protozoarios, no periodo de 1984 a
2010. Fonte: Franco, Branco e Leal, 2012

Em outra revisdo recente, um comité de especialistas da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) em parceria com especialistas da Organizacdo das Nacdes Unidas para
Alimentacédo e a Agricultura (FAO), realizaram o ranqueamento das principais parasitoses
transmitidas por alimentos, tendo como critérios 0 numero de surtos ocasionados, numero
de casos de Doencas transmitidas por alimentos (DTAs), severidade (morbidade
expressiva), impacto sécio econémico, entre outros (OMS, 2014; FAO, 2014).

O protozoario Cryptosporidium destacou-se com a 52 posicdo e Giardia duodenalis
com a 112 colocagdo no ranking entre todas as DTAS e entre as principais zoonoses
globais veiculadas por alimentos, associados principalmente ao consumo de hortalicas,
sucos, leite e moluscos bivalves (OMS, 2014; FAO, 2014).

O sucesso da transmissao hidrica e alimentar de ambas as parasitoses se deve a
véarios fatores, entre eles: a marcada resisténcia ambiental dos cistos e oocistos aos
estressores ambientais, a estabilidade das formas parasitarias encistas no ambiente,

conferindo manutencao da infectividade dos protozodrios por semanas a meses; a baixa
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dose infectante necessaria para ocasionar infeccdes em hospedeiros susceptiveis (média
de 10 (oo0) cistos), a resisténcia a maioria dos desinfetantes a base de cloro e seus
derivados, utilizados para potabilizar a agua e, o elevado niumero de cistos e oocistos que
ja sao eliminados infectantes pelas fezes dos hospedeiros parasitados sintomaticos ou
assintomaticos (Smith et al, 2006; Thompson e Smith , 2011).

Entretanto, deve-se considerar que a recuperacdo de patdgenos a partir de amostras
ambientais, (agua bruta, efluentes e alimentos), especialmente em situacdes de surtos,
representa um desafio, pois estes podem estar presentes em pequenas concentracdes ou
nao serem detectados devido a ocorréncia de interferentes que influenciam negativamente
a eficiéncia dos métodos utilizados para concentrar, purificar e recuperar patbgenos ou

contaminantes ambientais (Smith e Nichols, 2010; Girones et al, 2010, Leal, 2013).

Nos Ultimos anos, o desenvolvimento de novas tecnologias de deteccdo que
apresentam alta especificidade e sensibilidade (métodos imunol6gicos - como a reacao de
imunofluorescéncia direta e ferramentas moleculares), culminou com a implementacéo de
métodos de deteccao de enteropatdbgenos humanos em amostras ambientais complexas,
garantindo maior acuracia ao diagnéstico e a possibilidade de determinacdo da real
importancia epidemioldgica destes agentes (JEX et al, 2008; Girones et al, 2010; Leal,

2013).

Em amostras ambientais que apresentam menor turbidez, como as aguas destinadas
ao consumo humano, tem sido frequente o isolamento de ambos os protozoarios, inclusive
ocasionando numerosos surtos por estas vias em diversos paises do mundo sendo
considerado um importante problema de saude publica. Porém, o conhecimento sobre

esses riscos no Brasil, ainda sao escassos (Franco et al, 2001; 2007).
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N&o existem relatos até o presente momento de surtos de veiculacdo hidrica
documentados e atribuidos aos protozoarios Cryptosporidium e Giardia no Brasil e 0s
dados de ocorréncia e de sua epidemiologia ambiental e molecular, sdo decorrentes em
sua maioria de pesquisas cientificas (Franco, 2007).

Entretanto, j& ocorreram surtos ocasionados pelos protozoarios Toxoplasma gondii e
Cyclospora cayetanensis por esta via no pais, sendo ambos os parasitos incriminados
como agentes causadores de surtos, entre estes, um dos maiores em escala mundial, no
estado do Parana. (Franco, 2007; Vaudaux et al, 2010).

Ressalte-se, portanto, a importancia de selecionar alternativas mais eficientes de
deteccdo e recuperacdo desses cistos e oocistos, nas aguas destinadas ao consumo
humano. Logo, os resultados dessas avaliacbes devem nortear as tomadas de decisGes
no que se refere aos sistemas de captacdo, tratamento e distribuicdo de agua, pelos
administradores publicos, visando a preservacdo dos corpos hidricos e a melhoria da
qualidade de vida das populacées humanas (Franco, Branco e Leal, 2012).

Atualmente tém crescido o numero de surtos ocasionados por estas protozooses
intestinais associados a recreacdo humana, especialmente em piscinas (Baldursson e
Karanis, 2011).

Além disso, ambos os protozoarios ja foram identificados em agua do mar de
diferentes paises, com concentracdes variaveis sendo inclusive, realizada em alguns
destes, a rastreabilidade das fontes de contaminacdo fecal mediante utilizacdo de

ferramentas moleculares (Tabela 1).
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Tabela 1: Ocorréncia e concentracédo de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium em aguas marinhas e estuarinas do mundo.

Localizacao Amostragem / Resultados Concentracéo de Fonte(s) de Referéncia
(oo)cistos contaminacéo
suspeita(s)
Praias de Waikiki, 29 amostras; Cryptosporidium: 0,01- Transbordamento Johnson et al, 1995.
Havai (Estados o 0,11/L de esgoto;
Unidos). Cryptosporidium: 14,0% escoamento
o Giardia: 0,005-0,22/ L superficial;
(4 amostras positivas); banhistas:
Giardia: 21,0 % (6 amostras) despejo de fezes
por barcos.
Estuario Georges River 6 pontos amostrados / 10 Cryptosporidium e Transbordamento Ferguson et al, 1996.
Sydney (Australia). ocasibes; o de esgoto;
Giardia: escoamento
Cryptosporidium e  Giardia superficial

Praias de Hong Kong
(China).

Baia de Sarasota,
Florida (EUA).

detectados em todos 0s pontos.

64 amostras; varios pontos de
amostragem;

Giardia: 31 pontos de
amostragem (48,0% de
positividade).

11 pontos analisados

Cryptosporidium:
em 3 pontos;

positividade

Giardia: 1 ponto com amostra
positiva.

1 (00) cisto/L

Giardia: 1-23 cistos/L

Cryptosporidium: 10-16

oocistos/L

Giardia: 16 cistos/L

(associado com
altos periodos de
precipitacdo).

Esgoto

Esgoto;
rompimento de
cano de esgoto;
banhistas;
despejo de fezes
por barcos.

Ho e Tam, 1998a.

Lipp et al, 2001a.

Continua
15



Adaptado e atualizado de Leal, 2013.

Continua

Estuario Charlotte
Harbor, Florida
(Estados Unidos).

Mersin, regido
mediterranea do sul da
(Turquia).

Estuarios da costa da
Galicia (Espanha).

Estuario de
Oosterschelde
(Holanda).

Estuario — confluéncia
com o Rio Sena
(Franca).

Area costeira
(Tailandia) apos
Tsunami.

8 pontos amostrados

Cryptosporidium: 2 pontos com
1 amostra positiva;

Giardia: 1 ponto com 1
amostra positiva e outro com
2.

Cryptosporidium: 1 amostra
positiva;

4 regibes estuarinas; 7 pontos
amostrados em uma ocasiao;

Cryptosporidium: detectado
em 5 pontos; Giardia 6 pontos

2 pontos amostrados (2
vezes);

Cryptosporidium e Giardia:
detectados em 1 ponto em 2
periodos

8 amostras;

4 positivas para Giardia e 6
positivas para
Cryptosporidium.

12 amostras em 2005:
Cryptosporidium e Giardia 2
amostras positivas para cada.

Para ambos os
protozoarios: 0,047-1,77
(00) cistos/ L

N&o reportado

Cryptosporidium: 1-17
oocistos/L

Giardia: 0,4-29,3 cistos/L

Cryptosporidium: 1-4,9
oocistos/L

Giardia: 0,6 cistos/L

Cryptosporidium: 3-24
oocistos/L

Giardia: 2,4-27 cistos/L

N&o estabelecido (dados
considerados como
média geométrica de
aguas de torneira, rio,

Escoamento
superficial

N&o reportado

Efluente de
esgoto;
escoamento
superficial

Efluente de
esgoto;
escoamento
superficial

Despejo de
efluentes brutos e
tratados

Alagamento,
contaminagé&o por
fezes de seres
humanos e

Lipp et al, 2001

Ceber et al, 2005.

Gomez-Couso et al,
2005, 2006.

Schets et al, 2007

Touron et al, 2007

Srisuphanunt et al,
2010.
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12 amostras em 2008: estuario, mar e pogo).
Cryptosporidium e Giardia: 1
amostra positiva para cada.

animais devido a
ocorréncia de um
Tsunami na
regido em 2004.

Praia de Chesapeake
Bay, Maryland
(Estados Unidos).

Duas praias destinadas
a recreacdo humana
em Sinaloa (México).

Amostras coletadas Dias da semana
durante onze semanas do _
verao americano: C. parvum: 0-7 oocistos/L

Dias da semana (n = 33 G. duodenalis: 0-4 cistos/L

amostras .
) Finais de semana

Cryptosporidium parvum:

2 amostras positivas C. parvum: 2-42 oocistos/L

Giardia duodenalis: G. duodenalis: 0-33 cistos/L

amostras positivas (2)

Finais de semana (n = 27
amostras)

Cryptosporidium: 13
positivas;

Giardia: 10 positivas

Praia de Altata; Concentracao total para

Cryptosporidium: 71,0 %  ambas as praias:

das amostras positivas;

Giardia: 57,0 %. Cryptosporidium: 150-
2050/10L

Praia de Mazatlan:

Cryptosporidium: 83,0% Giardia: 10-300/ 10L

de positividade; Giardia:

72,0%.

Contingente de
banhistas maiores
nos finais de
semana;

Ressuspenséao do
sedimento da
praia,;

Contaminacéo
fecal

Efluentes brutos

Graczyk et al, 2007c.

Magana-Ordorica et al,
2010.
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Quatro regides
marinhas da ilha de
Floriandpolis (Brasil).

Estuario de Cananéia,
Litoral Sul de Séao
Paulo (Brasil).

Praias da costa central
do pais (Venezuela).

Uma amostragem cada —
regides de cultivo de
ostras.

Giardia duodenalis: 1
ponto

48 amostras coletadas de
4 pontos diferentes do
estuario.

Giardia duodenalis:

Detectada em todos os 4
pontos com as seguintes
positividades

36.3%, 18.1%, 36.3% e
27.2%

Cryptosporidium:
detectado em um ponto
de amostragem 9,0 %

Mil amostras de agua
litoranea

Cryptosporidium: 14% por
imunofluorescéncia

Giardia: 35% pelo mesmo
método

Concentracéo nao
estimada.

Giardia duodenalis
pertencente ao gendtipo A

Concentragdo ndo
estimada.

Isolamento por PCR e RID.
Giardia duodenalis

(Assembleias/ subgenotipos
All e C)

Concentracao estimada nas
praias com maior indice de
patégenos encontrados:

Cryptosporidium:
(2 oocistos / L)

Giardia:

(17 cistos / L)

Souza et al, 2012
Continua

Contaminacgéao por
efluente doméstico

Contaminagdo por Lealetal, 2013
efluente doméstico

e por fezes de

animais

domésticos.

Esgoto sendo Betancourt et. al, 2014
considerado o

maior carreador

desses

protozoarios

Continua
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Praia de Orchard, 159 amostras de bivalves Valor ndo estimado Seres humanos e Mayer et al. 2014

principal fornecedora de diferentes espécies cies podem ter
de moluscos a grande
Nova York (Estados Cryptosporidium: 6,3% desempenhado um
Unidos). pelo método de PCR papel na
o contaminacgéo da
Giardia: 20,1% pelo praia. Um fato

mesmo mét . ,
esmo metodo interessante é que

no més de Agosto
a praia foi fechada
por contaminagao
fecal humana

Em contraposicdo, no Brasil, dados sobre a ocorréncia de protozodrios parasitos em ambientes destinados a
recreacdo humana como praias, estuarios e balneérios - entre estes alguns de carater oportunista como Toxoplasma
gondii e espécies de Cryptosporidium — sdo ainda mais escassos (Greinert et al, 2004; Leal et al, 2008; Souza et al, 2012;

Leal et al, 2013).
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4.2 Género Cryptosporidium

As primeiras aparicdes desse protozoario foram relatadas no inicio do século XX, em
1907 por Ernest Edward Tyzzer que documentou 0 encontro de oocistos do protozoario
parasito nas fezes de camundongos e também, em suas glandulas gastricas.

Em 1910, Tyzzer descreveu o patégeno como Cryptosporidium muris, estabelecendo
posteriormente seu ciclo de vida do tipo monoxénico (com alternancia de reproducao
sexuada e assexuada) em um mesmo hospedeiro, entretanto sem obter seu carater
taxonémico completamente.

Dois anos depois, foi descrita uma nova espécie, Cryptosporidium parvum publicado
por esse mesmo pesquisador (Tyzzer, 1912); destacou-se a diferenca no tamanho nos
oocistos e o sitio de parasitismo, desta vez no intestino delgado.

A taxonomia do protozoario Cryptosporidium estd em constante mudanca.
Primariamente, foi considerado por décadas como pertencente ao Filo Apicomplexa;
Classe Sporozoasida; Subclasse Coccidiasina; Ordem Eucoccidiorida; Subordem
Eimeriorina; Familia Cryptosporidiidae (Levine et al, 1988; Fayer et al, 1997).

A taxonomia do género foi alterada anos depois, baseado em estudos moleculares e
ultraestrutura de protistas classificando-o no supergrupo Chromalveolata, primeiro rank
Alveolata, segundo rank Apicomplexa: Conoidasida: Coccidiasina (ADL et al, 2005).

Com as novas descobertas acerca do protozoario, especialmente sua capacidade de
se reproduzir fora da célula do hospedeiro e exibir comportamento similar as gregarinas,
houve nova reclassificacdo do protozoario parasito, agora pertencendo ao filo Miozoa,
subfilo Myzozoa, Intrafilo Apicomplexa, superclasse Sporozoa, classe Gregarinomorphea,

subclasse Cryptogregaria n.sc., ordem Cryptogregarida, género Cryptosporidium

20



(Ruggiero et al., 2015).

ApoOs sua descoberta, anos se passaram sem que houvesse procura acerca desse
protozoario em seres humanos, sendo considerado de baixa importancia médica (Fayer et
al., 1997). O surgimento dos primeiros casos em seres humanos foram reportados em
1976 sendo um deles em uma criangca com quadro de diarréia aguda auto-limitada e
imunossuprimida e o outro caso em um adulto que estava sob longo tratamento
medicamentoso a base de corticosteroides, apresentando um quadro clinico de diarréia

aguda de curso prolongado (Nime et al, 1976; Meisel et al, 1976).

A notoriedade do parasito, como causa primaria de diarréia, carater oportunista e risco
de Obito, comecou a ocorrer em 1982, com o advento do HIV/AIDS, acometendo
severamente 21 pessoas portadoras do virus em seis cidades dos Estados Unidos.

(Goldfarb, 1982).

No comeco da década de 90, foi reportado o maior surto de veiculacdo hidrica
documentado por este parasito, na cidade estadunidense de Milwaukee, Estado de
Wisconsin através do sistema de abastecimento de agua da cidade (Mackenzie et al,
1994). Cerca de 403.000 pessoas foram atingidas pelo patégeno, sendo que 4000 foram
hospitalizadas, 100 foram a 6bito e destas 69 eram portadoras do virus HIV.

A causa primaria do surto foi a passagem de oocistos pelo sistema de tratamento de
agua da cidade, conhecida como ETA (Estacdo de Tratamento de Agua), tendo um custo
total estimado de mais de 90 milhdes de dblares (Mackenzie et al, 1994).

Em consequéncia desse grande surto, varios estudos foram documentados sobre a
doenca, abrangendo vérias caracteristicas inerentes ao protozoario como particularidades

biolégicas, principais fontes de infec¢do, determinagdes genotipicas, aspectos clinicos da
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doenca, entre outros. Todos estes fatos somados provocaram uma maior atencao das
entidades publicas quanto a esse protozoario, especialmente como uma preocupacao aos
sistemas tratadores de agua e, ampla relevancia na area ambiental e de pesquisa
cientifica (Rose, 1997; Smith e Rose, 1998; Wiedenmann et al, 1998; Fayer et al, 2000;

2004; Dawson, 2005; Smith et al, 2007; Robertson e Gjerde, 2007 Ryan et al, 2016).

Atualmente, 29 espécies do protozoario do género Cryptosporidium e 40 gendtipos
sdo aceitos como validos (Tabela 2), reportados em seres humanos e em ampla gama de
hospedeiros animais. Contudo, ainda existem controvérsias quanto ao numero de
espécies e gendtipos, sendo este tipo de estudo e classificacdo embasado mediante
utilizacdo de ferramentas moleculares e sequenciamento génico (Zahedi et al, 2016;

Thompson e Ash, 2016).

Cabe ressaltar, que das 29 espécies descritas atualmente, 17 sdo capazes de infectar

0s seres humanos (Zahedi et al, 2016) (Tabela 2).
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Tabela 2 Espécies de Cryptosporidium aceitas, confirmadas por analises moleculares e espectro de

hospedeiros.

Espécie Hospedeiro Infeccioso Tamanho dos Referéncia
principal para o ser oocistos (um)
humano

1. C. hominis Homem Sim 48x5,2 Morgan-Ryan et al.
(2002)

2. C. parvum Ruminantes Sim 45x5,5 Tyzzer (1912)

3. C. andersoni Bovinos Sim 7,4x5,5 Lindsay et al.
(2000)

4. C. muris Roedores Sim 56x74 Tyzzer (1907)

5. C. suis Suinos Sim 4,2x 4,6 Ryan et al. (2004)

6. C. felis Felinos Sim 45x5,0 Iseki (1979)

7. C. canis Canideos Sim 3.6x5,8 Fayer et al. (2001)
8. C. bovis Bovinos Nenhum 46x4,8 Fayer et al. (2005)
relato
9. C. ryanae Bovinos Nenhum 3,1x3,7 Fayer et al. (2008)
relato
10. C. xiaoi Ovelhas Nenhum 29x3,4 Fayer et al. (2010)
relato

11. C. wrairi Roedores Nenhum 4,0x4,8 Vetterling et al.
relato (2971)

12. C. baileyi Aves Nenhum 6,3x5,2 Current et al. (1986)
relato

13. C. meleagridis Aves Sim 45x 4,6 Slavin (1955)

14. C. galli Aves Nenhum 6,4 x 8,5 Ryan et al.
relato (2003)
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15. C. serpentis

16. C. fayeri

17. C. macropodum

18. C. varanii

19. C. ubiquitum

20. C. cuniculus

21. C. rubeyi

22. C. scophthalmi

23. C. huwi

24. C. erinacei

25. C. scrofarum

26. C. viatorum

27. C. tyzzeri

28. C. molnari

29 C. fragile

Répteis

Cangurus

Cangurus

Lagartos

Cervos

Coelhos

Esquilos

Peixes

Peixes

Ourico terrestre

Porcos

Homem

Camundongos

Peixes

Sapos

Nenhum
relato

Sim

Nenhum

relato

Nenhum

relato

Sim

Sim

Nenhum
relato
Nenhum

relato

Nenhum

relato

Sim

Sim

Sim

Sim

Nenhum

relato

Nenhum
relato

48x5,6

4,3x4,9

4,9x5,4

4,7x 4,8

50x4,7

59x54

4,6 x4,3

4.4 % 3.9

46x4.4

4,9 x4,4

51x4.8

5.3x4.7

46x4.1

4.7 x4.4

6.2x55

Levine (1980)

Ryan et al. (2008)

Power e Ryan
(2008)

Pavlasek e Ryan
(2008)

Fayer et al. (2010)
Robinson et al.
(2010)

Li et al. (2015)

Alvarez-Pellitero et
al. (2004)

Ryan et al. (2015)

Kvac et al. (2014)

Kvac et al. (2013)

Elwin et al. (2012)

Ren et al. (2012)

Alvarez-Pellitero e
Sitja-Bobadilla
(2002)

Jirka et al. (2008)

Adaptado de Leal (2013) e atualizado de Zahedi et al 2016. *Espécies reportadas em seres humanos.
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Independente da espécie, os oocistos de Cryptosporidium sdo as formas infectantes e
exibem ampla resisténcia ambiental. Consequentemente, dentre os coccidios 0 que se
destaca nesse protozoario é a parede do oocisto composta por lipideos, fibrilas de actina,
carboidratos e ligacGes de dissulfeto, confirmando sua natureza robusta (Robertson et al.,
2007).

O oocisto manifesta uma sutura (Figura 1) por onde sdo eliminados 4 esporozoitos
moveis, fendbmeno este conhecido como excistacdo, que ocorre apos a ingestdo de
oocistos infectantes por um hospedeiro susceptivel (Sodré e Franco, 2001). Estes séo
desprovidos de esporocistos e eliminados ja infectantes no ambiente o que ndo ocorre
com os demais coccidios do Filo Apicomplexa (Monis e Thompson, 2003).

Os esporozoitos liberados do oocisto invadem principalmente as células epiteliais
(enterdcitos) do intestino delgado e se alojam nas microvilosidades destas células, porém,
€ importante salientar que o protozoario pode se desenvolver em qualquer célula que
apresente microvilosidades, por exemplo, células do epitélio pulmonar, sendo esta a
localizacdo mais frequente em aves. (Fayer, 1997; Kosec et al, 2001).

Apds a excistacdo, se inicia a fase de reproducdo assexuada e sexuada, com a
penetracdo dos esporozoitos nos enterdcitos. O ciclo assexuado caracteriza-se pela
maturagcdo dos esporozoitos se desenvolvendo em merozoitos ou merontes podendo ser
do tipo | ou I, fase essa mais conhecida como merogonia.

A reproducdo dos merozoitos do tipo | ocorre de forma ativa nos enterocitos, podendo
assim, apos o final do processo, infectar células sadias. Ja os do tipo Il ndo se multiplicam,
e irdo gerar a fase sexuada, conhecida como gametogonia dentro do hospedeiro.

Depois de formados os gametocitos, eles sdo classificados em gametas masculinos

(microgametocitos) e gametas femininos (macrogametocitos). Os microgametocitos sao
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liberados a partir de um fendmeno denominado de exflagelacdo fertilizando o
macrogametocito originando assim o zigoto, que evoluird para o0 estagio de oocisto
(Franco, 2001) (Figura 2).

Segundo Thompson (2003), ap6s o desenvolvimento dos protozoarios sdo formados
dentro do hospedeiro dois tipos de oocistos: 0s que possuem parede mais delgada (total
de 20,0 % dos oocistos produzidos - responsaveis pela autoinfeccao interna), causando
um aumento da carga parasitaria no mesmo hospedeiro e, 0s oocistos de parede grossa
gue sdo os outros 80,0 % produzidos, sendo estes eliminados pelas fezes do hospedeiro,

para o ambiente e j& infectantes.

O oocisto de Cryptosporidium € muito resistente e sobrevive a maioria dos
desinfetantes como &lcool, hipoclorito de sodio, fendis e até mesmo, amonia. Também é
resistente a concentracdo de cloro empregada pelas ETAs, durante a etapa de

desinfeccdo da agua (Lima et al., 2003).

Figura 2: Oocistos de Cryptosporidium, ambos com presenca de sutura, visualizados por reacédo de
imunofluorescéncia direta, mediante emprego de anticorpos monoclonais. Fonte: A autora (2016)
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A infeccdo é caracterizada como autolimitante em individuos que apresentam o
sistema imunologico higido, mas pode ser grave em imunocomprometidos, sendo
frequentemente ndo diagnosticada. O quadro clinico é bem amplo e influenciado pela
idade do hospedeiro, status nutricional e espécie e subtipo causador da infec¢do (Fayer et
al, 1997; Araujo et al., 2007, Leal, 2013). Deve-se ressaltar que o que delimita a
severidade da doenca € o status imunolégico do hospedeiro, especialmente a sua
resposta imunoldgica de tipo celular e concentracédo de linfocitos T CD4 (O’Connor et al,

2011).

Em individuos imunocompetentes, o principal sintoma é a diarreia liquida que tende a
ter longa duragdo (em média 5 - 10 dias), acompanhada de cdlicas abdominais, fadiga,
nausea, anorexia, perda de peso, febre baixa, vomitos, dores nas articulagcdes e mialgias

(Fayer et al, 2000; Hellard et al, 2000; Shirley et al, 2012).

Em individuos imunodeficientes ou imunossuprimidos, a infeccdo se agrava e adquire
um carater oportunista sendo frequente causa de O6bitos caso ndo haja intervencdes
hospitalares, como hidratacdo parenteral ou medidas que assegurem o restabelecimento
do sistema imunoldgico (Farthing, 2006; O’Connor et al, 2011). Em pacientes portadores
de HIV/ AIDS, a infeccdo geralmente apresenta-se mais grave quando os niveis de
linfécitos T CD4 caem para niveis abaixo de 100 células/mm?, ocorrendo mé-absorcéo
intestinal, significativa perda de peso e elevado coeficiente de fatalidade (Cabada e White,

2010; O’'Connor et al, 2011, Leal, 2013).
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Nesta situacdo, ha o risco do desenvolvimento de criptosporidiose fulminante; existe
registro de pacientes que apresentaram diarreia e desidratacdo extremamente aguda com

eliminacdo de 17 a 20 litros de fezes aquosas em apenas um dia (Griffiths, 1998).

ManifestagBes extra-intestinais ocorrem mais frequentemente em individuos
imunossuprimidos e indicam um mau prognéstico da doenca: acometem os dutos biliares
(com aparecimento de colangite), figado, pulmé&o, e quadros graves de pancreatite (Fayer

et al, 1997; Denkinger et al, 2008, Leal, 2013).

Segundo Bern e colaboradores (1992) a diarreia aguda e a desidratacdo sdo uma das
principais causas de mortalidade infantil, causando cerca de 3,3 milhBes de mortes por
ano, em uma escala global. Dados mais atuais de casos de diarréia severa em criancas,
de acordo com estudo coordenado pelo grupo GEMS (Estudo Multicéntrico de Patégenos
Entéricos Global) (Kotloff et al, 2013), apontam a diarréia como a segunda principal causa
de oObitos, em diversos paises da Africa e Asia, e o Cryptosporidium como a segunda
causa de diarréia severa na infancia, somente sobrepujado pelo rotavirus (Ryan et al,

2016).

No Brasil, alguns dados revelaram que até 17,0 % dos casos de gastroenterite infantil

estavam associados a criptosporidiose (Gennari-Cardoso et al.,1996).

A criptosporidiose apresenta distribuicdo cosmopolita e os dados de prevaléncia, séo
variaveis. Em populagdes ndo portadoras de HIV com diarréia, em nagdes desenvolvidas,
a prevaléncia varia entre 0,3 % e 4,3 % e, nos paises em desenvolvimento, entre 1,3 e
22,2 %. Na populacao infectada pelo HIV, esses indices sdo maiores, sobretudo nos

paises em desenvolvimento, onde cerca de 50,0 % das diarreias sdo causadas pelo

28



Cryptosporidium. Nos paises desenvolvidos esse indice varia entre 8,0 % e 30,0 %

(Andrade Neto & Assef, 1996).

Em estudo realizado em pacientes portadores do virus HIV, na regido do triangulo
mineiro, entre os anos de 1993 e 2003, evidenciou-se a ocorréncia de criptosporidiose em
9,47 % dos pacientes (Silva et al, 2004). Estes dados estdo abaixo do que j& foi relatado
em outras regides do pais que assinalam uma ocorréncia em torno de 12,1 e 19,1 % (Dias

et al., 1988; Moura et al., 1989).

Em outro estudo, de Silva e colaboradores (1994) relataram a presenca de oocistos
de Cryptosporidium em 2,8 % das amostras de fezes diarréicas analisadas em Alfenas,
Minas Gerais, principalmente entre individuos de 0 - 6 anos de idade e, residentes de area
urbana. Em ambito global, acredita-se que haja uma grande variacdo de prevaléncia da
parasitose, inclusive, que estd esteja subestimada, pois os métodos de diagnostico séao
variados, a notificacdo ndo é universalmente obrigatéria e, muitos individuos doentes nao
procuram assisténcia meédica (Xiao & Fayer, 2008; Baldursson & Karanis, 2011; Ryan et

al, 2016).

Quanto as principais espécies que acometem o0s seres humanos, tanto em
imunocompetentes quanto em imunocomprometidos, sdo: C. hominis, C. parvum, C.
meleagridis, C. felis e C. canis. Casualmente, outras poucas espécies e genotipos de
Cryptosporidium sdo encontrados em humanos, como C. muris, C. suis, C. andersoni, e

Cryptosporidium cuniculus (Xiao & Fayer, 2008; Zahedi, 2016).

No Brasil, embora as informacdes sejam ainda escassas, ja foi verificada a ocorréncia

desses microrganismos em agua para consumo humano, embora sem evidéncia
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epidemiologica da doenca na comunidade servida, porém, o protozoario tem sido
detectado com agente etioldgico de surtos em criancas que frequentam creches (Newman

et al., 1993; Franco, 2007).

Apesar do avanco das pesquisas e conhecimento acerca do protozoario parasito,
muitas perguntas ainda ndo foram sanadas quanto a sua epidemiologia e também ao
tratamento que possa ocasionar a cura parasitoldgica. Até hoje, inexiste uma vacina
contra a doenca e, o0 Unico farmaco aprovado para o tratamento da diarreia causada pela
criptosporidiose € a nitazoxanida (NTZ), recomendada pela FDA para administracdo em
criancas, embora ela ndo promova a cura e somente diminua os episodios de diarréia e o

namero de oocistos a serem eliminados pelas fezes (Platts-Mills, 2015; Gates et. at, 2016).

Os estudos atuais tém focado na genotipagem dos isolados, especialmente quando
ocorrem surtos de veiculacdo hidrica. A rastreabilidade das fontes de contaminacéo fecal
em aguas de recreacdo tem sido efetuada, pois humerosos surtos estdo ocorrendo em
escala mundial, especialmente em piscinas,

Ademais, existe a necessidade de monitoramento de protozoarios patogénicos em
areas costeiras e estuarinas visto que a presenca de animais e o lancamento de esgoto

domeéstico in natura podem ocasionar surtos em banhistas e nadadores.
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4.3 Género Giardia

Em 1681, Antonie van Leeuwenhoek, analisando suas proprias fezes diarréicas em
microscopio encontrou 0 protozodario, que mais tarde seria conhecido como Giardia
duodenalis (sinonimia G. lamblia, G. intestinalis) (Dobell, 1920 apud ADAM, 2001).

Ja no ano de 1859, a morfologia do protozoério foi descrita por Lambl e considerou que
0 parasito pertencia ao género Cercomonas, classificando-o como Cercomonas
intestinalis, devido a sua localizacédo no hospedeiro (Lambl, 1859 apud Adam, 2001).

Com o passar dos anos, o0 protozoario foi ganhando muitas outras nomenclaturas:
Blanchard em 1888 nomeou o mesmo de Lamblia intestinalis (Blanchard, 1988 apud
Adam, 2001); no ano de 1902, Stiles acabou modificando o nome para Giardia duodenalis
(Stiles, 1902 apud Adam, 2001).

Em 1952 Filice resolveu separar as diferentes espécies com base nas caracteristicas
morfolégicas dos trofozoitos e de acordo com sua especificidade de hospedeiros.

Segundo a classificacdo estabelecida pelo comité de protozoologistas (Levine, 1980)
esse protozodario flagelado estd entre os do Filo Sarcomastigophora, classe
Zoomastigophorea, ordem Diplomonadida e pertencendo a familia Hexamitidae.

Atualmente, a Giardia esta classificada no supergrupo Excavata, primeiro rank

Fornicata, segundo rank Eopharyngia: Diplomonadida: Giardiinae (ADL et al, 2005).

Giardia € um dos mais antigos organismos eucariotos conhecidos. O parasito
apresenta capacidade de infectar um grande nimero de hospedeiros, entre eles, animais
de diversas classes de vertebrados, mamiferos, aves e répteis (Ortega e Adam, 1997;

Appelbee, 2005).
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Existem seis espécies descritas, que atualmente sdo denominadas de G. microti
(infecta rato almiscarado e rato calunga); G. psittaci (aves - psitacideos), G. ardeae (aves
silvestres); G. agilis (anfibios); G. muris (roedores) e G. duodenalis (humanos; mamiferos
domeésticos e silvestres) (Thompson, 2004; Koehler et al, 2014).

A Unica espécie com potencial patogénico para o ser humano é Giardia duodenalis,
sendo a maior parte dos estudos documentados na literatura, concernentes a esta
espécie.

Em 2004, Thompson descobriu que Giardia duodenalis, € na verdade um complexo de
espécies, as quais exibem variedades genotipicas e fenotipicas distintas, revelando que
exemplares dessa espécie ndo sdo uniformes, mesmo 0s que apresentam genotipos
equivalentes e morfologicamente similares, apresentam diferencas em sua especificidade
parasitaria.

Portanto de acordo com o0s gendtipos ou assembleias (n = 8) foram divididas em
diversos grupos (A — H), sendo os gendtipos A e B, capazes de infectar os seres humanos
e, os demais, com predilecao para especificidade parasitaria, isto € hospedeiro especifico

de diversos animais (Koehler et al, 2014) (Tabela 3).
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Tabela 3: Espécies e gendtipos do género Giardia.

Espécie Genotipo  Hospedeiros Tamanho Referencias
principais dos Cistos
(Lm)
A Humanos e 12-15 x 6-8 Homan et al.,
outros primatas, 1992;
canideos, Mayrhofer et al.,
Giardia felinos, bovinos, 1995
duodenalis (= G. roedores,
lamblia; G. animais
intestinalis) silvestres.
B Humanos e 12-15 x 6-8 Homan et al.,
outros primatas, 1992;
canideos, Mayrhofer et al.,
animais 1995
silvestres.
C Canideos 12-15 x 6-8 Meloni &
Thompson,
1987
D Canideos 12-15 x 6-8 Monis et al.,
1998
E Bovinos e 12-15x6-8 Eyetal., 1997
animais de
pastoreio
(herbivoros)
F Felinos 12-15 x 6-8 Monis et al.,
1999
G Roedores 12-15 x 6-8 Monis et al.,
1999
G. agilis - Anfibios 20-30 x 4-5  Kunstler, 1882,
1883
G. muris - Roedores, aves  9-12 x 5-7 Grassi, 1879
e répteis.
G. psittaci -- Aves 14 x 6,0 Erlandsen &
Bemrich, 1987
G. ardeae -- Aves 10x 6,5 Erlandsen et al.,
1990
G. microti -- Roedores 12-15 x 6-8 Feely, 1988

*Genotipo H descrito em animais marinhos. Aceito por grande parte dos autores

Fonte: Leal, 2013.



Quanto a morfologia do protozoario Giardia, apresenta apenas o trofozoito e o cisto
como estadios evolutivos em seu ciclo de vida.

O cisto (Figuras 3 e 4) de tamanho variando entre 8 a 12 ym tem a forma ovalada e
apresenta resisténcia ambiental. E formado por dupla parede cistica, podendo conter de 2

a 4 nucleos, axonemas e corpos em crescente.

Figura 3: Cisto de Giardia visualizado por microscopia de contraste de interferéncia (DIC).
Fonte: A autora (2016).
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Figura 4: cisto de Giardia, visualizado por reacdo de imunofluorescéncia direta,
mediante emprego de anticorpos monoclonais. Fonte: A autora (2016).

O trofozoito surge apés a passagem do cisto pelo estdmago do hospedeiro, sendo que
a presenca de acidos estomacais é imprescindivel para a excistacdo do patdgeno e
desenvolvimento do trofozoito no intestino delgado (preferencialmente no jejuno e ileo) do
hospedeiro. Esta é a forma que se alimenta e se reproduz no hospedeiro (Adam, 2001).

O trofozoito apresenta quatro pares de flagelos, tem formato elipsoide ou piriforme, de
tamanho variando de 12 a 15 pm, com dois nucleos e apresenta corpos medianos,
axonemas e um disco ventral concavo, também denominado de disco adesivo, constituido
de microtubulos, ajudando na fixagcdo do patdogeno na mucosa do lumen intestinal do
hospedeiro, para se multiplicar (Ortega e Adam, 1997; Thompson, 2004; Ali e Hill, 2003;

Lane e Lloyd, 2002).
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Existem casos em que a giardiose pode ser assintomatica, porém, quando
sintomatica, pode ocasionar nauseas, diarreia crénica ou aguda, distensdo abdominal,
flatuléncia, anorexia e perda de peso (Adam, 2001).

A diarreia crbnica é caracterizada por fezes diarreicas, perda de peso, dor abdominal,
mal estar e ma-absorcao intestinal, sendo muito desses sintomas similares aos sintomas
da sindrome do intestino irritavel.

Os processos patogénicos, hoje bem elucidados como um mecanismo inflamatério
mediado por mastocitos e liberacdo de histamina, contribui para a méa absorcéo de lipideos
e vitaminas lipossoluveis, que podem aparecer nas fezes (esteatorreia) (Olivares et. al,
2002; Stark et, al, 2007).

A sintomatologia depende ainda de caracteristicas do hospedeiro, como idade,
condicdo nutricional, dose infectante do patogeno, deficiéncia de IgA congénita ou
adquirida, a viruléncia inerente as diferentes cepas e, possivelmente, repetidas infec¢des
pelo protozoario no mesmo hospedeiro (Ali e Hill, 2003).

Em 2002, Scott e colaboradores perceberam que em criangas, a presenca do parasito
pode ser ainda mais danosa, pois a giardiase por causar uma alteracao da permeabilidade
epitelial aos nutrientes e vitaminas, apresentando niveis de vitaminas (como a B12)
menores do que em pessoas saudaveis, devido & ma absorcéo intestinal, tendo como
principal consequéncia, a falha no desenvolvimento fisico e cognitivo.

O tratamento pode ser realizado por diversos farmacos, mas o que demonstrou maior
eficacia em seres humanos foi o metronidazol com taxas de 60,0 % a 98,0 % de cura
(Ortiz et. al, 2001; Manfroi et. al, 2009; Rockwell et. al, 2002; Alizadeh et. al, 2006; Misra et.
al, 1995). Ja em estudo efetuado em roedores, com a utilizacdo de outros farmacos,

encontrou eficacia de cura de 94,0 % mediante utilizacdo de albendazol com secnidazol
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78,1 % e um farmaco recentemente encontrado que apresentou 87,0 % de taxa de cura, a
nitazoxanida (Franco et. al, 2012).

A prevaléncia da giardiase varia entre 20 e 30,0 % nos paises em desenvolvimento,
acometendo 14,6 até 78,3 % das criancas brasileiras (Lallo et. al, 2007). De forma geral,
somente os individuos sintomaticos sdo submetidos ao tratamento, de modo que o0s
portadores assintomaticos apresentam grande significado para a saude publica, por
atuarem como disseminadores de cistos (Ortega, 1997; Thompson, 2000).

A veiculacao hidrica tem se mostrado um bom fator de transmisséo desse patdégeno,
mesmo em agua tratada destinada a consumo humano hé relatos da presenca de cistos.
Os cistos sdo resistentes a cloracdo da agua, sendo entdo a remocdo na etapa de
floculacéo e filtracdo da agua, as mais indicadas para a sua remocao (Heller et. al, 2004).

Giardia duodenalis € responsavel por cerca de 35,0 % dos mais de 199 surtos de
veiculacdo hidrica causados por protozoarios no mundo no periodo de 2004 a 2010
(Baldursson & Karanis, 2011).

Na Noruega, ocorreu um dos maiores surtos de giardiose documentados entre 0s
anos 2004 e 2005 no outono e inverno, acometendo cerca de 1500 pessoas. O esgoto
doméstico foi a principal fonte de contaminacdo, que adentrou uma ETA, onde o
tratamento de agua era limitado a cloracdo, sem filtracdo, etapa essa importante para a

retencao de protozoarios patogénicos (Robertson et. al, 2006).
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4.4 O litoral paranaense

A regido do litoral do Parand € composta por apenas sete municipios e é responsavel
por apenas 3,0 % do territorio total do estado do Paran&. Apresenta tamanho desigual na
divisdo dos territérios com Guaraquegaba com 2159,3 km2 e matinhos sendo a menor
area, totalizando com 111,5 km2 (IBGE, 2016). Sendo as cidades ndo muito distantes da
capital paranaense - a maior distancia encontra-se entre Curitiba-Guaraquecaba (158 km)
e a menor distancia da capital pra Antonina, sendo necessario apenas 63 km a serem
percorridos, o que facilita o fluxo de turistas urbanos para cidades da costa.

O Instituto Brasileiro de Geografia e estatistica (IBGE), em 2016 concluiu que o estado
do Parana € o sexto mais populoso do Brasil e apresenta distribuicdo geogréfica irregular,
com a capital paranaense disparada como a cidade mais populosa do estado.

A cidade litordnea de Paranagua, com um dos maiores indices demogréficos, é a que
tem melhor estabilidade socioeconémica e tem grande representatividade portuaria para o
estado, apresentando-se como a segunda cidade mais populosa do litoral. De forma
discrepante, Guaraquecaba o0 maior municipio apresenta 0 menor contingente
populacional.

Essa densidade populacional se torna muito variavel durante o verdo e Carnaval, pois
o afluxo de turistas cerca de (1,5 milhdo de pessoas) migram para as praias do estado
nesta época (Levantamento feito pela empresa de pedagio, baseado pelo fluxo de carros
com destino ao litoral em 2002). Essa regido expressa grandes variacdes quanto a
atividade econdmica principal, mesmo representado apenas 1,57 % do Produto Interno

Bruto (PIB) do estado, essas atividades se estendem desde o dominio pesqueiro até
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agricultura, fazendo as cidades praianas depender da sazonalidade turistica (Estades,

2003).

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Levantamento de dados e de bibliografia em periddicos

Para submeter o projeto a editais de fomento e conhecer as metodologias utilizadas em
outros trabalhos, realizamos uma revisdo bibliografica nos seguintes bancos de dados:
Google Scholar, Scopus, Scielo, PubMed, NCBI, utilizando as palavras chaves: Giardia,
Cryptosporidium, agua do mar, agua marinha, agua salina, moluscos bivalves, doencas

de veiculagéo hidrica, saneamento, praia.

5.2 Pontos de Coleta Amostral

AS coletas foram realizadas em duas praias do litoral paranaense. O Instituto
Ambiental do Parana é o 6rgao responsavel pelo monitoramento da qualidade das praias e

de sua balneabilidade.

As praias conhecidas como Caioba e Matinhos foram selecionadas contemplando os

devidos pontos ja utilizados e georreferenciados por essa instituicao.

Em cada praia, foram selecionados dois pontos de amostragem:

Ponto 1: Rio matinhos

Praia 1: Matinhos . _
Ponto 2: Agua do mar de matinhos

Ponto 3: Rio de Caioba
Praia 2: Caioba )
Ponto 2: Agua do mar de Caioba
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Figura 5: Localizacdo dos pontos de coletas das amostras nas praias de Matinhos e Caiob4, litoral do Parana.
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5.3 Coleta das amostras de agua

Foram coletados volumes de 10 L de agua do mar e de 4gua do rio em galbes
previamente tratados com solucéo de eluicdo Tween 80 (0,1 %), a aproximadamente 30

cm de profundidade para posterior analise posterior em laboratério.

Os procedimentos de coleta das amostras foram realizados com a utilizacéo de luvas
e uma corda para alcancar os pontos de dificil obtencdo. Os galbes foram devidamente
identificados de acordo com o ponto amostral, e as amostras acondicionadas em caixas
isotérmicas e transportadas para o laboratério de Protozoologia da Universidade Federal

do Parana

5.4 Processamento das amostras hidricas para a pesquisa de

Cryptosporidium e Giardia

As amostras de 4gua do mar e rio foram processadas pela técnica de filtracdo em
membrana de ésteres mistos de celulose (47 mm de diametro, porosidade nominal de 3um
de acordo com Franco et al., 2001. O sistema de filtracdo utilizado foi a bomba de vacuo

ajustada a um fluxo de 0,4 a 4 L / min e porta—filtro Millipore®.

Apés a filtragdo, as diversas membranas foram cuidadosamente retiradas e
colocadas em placas plésticas estéreis para realizar a etapa de recuperacdo de cistos e
oocistos eventualmente presentes nas amostras. Para tanto, a superficie das membranas
foi raspada durante 10 minutos com alcga plastica macia seguida de lavagens manuais (10

minutos) com solucgéo surfactante (Tween 80, 0,1 %) (Figura 6).
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O liquido resultante da etapa de eluicdo foi transferido para tubos coénicos e
concentrado por centrifugacdo (1.500 x g por 15 minutos), seguindo as modificacdes
propostas pelo método 1623.1 da USEPA (United States Environmental Protection
Agency) (USEPA, 2012). O sobrenadante foi descartado e o sedimento resultante lavado
em destilada e, novamente submetido a centrifugacdo, nas mesmas condicées. Apos o
descarte do sobrenadante, o sedimento desta segunda centrifugacéo foi transferido para
tubos de microcentrifuga e mantido sob refrigeracdo a 4 °C até a realizacdo da pesquisa

de cistos e oocistos por Reacéo de Imunofluorescéncia Direta (RID).

Figura 6: Procedimento de eluicdo das membranas: A - membranas apds afiltracdo das amostras;

B - raspagem das membranas seguida de C — lavagem das membranas.
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5.4.1 Visualizacdo dos parasitos por reacdo de imunofluorescéncia direta
(RID).

As diversas amostras de agua do mar e de rio foram analisadas por
imunofluorescéncia direta. As laminas foram feitas a partir do procedimento operacional
padronizado de reacdo imunofluorescéncia direta, para identificar o estagio evolutivo de
(oo)cistos dos géneros de Cryptosporidium e Giardia com a utilizacdo de anticorpos
monoclonais anti-Cryptosporidium e anti-Giardia mediante marcacao dos protozoarios pelo

fluorocromo Isotiocianato de Fluoresceina (FITC).

Para tanto, as amostras foram agitadas em vértex Phoenix® AP- 56 por 2 minutos e,
a sequir, invertidas 3 vezes com o propoésito de tornar a distribuicdo de cistos e oocistos
homogénea no tubo de microcentrifuga. Apés a homogeneizacdo, 10 uL de cada amostra

foram cuidadosamente espalhados nos pogos das laminas de imunofluorescéncia.

Apds secagem por 30 minutos em temperatura ambiente, o material foi fixado com
a adicdo de 10uL de metanol, para a realizacdo de RID empregando o kit Merifluor®

(Meridian Bioscience Diagnostics, Cincinnatti, Ohio).

Apoés 10 minutos, foi acrescentada uma gota do reagente de deteccdo contendo os
anticorpos monoclonais (Figura 7) e uma gota do contra corante, sendo as preparacdes

mantidas em camara Umida e protegidas da luz durante 30 minutos em placas de Petri.

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

Finalmente, cada lamina recebeu o meio de montagem e laminula.
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A visualizacédo dos protozoarios pela RID foi feita em microscopio Zeiss Observer. Z1
de epifluorescéncia (Figura 8) equipado com um filtro de excitacdo na faixa de 450 a 490
nm e filtro de barreira de 520 nm, além de filtro para luz UV, empregado no teste

confirmatorio da morfologia dos protozoarios e DIC (contraste de interferéncia diferencial).

Os critérios de positividade adotados serdo os preconizados pela Agéncia de Protecéo
Ambiental dos Estados Unidos, de acordo com a versdo mais recente do método 1623.1
(USEPA, 2012). Para oocistos considerou-se: o tamanho (3 - 8,5 ym) e o formato (ovoides
a esféricos), a presenca de sutura e, o grau e intensidade de fluorescéncia verde—maca
brilhante predominante na parede dos oocistos de maneira uniforme, formando um anel

tipico.

Para os cistos, os critérios de positividade foram o tamanho (8 — 12 ym) e o formato
(ovodide), a presenca de axonemas e, 0 grau e intensidade de fluorescéncia verde—maca
brilhante predominante na parede dos cistos, de maneira uniforme, formando um anel

tipico.

Além dos critérios de fluorescéncia e morfometria, utilizou-se a microscopia de
contraste de interferéncia diferencial, para observagéo da presenga esporozoitos, de corpo
residual e aspecto da parede dos oocistos. Para cistos de Giardia, levou-se em
consideracdo o namero de nucleos (2 a 4), a disposi¢cao destes dentro do protozodrio, a

presenca de axonemas e de corpos medianos.
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Figura 7: A - Confeccado da lamina e B - lamina pronta na camara escura

Figura 8: Microscopio Zeiss Observer - Z1
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5.4.2 Calculo do numero de oocistos e/ou cistos encontrados por litro na

agua do rio e na agua marinha em situacao natural de contaminacao

A estimativa do numero de cistos e oocistos presentes por litro de 4gua examinada

foi calculada da seguinte forma:

X= n_ x _S 1)

Onde:

X = Concentracao de cistos e oocistos/L

n = nimero de oocistos ou cistos visualizados no poco da lamina

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

S = Volume total do sedimento obtido (uL)

A = Volume filtrado da amostra (L)
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6. RESULTADOS

6.1 Ocorréncia natural dos protozoarios na dgua de rio e mar nas praias de

Matinhos e Caioba.

Todas as amostras hidricas foram analisadas em duplicata por RID. No total, 8 pocos

(Wells) das laminas de imunofluorescéncia foram examinados. A tabela a seguir descreve

a positividade de protozoarios por ponto amostrado.

Tabela 4 Resultados da contaminagao por protozodrios parasitos em amostras ambientais coletas no litoral

do Parana.
Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4
(Rio de (Mar de (Rio de (Mar de
matinhos) Matinhos) Caioba) Caioba)
Réplica 1 Positivo para
oocistos de
ND ND ND
Cryptosporidium
Réplica 2 Positivo para ND Positivo para Positivo para

oocistos de

Cryptosporidium

oocistos de oocistos de

Cryptosporidium Cryptosporidium

ND = Nao detectado.

Das amostras positivas, foi possivel contar os oocistos em cada ponto referido, visto

que a técnica empregada fornece informagBes qualitativas e também quantitativas
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(deteccao do antigeno) considerando que em cada poc¢o da lamina o volume analisado foi

de 10uL de amostra (Tabela 5).

Tabela 5: NiUmero de oocistos de Cryptosporidium visualizados por reacdo de imunofluorescéncia direta.

Ponto 1 Ponto 3 Ponto 4
Réplica 1 1 oocisto
Réplica 2 2 oocistos 3 oocistos 3 oocistos

6.2 Concentracdo de oocistos por litro de amostra.

O volume do sedimento de cada amostra foi mensurado, assim como o volume filtrado
por amostra, para afericdo da quantidade de parasitos por litro de amostra analisada

(Tabela 6).

No Ponto 1, onde detectou-se positividade em ambas as réplicas, o numero de

oocistos do protozoario encontrado por litro variou de 86,6 a 173,3.
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Tabela 6: Concentracdo de oocistos por litro em diferentes praias do litoral do Parana.

Oocistos / L Volume Volume do Sedimento
Filtrado
Ponto 1 86,6 15L 1,3mL
Rio de matinhos 1300pl
(réplica 1)
Ponto 1 173,2 15L 1,3mL
Rio de matinhos 1300ul
(réplica 2)
Ponto 3 170 15L 0,85 mL
Rio de Caioba 850pl
Ponto 4 1245 20L 0,83 mL
Mar de Caioba 830pl
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7. DISCUSSAO

A utilizacdo de recursos hidricos para fins recreacionais compde as atividades
classificadas como de contato primario como em rios, praias e reservatorios. A busca por
estas atividades é o que tem fomentado o turismo, gerado empregos e se tornando uma
alternativa econOmica para cidades ndo urbanas e que possuem esse grande atrativo

natural como balneérios de aguas doces e praias.

Entretanto, os impactos antrépicos, de modo continuado, tém contribuido para a
contaminacdo de &reas costeiras e estuarinas, expondo os banhistas a uma série de
doencas, que podem ser contraidas durante a recreacdo. O despejo de esgoto doméstico
sem tratamento ou tratado em corpos hidricos, principalmente em rios, € apontado na
atualidade como a principal fonte de contaminacdo por patdogenos e deterioracdo destes
ambientes e dos locais onde estes desdguam como as areas costeiras e estuarios

(Johnson et al, 1995; Fayer et al, 2004; Leal et al, 2008).

Os principais danos a saude humana, contraidos mediante atividades recreacionais
podem ser classificados como: riscos fisicos, microbioldgicos e quimicos. Particularmente,
0s riscos de natureza microbiol6gica estdo normalmente relacionados a enfermidades
associadas ao uso recreativo da agua. O namero ou a dose de microrganismos capazes
de causar infeccdo ou doencas depende do patdgeno especifico, das condi¢cdes de

exposicao, da susceptibilidade e do estado imunologico do hospedeiro (WHO, 2003).

As Aaguas recreacionais geralmente contém uma mistura de microrganismos
patogénicos e ndo patogénicos, sendo a fonte destes microrganismos derivados de

esgotos, introduzidos pelos proprios banhistas (defecacéo, acidentes fecais — criangas que
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usam fraldas), contaminacéo por despejo de fezes por barcos, contaminacéo por fezes de
animais domésticos, de producdo ou silvestres e, carreamento / drenagem hidrica de
sedimentos que afluem para o mar (Lipp et al, 2001; Fayer et al, 2004; Fayer e Lindsay,
2004; Graczyk et al, 2007; Abdelzaher et al, 2010; Souza et al 2012; Leal et al, 2013; Tei

et al, 2016).

A balneabilidade pode ser definida como a classificacdo da qualidade das &aguas
destinadas a recreacao de contato primario, sendo esta entendida como o contato direto e
prolongado com a agua (natacdo, mergulho, esqui-aquatico, entre outras atividades), onde
a possibilidade de ingerir quantidades aprecidveis de agua € elevada e, consequente
ocorréncia de eventuais danos a saude decorrentes da presenca de microrganismos

patogénicos (CETESB, 2011).

As legislacbes brasileiras para afericdo da balneabilidade de areas costeiras de
contato primario ndo preconizam a pesquisa de organismos patogénicos. O padrdo de
balneabilidade de areas costeiras no Brasil estabelece que estas devam ser consideradas
improprias para fins recreacionais quando no trecho avaliado for verificada uma das
seguintes ocorréncias na ultima amostragem: - 2500 coliformes termotolerantes/ 100 mL

ou 2000 Escherichia coli / 100 mL ou - 400 enterococos / 100 mL (BRASIL, 2000).

Quando compara-se a legislagdo americana com a brasileira, é verificado que a
primeira adota critérios mais restritivos de classificacdo de praias e estuarios utilizados
para recreacao e, portanto, de contato primario para o ser humano: a média geométrica da
concentragdo de enterococos, ndo deve ultrapassar 35 NMP / 100 mL, enquanto que no

Brasil é preconizado o valor de 400 NMP /100 mL (BRASIL, 2000; USEPA 2003).
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Classicamente, a utilizacdo de indicadores microbiolégicos de contaminacéo fecal
suscita questionamentos quanto a capacidade de predizer a contaminacdo por cistos e
oocistos dos protozoarios Giardia e Cryptosporidium em ambientes marinhos e aquéticos;
em grande numero de estudos, ndo se constatou correlacdo entre as concentracdes de
bactérias e a ocorréncia de protozoarios, inclusive em situacdes importantes, quando da
ocorréncia de surtos como o ocorrido em Milwaukee, EUA (Mackenzie et al., 1994; Ho e

Tam; 1998; Ortega et al., 2009; Helmi et al., 2011, Leal, 2012).

Estudos que enfoquem a contaminacdo de &reas costeiras e estuarinas por
protozoarios zoondticos encistados ainda sdo escassos no pais. Em adi¢do, ndo existem
dados da ocorréncia de Cryptosporidium e Giardia no litoral do Parana. Desta forma, o
presente projeto é pioneiro na avaliacdo da contaminacao por estes protozoarios parasitos

em praias destinadas a recreacdo humana no estado do Parana.

No presente estudo, oocistos de Cryptosporidium foram detectados em trés dos quatro
pontos amostrados, em concentracdes que variaram de 86,6 a 173,2 oocistos / litro, quer
seja na agua de rios, corregos e linguas negras, que afluem para o mar, ou na propria
agua do mar. As elevadas concentracfes detectadas sdo consideradas preocupantes,
pois demonstram o0 impacto da poluicdo fecal nas praias de Matinhos e Caioba e
possibilidade de aquisicdo da parasitose mediante contato recreacional nestes locais,

constituindo um risco a saude publica.

Deve-se destacar que a presenca de apenas um oocisto do protozoario € capaz de
iniciar a infeccdo em categorias populacionais mais vulneraveis (imunossuprimidos e

imunodeficientes), representando um risco para esta populacao (ROSE et al, 2002).
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Um importante fator a ser considerado quanto a relevancia do monitoramento do
protozoario Cryptosporidium, pelas legislacdes que regem a balneabilidade no Brasil e
também no mundo concerne ao longo tempo de manutencédo da infectividade dos oocistos
nestes ambientes. Fayer et al (1998) demonstraram a manutencdo da capacidade
infectante de oocistos de Cryptosporidium parvum mantidos em aquéario marinho por até
12 semanas, sob diferentes concentracbes de salinidades apos administracdo por

intubac&o gastrica em camundongos BALB/c.

Oocistos mantidos por 12 semanas em salinidades de 10, 20 e 30 ppt a 10 °C
infectaram os camundongos assim como aqueles mantidos a 20 °C em salinidade de 10
ppt continuaram infectantes por 12 semanas, a 20 ppt por 4 semanas e a 30 ppt por 2
semanas. Em condi¢cdes muito mais extremas de salinidade (35,0 %), 18,5 % dos oocistos
de C. parvum, mantidos em aquario marinho por até 40 dias a 18°C, foram capazes de
infectar camundongos Swiss, embora grande parte estivesse com a morfologia distorcida

antes da administracdo para os animais (FREIRE-SANTOS et al, 1999).

Porém, Tamburrini e Pozio (1999), legitimaram gue o potencial infectante dos oocistos
em agua do mar ndo pode ser subestimado e, que definitivamente podem constituir risco
aos nadadores em areas recreacionais ou mediante o consumo de bivalves in natura, pois
oocistos de C. parvum mantidos em agua do mar com salinidade de 33 ppt e temperatura
de 6 a 8 °C foram capazes de infectar camundongos BALB/c mesmo apos 9 e 12 meses
de armazenamento nestas condi¢des.

Até o presente momento, cistos de Giardia ndo foram detectados em nenhum ponto
amostrado do presente estudo, seja em agua do rio ou agua do mar. Entretanto,

considera-se que apenas uma coleta de agua por ponto, foi feita até o0 momento.
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Além disso, € importante salientar que a contaminacdo por qualquer patégeno em
ambientes aquaticos € considerada por muitos autores intermitente e variam em funcao da

qualidade da agua.

Miller et al. (2005) documentaram esta variabilidade ao monitorarem durante dois anos
a contaminacdo de bivalves por Cryptosporidium e Giardia utilizando a reacdo de
imunofluorescéncia direta aliada a separa¢do imunomagnética e também a utilizacdo da
reagdo em cadeia da polimerase (PCR) na Califérnia (EUA). No primeiro ano de
amostragem (2002), todos os animais foram negativos para 0s protozoarios. Ja no ano

seguinte, ambos os protozoarios foram detectados.

Ressalte-se que a sensibilidade média da metodologia utilizada para a pesquisa de
protozoarios mediante utilizacdo da filtracdo em membranas seguida da visualizacdo por
reacao de imunofluorescéncia direta para a deteccao de cistos e oocistos em agua do mar
€ de 91,1 % e 54,0 % respectivamente (LEAL, 2008), porcentagens de recuperacao
maiores do que os valores minimos preconizados pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos para a pesquisa dos protozoarios em agua bruta (USEPA, 2012).

A contaminacdo por ambos os protozodrios patogénicos em outras localidades da
costa brasileira ja foram documentadas. Em agua marinha de uma praia do litoral norte de
Sdo Paulo frequentada pela populacdo autoctone e por turistas, oocistos de
Cryptosporidium foram detectados em 40,0 % das amostras analisadas - concentracdes
de 45 a 180 oocistos / L e cistos de Giardia em 20,0 % das amostras em concentragcdes de

50 a 95 cistos / L (Leal, 2008).
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Deve-se salientar a importante contribuicdo da introducdo de microrganismos
patogénicos exercida por pequenos cursos de agua que chegam até as praias, visto que
usualmente recebem despejo de esgotos nao tratados, inclusive de residéncias (Dwight et

al, 2002; Fayer et al, 2004).

No estudo conduzido na praia do camaroeiro (Litoral de S&o Paulo), também
evidenciou-se importante contribuicdo de cursos d’agua e de rios afluindo para o mar,
como importante fonte de introdugcdo e contaminacdo da dgua do mar por protozoarios
patogénicos. Do total de amostras analisadas, 66,6% continham cistos de Giardia. O
namero de cistos do protozoario encontrado por litro variou de 30,7 a 184,6. Oocistos de
Cryptosporidium foram detectados em 8,3 % do total amostrado (concentracdo de 76,9

oocistos / L) (Leal, 2008).

Este fato foi comprovado no presente estudo, onde a frequéncia de contaminacéo foi
maior nas amostras de agua de rio e cérregos (Pontos 1 e 3) das praias de Matinhos e
Caiobda, sendo inclusive, os pontos onde se encontraram a maior concentracdo de

oocistos por litro, superiores ao estudo supracitado.

Outros estudos realizados no pais demonstram que a contaminagdo por protozoarios
patogénicos na costa brasileira pode ser ainda mais frequente e apresentar distribuicao

ubiqua, também nos ambientes salinos ou salobros.

Em Floriandpolis, um estudo conduzido por Souza e colaboradores (2012) demonstrou
a presenca de ambos 0s protozoarios nos ambientes de cultivo de ostras ou nos proprios
tecidos dos animais. ApGs remocdo das branquias de 12 ostras (Crassostrea gigas),

realizacdo de lavado branquial submetido a purificacdo por separacdo imunomagnética
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(IMS) e, visualizacdo por reacdo de imunofluorescéncia (RID), oocistos de
Cryptosporidium foram confirmados no pool amostrado (Souza et al, 2013). Cistos de
Giardia foram detectados em um ponto de estuario neste mesmo estudo. A caracterizacao
molecular da espécie e de genodtipos (assembléias) mostrou que a contaminacao se dera
por Giardia duodenalis, pertencente ao gendtipo A, com possibilidade de infectar seres

humanos.

No estado de S&o Paulo, na regido do estuario lagunar de Cananéia, foi realizado um
monitoramento anual de espécies de Cryptosporidium e Giardia duodenalis, nas principais
etapas relacionadas a criacdo de ostras nativas (Crassostrea brasiliana), e etapa de
purificacdo dos tecidos dos bivalves com depuracgéo e luz UV (ultravioleta) destinadas ao

consumo humano (Leal et al, 2013).

Giardia duodenalis foi detectada em todos os pontos amostrados, quer seja ha agua
salobra ou em tecidos de bivalves (lavado branquial ou conteudo liquido interno dos
animais mediante amplificacdo génica por Nested-PCR. O subgenétipo mais
frequentemente identificado em todos os pontos, inclusive em ostras destinadas ao

consumo humano foi o All, considerado antropondético.

Estes resultados demonstraram que a contaminagdo que prevalece no local provém
principalmente do descarte de esgotos domésticos, e com risco de aquisicdo da parasitose
mediante consumo de bivalves in natura ou através do contato recreacional, visto que este

€ um dos principais genaétipos capazes de infectar o ser humano.

Em estudos futuros, pretende-se realizar a caracterizacdo molecular dos protozoarios

patogénicos isolados no presente estudo. Porém, durante as coletas, notaram-se alguns
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fatores que podem estar envolvidos como possiveis fontes de contaminacdo por
Cryptosporidium: o fluxo de esgoto in natura despejado no rio que desagua no mar e, o0
livre acesso que animais tém as praias, se banhando (Figura 9) e defecando na areia,

como possivel fonte de contaminacao por C. parvum ou C. canis.

Além disso, no dia da coleta a maré apresentava-se como de enchente (maré alta),
ou seja, havia um grande volume de agua marinha em contato com a agua doce podendo

diluir e dispersar a presenca e o numero de patégenos encontrados nas amostras.

Figura 9 presenca de cdo na agua do mar de um dos pontos amostrados durante a pesquisa de
protozoarios patogénicos.
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De acordo com a Companhia de Saneamento do Parana (Sanepar, 2013), a cidade de
Matinhos apresenta um tratamento de esgoto que atende apenas 50,02 % de sua
populacdo, porém, existem projetos governamentais para que aumentem esses indices,

considerados baixos.

Um trabalho realizado em paralelo a este revelou a presenca de ovos de helmintos
(Trichuris spp. e ancilostomatideos) na areia dos mesmos pontos referidos, evidenciando
contaminacdo fecal de origem humana ou animal e, provavel risco de aquisicdo de
helmintoses na populacdo autéctone ou de turistas que visitam estes locais (Ribeiro,
2016).

Estes resultados permitirdo embasamento para futuras decisdes estratégicas no
desenvolvimento regional, além de auxiliar na estruturacdo de politicas publicas e
proposta de criagcdo de resolucdo estadual de balneabilidade que contemple organismos
patogénicos, dados estes, que serdo utilizados no futuro pelo Instituto Ambiental do

Parana (IAP), parceiro no presente estudo.
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8. CONCLUSAO

O presente trabalho documenta pela primeira vez, a ocorréncia do protozoério
patogénico Cryptosporidium, o qual pode exibir carater oportunista em algumas categorias
populacionais mais vulnerdveis ou mais expostas, em areas destinadas a recreacdo
humana do litoral do Parand. Elevadas concentracdes de protozoarios parasitos foram
detectados nas aguas do mar e, também em &aguas de rio, cérregos e outros cursos
d’agua que afluem para o mar das diferentes praias analisadas.

Considera-se um grande desafio a realizacdo da associa¢ao da aquisicao de doencas
gastrointestinais ao habito recreacional em ambientes aquéticos. Contudo, a estratégia
adequada para prevencdo de surtos e desenvolvimento de medidas mitigatorias nestes
ambientes, consiste no monitoramento sistematico de patdgenos, frequentemente
encontrados neste locais, aliados a uma atividade intensa de vigilancia epidemioldgica,
abrangendo o acompanhamento da qualidade da 4gua e a detec¢cdo e esclarecimento

precoce de casos de infec¢cdes em seres humanos.
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10. Apéndices

Apéndice 1: Submissao de projeto para o edital da Fundacao Araucaria (2016).

Projeto PPSUS - EFP_00012772
- Dados do Edital

Tipo do fomento
Fomento PPSUS EFD_00000115

Programa Pesquisa para o Sistema Unico de Satde: Gestdo Compartihada em Saude PPSUS Edigdo 2015 Fundagdo
Araucana-PR / SESA-PR / MS-Decit/ CNPg

_Dados do Coordenador do Projeto

Nome do Pesquisador
DIEGO AVERALDO GUIGUET LEAL
Instituiclo de vinculodocoordenador = Orgéo  Unidade 0
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA . s

Municipe
PR CURITIBA

Endereco Comercal ~  CP  Emal
RUA XV DE NOVEMBRO - 1299 -

CENTRO 80060000 diego.leal@ufpr.br
(041) 32642243 - (041) 32642243
_Dados do Projeto
W_
MWTWO Aéngmos NO LITORAL DO P. COMO INSTRUMENTO PARA DE
Politicas s e saude
_‘“m““—m’1 -+
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Apéndice 2: Submissao de projeto para o Edital Universal (2016).

S Mome: Diego Averaldo Guiguet Leal
c”l q Data Enwvio: 26/02/201&6 7:37:55

Setor: COLAM/CGCTM/DABS

Namero do Processo: 403636/2015-9

Ch: CA
IDENTIFICACADQ - PROJETO
NUMERO DO PROCESSO LIMHA DE FOMENTO/CHAMADA
Apoio a Projetos de Pesquisa / Universal 01/ 2016 = Faixa A - até R$
409636, 2016-9 30.000,00
COMITE ASSESSOR
CA - Ciéncias Ambientais
AREA DE CONHECIMENTO
Qualidade do Ar, das Aguas e do Solo
MODALTDADE mNTRA‘I’AﬂD CA DE JULGAMENTO
Individual CA - Ciéncias Ambientais
DADOS DO SOLICITANTE
PROPOMENTE CPF TITULACAD MAXIMA
Diego Averaldo Guiguet Leal 292.956.038-00 Croutorado
DATA DE NASCIMENTOD SEXO E-MATIL
027101982 MMasculino lealdag@gmail.com
TELEFOME
END RESIDEMCIAL RESTDENCIAL MNACTOMNALIDADE
Rua Doubtor Quirino = De
1302/1303 Ao Fim - Campinas 19 - IF227920 Brasileiro
sP
FAX

IMSTITUICAD PROPONENTE

UFPR - Universidade Federal do Parana {Rua XV de Novembro, 1299 Curitiba )
AREA DE ATUACAD DO PROPONENTE

= Ciéncias Biolégicas/Protozoologia de Parasitos
- Ciéncias Biolégicas/ Parasitologia Ambiental

= Ciéncias Bioldgicas/Parasitologia clinica

- Ciéncias Biolégicas,/Helmintologia de Parasitos

INSTITUICOES - PROJETO

FUMCAD MOME

Colaboradora UNICAMP - Universidade Estadual de Campinas
Colaboradora IAP - Instituto Ambiental do Parana

Colaboradora UFRGS - Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Executora /Sede UFPR - Universidade Federal do Parana
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