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Resumo

A giardiase e a criptosporidiose estdo entre as enfermidades de veiculagdo hidrica originadas por
protozoarios que tém ganhado maior notoriedade nas Ultimas décadas. Os microrganismos
causadores dessas doencgas tém-se tornado um desafio para as empresas de abastecimento de
agua. Este trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia dos protozoarios Cryptosporidium sp
e Giardia sp nas aguas brutas de quatro afluentes do Lago Guaiba: Rios Taquari, Cai, dos Sinos e
Gravatai. Juntos, abastecem uma populacdo de dezenas de municipios da Regido Metropolitana
de Porto Alegre. Foram feitas amostragens mensais, durante doze meses, em cada afluente. Foi
empregado o método de filtragdo em membrana para pré-concentracdo, centrifugacdo para
concentracdo, separacdo imunomagnética para purificacdo e comparados trés métodos de
deteccdo para ambos os microrganismos: DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol), Safranina e
Kinyoun para Cryptosporidium e DAPI, lodo Lugol e lodo Tricromico para Giardia. A avaliagdo
microscopica e contagem de (oo)cistos foram feitas utilizando-se microscopia de
imunofluorescéncia e contraste de fase para o DAPI e microscopia Optica para as demais
coloracdes. Obtiveram-se o0s seguintes resultados: para os Rios Taquari, Cai, dos Sinos e Gravatai,
respectivamente: 75, 42, 33 e 25% das amostras foram positivas para Cryptosporidium e 92, 83, 67 e
50% para Giardia. As concentracdes médias de Giardia foram superiores as de Cryptosporidium em
todos os quatro afluentes. Os valores médios observados foram: 80 oocistos e 176 cistos/100L
no Taquari; 47 oocistos e 66 cistos/100L no Cai; 19 oocistos e 53 cistos/100L no Sinos; 16
oocistos e 92 cistos/100L no Gravatai. Estes podem estar subestimados devido a baixa
recuperacdo dos métodos analiticos existentes e empregados. As densidades encontradas indicam

gue os protozoarios estdo disseminados nas aguas superficiais dos formadores do Lago Guaiba.



Vi

Abstract

Giardiasis and cryptosporidiosis are waterborne diseases caused by protozoans that have become
well-known in the last few decades. The microorganisms that cause these diseases have been a
challenge to water supply utilities. The purpose of this study was to look at the occurrence of
Cryptosporidium sp and Giardia sp protozoans in the bulk waters of four tributaries flowing into the
Guaiba Lake: the Taquari, Cai, dos Sinos and Gravatai rivers. Together, they supply the
population of dozens of municipalities in the metropolitan region of Porto Alegre. Monthly
samplings were performed for twelve months in each tributary. The method used was membrane
filtration for pre-concentration, centrifuging for concentration, immunomagnetic separation for
purification and three detection methods were compared for both microorganisms: DAPI (4', 6-
diamidino-2-phenylindole), Safranine and Kinyoun for Cryptosporidium and DAPI, Lugol lodine
and Trichrome lodine for Giardia. The microscopic evaluation and (oo)cyst count were
performed using immunofluorescent microscopy and phase contrast for DAPI and optical
microscopy for the other stains. The following results were obtained: for the Taquari, Cai, dos
Sinos and Gravatai rivers, respectively: 75, 42, 33 and 25% of the samples were positive for
Cryptosporidium and 92, 83, 67 and 50% for Giardia. The mean concentrations of Giardia were
higher than those of Cryptosporidium in all four tributaries. The mean values observed were: 80
oocysts and 176 cysts /100L in the Taquari; 47 oocysts and 66 cysts/100L in the Cai; 19 oocysts
and 53 cysts/100 L in the Sinos; 16 oocysts and 92 cysts/100L in the Gravatai. It is possible that
these have been underestimated due to the low recovery of the existing analytic methods used.
The densities found indicate that the protozoans are disseminated in the surface waters of the

rivers forming the Guaiba Lake.
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1 INTRODUCAO

A giardiase e a criptosporidiose estdo entre as enfermidades de veiculacdo hidrica
originadas por protozoarios que tém ganhado maior notoriedade nas Ultimas décadas. A Giardia
sp e Cryptosporidium sp, microrganismos que desencadeiam estas doencas, tém sido referenciados
como “patdgenos emergentes”. Por serem muito resistentes aos tratamentos convencionais, estes

organismos tém causado problemas na producéo e distribuicdo de agua potavel em muitos paises.

Segundo Sogayar (2001), o protozoario G. lamblia (= G. duodenalis = G. intestinalis) foi
observado pela primeira vez, em suas proprias fezes, por Anton van Leewenhoek (1681) apud
Sogayar (2001), inventor do microscopio. Vilem Lambl (1859) apud Sogayar (2001) redescreveu o
parasita e as formas de trofozoita e cisto, porém as primeiras evidéncias da sua patogenicidade
foram sugeridas por Fantham & Porter (1916) apud Sogayar (2001), ao correlacionarem o parasita
com o0s sintomas e as fezes diarréicas de soldados que retornavam da guerra. Estes autores
também demonstraram que microrganismos isolados de fezes destes pacientes poderiam produzir
diarréia em pintinhos. Embora o estudo clinico de Renddtorff tenha sugerido o papel patogénico
da Giardia a0 homem, o fato de que a maioria das infeccBes se mostrava assintomatica fez com
que a idéia de a Giardia ndo ser patogénica prevalecesse por muitos anos. Recentemente, Nash et
al. (1987) apud Sogayar (2001), em estudo experimental com voluntarios humanos, conseguiram
preencher os postulados de Kock para a G. lamblia, estabelecendo dessa maneira sua
patogenicidade.

Além de humanos, a G. duodenalis afeta outros animais causando uma variedade de
sintomas: diarréia, flatuléncia, distensdo e caimbras abdominais, perda de peso, anemia e retardo
no crescimento. Este microrganismo € considerado uma das causas mais comuns de

gastrenterites no mundo (Pickerling & Engelkirk, 1988 apud Franco et al., 2001). O periodo de



incubacéo é de uma a quatro semanas, com média de 7 a 10 dias (Furtado, 2002). Os tratamentos

mais utilizados sdo albendazol e mebendazol (Lane & Lloyd, 2002).

O outro patégeno em questdo, Cryptosporidium, foi descrito como parasita de animais
inferiores em 1907. Porém, a infeccdo em humanos, s veio a ser reconhecida em 1976 e, até o
surgimento dos primeiros casos clinicos de AIDS, foi considerada eventualidade rara. A partir de
1983, em decorréncia do desenvolvimento de técnicas de diagndstico coproldgico mais sensiveis,
surtos de diarréia causados por este microrganismo foram identificados em grande quantidade de
pacientes HIV positivos. Posteriormente, ficou evidente que este patdgeno nao se limitava a
desenvolver comportamento oportunista em pacientes imunodeprimidos (pacientes sob
tratamento para certos tipos de cancer, transplantados e, principalmente, portadores de AIDS),
mas frequientemente era encontrado associado a processos diarréicos autolimitados em individuos

imunocompetentes (Chieffi, 2001).

Este microrganismo causa uma doenca de remissdo espontanea em adultos sadios, mas
extremamente grave em grupos mais vulneraveis, tais como criancas, idosos e imunodeprimidos
(Hachich et al., 2000). Esta enfermidade pode ser particularmente severa e 0s sintomas comuns
sdo: diarréia, vdmito, dores abdominais, febre e sintomas de gripe (Fricker & Clancy, 1998;
Harwood, 2001). O periodo de incubacdo é de 2-14 dias. Embora hospedeiros saudaveis possam
ser assintomaticos ou apresentar leves sintomas, pacientes imunodeprimidos apresentam diarréia
aguosa, copiosa e continua por um extenso periodo. Em tais pacientes a infeccdo com
Cryptosporidium € normalmente restrita ao trato intestinal, contudo, dependendo do grau de
imunodepressao e da cepa do protozoario, podem ocorrer infeccOes extra-intestinais. Em certos
individuos imunocomprometidos, os sintomas da doenca podem persistir indefinidamente e ndo
existe tratamento efetivo com droga especifica para esta enfermidade (Smith, 1992). O método
mais comum de diagndstico € a identificacdo microscopica dos oocistos nas fezes, utilizando
técnicas de corantes “acid-fast”. Mas a utilizacdo da imunofluorescéncia direta, com anticorpos
monoclonais e policlonais tem aumentado. Este Ultimo teste é mais aplicado a pesquisas em

plantas de tratamento de agua (Fahey, 2003).

Pelo fato de serem microrganismos hidrotransmissiveis, alguns paises ja& comecaram a
estipular regras no sentido de melhorar o controle destes patdgenos, durante o tratamento d’

agua. Um dos primeiros paises a se preocupar com esta questdo foram os EUA. Os Estados



Unidos (1998) estabeleceram um nivel maximo de contaminante (MLCG - Maximum
Contaminant Level Goal) de zero e o monitoramento de indices como a turbidez, além de
determinar a remocéo de 99% para Cryptosporidium, quando usado somente processo de filtragao.
Acredita-se que a implementacdo dessas medidas ird reduzir significativamente os niveis do
protozoario na agua final, diminuindo a ocorréncia de surtos da doenca aumentando a protecdo
contra a exposicdo a outros microrganismos patogénicos, incluindo Giardia sp, bactérias e virus
(Hachich et al., 2000; Quintero-Betancourt et al., 2002). A USEPA tem sugerido que 1 infeccdo
por 10.000 hab./ano é um risco aceitavel para agentes infecciosos adquiridos através de agua
potavel (Rose & Gerba, 1991; Haas, 1996). Porém, apesar de estipular avaliagbes para as

performances dos tratamentos, ndo exige um monitoramento rotineiro para Cryptosporidium.

No Reino Unido, a legislacdo exige que a agua seja monitorada diariamente e estipula
um nivel maximo aceitavel de 10 oocistos/100L (Fairley et al., 1999; Schor, 2000). Segundo Mara
& Feachem (1999), o risco minimo associado a Cryptosporidium na agua potavel é de 10
oocistos/100L (0,1 oocisto/dia para ingestdo em 1 L de agua).

As estacOes de tratamento de agua brasileiras ndo foram projetadas para remover ou
inativar estes microrganismos, a ndo ser indiretamente. Brasil (2004) recomenda a inclusdo de
pesquisa de organismos patogénicos, tendo como meta atingir um padrdo de auséncia de
enterovirus, cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium. Ainda visando assegurar a adequada
eficiéncia de remocédo daqueles organismos, recomenda que, para a filtracdo rapida, se estabeleca
como meta a obtencéo de efluente filtrado com valores de turbidez inferiores a 0,5 UNT em 95%
dos dados mensais e nunca superiores a 5,0 unidades de turbidez.

Sdo poucos os dados e inexistem, ainda, informacBes numéricas confiaveis a respeito
da ocorréncia desses patdégenos nos recursos hidricos da Regido Metropolitana de Porto Alegre.
Este trabalho procura alertar para este fato e pretende mostrar a necessidade de se considerar a

variavel protozoarios emergentes no tratamento e distribuicdo de dgua potavel na regido.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

Néao existem, na literatura especializada, dados a respeito da ocorréncia ou das
densidades dos protozoarios emergentes, Cryptosporidium e Giardia, em aguas de formadores do
Lago Guaiba, os quais sdo empregados como fonte de abastecimento publico de agua, indicando

a necessidade de ser avaliada a sua seguranca sanitaria.

O principal objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium
e cistos de Giardia em aguas brutas aduzidas dos rios Taquari, Cai, dos Sinos e Gravatai, em
tomadas d'agua junto a foz, empregando distintos métodos de corantes especificos para a

deteccdo daqueles protozoarios.

2.2 Objetivos secundarios

Considerando-se que hd muita discussdo na literatura a respeito de métodos classicos
de deteccdo que poderiam ser empregados em estacOes de tratamento de agua, efetuou-se, como
objetivo secundario, uma comparacdo entre trés corantes especificos para a qualificacdo dos
protozodarios patogénicos ora estudados, visando identificar quais os métodos mais sensiveis e

adequados para a utilizagdo na deteccdo destes microrganismos.

Ainda, secundariamente, objetivou-se verificar a associacdo entre as contagens de

oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia e varidveis ambientais tais como Temperatura,



Turbidez, Sélidos Totais, pH, UV 254, Condutividade, OD, DBO,, DQO, Nitrogénio Total,

Fésforo Total, Vazdo e Coliformes fecais/E.coli.

Finalmente, pelos indicativos de Brasil (2004), anteriormente citado, recomendando
que para uma adequada eficiéncia na remocdo de (0o)cistos bastaria controlar a turbidez a valores
menores que 0,5 UNT em 95% dos dados mensais, este trabalho também teve a finalidade de
verificar se haveria seguranca sanitaria, no que conserne a Cryptosporidium e Giardia, seguindo-se

aquela norma.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica abordou aspectos sobre caracteristicas gerais dos protozoarios
Cryptosporidium e Giardia, tais como: morfologia, ciclos de vida, formas de transmisséo e
especificidade parasita x hospedeiro. Além dos tdpicos anteriores, foi feito um levantamento de
registros de surtos causados por estes microrganismos e sua ocorréncia em diversos paises e
doses efetivas capazes de desencadear as enfermidades, métodos quimicos e fisicos que tém sido

utilizados para conter e/ou inativar estes microrganismos.

Entre os métodos fisicos, observou-se especialmente os métodos de recuperacdo e
deteccdo de (oo)cistos utilizados em éaguas brutas e tratadas e a deteccdo em recursos hidricos e

efluentes domeésticos.

Finalmente, foram citadas algumas pesquisas sobre a associa¢cdo dos microrganismos

com variaveis ambientais normalmente avaliadas em indices de qualidade de &gua.

3.1 Informacdes gerais sobre protozoarios

Os protozoarios sdo organismos eucaridticos unicelulares. Segundo Levine (1980) apud
Vitor (2000), o sub-reino Protozoa compde-se de sete filos, sendo quatro de interesse para a
parasitologia: Filo Sarcomastigophorea, Filo Apicomplexa, Filo Ciliophora e Filo Microspora. A

Giardia pertence ao primeiro filo e o Cryptosporidium ao segundo.



3.1.1 Morfologia

A descricdo da morfologia, aqui referenciada, foi realizada por Sogayar & Guimaraes
(2000).

Giardia lamblia

Este microrganismo apresenta duas formas: o trofozoito (forma ativa do protozoario,

na qual ele se alimenta e se reproduz, por diferentes processos) e o cisto (forma de resisténcia).
O trofozoito tem formato de péra, com simetria bilateral e mede 20 mm de comprimento por 10

nmm de largura. O cisto é oval ou elipséide, medindo cerca de 12mm de comprimento por 8nm de
largura. Quando corado, pode mostrar uma delicada membrana destacada do citoplasma.
No seu interior encontram-se dois ou quatro nucleos, um namero variavel de fibrilas (axonema

de flagelos) e os corpos escuros com forma de meia-lua, situados no p6lo oposto aos ndcleos.

Cryptosporidium sp

Este parasito apresenta diferentes formas estruturais que podem ser encontradas nos
tecidos (formas enddgenas), nas fezes e no meio ambiente (formas exdgenas - 0s oocistos). Os
oocistos do Cryptosporidium sdo pequenos, esféricos ou ovoides (4 a 6 mm) e, quando eliminados

nas fezes, contém quatro esporozoitos livres no seu interior.

Portanto, tem-se que Cistos e Oocistos sdo formas de resisténcia dos protozoarios
Giardia sp e Cryptosporidium sp, respectivamente. O protozoério secreta uma parede resistente
(parede cistica) que o protegera quando estiver em meio impréprio ou em fase de laténcia (os
cistos podem ser encontrados em tecidos ou fezes dos hospedeiros; 0s oocistos sdo encontrados
em fezes do hospedeiro e provenientes de reproducédo sexuada do protozoario) (Vitor, 2000).



3.1.2 Ciclos Bioldgicos

Giardia

A Giardia lamblia tem um ciclo de vida simples em dois estégios (figura 3.1). O estégio
infeccioso é o cisto, que o hospedeiro ingere através do contato fecal-oral. A exposi¢do ao acido
estomacal e aos sais biliares estimula a liberacdo dos trofozoitos dos cistos. Aqueles atacam e
colonizam a superficie dos intestinos, passam através do intestino delgado, sdo encistados e
liberados pelas fezes (Monis & Thompson, 2003).

Ciclo da Grardia
A Cisto A
Excrecdo em Ingestéo pelo
fezes hospedeiro
[ ¥
Encistamento Excistamento
/.f
Passagem através / Fissdo binéria de
do instestino Trofozoito trofozoitos
| o (assexual)
delgado Colonizagdo da
superficie da mucosa
intestinal

Figura 3.1. Ciclo de Giardia lamblia (Fonte: Monis & Thompson, 2003).



Cryptosporidium sp

O Cryptosporidium tem um ciclo de vida mais complexo que a Giardia. O estagio
infeccioso é o oocisto. ApoOs a ingestdo pelo hospedeiro, os esporozoitos sdo liberados dos
oocistos e infectam as células dos intestinos. Os esporozoitos diferenciam-se em trofozoitos que
por sua vez irdo se transformar em merontes tipo I. Os merozoitos tipo I, liberados pelos
merontes tipo I, saem das células hospedeiras podendo infectar outras células. Estes merozoitos
podem entdo iniciar uma reproducdo sexual diferenciando-se em trofozoitos ou iniciar um ciclo
sexual diferenciando-se em merontes tipo 11. Os Oocistos sédo produzidos seguindo a reproducdo
sexual, sendo produzidos dois tipos: de parede espessa, que sdo as formas infecciosas
encontradas no meio ambiente e de parede fina, que causam a auto-infeccdo (Monis &
Thompson, 2003).

Ciclo do Cryptosporidinm

Clacisto com

parede espessa Ingestdo pelo

Excrecio em hospedeiro
fezes
Ooersto com Ficistaments

parede fina

Hato-
contanminacio
Infecgio de
_ _ hospedeiros pot
Ciclo gexzial & esporozoltos
assezal Trofosoito

de reprodugio

Diferendacio de
EspOroEotto

Figura 3.2. Ciclo de Cryptosporidium sp (Fonte: Monis & Thompson, 2003).
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Transmissao

Giardia lamblia

De acordo com Sogayar & Guimardaes (2000), a via normal de infeccdo do homem da-

se pela ingestdo de cistos maduros, que ocorrem, principalmente, através de:

ingestdo de aguas superficiais sem tratamento ou deficientemente tratadas (s6 com
cloro); alimentos contaminados (verduras cruas e frutas mal lavadas); esses
alimentos também podem ser contaminados por cistos veiculados por moscas e
baratas;

as aguas superficiais e recreacionais podem ser contaminadas também com fezes
de animais contaminados através do carreamento da agua da chuva;

de pessoa a pessoa, por meio das maos contaminadas, em locais de aglomeragdo
humana (creches, orfanatos, etc.); e entre membros familiares, quando se tem um
dos membros da familia com giardiase ou em creche;

através de contatos sexuais;

e por contato com animais domésticos infectados com Giardia de morfologia
semelhante a humana. Este Ultimo mecanismo ainda é discutivel, apesar de a OMS

considerar a giardiase uma zoonose.

Cryptosporidium sp

Segundo Sogayar & Guimardes (2000) e Kosek et al. (2001), a transmissédo da

criptosporidiose € feita pelas seguintes vias:

pessoa a pessoa: observada em ambientes com alta densidade populacional, como

creches e hospitais;
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- animal a pessoa: ocorre como consequéncia do contato direto de pessoas com
animais jovens, principalmente bezerros e cordeiros que apresentam diarréia e se
encontram eliminando oocistos;

- pessoa a animal: ocorre quando individuos infectados manipulam animais

suscetiveis.

A contaminacdo do meio ambiente com fezes humanas ou de animais infectados pode
atingir alimentos e fontes de agua usadas para consumo (pogos artesianos, reservatérios e rede de
distribuicdo) ou para recreacdo (piscinas), resultando em surtos de criptosporidiose. Estes surtos

tém sido assinalados em diversas localidades dos EUA e da Europa (Kosek et al., 2001).

3.1.4 Especificidade de Cryptosporidium e Giardia

Algumas pesquisas tém sido desenvolvidas com o intuito de reconhecer as espécies de
Cryptosporidium e Giardia que sdo patogénicas ao homem. Estudos de transmissdo cruzada tém

demonstrado pequena especificidade parasita-hospedeiros em alguns isolados (Levine, 1984).

Xiao et al. (2001) identificaram, genotipicamente, Cryptosporidium em 132 amostras
fecais de 80 criangas residentes em Lima-Per(. De 85 episddios de infeccdo, 67 (79%) foram
devidos ao gendtipo humano de Cryptosporidium parvum e 18 devidas a espécies que Sdo
consideradas zoondticas: 8 do gendtipo bovino de C. parvum, 7 do C. meleagrides, 2 do C. canis e 1
do C. felis. Nenhuma infec¢do com mais de um tipo de genotipo foi verificada. Para as criancas
infectadas com gendtipo humano de Cryptosporidium comparadas aquelas infectadas com
genotipos zoonoticos, ndo havia diferencas quanto ao consumo de agua, saneamento, ou

convivio com animais (ndo havia gado na comunidade urbana ou diferencas scio-econdmicas).

Embora mais de 23 espécies de Cryptosporidium ja tenham recebido nomenclatura
oficial, apenas oito (C. baileyi, C. felis, C. meleagridis, C. muris, C. nasorum, C. parvum, C. serpentis e C.
wrairi) sdo aceitas como espécies individuais baseadas em caracteristicas bioldgicas (Kosek et al.,
2001).
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Pesquisas recentes tém mostrado que Cryptosporidium parvum apresenta dois genotipos
distintos: Gendtipo 1 (ou genotipo H para humanos) e o Genétipo 2 (ou gendtipo C - “calf” -
para gados) o qual ocorre em varios animais, incluindo humanos. Raramente, ambos o0s genétipos
foram encontrados infectando a mesma pessoa. Os principais estudos de transmisséo cruzada de
criptosporidiose, especialmente antes da década de 1990, foram conduzidos sem confirmacédo da

identificacdo genética dos isolados (O’Donoghue et al., 1987 apud Monis & Thompson, 2003).

Kosek et al. (2001) e Dillingham et al. (2002) também se referem a dois genotipos
distintos, o gendtipo 1, que infecta humanos, e o gendtipo 2, que infecta humanos e bovinos.
Estes sdo ditos 0s mais importantes agentes em doencas humanas, embora C. meleagridis, C. felis e
C. canis tenham sido identificados em fezes de HIV positivos e negativos. Tanriverdi et al. (2003)
e Monis & Thompson (2003) descrevem estes genétipos como duas espécies distintas C. parvum e
C. hominis. Ainda, segundo Tanriverdi et al. (2003) infeccGes experimentais em gado e ovelha
indicam, no entanto, que a especificidade ndo é absoluta. Na verdade, até hoje, segundo Monis &
Thompson (2003), poucos estudos tém examinado a prevaléncia destas enfermidades

caracterizando genotipicamente os isolados.

Originalmente, ovelhas eram tidas como fontes suspeitas de infeccdo (Crockett &
Haas, 1997), mas estudos revelaram que o genétipo prevalente nestes animais ndo estava
correlacionado com isolados de amostras humanas resultantes de surtos. Da mesma forma, cées e
outros animais de companhia podem ndo ser importantes reservatorios destas enfermidades. Em
relacio a ambos os microrganismos, Cryptosporidium e Giardia, sdo necessarios estudos mais
aprofundados para determinar se h riscos de infecgdo advindos de “pets” (Monis & Thompson,
2003). A tabela 3.1. exibe os nomes das espécies conhecidas de Cryptosporidium com seus

respectivos hospedeiros.
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Tabela 3.1. Espécies de Cryptosporidium e seus respectivos hospedeiros.

Espécies reconhecidas e hospedeiros de Cryptosporidium

Espécies Hospedeiros

C. andersoni gado

C. baileyi galinhas

C. canis cachorros

C. felis gatos

C. hominis humanos

C. meleagridis perus

C. molnari peixes marinhos

C. muris ratos

C. nasorum peixes

C. parvum 152 espécies de mamiferos incluindo
leGes marinhos e ursos polares

C. serpentis répteis

C. ucarairi porcos

C. wrairi porco da Guiné

Fonte: Szewzyk et al. (2000), Rose & Huffman (2002), Monis & Thompson (2003).

Quanto as espécies de Giardia, apenas seis sdo reconhecidas atualmente, e somente a
G. duodenalis € conhecida por infectar mdltiplas espécies (Thompson, 2000 apud Monis &
Thompson, 2003). A tipagem molecular de diferentes isolados mostrou que, com poucas
excecOes, ha uma alta similaridade entre as cepas (Szewzyk et al., 2000). A tabela 3.2 exibe os

nomes das espécies conhecidas de Giardia com seus respectivos hospedeiros.

Tabela 3.2. Espécies de Giardia e seus respectivos hospedeiros.

Espécies reconhecidas e hospedeiros de Giardia

Espécies Hospedeiros

G. agilis sapos

G. ardeae garcas

G. duodenalis (sin. G. intestinalis, G. lamblia) mamiferos (incluindo humanos e "pets")
G. microti roedores

G. muris camundongos

G. psittaceae passaros

Fonte: Monis & Thompson (2003).

De acordo com Lane & Lloyd (2002), embora cées e gatos possam apresentar infec¢do

por este parasita, ndo significa que estes animais possam transmita-la ao homem, pois as cepas
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sdo distintas. Porém, Szewzyk et al. (2000) afirmam que tipos moleculares diferentes de isolados

de Giardia mostram que, com poucas excec¢des, ocorre uma alta similaridade entre todas as cepas.

3.2 Registros de ocorréncias de surtos de giardiase e
criptosporidiose

A auséncia de deteccdo de um surto ndo indica a auséncia da doenca. A enfermidade
pode estar presente mesmo que uma epidemia ndo seja notada (Haas & Rose, 1995). Por outro
lado, mesmo durante ocorréncias registradas de Cryptosporidium, algumas vezes, todas as amostras

puntuais observadas registram zero oocistos (Craun et al., 1998).

O monitoramento pode super ou subestimar a concentracdo destes organismos
presentes numa amostra qualquer de dgua. Em sendo uma amostra positiva, ndo significa que
aquela agua ndo é segura. O contrario também é verdadeiro: em sendo negativa, ndo significa que

aquela agua é segura para o consumo humano (Clancy, 2000).

A deteccdo de um surto de Cryptosporidium é dificil e muitos, provavelmente, passam
sem serem detectados, devido ao fato de os métodos normalmente utilizados terem pouca
sensibilidade e as analises ndo serem realizadas em tempo habil. Ndo existem medidas
determinadas que possam comprovar que esta, ou ndo, ocorrendo uma epidemia, mesmo quando
0 prognostico € feito em tempo habil para uma intervencdo. Como foi visto no surto de
Milwaukee, a deteccdo pode ser demorada, com poucas evidéncias laboratoriais sobre o evento,

apesar do enorme numero de individuos que esta sendo infectado (Hellard et al., 2000).

A infeccdo causada por espécies de Cryptosporidium é ubiqua e tem sido reportada em

mais de 40 paises, nos seis continentes (Kosek et al., 2001).

Nos EUA, o primeiro surto de criptosporidiose descrito ocorreu em 1987, como
resultado de contaminagdo de um pogo artesiano com esgoto (Rose, 1990). Em 1993, um

episédio de infeccdo por Cryptosporidium parvum atingiu mais de 400.000 pessoas, 4.000 foram
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hospitalizadas e 104 morreram na cidade de Milwaukee, EUA. Provavelmente, a contaminacéo
tenha sido devido a agua de piscinas e parques aquaticos, aos quais tém sido associados estes
episddios de alta intensidade (Genera Technologies, 2000). Em dois surtos de criptosporidiose
nos EUA (Milwaukee e Las Vegas), a taxa de mortalidade variou entre 52 a 68% em pessoas
imunocomprometidas (Rose, 1997). Durante o episédio de Milwakee, McDonald et al. (2001)
realizaram testes soroldgicos (0 plasma testado para antigenos de C. parvum) em amostras de
sangue coletadas de criancas residentes neste local. Os resultados dos testes levaram a conclusdo

de que o C. parvum foi a principal causa do surto de diarréia naquela cidade.

Também em fontes de aguas recreacionais Cryptosporidium e Giardia sdo reconhecidos
como a causa mais comum de surtos (Slifko et al., 2000). Mais de 56% dos 75 episddios de
criptosporidiose entre 1984 e 1999 foram associados a agua potavel, enquanto 44% foram
relacionados ao uso de aguas recreacionais, incluindo piscinas, rios e lagos (Fayer et al., 2000 apud
Quintero-Betancourt et al., 2002). Em piscinas num suburbio de Melbourne, Australia, durante
0s meses de setembro de 1997 e fevereiro de 1999, foram detectados 11 casos em sete familias
(Hellard et al., 2000).

A observacdo mais recente sobre surtos de doengas de veiculacdo hidrica nos Estados
Unidos, feita pelo "Centers for Disease Control and Prevention" (CDC-Atlanta, Georgia, EUA),
cobriu o periodo de 1997-1998 e listou 49 eventos. Estima-se que 4.211 individuos ficaram
doentes durante estas ocorréncias e cinco morreram. Dezessete episédios foram causados por
agua potavel, enquanto 32 foram causados por exposicdo a aguas de recreacdo. A maioria dos
137.442 casos reportados nos EUA, durante o periodo de 1992-1997, ndo foi agrupada em
surtos, mas ocorreram esporadicamente. Registros de giardiase foram concentrados no verao,

diminuindo nas demais estagdes, sugerindo que a agua recreacional € um fator de risco.

Na Inglaterra e Pais de Gales, desde 1990, uma média de 4.637 casos de
criptosporidiose por ano tem sido noticiada pelo CDSC (Communicable Disease Surveillance
Center, 2000).

No Brasil, a ocorréncia mais recente desta infeccdo, foi constatada em outubro de
2001 na cidade de S. Jorge, RS (Comunicacéo pessoal Eng. Ricardo Furtado).
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A agua contaminada € uma importante fonte de infeccdo humana, tanto pelo consumo
direto, como no preparo de alimentos. O Cryptosporidium também ja foi encontrado em alimentos
como salmé&o, salada de frutas, vegetais crus, alface, alho, tomate, leite cru e cidra de macé (Slifko
et al., 2000).

A G. lamblia, por sua vez, é um parasita cosmopolita de regido temperada e tropical,
sendo considerado o protozoario patogénico mais predominante. Sua prevaléncia é de 2-5%, em
paises industrializados e 20-30%, nos paises em desenvolvimento. Na Gambia, por exemplo, é de
12% em criangas saudaveis e 45% em criancas com diarréia cronica. Nos Estados Unidos €, em
geral de 5%. Na Russia, varia de 30 a 40% (para 0s viajantes que passam em Sdo Petsburgo). No
Brasil, a média é de 28,5%, podendo variar de 11,35% no Estado do Rio de Janeiro a 51,8% no
Estado do Rio Grande do Sul (Sogayar, 2001).

Entre 1946 e 1980 foram noticiadas, nos EUA, 672 epidemias de doencgas de
veiculacdo hidrica que afetaram mais de 150.000 pessoas. Em 52,1% dos casos se determinou a
etiologia: bactérias (21,7%), virus (11,8%), produtos quimicos (7,3%) e protozodarios parasitas
(7,1%). A Giardia lamblia foi o agente causal de 42 surtos com 19.813 casos. No Canada,
Inglaterra e Suécia também foram citados casos de giardiase hidrica. Também na Argentina, este
parasito intestinal € o de maior prevaléncia, segundo dados apresentados nas Jornadas Nacionales
de Enteroparasitosis de 1987, 1988 e 1989 (Feldman et al., 1992).

O primeiro surto de giardiase transmitido por via hidrica reconhecido ocorreu em
1965, nos EUA, e até 1988 outros 106 foram noticiados (Rose et al., 1991).

Individuos que se engajam em atividades como trilhas ecoldgicas e camping nos EUA,
estdo mais sujeitos a se contaminar com Giardia. Tem-se assumido que o risco é associado a fezes
de animais como racins (mamifero carnivoro noturno, arboricola, relacionado ao urso, porém
muito menor, que vive na América do Norte Setentrional) (Michaelis, 1998) e cervos, que
infectam humanos quando defecam na é&gua e esta é consumida sem tratamento (Harwood,
2001).

Segundo Furtado (2002), das doencas de veiculacdo hidrica apenas Colera, Febre

Tiféide e Hepatite sdo enfermidades de notificacdo obrigatdria e apenas alguns hospitais com alas
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especiais para portadores de HIV mantém este tipo de registro. Desta forma, € dificil constatar a

real situacdo destas doencas no Estado do Rio Grande do Sul ou no pais. A tabela 3.3 traz um

resumo de registros de surtos de Cryptosporidium e Giardia encontrados na literatura.

Tabela 3.3. Registros de ocorréncias de surtos de Criptosporidiose e Giardiase em varios paises.

Referéncia Local Patogeno Fonte Ocorréncias
Akim & Jakubowski (1986)  Colorado G AB 123 casos
Rose (1990) Inglaterra C AB 16 casos (1983)
Rose (1990) Inglaterra C AB 50 casos (1985)
Rose (1990) EUA C AB 2.006 casos (1984)
Rose (1990) EUA C AB 13.000 casos (1987)
Rose (1990) Escdcia C AB 27 casos (1988)
Rose (1990) Swendon/Oxford C AB 5.000 casos (1989)
Richardson et al. (1991) Inglaterra C AT 19 surtos
Rose et al. (1991) EUA C AR/AT 106 casos (entre 1965-1988)
Kramer et al. (1996) Indiana G AR 80 casos em piscina (em 1994)
Kramer et al.(1996) Maryland G AR 12 casos em lago (em 1993)
Kramer et al.(1996) Missouri C AR 101 casos em piscina (em 1994)
Kramer et al.(1996) New Jersey G AR 43 casos em lago (em 1993)
Kramer et al.(1996) New Jersey C AR 418 casos em lago (1994)
Kramer et al.(1996) Washington G AR 6 casos em rio (1993)
Kramer et al.(1996) Wiscosin C AR 174 casos em piscinas (em 1993)
Outbreak (2000) Florida C AR 170 surtos, s/ dados
Barwick et al.(2000) EUA (97/98) C AR 49 eventos; 4211 doentes, 5 mortes
Hellard et al.(2000) Australia C AR 11 casos em 07 familias
Cartwright & Colbourne Mediterraneo C AR 172 turistas britanicos afetados
2001
S—Iachi)ch et al.(2000) EUA Ingl.,Canad4, C AR 69 casos (1983/1999)

Japdo, Austrélia e

N. Zelandia
Kramer et al.(1996) Minesota C AT 27 casos em lagos (em 1993)
Kramer et al.(1996) Nevada C AT 103 casos em lagos (em 1993)
Kramer et al.(1996) Pensylvania G AT 20 casos em 4agua subterranea (em 1993)
Kramer et al.(1996) South dakota G AT 7 casos em agua subterranea (em 1993)
Kramer et al.(1996) Tenessee G AT 304 casos em reservatorio (em 1994)
Kramer et al.(1996) New Hampshire G AT 18 em reservat./36 em lagos (em 1994)
Kramer et al.(1996) Washington C AT 7 casos em 4gua subterranea (em 1993)
Kramer et al.(1996) Washington C AT 134 casos em &gua subterranea (em 1994)
Kramer et al.(1996) Wiscosin C AT 403000 casos em lagos (em 1993)
Craun et al.(1998) EUA C AT 19 surtos
Newman et al.(1999) Brasil (NE) C AT 1.476 episodios de diarréia (criancas)
Slifko et al (2000) USA C AR 09 casos (1997/98)
Kramer et al.( 2001) Inglaterra CG AR/AT 13 surtosde Ce 1 de G (1986/96)
Kramer et al.( 2001) Malta G AR/AT 1surto de 1986/96
Kramer et al.( 2001) Eslovénia G AR/AT 2 surtos de 1986/96
Kramer et al.( 2001) Espanha CG AR/AT 1surtode Ce 7 de G (1986/96)
Kramer et al.( 2001) Suécia CG AR/AT 1surtode Ce 4 de G (1986/96)
Rose & Huffman (2002) Inglaterra C - 5.794 casos em 2000 e 3681 em 2001

C — Cryptosporidium; G — Giardia, AR- agua recreacional; AT- dgua tratada; AB — dgua bruta
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Doses efetivas

Na&o é conhecido o risco associado a salde com agua potavel contaminada com baixas
concentragcdes de oocistos de C. parvum. Os métodos correntes de laboratério ndo conseguem
determinar quais dessas estruturas bioldgicas sdo vidveis ou capazes de infectar humanos. As
pesquisas ndo tém conseguido determinar se 0 nimero de oocistos, geralmente presentes em
agua potavel, é suficiente para causar a doenca, se pessoas imunocomprometidas sdo mais
suscetiveis a baixas doses de oocistos do que pessoas imunocompetentes ou se cepas de
Cryptosporidium variam em suas doses infectivas e capacidade de causar a doenca (Juranek et al.,
1995).

Concentraces entre 10-30 (oo)cistos/100L de agua tratada podem ser suficientes para
desencadear epidemias, embora abaixo do minimo epidemias possam ocorrer sem contudo serem
notadas (Akim, 1983; Rose, 1990; Haas & Rose, 1995).

Pontius (1998) realizou uma pesquisa infectando 29 humanos voluntéarios com doses
que variaram de 30 a 1 milhdo de oocistos de C. parvum obtidos de gado. Dos 16 voluntarios que
receberam 300 oocistos ou mais, 88% tornaram-se infectados. De cinco voluntarios que
receberam baixas doses (30 oocistos), apenas um apresentou infeccdo. A dose média infectiva foi
de 132 oocistos. Segundo Fairley et al. (1999) a dose infectiva varia muito entre os isolados deste

género, podendo ir de menos de 10 a mais de 1500 oocistos.

Segundo Slifko et al. 2000, a Giardia e o Cryptosporidium tornaram-se significantes
patdgenos transmitidos pela agua por trés razdes: 1) giardiase e criptosporidiose sdo infeccdes
nativas em muitos animais; 2) as densidades das contaminagdes com cistos e oocistos infectivos
sdo suficientes para poluir o ambiente aquatico; 3) estas estruturas bioldgicas que penetram nos
processos de tratamento de &gua, como ja dito antes, sdo insensiveis aos desinfetantes nas
quantidades comumente utilizadas no tratamento da agua. Dillingham et al. (2002) reforcam estas

observagdes levando em consideracdo os seguintes aspectos (tabela 3.4):
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Tabela 3.4 Caracteristicas de Cryptosporidium sp e sua significancia epidemioldgica.

Caracteristica Significancia Epidemioldgica

Extremamente pequeno Dificil de filtrar; representa perigo para agua utilizada pelas
inddstrias

Baixa dose infectiva Provoca facilmente altas taxas de infeccdo (Milwaukee e
outros surtos)

Causa infec¢Oes quando expelidos Pessoa a pessoa (hospitais, prisdes, creches, etc.)

Potencial zoonético Contatos com animais (estudantes de veterinaria)

Fonte: Dillingham et al. (2002)

3.3 Barreiras fisicas e quimicas contra Cryptosporidium e Giardia

Por muitos anos, a adicdo de cloro a agua potavel parecia ser o tratamento suficiente
para a inativacdo de organismos patogénicos. Contudo, o cloro pode reagir com a matéria
organica na agua e formar subprodutos clorados (ex. trihalometanos - THMs). Além disso, apds
indmeras pesquisas realizadas, sabe-se que patdgenos emergentes, como Cryptosporidium sp e
Giardia sp sdo resistentes ao tratamento com este desinfetante, nas doses comumente utilizadas.
A tabela 3.5 mostra que o cloro ndo é um biocida efetivo contra Cryptosporidium e Giardia, quando
comparado a oxidantes alternativos como o ozénio (O,) e diéxido de cloro (CIO,) (American
Water Works Association, 1991 apud Gordon & Bubnis, 2000).

Tabela 3.5 Valores de K para a inativagdo de diversos microrganismos [K= C x T; onde:
C = concentracdo do desinfetante (mg/L); T = tempo de contato (min)].

Valores de K

Organismo Temperatura  Inativacdo Cloro Ativo Cloraminas  0zbnio  Didxido

(°C) (%) (pH 6-7) (pH 8-9) de cloro
E. coli 5 99 0,03-0,05 95 -180 0,02 0,4-0,8
Rotavirus 5 99 0,01-0,05 3,806-6,476  0,01-0,06  0,2-2
Cistos G. lamblia 25 99,99 47-150 - 05-0,6 26
Cistos G. muris 5 99 30-630 2.200 - -
Oaocistos C. parvum 25 99 1.400 7.200 5-10 78

Fonte: Gordon & Bubnis (2000); Bastos et al. (2001)
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O Cryptosporidium pode resistir até 18 horas em solucdes de 1 a 3% de cloro livre
(Estados Unidos, 1999). Os cistos de Giardia conservam sua Viabilidade em agua a 8°C por mais
de dois meses, a 21°C até um més e a 37°C cerca de quatro dias. Oocistos de Cryptosporidium
podem permanecer Vviaveis por varios meses em agua entre 4 e 10°C (Medema et al., 1997 apud
Hsu et al., 1999). Percebe-se, entdo, que a temperatura ndo € um fator téo critico entre a coleta e
acondicionamento das amostras a serem avaliadas, caso ndo se tenha pretensdo de avaliar a

viabilidade dos microrganismos, principalmente a Giardia que é mais resistente.

De acordo com Weber & Rutala (2001), além de ser relativamente resistente ao cloro,
nas concentracdes em que este é utilizado em agua potavel, o C. parvum ndo é completamente
inativado pela maioria dos desinfetantes usados no cuidado com a saude, quais sejam: alcool
etilico, hipoclorito a 5,25%, acido peracético, ortoftaldeido e componentes da amonia
quaternaria, além de glutaraldeido, fenol e iodo-povidona. Segundo Barbee et al. (1999) apud
Weber & Rutala (2001), o Gnico desinfetante quimico capaz de inativar mais que 3 log de C.
parvum é o perdxido de hidrogénio (6 a 7,5%) e os métodos de esterilizacdo que podem inativar

totalmente o microrganismo incluem vapor, 6xido de etileno e Sterrad 100 ®.

Embora o Cryptosporidium seja mais resistente ao ozbnio que a Giardia, dados
publicados sugerem que este desinfetante € um dos mais efetivos para controlar este
microrganismo (Finch et al., 1994 apud States et al., 2000; Facile et al., 2000 apud Lane & Lloyd,
2002).

Em funcdo do aumento do grau de exigéncia na regulamentacdo da agua potavel nos
EUA, os procedimentos com membrana estdo sendo cada vez mais utilizados. Sdo empregados
para remover um amplo ndmero de contaminantes e, dependendo do seu uso, podem ser
operados com a minima adicdo ou mesmo sem pré-tratamento quimico. As membranas sdo
utilizadas, principalmente, para dessalinizacdo, desinfeccdo, clarificacdo e remocdo de quimicos
sintéticos e inorganicos, na purificacdo de aguas servidas para reuso. Embora meios tradicionais
de processos de filtracdo possam remover entre 1,5 e 4,5 logs de cistos e oocistos, a remog¢do nao

é absoluta (Jacangelo et al., 1997).

Membrana de filtracdo a baixa pressdo, particularmente microfiltracdo (tamanho do

poro aproximadamente de 0,1 a 1 mm) e ultrafiltracdo (tamanho do poro aproximadamente de
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0,005 a 0,1 nm), tém recebido grande atencdo nos anos mais recentes, como uma alternativa ao
tratamento convencional (Jacangelo et al., 1995). Ribeiro e De Luca (1998) comentam que

somente a osmose inversa e a nanofiltracdo podem remover cistos e 0ocistos.

Em geral, os sistemas de filtragdo com membrana também oferecem uma série de
vantagens e desvantagens. O fator positivo € que ndo produzem subprodutos e, geralmente, séo
designados para serem monitorados e operados remotamente. A passagem de agua através dos
finos poros da membrana requer um significativo diferencial de pressdo, o que normalmente se
consegue através de uma bomba. Adicionalmente, os elementos do filtro membrana devem ser
substituidos em intervalos de 5 ou 7 anos, dependendo da qualidade da &gua que vem sendo

tratada e dos parametros operacionais (States et al., 2000).

A adocdo de membranas de filtragdo como tratamento para abastecimento publico de
agua potavel estd sendo considerado o mais eficiente, especialmente em sistemas federais e

estaduais de agua potavel, devido as restricdes dos padrbes de potabilidade.

3.4 Métodos de Deteccao

As doses de infeccdo (nUmero de unidades infectantes necessarias para causar a
infecgdo) variam entre os patdgenos microbianos, para a maioria dos protozoarios e virus
entéricos. Usualmente apenas dez ou menos particulas infecciosas séo suficientes. As bactérias,
normalmente ndo causam infecgdo, se estdo em niimero menor que 10° células (Estados Unidos,
1992). Nas Ultimas décadas, protozoarios e virus tém substituido patdgenos bacterianos como
agentes primarios causadores de doencas de veiculacdo hidrica (Gale & Stanfield, 2000). Entre
estes protozoarios, como ja citado anteriormente, o Cryptosporidium sp e a Giardia sp tém se
tornado notorios. A transmissdo de C. parvum é uma das mais proeminentes preocupacdes da
saude publica no mundo. A doenca tem sido encontrada em todos os continentes e a associa¢do

com transmissao hidrica tem sido mostrada ou sugerida (Rose et al., 2002).
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Portanto, a determinacdo do nimero de diferentes patdgenos em amostras de agua ou
esgoto é de extrema importancia. Igualmente, a otimizacdo da contagem destes microrganismos
em amostras de aguas pré e pos-tratadas, pode permitir uma eficiente determinacdo das medidas a
serem tomadas no processo de tratamento. InGmeras pesquisas tém sido desenvolvidas com o

intuito de se chegar a um ou mais métodos padrées para a detec¢do destes microrganismos.

O monitoramento destes parasitas pode ser realizado por muitos métodos, porém
nenhum deles é tido, ainda, como padrdo internacional. A imunofluorescéncia tende a ser um
destes padrdes podendo ser aplicado em aguas brutas e tratadas e, ultimamente, testes com PCR
encontram-se em intensa fase de pesquisa. As metodologias de coloracdo tradicionalmente
utilizadas para exames parasitologicos, basicamente, os derivados de Ziehl-Neelsen para

Cryptosporidium e colora¢fes temporarias para Giardia, também séo aplicados.

Os métodos que tém sido aprovados constituem-se de trés passos chave:
concentracdo, purificacdo e deteccdo. A concentracdo, normalmente, é feita através da filtracdo
seguida da eluicdo do meio suporte e centrifugacdo do eluido. A purificacdo é o passo seguinte,
podendo ser feito por "percoll-sucrose”, flotacdo, coagulacdo, decantacéo e pela tecnologia mais
aplicada ultimamente, que é a separa¢do imunomagnética (SIM). Depois de purificado, o material
é entdo quantificado, podendo-se utilizar metodologias de coloragdo tradicionalmente utilizadas
para exames parasitologicos ajustadas ao exame de amostras ambientais ou a mais utilizada no

momento: a imunofluorescéncia.

Em todos os métodos até hoje desenvolvidos, as etapas sdo extremamente criticas,
desde a coleta em campo até a avaliacdo microscépica. Muitos tipos de membranas sdo utilizados,
velocidades de centrifugacdo diferentes sdo aplicadas, entre tantas outras modificacbes que séo
propostas. Um dos exemplos de alteracdes verificados por Vesey & Slade (1991) é que sucessivas

centrifugacOes podem danificar os epitopos dos oocistos, onde os anticorpos se fixam.

O método de deteccdo ideal deveria possuir, entre outras, as seguintes propriedades:
rapidez, sensibilidade, exatiddo, praticidade e reprodutibilidade a baixo custo (Toze, 1999). No
que diz respeito as metodologias atualmente utilizadas, estas exigéncias estdo longe de serem

atendidas, pois ainda ndo ha métodos padrdes e aqueles ora conhecidos, tém severas limitacdes.
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3.4.1 Concentragao

Devido a limitada sensibilidade, a maioria das técnicas de enumeracéo disponiveis para
Cryptosporidium e Giardia exigem, freqlientemente, pré-concentracdo das amostras de agua (Kfir et
al., 1995a) e esta etapa geralmente é feita utilizando-se a filtracdo, seja com cartucho ou
membrana. Todavia, outras metodologias como centrifugacdo de fluxo continuo, filtracdo em

colunas de areia e alguns filtros alternativos, também sdo utilizados.

3.4.1.1 Concentracao atraveés da filtracdo com cartuchos e/ou
membranas

Perdas significativas podem ocorrer durante os processos de filtracdo. Para verificar
isto, Vesey & Slade (1991) avaliaram um processo de filtragdo com cartucho (1 um), filtrando 50
a 1000 L de agua (inoculada com oocistos) a uma taxa de 1,5L/min. Para averiguar se algum
oocisto escapava da membrana do cartucho, o filtrado foi passado através de uma outra
membrana (142 mm de didmetro e 0,2 pm ,de porosidade). Examinando o segundo eluido,
descobriram que 5 a 30% dos oocistos haviam passado através do filtro do cartucho.
Desmanchada a membrana e avaliadas as fibras, detectaram que de 1 a 30% dos oocistos ali

permaneciam, extremamente danificados.

Whitmore & Carrington (1993) testaram um cartucho com filtro pregueado (5 um) e
dois de fibra de vidro purificados a quente (3 e 1 um). Os testes foram realizados com amostras
de 100L de agua inoculadas com 1 x 10" oocistos. Os filtros foram eluidos com uma solugéo de
Tween 80 a 0,1%. A suspensdo resultante foi centrifugada e o "pellet” purificado usando “percoll
sucrose” ou flotagdo. A deteccdo foi feita utilizando microscopia de epifluorescéncia. A

recuperacdo foi menor que 10%, para todos os tipos de filtro.

Os mesmos pesquisadores, citados no paragrafo anterior, testaram cartuchos de
microfibra de vidro borosilicato (0,9; 2,0; e 80 um), sendo que amostras de 10L de agua
inoculadas com 1 x 10" oocistos foram utilizadas para os testes. Os filtros foram cortados

longitudinalmente, as tiras colocadas em Tween 80 a 0,1% e agitadas vigorosamente num agitador
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automatico. Apos eluicdo, o material foi centrifugado e o "pellet” resultante foi ressuspenso em
PBS e examinado com microscopia de epifluorescéncia e contraste diferencial de fase. Com o uso
deste procedimento, particulas do filtro ficaram no "pellet”, impedindo a observacdo de
provaveis oocistos presentes. Para tentar melhorar o processo, em experimentos subseqientes, 0
eluido foi submetido a flotacéo e passagem em pré-filtro. Como nenhum dos dois procedimentos
melhorou o processo de separagdo dos oocistos das particulas dos filtros, optou-se por eluir o
cartucho enchendo-o com 2L de Tween 80 a 0,1% e agitando-o, enquanto as fibras permaneciam
intactas. Desta forma, o eluido ficou bem mais claro e foi possivel alcancar uma recuperacéo de
33%. Segundo os pesquisadores, o cartucho de 2,0 um foi o mais efetivo.

Ainda em outros experimentos, utilizando os mesmos tipos de filtro citado no item
anterior, foram utilizados 3L de eluente e foram coletadas, subseqlientemente, e processadas
separadamente, 3 fragdes de 1L. A recuperacdo de cada fracdo foi de 31%, 4,7% e 3,5%,
respectivamente. Pode-se verificar uma grande variagdo da primeira fracdo em relacdo as duas
Gltimas.

Coffey et al. (1993) e Jacangelo et al. (1991) apud Jacangelo et al. (1995), utilizaram
microfiltracdo e ultrafiltracdo e obtiveram mais de 4 logs de remocédo de Giardia. Nestes estudos,
o nivel de remocéo foi funcdo da concentracdo do organismo nas aguas avaliadas. LeChevalier &
Norton (1992) afirmam que estudos indicam que a probabilidade de detencéo de (oo)cistos em
agua tratada depende do nimero de organismos na agua bruta.

Kfir et al. (1995a) realizaram um estudo de comparacao entre técnicas de concentracdo
utilizadas para deteccdo viral e outras, normalmente, utilizadas para detec¢do de protozoarios,

conforme descrito a seguir:

1) Membrana: amostras de 10 L de agua de torneira (inoculadas com 10-30 cistos) foram passadas
num suporte Sartorius contendo membrana (Milipore, didmetro 142 mm, poro 1,2 mm). Apds a
filtracdo, a membrana foi sonicada por 10 min para soltar as particulas aderidas. A suspensdo
resultante foi concentrada por centrifugacdo (2.100 rpm diramte 6 min) e o "pellet” utilizado para

investigar a percentagem de recuperagao de cistos.
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2) Ultrafiltracdo: as amostras de agua inoculadas foram passadas através de um ultrafiltro Amicon
XM50 (poro 46-50A, - com peso molecular de 50.000 daltons); o filtro foi eluido e a suspensdo
resultante concentrada por centrifugacdo (2000 rpm durante 1 min), sendo o "pellet" utilizado
para investigar a percentagem de recuperagdo de cistos e 0 sobrenadante para a observacdo de

virus.

3) Cartucho com filtro - Filterite DFN 0,45-10mm: as amostras inoculadas foram passadas atravées
do cartucho, juntamente com uma solucdo de cloreto de aluminio (AICL,), tiossulfato de sodio
(Na,S,0,) e &cido cloridrico (HCI). Depois de feita uma retro-lavagem usando eluente com
glicina, o eluido foi passado através do filtro Amicon XM50, o filtrado concentrado por
centrifugacdo (2000 rpm durante 1 min), o "pellet” utilizado para investigar a recuperagdo de

cistos e 0 sobrenadante para a observacédo de virus.

4) Cartucho com filtro AMF Cuno Wynd (DPPPY 1): as amostras inoculadas foram passadas
através do cartucho e apds a filtracdo o filtro foi cortado, colocado numa maquina de rotacdo
manual, lavado com Tween 80 e sédio dodecil sulfato. A suspensdo resultante foi concentrada
por centrifugacdo (2400 rpm/10 min) e o “pellet" utilizado para investigar a recuperacdo de

cistos.

Tabela 3.6. - Recuperacdo de cistos de Giardia sp utilizando varios métodos de concentracao.

% de recuperacao

Método de concentracéo Membrana Ultrafiltracéo Cuno Wynd DFN
Média 111 11,6 12,2 13,4
Minimo 4,5 2,7 1,6 50

Maximo 23,0 25,5 46,0 24,2
Volume da amostra 10L 10L 100L 100L

Fonte: Kfir et al. (1995a).

Os resultados obtidos utilizando membrana (Milipore, didmetro 142 mm, poro 1,2
mm) (4,5-23%) foram semelhantes aos da ultrafiltragdo (2,7 — 25,5%) (Tabela 3.6). A comparacéo
desses métodos de isolamento de cistos e oocistos de amostras de adguas ambientais também
indicou uma eficécia similar. Por sua vez, o cartucho de filtro Cuno Wynd (1,6-46%) apresentou

uma maior variagdo dos resultados quando comparado ao cartucho com filtro DFN (5-24,2%),
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embora a média de recuperagdo tenha sido semelhante para ambos (Tabela 3.6). Observa-se,
também, que ocorreu uma grande variagdo na percentagem de recuperacdo para todos 0s
métodos. Os autores afirmaram que, diante dos resultados, as técnicas utilizadas para o
isolamento de virus entéricos também podem ser aplicadas para a detec¢do de protozoarios e
sugerem uma utilizacdo destes procedimentos numa co-analise para virus e protozoarios,

provendo mais rapida e menos dispendiosa avaliacdo da qualidade da agua.

Diferentes tipos de membranas também foram avaliados por Jacangelo et al. (1995),

para concentracao de protozoarios. Em escala de bancada e/ou escala piloto, foram avaliadas seis
membranas comercialmente disponiveis, trés de microfiltracdo (A - 0,2 mm em polipropileno; B -

0,2 mm derivada de polisulfona; C - 0,1 mm em politeflon) e trés de ultrafiltracdo (D — 500.000
daltons em polisulfona; E — 300.00 daltons em ceramica; F — 100.000 daltons em éster de
celulose). Trés microrganismos foram utilizados nos testes: Cryptosporidium, Giardia muris e 0
bacteriéfago MS2. A densidade inicial de cistos e oocistos era de 10* — 10° unidades/L. Todas as
membranas, exceto a membrana C, (que apresentou um defeito entre o anel de selagem e os
canais permeaveis), removeram 0s cistos e oocistos abaixo dos limites de detec¢do (1 cisto/L).
Segundo os autores, 0s resultados mostraram que ambas, a microfiltracdo e ultrafiltracdo, atuam
como barreira absoluta para cistos de protozoéarios, desde que as membranas estejam intactas.
Por isso a importancia do monitoramento dos sistemas, pois qualquer falha pode comprometer o

seu funcionamento e, conseqlientemente, permitir a passagem de microrganismos.

Outro tipo de membrana (SM 16275, Sartorius AG, Gottingen) foi avaliado por Falk
et al. (1998). Os pesquisadores inocularam volumes iguais de agua destilada e filtraram. Os
(oo)cistos recuperados foram contados e identificados usando microscopia de contraste de fase.
Conseguiram uma média de 78,7% de recuperacdo para cistos de Giardia e 42,1% de oocistos de
Cryptosporidium. O estudo demonstrou que o sistema de filtragdo por membrana é um dos
métodos mais eficientes e baratos para a concentracdo de Giardia em agua. A baixa eficiéncia na
recuperacdo de oocistos, em relacdo aquela conseguida com os cistos, pode ser explicada,
segundo os autores, devido ao pequeno tamanho destas estruturas biolGgicas e aos efeitos da
captura no material do filtro, pois existem diferengas nas aderéncias de Giardia e Cryptosporidium a

superficie da membrana.
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3.4.1.2 Concentracado através da centrifugacdo de fluxo continuo
(CF)

Whitmore & Carrington (1993) testaram a centrifugacdo de fluxo continuo, avaliando
duas centrifugas: um modelo de escala de bancada (Alfa-Laval Sharples Gyrotester — com
capacidade para 9.600g) e uma maior (que se apoia no piso - Alfa-Laval Sharples AS 16 — com
capacidade para 13.200 g). A velocidade rotacional de ambas as centrifugas era fixa e a eficiéncia
de retengdo das maquinas é influenciada pela taxa de fluxo através das “tigelas” das centrifugas.
Amostras de 10L ou 100L de agua de torneira e rio foram inoculadas com, aproximadamente, 4 x
107 oocistos e submetidas a centrifugacdo. Os "pellets" resultantes foram removidos com Tween
80 a 0,1% e passados para tubos menores de centrifuga, onde foram submetidos a uma nova
centrifugacdo (1500 rpm/10min). Os novos "pellets” foram ressuspensos em PBS e avaliados por
imunofluorescéncia. Quando havia particulas em excesso, era realizada purificacdo com flotacdo
antes de proceder a imunofluorescéncia. Os pesquisadores verificaram que a centrifuga menor
obteve melhor recuperacdo em ambos os tipos de agua, a uma vazdo de aproximadamente 0,3
L/min. A eficiéncia de recuperacdo correspondente foi de aproximadamente 30% para agua
limpa e 11% para agua de rio. A centrifuga grande apresentou baixos indices de recuperacéo.

Swales & Wright (2000) também utilizaram a centrifugacdo de fluxo continuo e
compararam com filtracdo em cartucho, em amostras de 100 L de dgua com valores de turbidez
de 1-5 UNT inoculadas com 10 oocistos/L. Obtiveram uma média de recuperacédo de 14,8 e 13%
para as amostras com 1 e 5 UNT, respectivamente, comparados a 9,7 e 9,0% para o cartucho de
filtracdo. Os autores afirmam que a CF pode alcancar iguais ou melhores indices de recuperacéo
que o cartucho padrdo utilizado, com substancial reducdo de tempo. Porém, o equipamento ndo
é aplicavel em campo.

3.4.1.3 Concentracao atraves da filtracdo em coluna de areia

Whitmore & Carrington (1993) construiram colunas de areia em escala de bancada e
bombearam através destas amostras de dgua, inoculadas com aproximadamente, 4 x 10" oocistos.

A areia foi removida, eluida por agitacdo vigorosa em PBS com Tween 80 a 0,1% e deixada para
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sedimentar. O sobrenadante foi centrifugado (1500 rpm/20min) e o "pellet” dispersado em sodio
dodecil sulfato/Tween 80 a 0,1%. Os oocistos foram purificados por flotacdo e enumerados
usando contraste de fase. Verificou-se, que a baixas velocidades (< 0,5m/h), o filtro de areia para
retencdo de oocistos foi altamente eficiente. Porém, a altas velocidades, esta eficiéncia decaiu

bruscamente (Tabela 3.7).

Tabela 3.7. — Recuperacdo de oocistos em sistemas
de colunas de areia a diferentes taxas de fluxo.

Fluxo m*/h % de recuperacdo de 0ocistos
0,1 98,4
04 97,3
1,0 43,2
6,3 19,6
19,8 2,3

Fonte: Whitmore & Carrington (1993)

3.4.1.4 Filtros alternativos

Hsu et al. (2001a) realizaram testes de filtracdo em escala de laboratério usando dois
tipos de filtro - com pérolas de vidro e poliestireno medindo 2 mm de didmetro - para avaliar a
eficiéncia de remocédo de cistos e oocistos, através da colisdo entre estas particulas e as pérolas.
Os protozoarios foram utilizados como particulas alvo, enquanto o sistema quimico foi alterado
por mudanca de concentracao eletrolitica e pH. Os resultados indicaram que a forca idnica tem
um efeito positivo na eficiéncia da remocdo de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium.
Contudo, esta eficiéncia é inversamente proporcional ao aumento de pH, reduzindo
significativamente em valores de pH acima de 8,7. Fato que corrobora com as afirmacdes de
Fogel et al. (1993) e Shaw et al. (2000), que dizem que oocistos de Cryptosporidium apresentam
carga elétrica (potencial zeta) negativa na superficie. Sendo assim, a remocdo de oocistos por
filtracdo, sem um condicionamento quimico, torna-se dificil devido a repulséo eletrostatica entre
0s oocistos e a superficie do filtro. Estes ultimos autores verificaram que camadas eletropositivas

de filtro de areia aumentam a remocdo de oocistos de Cryptosporidium (de 72 para 95%). Camadas
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de hidréxidos, perdxidos e Oxidos sobre o filtro melhoram a remogdo de bactérias e virus e
reduzem a turbidez em &guas e esgotos (Farrah et al., 1991 e Ahammed, 1996 apud Shaw, 2000).

3.4.2 Purificacédo

Esta etapa também demanda muitos cuidados no seu desenvolvimento. Um fato
importante é que os anticorpos monoclonais aplicados precisam ser altamente especificos, pois
podem reagir com outras particulas, que ndo Cryptosporidium e Giardia, presentes nas amostras
ambientais (Ferrari et al., 1999). Todos os métodos microscopicos baseados em anticorpos
monoclonais ndo fornecem informacdes a respeito da viabilidade ou infectividade dos (0o)cistos,
além de ndo indicarem a espécie hospedeira que originou 0s microrganismos. Sado ainda
conhecidos pela interferéncia (falsos-positivos) de algas ou outras espécies de protozoarios,
requerem laboratoristas bastante experientes, sdo muito caros, tém baixa ou erratica recuperacao

e pobre precisdo (Jakubowski et al., 1996).

McCuin et al. (2001) avaliaram uma das metodologias que utilizam a separacéo
imunomagnética (técnica utilizada para purificacdo), para a recuperacdo de cistos e oocistos (Kit
GC-Combo IMS). Concentraram matrizes de aguas brutas de rios de trés Estados diferentes dos
EUA (Califérnia, Pensilvania e Nebraska). Fizeram ajustes nos concentrados, de tal forma que
obtiveram matrizes com trés niveis de turbidez: 5.000, 500 e 50 UNT. Em cada um foram
inoculados aproximadamente 100 (oo)cistos/10 mL. Como grupo controle foi usada agua

deionizada. A percentagem média de recuperacdo obtida consta na tabela 3.8.

Tabela 3.8 Percentagem de recuperacdo de (0o)cistos com metodologias que utilizam
separacao imunomagnética.

Oocistos de Cryptosporidium (%) Cistos de Giardia (%)
H,0 deionizada 62 69
Matrizes 55,9-83,1 61,1 89,6
Fonte: McCuin et al. (2001).

Diante destes resultados, os autores inferiram que o kit GC-Combo IMS é uma

eficiente técnica para separar Cryptosporidium sp/Giardia sp de matrizes ambientais de aguas turvas.
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Resultados semelhantes foram obtidos por outros pesquisadores como Bukhari et al. (1998) e
Connell (2001).

Contudo, existem pesquisadores que afirmam haver indicios de que a turbidez do
concentrado de agua é o fator mais critico associado a eficiéncia da aeracdo, quando o IMS €
utilizado (Fricker & Clancy, 1998). Além disso, pode-se verificar no folheto, que acompanha o
préprio kit (GC-Combo IMS), a afirmacdo de que altos indices de turbidez podem afetar
significativamente a recuperacdo. O método 1623 da USEPA afirma que a turbidez, causada por
particulas orgéanicas e inorganicas, pode interferir na concentracdo, separacdo e exame das

amostras para oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia.

Apos a separagdo imunomagnética, que € a etapa chamada de purificagdo, pois separa
0s (oo)cistos presentes na amostra por ligacdo destes com 0s anticorpos especificos para
Cryptosporidium e Giardia, vem a desagregacdo dos “beads” (parte magnética acoplada aos

anticorpos) que consiste em dissociar os microrganismos capturados dos anticorpos.

Ware et al. (2003) resolveram modificar este passo através da introducédo de uma fonte
de calor (10 min a 80" C), comparando com o procedimento rotineiro de utilizagdo de acido.
Perceberam que a dissociacdo a quente aumentou a média de recuperacdo de 41 para 71% em
agua reagente inoculada e de 10 para 51% em amostras de agua de rio. A média de confirmacgdo
do DAPI também aumentou de 49 para 93% e de 48 para 73% nas amostras de agua reagente e
agua de rio, respectivamente. Os autores créem que este “choque térmico” deve aumentar a
permeabilidade da parede dos oocistos, permitindo que uma maior quantidade de corante penetre

nas estruturas, facilitando a visualizacdo ao microscopio.

3.4.3 Deteccao

A deteccdo € a Ultima etapa do processamento das amostras. Alguns pesquisadores
utilizam a coloracdo diretamente sobre as membranas ou a dissolugdo destas. Ha ainda os

métodos mais recentes que utilizam corantes para imunofluorescéncia, ICR e PCR.
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Visando detectar Cryptosporidium e Giardia, em aguas marinhas, Johnson et al. (1995)
fizeram avaliacGes de amostras deste tipo de agua no Havai (nas areas de Honolulu), utilizando

dois métodos de filtracdo. As amostras foram passadas através de um cartucho de filtro de
polipropileno (1 mm), o qual foi eluido e a suspensdo resultante concentrada por centrifugacdo. O

"pellet” resultante foi colocado em membranas de policarbonato (de 1,2 mm) e corado com
anticorpos primarios, por 30 min. A membrana foi enxaguada com solucdo tampéo salina, corada
com anticorpos secundarios, por 30 min, novamente, enxaguada e colocada sobre uma lamina
com glycerol-DABCO. A andlise foi feita com o auxilio de microscopia de epifluorescéncia. O
segundo método consistiu em filtragdo com filtro microporo, para concentracdo simultanea de
protozoarios e virus. A amostra foi bombeada para um galdo, o pH ajustado para 3,5 com HCI
IN tendo sido adicionado cloreto de aluminio. A agua foi passada através de um filtro com
cargas eletronegativas, sendo que a elui¢do do filtro e o restante do procedimento eram iguais ao
da metodologia anterior. Os pesquisadores praticamente ndo conseguiram detectar 0s
microrganismos, afirmando que o principal problema para a avaliagdo de 4gua marinha, deve-se
ao fato de que algas captadas com a amostra interferem no reconhecimento dos cistos e oocistos,
por conterem pigmentos fluorescentes, tornando a observacdo mais cansativa e de dificil

diferenciacdo entre as algas e (oo)cistos de Cryptosporidium e Giardia.

McCuin et al. (2000) testaram a técnica de dissolugdo de membrana proposta por
Aldon & Chagla (1995) e obtiveram 04 a 839% e 32 a 90,3% de oocistos/cistos,
respectivamente, mesmo com altas dosagens de indculo, 1x10° (oo)cistos. A recuperagdo com
baixas doses de indculo, 100 (oo)cistos, também demonstrou alta variabilidade. Os autores

concluem que esta metodologia fornece indices de recuperacdo extremamente variaveis e baixos.

Franco et al. (2001) fizeram comparacdo entre duas metodologias para detec¢do da
ocorréncia de Cryptosporidium e Giardia no Rio Atibaia (Sdo Paulo-SP): RM (membrana cortada e
enxaguada) e ADM (método da dissolucdo em acetona). As amostras eram filtradas através de
membrana (45 mm de didmetro, 3mm da Millipore, Brasil) sob pressdo negativa, com vazdo de
4L/min Em seguida, estas membranas eram cortadas em duas partes: a primeira era eluida com
uma solucéo de Tween 80 a 0,1% e raspada (RM); a segunda dissolvida em acetona (ADM). O
material era centrifugado e aliquotas de 10nL do "pellet” resultante processadas pelo kit

Merifluor (Meridian Diagnostics, Cincinnatti, Ohio) para coloragdo. Observam-se taxas de
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recuperacdo mais altas em amostras tratadas pelo método RM, mas os autores ndo explicam as

raz0es pelas quais se chegou a estes resultados (valores na tabela 3.9).

Tabela 3.9 - Turbidez e nimero de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia detectados em
aguas superficiais do Rio Atibaia por RM (membrana lavada e raspada)/ADM (membrana
dissolvida em acetona).

Grupos Cryptosporidium Giardia Turbidez
% % (UNT)
RM ADM RM ADM
I 60,8 50 33,0 75 46
| 445 7,5 445 8,3 32
Il 57,0 0 95,0 7,0 48
\% 100,0 72,0 45,0 2,0 -

Fonte: Franco et al. (2001).

Durante os anos 90, a USEPA aprovou um método de detec¢do e quantificacdo de
Cryptosporidium sp em amostras de &gua como parte de um programa de monitoramento
conhecido como “Information Collection Rule”. Este método foi chamado "ICR Protozoan
Method for Detecting Giardia cysts and Cryptosporidium oocysts in Water by a Flourescent
Antibody Procedure™ (Estados Unidos, 1996 apud Quintero-Betancourt et al., 2002). Este método
ainda é usado nos EUA para monitorar protozoarios parasitas em &guas de superficie,
subterraneas e potaveis, além de efluentes domésticos recuperados (Quintero-Betancourt et al.,
2002). Porém, ¢ um método muito caro, complexo e dificil de realizar. Produz resultados
altamente varidveis e demonstra respostas diversas dependendo da matriz de agua; apresenta
baixa eficiéncia de recuperacdo para oocistos de Cryptosporidium (menos de 3%) podendo
subestimar a ocorréncia e os niveis deste microrganismo na amostra; ndo tem ligacdes especificas
com os anticorpos; sofre interferéncias pelas particulas presentes nas amostras e é incapaz de
determinar viabilidade, infectividade e cepas de isolados de Cryptosporidium sp (LeChevalier &
Norton, 1995; Juranek et al., 1995; Schaefer, 1997 e Dufour et al., 1999 apud Quintero-
Betancourt, 2002).

Visando atender as futuras exigéncias legais da Safe Drinking Water Act Amendments,
a USEPA comecgou em 1996, a investigar novas tecnologias para a deteccdo de Cryptosporidium e

Giardia. Inicialmente, a agéncia desenvolveu o método 1622, o qual foi validado através de um
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estudo interlaboratorial, realizado em agosto de 1998. No ano seguinte, com algumas

modifica¢des, foi desenvolvido o método 1623.

O método 1622 - Cryptosporidium sp em agua por filtracdo/IMS/1FA — Estados Unidos
(1998) é portanto, precursor do método 1623 - Cryptosporidium sp e Giardia sp em agua por
filtracdo/IMS/1FA — Estados Unidos (1999). Ambos consistem nas seguintes etapas: filtracéo,
eluicdo, concentracdo, separacdo imunomagnética e, por fim, aplicacdo do corante DAPI seguida
de avaliagdo microscépica para contagem de oocistos (1622) ou cistos e oocistos (1623), em
amostras de agua. Apos a filtracdo da agua, a membrana contida na cépsula é eluida, utilizando-se
uma solucdo contendo Laureth-12, EDTA, Tris e antiespumante. A suspensdo resultante €

concentrada através de centrifugacdo (1050 g) e purificada por separacdo imunomagnética (SIM -

com a utilizacdo de anticorpos monoclonais) utilizando o kit DynabeadsOGC-Combo (Dynal cat
no. 730.02) ou similar. O concentrado é corado empregando-se 0 DAPI. A observacdo da lamina

é feita utilizando-se microscopia de fluorescéncia e contraste de fase.

Foram feitas pesquisas simultaneas para os métodos 1623 e ICR, por Hsu et al. (2001c)
para a deteccdo de Cryptosporidium sp e Giardia sp em amostras de agua. Para fazer o ICR, apds
filtrar, eluir e centrifugar, o "pellet” recuperado foi colocado em formalina (a 10%), acrescentado
de gradiente “percoll-sucrose” e centrifugado novamente. O sobrenadante foi descartado, ao
“pellet” foi acrescentada nova quantidade de solugdo eluente sendo a suspensdo agitada e
centrifugada. O concentrado resultante foi ressuspenso e aplicado em membrana de acetato-
celulose (25 mm de didmetro), corado com anticorpos marcadores fluorescentes e examinado
com microscopia de epifluorescéncia. Os pesquisadores verificaram que o método 1623
apresentou alta recuperacdo de cistos e oocistos e baixo limite de detec¢do, quando comparado
ao méetodo ICR. Segundo os autores, estes resultados sugerem que o método 1623 € suscetivel a
variagbes na turbidez das amostras e que pelo fato de ter sido encontrada uma significante
correlacdo entre concentragfes de oocistos e turbidez, este parametro poderia ser utilizado como
indicador da presenca de Cryptosporidium. Observaram também que, independente do método
empregado, a turbidez reduziu a eficiéncia da recuperagdo e aumentou o limite de detec¢do para

ambos o0s parasitas.

Grande parte dos pesquisadores acredita que os métodos 1622/1623 detectam menos

falso-positivos que o ICR. E importante ressaltar, porém, que altas concentracdes de ferro
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dissolvido podem inibir o efeito do IMS-IFA (Quintero-Betancourt et al., 2002). Além disso,
coagulantes a base de aluminio e certos polimeros adicionados a agua durante o processo de

tratamento, também podem interferir (Estados Unidos, 1999).

Os métodos 1622 e 1623 estdo longe de serem perfeitos. Sdo caracterizados por baixos
indices de recuperacdo e ndo informam com precisdo a respeito das espécies, viabilidade ou
infectividade de Cryptosporidium e Giardia (Connell, 2001; Fontaine & Guillot, 2003). Este é, na
verdade, um dos grandes problemas da maioria dos métodos existentes, pois um organismo
inviavel ndo representa risco a satde publica. Por outro lado, onde ha um ou mais inativos, pode

haver outros tantos perfeitamente capazes de causar infeccao.

De uma forma geral, verifica-se que o principal problema é que as técnicas
laboratoriais atualmente existentes para a deteccéo de parasitas, sdo extremamente trabalhosas,
dispendiosas e apresentam baixa eficiéncia. Varias pesquisas comprovam este fato. Foi realizada
uma proficiéncia interlaboratorial entre seis laboratdrios para deteccdo e recuperacdo de
(oo)cistos em amostras de aguas brutas e de torneira filtrada. A média de recuperacédo variou de 0
-67% e 0 — 72%, dependendo do tipo de amostra e do laboratdrio. A melhor performance foi do
laboratdrio que atingiu de 45% a 66% para agua de torneira e 63 a 81% para amostras brutas.
Apesar da experiéncia de todos os laboratdrios participantes, alguns alcancaram baixos indices de
recuperacéo e falsos positivos foram detectados (Roser et al., 2001).

Outra metodologia que vem sendo muito estudada é o PCR - técnica baseada na
amplificacdo de sequiéncias especificas de fitas de DNA. Mas, apesar da aprovacdo por parte de
muitos pesquisadores, trata-se de um método cuja eficécia ainda é muito questionada. Segundo
Laxer et al. (1991) e Webster et al. (1993) apud Webster et al. (1996), o PCR tem potencial para
diagnose de infeccdo criptosporidial. Porém, é consenso que a sensibilidade desta metodologia
pode ser comprometida quando é usada para detectar pequeno ndmero de organismos em
amostras de aguas brutas, fato que reduz a sua aplicabilidade.

Segundo Quintero-Betancourt et al. (2002), os métodos de detec¢do baseados no PCR
permitem diferenciar as espécies de Cryptosporidium patogénicas ao homem e seguir a trilha da

fonte de contaminacédo de oocistos no ambiente. Pode ser usado para determinar género, espécie
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e 0 gendtipo do parasita, sendo que esta informacdo genotipica pode ser usada para determinar

uma cepa especifica ou a fonte do surto.

Fontaine & Guillot (2003) desenvolveram um método baseado no PCR, chamado
“TagMan PCR” e que, segundo os autores, quantifica oocistos de C. parvum em amostras de
aguas brutas e tratadas. Fizeram testes em amostras inoculadas de agua de torneira e agua de rio
(com concentracBes de 78 e 775 oocistos). Os indices de recuperacdo variaram entre 47,4% e
99%, para a primeira concentracdo de indculo e 39,1 a 68,3%, para a segunda. Os autores
afirmam que estes valores sdo significativamente maiores que os reportados com os métodos da
USEPA e os testes apresentaram muito menos variabilidade. Além disso, ainda segundo 0s
pesquisadores, este novo método molecular oferece uma alternativa rapida, sensivel e espécie

especifica para a quantificacdo de C. parvum, em agua.

Higgins et al. (2003) utilizaram centrifugagdo de fluxo continuo (CFC) em conjunto
com separacdo imunomagnética (SIM) e microscopia de imunofluorescéncia (IFA), aliados ao
PCR para recuperar e detectar (oo)cistos. No primeiro experimento realizado, 10 amostras (10 L
cada) foram inoculadas com 100 oocistos, submetidas a CFC e SIM e o "pellet" foi avaliado
utilizando-se IFA. No segundo experimento, 0 mesmo ndmero de amostra nas mesmas
condicdes também foram submetidas a CFC e IMS, porém a avaliacdo foi feita por PCR. Em
ambos os experimentos 9/10 corridas foram positivas. Os pesquisadores fizeram também
inoculagbes com apenas 10 oocistos (em 10 L) obtendo 10/12 positivos para IFA, com uma
média de recuperacdo de 3,25 + 3,25 oocistos. Testaram ainda uma co-inoculacéo de 10 cistos de
Giardia em 10 L de &gua, onde 5/7 corridas foram positivas, com 0,85 + 0,7 cistos. Os autores
avaliaram a influéncia da turbidez na recuperacdo e afirmam que, enquanto uma capsula de
filtracdo eficiente baseada nos métodos 1622/1623 da USEPA, néo for criada, a CFC e a SIM
podem ser alternativas rapidas e econémicas para isolamento e deteccdo de (oo)cistos em

matrizes de aguas turvas, contendo pequenas concentracdes destas estruturas bioldgicas.

Diante de tudo o que foi exposto anteriormente, verifica-se a necessidade do
desenvolvimento de novas metodologias mais rapidas, eficientes e baratas. A tabela 3.10
apresenta um resumo de algumas das metodologias empregadas na atualidade. Observando-a, é
possivel verificar que o tipo de metodologia mais aplicada para deteccdo e recuperacdo de

Cryptosporidium e Giardia é a utilizacdo de membranas, provavelmente devido aos custos e eficécia.



Tabela 3.10. - Metodologias utilizadas na deteccéo de cistos de Giardia sp e oocistos de Cryptosporidium sp.

Referéncia Local Tipo de 4gua Volume Método Conc. Inicial Eficiéncia de recuperacdo(%):
L
Whitmore & Inglaterra fluvial e torneira Fluxo continuo (bancada: 9600g) 1x10700/100L fluvial: 0,9-31,2; torneira: 1:26,0-32,5
Carrington (1993) poco e fluvial inoc. 20 Filtragdo fluxo vortex 107-108/20L poco: 31,3-40,0; fluvial:26,0-32,5
deionizada 1 Filtragdo fluxo-cruzado 1x10700/L 37,1-86,1; 37,0-41,0
torneira inoculada 100 Filtragdo fluxo-cruzado 37-41
torneira inoculada 100 Filtro polipropileno 5um 04-55
torneira inoculada 100 Filtro fibra vidro 3 pm 1x10700/100L 0,50
torneira inoculada 100 Filtro fibra vidro 1 pm 1,2-6,5
fluvial e torn. inoc. 100 Filtro fibra vidro 2 pm fluvial - 8,8; torneira - 4,7
torneira inoculada 2,5 Filtro com areia 4x10700/2,5L 2,3-98,4
Kfir et al. (1995a) Africa Sul torneira 10 Filtracdo com membrana 10-30 ci/mL 11,10
torneira 10 Ultrafiltracdo 11,60
torneira 100 Cartucho filtro: DFN 0,45-10 pm 13,40
torneira 100 Cart. filt. AMF Cuno Wynd DPPPY 12,20
Ho & Tam (1998) Hong Kong  fluvial 10 Gradiente percoll/sucrose 500 oo/mL média de 40
Falk et al. (1998) Inglaterra destilada 1 Filtragdo com membrana Sartorius AG 102,103,104 e média de 42,1 00; 78,7 Ci
5 x 103 oo(cist)/L
Odacetal. (2000) Kobe-Japdo tratadainoculada 20 Filt. fluxo contininuo (dois holders)
5um + 3 ym 100 oo e 67,3 -73,9 oo; Oci.
10um + 3 um 50 ci/20L 77,2-85 00; 55 ci.
8um + 3 um 76,9-82,200; 77,1ci.
Hsu et al. (2001b) Taiwan bruta 40 Filtro de cartucho (método ICR) 9,3+-3,300; 28,4+-11,0 ci
bruta 20 Filtragdo ¢/membrana (método 1622) 103-104 16,0+-1,7 oo; 38,3 +- 18,5¢ci
tratada 40 Filtro de cartucho (método ICR) (oo)cistos/L 9,8+-4,5 00; 30,0+-11,7 ci
tratada 20 Filtragcdo c¢/membrana (método 1622) 17,5+-3,2 00; 40,4+-9,7ci
Hsu et al. (2001c) Taiwan bruta e tratada 100 ICR fi consta AB:7,9 oo; 59 ci AT: 10,0 oo; 11,0 ci
1623 (Estados Unidos) AB:52,7 00; 63,0 ci AT:42,4 00; 51,0 Ci
Simmons 111 EUA riacho 10 Membrana 100 a 250 00/10L 0-3 (bruta.); 6-63(inoc.); 22-53 (controle)
et al.(2001) Método 1622 (EPA) 0-3%(bruta.); 2-23(inoc.); 28-82; (controle)

00 — 00Cistos; Ci - cistos
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Além de métodos quantitativos, alguns qualitativos sdéo também empregados. Estes
Gltimos, de uma forma geral, incluem procedimentos de concentracdo e coloracdo das amostras.
Entre os métodos de coloracdo disponiveis, os mais utilizados sdo os derivados de Ziehl-Neelsen,
indicados por Moura & Oliveira (1985).

De Carli & Moura (2001) recomendam o Ziehl-Neelsen e suas variagdes (*“acid fast
stain”), para a coloragdo de Cryptosporidium. Segundo 0s autores, sdo 0s métodos que oferecem 0s
melhores resultados. No método de Kinyoun, os oocistos de C. parvum apresentam coloracdo que
varia do rosa ao vermelho chegando a purpura intenso. O fundo da preparacdo é corado em
verde e alguns dos quatro esporozoitos (estruturas internas presentes nos oocistos) podem ser
vistos. Com o método da Safranina, os oocistos aparecem arredondados, corados em brilhante
vermelho-alaranjado sobre o fundo uniforme corado em verde. Este método apresenta uma

colorac&o uniforme dos oocistos.

Para a observacdo de Giardia, rotineiramente usam-se as solugdes de lodo Lugol que
tém a propriedade de colorir os cistos e permitem a visualizacdo da estrutura dos nucleos. A
solucdo de iodo é absorvida rapidamente, os cistos assumem uma coloracdo marrom-escura
uniforme. O corante lodo Tricrémico também é empregado, fazendo-se uma combinacédo da
solucdo iodo de lodo Lugol + corante lodo Tricrémico. Nesta coloragdo, 0s cistos aparecem em
marrom-amarelo (iodo) e os detritos em verde (lodo Tricrdmico), produzindo um contraste que
facilita a identificacdo dos parasitos. Porém, os cistos de protozoarios apresentam problemas na
identificacdo em nivel de espécie (depende dos detalhes e da clareza da morfologia). Essa
coloracdo apresenta um matiz mais escuro que a coloracdo tradicional pela solu¢do de lodo
Lugol, conseqlientemente, deve haver um aumento na intensidade de iluminacdo do microscopio
(De Carli & Moura, 2001).

3.5 Deteccao de (0o)cistos em recursos hidricos

A ubiquidade destes microrganismos foi constatada nos mais variados ambientes
aquaticos por diversos pesquisadores. Percebe-se uma grande oscilacdo na freqiiéncia e

quantidade observadas em todos os tipos de aguas avaliadas.
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Em &guas de pocos freéticos, nas Ilhas Virginias nos EUA, onde, segundo Crabtree et
al. (1996), a maioria da populacdo ainda usa o sistema de cisternas para captar agua, estes
pesquisadores fizeram avaliacdo de amostras de agua deste tipo para a deteccdo de Cryptosporidium
e Giardia. Volumes de 400 L de agua de nove cisternas privadas e quatro publicas foram coletadas
durante o periodo de 1 ano, perfazendo um total de 44 amostras. Apo6s a filtracdo, os
microrganismos foram detectados utilizando-se anticorpos especificos e microscopia de
epifluorescéncia. Um, ou ambos protozoarios, foram encontrados em 81% das cisternas publicas
e 47% das privadas. O Cryptosporidium foi encontrado com maior freqiiéncia que a Giardia. Aguas
de chuva sdo coletadas nas cisternas, 0 que sugere que a contaminagao seja de origem ambiental,

pois ocorre lavagem do solo e carreamento da agua para 0s pogos.

Em 4guas marinhas nas praias Waikiki, Black Point e Ala Wai Canal (Oahu, Hawai),
Johnson et al. (1997) verificaram a presenca de Giardia muris e Cryptosporidium parvum. Um fato
relevante foi a observacdo de que a sobrevivéncia dos protozoarios variava de acordo com a
luminosidade, salinidade e qualidade da agua, esta Ultima determinada pela quantidade de
Enterococus. Segundo os pesquisadores, 0s parasitas resistiram mais no escuro, ou seja, a luz solar
afeta diretamente o tempo de vida destes organismos. Diante de tal fato, talvez fosse possivel

comprovar a eficiéncia da radiagdo UV no combate a estes patdgenos.

Ho & Tam (1998) analisaram amostras dos Rios Lam Tsuen e Shing Mun, que sdo
utilizados para abastecer grande parte da populacdo de Hong Kong. Além disso, no Shing Mun
desenvolvem-se atividades de recreacéo locais e internacionais, como, por exemplo, competicdo a
remo. Foram coletadas amostras em 7 pontos, durante treze meses consecutivos. Os niveis de
Giardia encontrados foram muito maiores (468 cistos/L) que os niveis de Cryptosporidium (3 a
30/10L). Segundo os autores, tal fato sugeriu que incidentes de infeccdo com Giardia na
comunidade eram muito mais freqlientes do que com Cryptosporidium e que 0s niveis de cistos
observados nesta pesquisa demonstraram 6bvia contaminagdo de esgoto em ambos 0s rios, pois
eram de fato muito maiores que os niveis ja registrados em aguas de superficie ndo contaminadas,

em outras regiées do mundo.

Na verdade, aqui no Brasil, como sera visto mais adiante, Hachich et al. (2000) ja
encontraram contaminacfes em niveis maiores em aguas de rio (521 cistos/L). Contudo, séo rios

com descargas de esgotos muito maiores, cuja capacidade de depuracéo ja estd muito esgotada.
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Também ja foram verificados em é&guas subterrdneas quando Hancock et al. (2000)

analisaram 383 amostras coletadas em 166 lugares diferentes de 20 Estados de varias regides dos
EUA, visando avaliar a microbiota local com dimensdes de 1 a 500 mm. Utilizaram microscopia

de epifluorescéncia, onde a analise dos dados mostrou que 16 locais (10%) foram positivos para
Cryptosporidium e 10 (6%) para Giardia.

Deteccdo de (oo)cistos em aguas brutas e potabilizadas

LeChevalier & Norton (1995) analisaram 347 amostras de aguas superficiais de
sistemas americanos de tratamento, entre 1988 e 1993, ficando evidenciado que a ocorréncia de
Giardia e Cryptosporidium era de 53,9 e 60,2%, respectivamente.

Kfir et al. (1995b) investigaram aguas superficiais e agua potavel na Africa do Sul
(tabela 3.11). Nas aguas superficiais, encontraram cistos em maior quantidade que oocistos e
apenas 25,5% das amostras testadas, deste tipo de agua, ndo estavam contaminadas. Somente 1%
do total de amostras foi positivo para Cryptosporidium e 12% para Giardia. As concentracdes de
(oo)cistos encontradas neste tipo de amostra foram grandes, quando comparadas com amostras
de esgotos brutos também avaliadas no experimento. Segundo os autores, € de extrema
importancia que a formulacdo de linhas de qualidade de agua incorpore limites para cistos e
oocistos de protozoarios. Além disso, os procedimentos recomendados devem ser seguidos nos
tratamentos, para a remocdo desses parasitas. Isto é valido especialmente em paises em
desenvolvimento, onde o risco de contaminacdo das aguas superficiais, por estes e outros

organismos, deve ser muito maior.

Tabela 3.11 - Ocorréncia média de oocistos de Cryptosporidium
e cistos de Giardia detectados em aguas da Africa do Sul.

Tipo de Amostra  Oocistos/10L Cistos/10L
Min 0 Min 0

Agua superficial ~ Max. 250 Max. 460
Média 6 Média 30
Min 0 Min 0

Agua potavel Max. 1 Max. 4
Média 0 Média 2

Fonte: Kfir et al. (1995b)
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Em varias fontes ambientais, em Israel, Zuckerman et al. (1997) observaram a
presenca destes microrganismos durante um periodo de nove meses (maio 1995 a janeiro de
1996). Em 15 amostras de cinco rios, 12 (80%) foram positivas para Cryptosporidium (0,04-1,9
oocistos/L) e 8 (53,3%) para Giardia (0,05-0,78 cistos/L). O principal reservatorio de agua
potavel de Israel, Lake Kineret, também foi amostrado seis vezes em dois lugares. O
Cryptosporidium foi isolado em 4 (66,6%) das 6 amostras (0,3-1,09 oocistos/L) e a Giardia estava
presente em 5 (83,3%) das 6 amostras (0,135 -16,2 cistos/L). Foram analisadas, também, 35
amostras de agua de estacdo piloto de filtracdo. O Cryptosporidium foi encontrado em 65,7%
(23/35) e a Giardia em 22,9% (8/35). Os autores ressaltaram que nesta area (Nordeste do pais),
além da agricultura, é uma regido onde ha cria¢des de gado, ovelha e outros animais domésticos.
Sabe-se que atividades sdo potenciais contribuintes para a contaminacdo de agua, com ambos 0s

protozoarios.

Em Selangor, Malésia, Ahmad et al. (1997) verificaram a ocorréncia dos protozoarios
em aguas brutas e tratadas de duas estacOes de tratamento, entre julho de 1994 e janeiro de 1995.
Varidveis como oxigénio dissolvido, pH, temperatura, condutividade, turbidez, cloro total livre e
coliformes fecais foram avaliadas. Somente Giardia foi detectada em 90% das amostras de agua
bruta (0-60 cistos/L). Todas as amostras estavam contaminadas com coliformes fecais (4,6 x 10
a 1,3 x 10° ufc por 100 mL). Estatisticamente, ndo foi observada nenhuma correlagdo entre a
concentracdo de cistos e de coliformes fecais e nem com os parametros avaliados. Nas amostras

de 4guas tratadas ndo foram observados cistos, oocistos ou coliformes fecais.

Bertolucci et al. (1998) investigaram a ocorréncia de Cryptosporidium e Giardia em
amostras de 500 L de agua bruta e tratada em estacGes de tratamento em Turin (ltalia).
Detectaram 0s protozoarios em todas as amostras coletadas na entrada dos reservatorios (media
de 137 cistos/100L e 70 oocistos/100L). Nas amostras de agua tratada os microrganismos ainda

estavam presentes, porém houve um decréscimo: 46 cistos/100L e 7 oocistos/100L.

Na Alemanha, Karanis et al. (1998) desenvolveram um estudo para estimar a
distribuicdo de Giardia e Cryptosporidium e a eficiéncia de plantas de tratamento convencional na
remocdo destes microrganismos em aguas de superficie. Amostras de seis Etas de diferentes
locais do pais foram examinadas, simultaneamente, para ambos 0s protozoarios (entre julho de

1993 e dezembro de 1995). Os resultados confirmaram a ocorréncia dos patdgenos em todos 0s
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tipos de aguas avaliadas (tabela 3.12). Segundo os pesquisadores, foram obtidos bons resultados
guanto a eliminacdo dos organismos, por otimizacdo do processo de tratamento. Todavia, apesar
das tecnologias de tratamento de agua serem efetivas na remocdo de Giardia e Cryptosporidium, os
resultados da pesquisa mostram, claramente, que estes microrganismos escapam as barreiras dos

filtros, quando ndo se percebem deficiéncias no tratamento, contaminando a agua final.

Tabela 3.12 - Resultados de investigacdes de ocorréncia de Giardia e Cryptosporidium em amostras
de 4gua bruta e tratada de seis ETAs na Alemanha (julho a dezembro de 1995).

Fonte de agua Amostras positivas Amostras Média cistos ~ Amostras positivas  Média de oocistos

para parasitas/ ne. positivas para Giardia/ 100L e para de Cryptosp/ 100L e
amostras Giardia/ ne de (ne. méaximo) Cryptosporidium/ne (ne méximo)
investigadas amost. investig. de amost. investig.

Agua bruta 80/105 (76,2%)  67/105 (63,8%) 88,2 (1314) 49/105 (46,7%) 116 (1081)

Passo intermed. 50/150 (33,3%) 30/150 (20%) 2,86 (19,2) 44/150 (29,3%) 25,23 (66,6)

de tratamento

Agua potavel 18/47 (38,3%) 7/47 (14,9%) 3,77 (16,8) 14/47 (29,8%) 3,24 (20,8)

Fonte: Karanis et al. (1998)

Na tabela 3.12 € possivel verificar que a Giardia foi encontrada em maior quantidade
na agua bruta e o Cryptosporidium na etapa intermediaria do tratamento e na agua potavel. Isto
pode ser relacionado ao tamanho dos oocistos, pois estas estruturas, sendo ainda menores que 0s
cistos, passam com maior facilidade pelos sistemas de tratamento.

O tratamento de &gua baseado em coagulacdo quimica, usando flotacdo com ar
dissolvido em manto de lodos, pode ser capaz de alcancar uma remogdo superior a 99% de
oocistos (Hall et al., 1995). A cinética de sedimentacdo esta diretamente relacionada ao tamanho e
densidade dos (oo)cistos, densidade e viscosidade do meio. Desta forma, a adesdo de (0o)cistos
em sedimentos nas ETAs influi na sua velocidade de sedimentacdo e, conseqlientemente,
remocdo durante as etapas do processo, pois a velocidade de sedimentacdo dessas estruturas
biolégicas difere quando elas se encontram soltas na agua ou aderidas a algum sedimento
(Medema et al., 1998).

Clancy (2000) avaliou a ocorréncia dos surtos que aconteceram em Sidney (Australia),

no ano de 1998. Observou-se uma grande variacdo na deteccdo de oocistos de Cryptosporidium e
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cistos de Giardia (desde ndo detectados a milhares de (0o)cistos/100L de &gua tratada). Embora
ndo houvesse sido detectado nenhum surto, altas concentragdes de (oo)cistos foram
repetidamente observadas em amostras de agua coletadas no sistema de distribuicdo. Este
trabalho discute as inumeras dificuldades das metodologias existentes, que vao desde os cuidados

com a coleta até a falta de especialistas na identificacdo dos microrganismos.

Em pesquisa mais recente, Hashimoto et al. (2002) fizeram um ano de monitoramento
para deteccdo de Giardia e Cryptosporidium em uma ETA, no Japdo. Analisaram um total de 13
amostras de aguas de rios e 26 de agua potavel, tratadas por coagulacdo, floculacdo, sedimentacdo
e filtracdo rapida. Em todas as amostras de aguas brutas o Cryptosporidium foi detectado (média -
40 oocistos/100L) e a Giardia em 12 das 13 amostras (média - 17 cistos/100L). Das amostras de
agua potavel, 35% (9) estavam infectadas com Cryptosporidium (média - 1,2 oocistos/1000L) e 12%
(3) com Giardia (média - 0,8 cistos/1000L). Foram recuperados mais cistos e oocistos vazios do

que intactos.

Hsu & Yeh (2003) avaliaram a remocao de Cryptosporidium e Giardia em ETA, em escala
piloto, em Taiwan. Segundo os autores, 0s resultados indicaram que a coagulacéo, sedimentacdo e
filtracdo removem a maioria dos microrganismos e que a pré-ozonizacao pode destruir ambos o0s
parasitas, especialmente cistos de Giardia. Indicaram, ainda, que sistemas de microfiltragdo,
juntamente com a nanofiltracdo, podem interceptar completamente estas estruturas bioldgicas. A
tabela 3.13, exibe uma relacdo de registros de ocorréncia de ambos 0s microrganismos em

diversos ambientes aquaticos.

No Brasil, apenas recentemente tém sido realizados alguns estudos sobre a ocorréncia
destes patdgenos em amostras de aguas e esgotos. Ré (1999) pesquisou a ocorréncia de
Cryptosporidium sp e Giardia sp em éaguas de abastecimento publico e pog¢os rasos do municipio de
Araras, Estado de Sdo Paulo. As amostras foram submetidas a analises microbioldgicas
(coliformes totais e fecais, estreptococos fecais, Clostridium perfringensis e bactérias heterotroficas).
Na rede publica foi detectada a presenca de Giardia lamblia em 16,66% das amostras, porém 0s
testes foram negativos para Cryptosporidium. Nas amostras de aguas de pocos, nenhum dos
protozoarios foi detectado, embora 5 das 7 ndo atendessem aos padrdes de potabilidade exigidos

para consumo humano.
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Ainda, no municipio de Araras, Dias Junior (1999) verificou a ocorréncia de cistos de
Giardia sp e oocistos de Cryptosporidium sp em aguas superficiais e esgoto. Os resultados
demonstraram a presenca de cistos em 10 amostras analisadas, sendo duas de esgoto e oito de
aguas superficiais. Quanto aos oocistos foram detectados em nove amostras, sendo duas de
esgoto e sete de aguas superficiais. O autor verificou correlacdo positiva entre Giardia sp

estreptococos fecais e pH, e entre Cryptosporidium e coliformes totais e Clostridium perfringens.

Em 1999, na cidade de Sdo Paulo, Hachich et al. (2000) realizaram o monitoramento
das concentracGes desses protozoarios em 28 mananciais da Rede Basica de Monitoramento do
Estado. Durante o periodo de um ano (janeiro a dezembro), foram coletadas 162 amostras de
agua, das quais 31,5% foram positivas para Giardia e 5% para Cryptosporidium. Em relacdo aos
mananciais estudados (total de 28), detectou-se Giardia em 57% e Cryptosporidium em 29%. Os
autores ressaltaram que estes nimeros podem estar subestimados, devido a baixa recuperacdo
dos métodos analiticos empregados: floculagdo seguida de imunofluorescéncia direta com
anticorpos monoclonais. Apesar disto, os dados indicaram que estes protozoarios estdo
disseminados nas aguas superficiais do Estado. As percentagens de Cryptosporidium observadas
foram menores que as de Giardia. Dentre os mananciais avaliados, 0s mais criticos foram o Rio
Atibaia (na captacdo de Atibaia), Ribeirdo dos Cristais e Rio da Cotia, no canal de captacdo da
ETA, com densidades maximas de 521 cistos/L, 176 cistos/L e 215 cistos/L de Giardia,
respectivamente. No manancial do Baixo Cotia, todas as amostras foram positivas para este
protozoério, sendo o menor valor detectado 29 cistos/L. Onze dos mananciais estudados (34%)
apresentaram trés ou mais amostras positivas, durante todo o periodo de estudo. Quanto a uma
possivel relacdo com os indicadores bacterianos de contaminacdo fecal, foi observado maior
nimero de amostras positivas para Giardia, nas faixas mais elevadas de concentracdes desses

indicadores, principalmente para estreptococos fecais.

Ainda no Brasil, Franco et al. (2001) fizeram um levantamento da ocorréncia destes
protozoarios no Rio Atibaia que pertence a Bacia do Rio Piracicaba (Sdo Paulo-SP). De acordo
com 0s autores, este rio sofre continuo impacto de descargas industriais, efluentes domésticos e
fontes de contaminacdo agropecudria. Foram avaliadas amostras de 0,5L onde ambos os
organismos foram detectados, variando de zero a 100 oocistos e 2,0 a 95 cistos.
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Tabela 3.13 - Registros de ocorréncia de Cryptosporidium e Giardia em diversos ambientes aquaticos.

Referéncia Local Patégeno Tipo de Agua Quantidade
Rose (1988) EUA C Rios e lagos 77% dos rios; 75% dos lagos
Colbourne (1989) Inglaterra C ETA 108/100L sob. de tanque sedim.
Cornwell & Lee (1994) CG ETA 00 e ¢i>150.000/100L
Kfir et al. (1995b) Africa do Sul CG  Aguabruta 0,06 00 € 0,3 ¢i/100L
Kfir et al. (1995b) Africa do Sul CG  Agua potavel s/00; 0,0 2 ci/100L
Crabtree et al. (1996) llhas Virginias/ CG  Agua de cisternas 2,41 00¢€ 1,09 ci/100L.
EUA (9 priv., 4 pub)
Zuckerman et al.(1997) Israel CG  Agua fluvial (15 amostras) 12 (80%) 00 *; 8(53,3%) ci*;
Johnson et al.(1997) Havai CG  Aguamarinha ndo consta
States et al. (1997) Nevada —-EUA CG  Agua de pogo (1800) 26% com ambos
Ho & Tam (1998) Hong-Kong CG  Agua fluvial 0,03 a 0,3 00/100L; 47 ci/100L
Hancock et al. (1998) EUA CG  Aguasubterranea 500¢e8ci/100L
Dias Junior (1999) Araras/SP CG  Aguas superficiais 00 7 amostras.; ¢i 8 amostras
Hsu et al. (1999) Taiwan CG  Agua fluvial (8 amostras) ooem6eciem7
Ré (1999) Araras/SP GC  Agua de abast. publico neg. para 0o e 16,66% c/ ci
Hancock et al.(2000) EUA CG  Agua subterranea (166 10% oo e 6% Ci
lugares)

Hachich et al. (2000) Sdo Paulo/SP CG  Rede basica de monitoram.  29% 00; 57% ci

(28 mananciais)
Franco et al.( 2001) Campinas/SP CG  Rio Atibaia 65,5 00; 54,3 ci
Arora et al. (2001) EUA CG  Aguabruta 89 00 e 108 ci/100L
Hashimoto et al. (2002)  Japéo CG Aguabruta 40 00 e 17 ci/100L
Hashimoto et al. (2002)  Japéo CG  Aguatratada (ETA) 12 oo e 8 ¢ci/100L
Cardoso et al. (2002) Diversos CG  Diversos diversos
Berino & DeLuca (2003) Porto CG  Aguabruta 0a32o00eci/100L

Alegre/RS

** 00 - 0ocistos; ci — cistos; C- Cryptosporidium; G- Giardia

3.6 Deteccédo de (oo)cistos em efluentes domésticos

A deteccdo destes parasitas em efluentes domésticos também tem sido objeto de

estudo de muitas pesquisas, inclusive no Brasil. Em Belo Horizonte-MG, Vieira et al. (2000)

verificaram a ocorréncia de cistos de Giardia; oocistos de Cryptosporidium e indicadores bacterianos

nos esgotos sanitarios da Bacia do Ribeirdo Arrudas. Encontraram oocistos na ordem de 10° a

10°/L e cistos de 10° a 10°/L. Ndo observaram correlacdo entre a ocorréncia destes protozoarios

e presenca dos indicadores bacterianos, nem com a turbidez das amostras.
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Em Porto Alegre-RS, Cardoso et al. (2003) detectaram Cryptosporidium sp e Giardia sp
em efluentes domésticos tratados biologicamente e desinfetados, constatando uma densidade
média de 1.042 oocistos/100 L e 431 cistos/100L. A tabela 3.14 traz um resumo da reviséo de
registros de ocorréncia de Cryptosporidium e Giardia em esgotos brutos e tratados de varias regides

do mundo.

Tabela 3.14 - Registros de ocorréncia de Cryptosporidium e Giardia em esgotos brutos e tratados em
varios paises.

Referéncia Local Patégeno Tipo de Agua Quantidade

Kfir et al. (1995b) Africa do Sul CG  Esgoto bruto e tratado Média:
EB: 30 00/130 ci
ET: 3000/ 120 ci

Zuckerman et al.(1997) Israel CG Esg dom. / eflu. estabulo  8,3-8,05 oo /L; 5-27,3 ci /L
Chauret et al. (1999) Ottawa C Trat. esg. aerob. / anaerob <250 até 3810 x 100g!
Chauret et al. (1999) Ottawa G Trat. esg. aerob./ anaeréb. <250 até 11800 x 100g!
Dias Junior (1999) Araras/SP CG  Esgoto 00 e Cci em 2 amostras
Robertson et al. (2000) Escdcia G ETE (6 tipos) 00 38% (6/16);
ci 94%(15/16)
Vieira et al. (2000) Belo C Esgotos sanitarios Bacia 102 3 10¢
Horizonte/MG Ribeirdo Arrudas
Payment et al.(2001) Montreal CG ETE 9.200 ci/L oo fi detectados ou
detectados em baixos nimeros
Vieira et al. (2002) Belo CG Esgotos sanitarios da Bacia 102 a 104/L oocistos
Horizonte/MG Ribeirdo Arrudas 103a 105/L cistos
Cardoso et al. (2003) Porto Alegre/ CG Efluentes domésticos 1.042 oocistos/100 L
RS 431 cistos/100L.

** 00 — 00cistos; ci — cistos; C-Cryptosporidium; G — Giardia

3.7 Relacdes entre a ocorréncia de (oo)cistos e variaveis
ambientais

A busca por um indice indicativo de Cryptosporidium e Giardia tem sido constante, mas a
dificuldade de deteccdo destes microrganismos requer, ainda, muitas pesquisas com este objetivo.
A seguir estéo relacionados alguns trabalhos desenvolvidos com o objetivo de conseguir um

indice indicativo da presenca desses microrganismos em aguas.
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Li et al. (1997) realizaram testes, com microesferas de poliestireno (4-6um), visando
utilizar este material como indice indicativo na determinacdo da remocdo de Cryptosporidium em
processo de filtragdo “in bag”. Segundo os autores, uma perfeita correlagdo linear foi observada
entre a remoc¢do de oocistos e a remogdo das estruturas teste, indicando a possibilidade de

utilizacdo deste material como indice substitutivo.

Outra pesquisa foi feita por Akiba et al. (2001), onde testaram algas como indice
substitutivo para a remog¢do de oocistos de Cryptosporidium por filtragdo direta. Foram utilizadas
trés espécies de algas (Microcystis viridis, M. aeruginosa e Selenastrum capricornutum) em tratamentos
convencionais de agua por filtracdo rapida em areia, coagulacdo e filtracdo. Segundo os autores, a
alga S. capricornutum mostrou quase as mesmas caracteristicas de coagulacdo que os oocistos de
Cryptosporidium, exibindo padrdes de filtragdo similares a este patdgeno. Tais resultados levaram os
pesquisadores a indicarem as algas como possiveis substitutas para a remocdo de oocistos de C.

parvum, sendo S. capricornutum cogitada como a mais apropriada para filtracdo rapida em areia.

Ha ainda relatos de testes da utilizacdo de oocistos inativados com formalina. Tais
testes foram feitos por Emelko (2003), em dois meios diferentes de filtracdo: meio dual =
composto por uma camada de 700 mm de antracito sobre 300 mm de areia; meio trial = uma
camada de 650 mm de antracito sobre 250 mm de areia sobre 100 mm de brita. Ap0s 0s testes, 0
autor afirma que oocistos inativados podem funcionar para o fim que foi pesquisado. Todavia, ha
trabalhos sugerindo que a utilizagdo de oocistos inviaveis para tal fim ndo funciona devido a
diferenca na carga superficial, pois se tem verificado que esta carga (potencial zeta) apresenta um
papel crucial na coagulacdo e consequente filtracdo (Lytle & Fox 1994 apud Emelko, 2003). A
inativacdo quimica pode modificar o potencial zeta (Ongert & Percoraro 1996 apud Emelko,
2003). Contudo, durante o tratamento da &gua, existem indmeros fatores que podem fazé-lo:
qualidade da agua, tipos e dosagem de coagulante e pH. Como a superficie da area destas
particulas é relativamente insignificante em relacdo ao tamanho das demais, mesmo durante
investigagbes que utilizem inoculagdo em massa de oocistos, essas estruturas biologicas podem

passar sem serem afetadas (Emelko, 2003).

Além das pesquisas acima descritas, servindo-se de indices alternativos, sdéo também
desenvolvidos trabalhos para avaliar a correlacdo entre parametros de qualidade tradicionalmente

utilizados e a ocorréncia e/ou remocdo de Cryptosporidium e Giardia. Embora alguns estudos
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procurem esta associacdo com variaveis como temperatura, OD, DBO,, DQO, condutividade,
fésforo e nitrogénio entre outros, os focos das pesquisas sdo 0s parametros turbidez e coliformes
fecais. A turbidez por se tratar de particulas sélidas em suspensdo, das quais 0s (0o)cistos fazem
parte e as quais podem estar aderidos; e os coliformes, porque ainda sdo os indicadores mais
utilizados para contaminacédo fecal nas aguas. Ha, contudo, controvérsias a respeito da utilizacdo

destes dois pardmetros como indicadores.

LeChevalier & Norton (1992) encontraram correlagdes da ordem de 1 log de remogéo
de particulas e turbidez para 0,66 e 0,89 log de remocdo para Giardia e Cryptosporidium,

respectivamente.

Ha pesquisadores que afirmam que uma turbidez de 0,10 UNT ou menos, em agua
tratada, indica que Cryptosporidium e Giardia foram removidos (Rader, 1996 apud Tarquin et al.,
1998). Segundo Bastos (2001), este parametro seria um bom indicador da qualidade parasitoldgica
da agua filtrada e a eficiéncia na sua remocao, seria um bom indicador de remocao de cistos e

0o0cistos.

Hsu et al. (2001c) e Hsu & Yeh (2003) encontraram correlagdo signifcativa entre
concentragdes de oocistos e turbidez, que, de acordo com os autores, poderia ser utilizada como
indicador da presenca de Cryptosporidium, em amostras de aguas brutas. Por outro lado, ha aqueles
que discordam dessa aplicacdo. Segundo Jakubowski et al. (1996), embora a turbidez seja usada
como medida geral de qualidade de é&gua, ndo é um padrdo especifico para organismos
patogénicos.

Swetfeger et al. (1999) apud Vieira (2002), por sua vez, sugerem que 0 uso da turbidez e
contagem de particulas para indicacdo da qualidade do tratamento pode subestimar a
performance do processo e a sua utilizagdo, como indicadores da remog¢do de microrganismaos,
ndo é segura. Vieira (2002) concorda com este ponto de vista, afirmando que a turbidez, embora
adotada em alguns padrBes como representante de protozoarios e virus entéricos (Brasil, 2004),
também pode ndo ser uma medida adequada. Ndo somente devido aos recentes surtos de
doencas veiculadas pela agua, ocorridos nos EUA, onde aquele pardmetro estava dentro dos

limites regulamentados, mas, também, porque as pesquisas tém mostrado que mesmo em niveis



48

de turbidez menores do que 0,10 UNT, amostras positivas para Giardia e Cryptosporidium tém sido

registradas.

O que se tem de conclusivo, até 0 momento, é que as medidas de turbidez podem
subestimar a performance do tratamento de agua e, conseqlientemente, o risco de infeccdo para
os consumidores. A variabilidade da performance dos tratamentos pode conduzir a variagdes
substanciais na qualidade da agua potavel. Sem continuo monitoramento é dificil associar um
declinio na qualidade da agua com casos esporadicos de criptosporidiose e outros agentes
patogénicos de transmissdo hidrica (Westrell et al., 2001).

Quanto ao outro parametro - coliformes fecais - em que o uso como indicador vem
sendo questionado, a maioria dos pesquisadores afirma que este ndo é o indicador ideal para a
presenca/auséncia dos dois protozoarios, pois grande parte dos trabalhos realizados ndo
observou correlacdo entre a ocorréncia dos protozoarios e a presenca de tais indicadores
bacterianos (Ahmad et al., 1997; Fricker & Clancy, 1998; Gordon & Bubnis, 2000; Vieira et al.,
2000; Bastos et al., 2001; Bonadonna et al., 2001; Cardoso et al., 2003).

As razdes para a rejeicdo, por parte de muitos pesquisadores, da utilizagdo dos
coliformes como bioindicadores para presenca/auséncia dos protozoarios hora estudados,

podem ser assim resumidas:

- a resisténcia ao tratamento com cloro, possibilita que a Giardia e o Cryptosporidium estejam
presentes em amostras em que os coliformes ja ndo existem. Gyurék et al. (1997), observaram,

por exemplo, que a Giardia permaneceu viavel por mais tempo na agua que a E. coli.

- mesmo surtos de Cryptosporidium e Giardia ndo estdo relacionados com a extrapolacéo do nivel
maximo contaminante de coliformes (Craun et al., 1997). Sendo assim, este parametro é duvidoso
para relacdo com (oo)cistos.
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4 METODOLOGIA

Neste topico, indicou-se a localizagdo das bacias hidrograficas e pontos de amostragem
d’agua onde foram feitas as coletas para a deteccdo dos microrganismos, bem como para as
analises fisico-quimicas e microbioldgicas. Em seguida, consta um rapido histérico da qualidade
dessas aguas com dados fornecidos pela FEPAM. Apds a parte introdutiva, seguem as descri¢des
das coletas e processamento das amostras, envolvendo as etapas abaixo descritas. Na seqiiéncia é
relatada a forma de expressdo dos resultados e os controles realizados para as coloracdes e

aparelho de filtracéo.
Etapas do processamento das amostras:

a) concentracdo através de filtracao;

b) eluic&o dos filtros;

¢) centrifugacdo do eluido;

d) purificacdo através de SIM (separagdo imunomagnética);
e) coloragdo das amostras;

f) metodologias utilizadas para as analises fisico-quimicas e microbiol6gicas.

4.1 Localizagdo das bacias hidrograficas

A seguir é feita uma breve descricdo dos Rios Taquari, Cai, dos Sinos e Gravatai, de
onde eram coletadas as amostras de agua para as analises. ETAs da CORSAN localizadas nas
cidades de General Camara, Montenegro, Canoas e Alvorada captam 26, 145, 1000 e 1300L/s de
agua dos Rios Taquari, Cai, dos Sinos e Gravatai, respectivamente, para abastecimento da

populacdo. Nos seis primeiros meses (agosto/2002 a janeiro/2003), as coletas foram feitas na
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margem dos rios, proximo aos pontos de captacdo da CORSAN, porém devido ao baixo nivel da
agua dos rios a época do verdo, nos seis meses sequintes (fevereiro a julho/2003), passou-se a

realizar as coletas dentro das ETAS citadas.

41.1 Rio Taquari

A bacia hidrografica do sistema Taquari-Antas situa-se na regido nordeste do Estado
do Rio Grande do Sul, abrangendo uma éarea de 26.428 km? equivalente a 9% do territorio
estadual, sendo constituida por 98 municipios, inseridos total ou parcialmente. Limita-se ao norte
com a bacia do Rio Pelotas, a oeste e ao sul com a bacia do Rio Jacui e a leste com as bacias dos
Rios Cai e Sinos. Trata-se do principal afluente do Rio Jacui, maior formador do Guaiba (Leite et
al., 2003a).

O Rio Taquari nasce no extremo leste do Planalto dos Campos Gerais, com a
denominacédo de Rio das Antas, até a confluéncia com o Rio Guaporé, nas imediacdes da cidade
de Mucum. A partir dai passa a denominar-se Taquari, desembocando no Rio Jacui, junto a
cidade de Triunfo. O Rio das Antas percorre 390 km e o Rio Taquari, 140 km, totalizando uma
extensdo de 530 km. Seus principais afluentes pela margem esquerda sdo 0s Rios Camisas,
Tainhas e Lajeado Grande e pela margem direita, os Rios Quebra-Dentes, da Prata, Carreiro,
Guaporeé, Forqueta e Taquari-Mirim (Leite et al., 2003a).

4.1.2 Rio Cai

A bacia hidrografica do Rio Cai possui uma area de cerca de 5.057,25 km’,
correspondendo a 1,79 % do Estado, localizada ao norte de Porto Alegre, entre o planalto
brasileiro e a depressdo central. Seu curso d’agua tem uma extensdo de 285 km. Ao todo 41
municipios, com toda ou parte de sua area, compBem a bacia. A descarga das aguas do Rio Cai
no delta do Jacui corresponde a 2,6 % do total das aguas que este sistema recebe (Leite et al.,
2003 b).
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4.1.3 Rio dos Sinos

A bacia hidrografica do Rio dos Sinos esta situada a nordeste do Estado, entre os
paralelos 29° e 30° sul e possui uma area de 3.820 km? correspondendo a 4,5% da bacia
hidrogréfica do Guaiba e 1,5% da éarea total do Estado do Rio Grande do Sul. Esta bacia é
delimitada a leste pela Serra Geral, a oeste pela bacia do Cai e ao norte e ao sul pela bacia do
Gravatai (Leite et al., 2003 c).

Suas nascentes estdo localizadas na Serra Geral, no municipio de Caraa, a cerca de 60
metros de altitude, correndo no sentido leste-oeste até a cidade de Sdo Leopoldo. Neste ponto,
muda para a direcdo norte-sul, desembocando no delta do Rio Jacui entre as ilhas Grande dos
Marinheiros e das Garcgas, a uma altitude de 12 metros. Seus principais formadores sdo 0s Rios
Rolante e Paranhana, além de diversos arroios. O Rio Paranhana recebe aguas transpostas da
bacia do Cai, contribuicdo esta que varia de 5 a 9 m*/s das barragens do Salto e Divisa
(MAGNA/FEPAM/1996 apud Leite et al., 2003 c).

4.1.4 Rio Gravatai

A sub-bacia hidrografica do Rio Gravatai possui uma area de 2.200 km2, o que
corresponde a 2,6% da area da bacia hidrografica do Guaiba, incluindo, total ou parcialmente, 0s
municipios de Santo Ant6nio da Patrulha, Taquara, Glorinha, Gravatai, Alvorada, Viamao,
Cachoeirinha, Canoas e Porto Alegre. O sistema de drenagem é formado por trés conjuntos de
compartimentos hidraulicos distintos: nascentes, Banhado Grande e curso inferior (ou Rio
Gravatai, propriamente dito). As nascentes sdo constituidas por vertentes ingremes no divisor de
aguas com o Rio dos Sinos, em altitudes de até 400 m, recolhendo as precipitacdes e despejando
no Banhado Grande. O Banhado Grande, que atua como regulador de vazdo, originalmente
ocupava uma area de 450 kmz2, tendo sido reduzido para apenas 50 km2, em func¢do do uso da
agua para irrigacdo das culturas de arroz (Leite et al., 2003d).

A seguir encontram-se a tabela 4.1, com as coordenadas UTM de cada ponto de coleta

e 0 mapa com a localiza¢&o dos rios.



Tabela 4.1 - Coordenadas UTM dos pontos de coleta.
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Rio km (em relacdo a foz) N (Lat) E (Long)
Taquari Proximo ao km 04 22 0427317 6691984
Cai Proximo ao km 14 22 0455604 6714800
dos Sinos Proximo ao km 08 22 0480439 6685992
Gravatai Préximo ao km 06 22 0482303 6684722
l
Flio dog Siros

Rio Gravatai

Figura 4.1 - Mapa da localizagdo dos afluentes do Lago Guaiba e pontos de amostragem

4.2 Qualidade historica das aguas avaliadas

Nas tabelas 4.2, 4.3, 4.4 e 4.5, sdo apresentados os resultados (médias) dos anos 2002 e

2003 de qualidade da &gua dos rios avaliados avaliados pela FEPAM (& excec¢éo do Rio Cai, cujos

dados sdo de 1999 e 2000), nos pontos mais préximos aos das amostragens. Os dados de todo o

periodo amostral encontram-se anexos.
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Para a determinacgdo da qualidade das 4guas o Departamento de Qualidade da FEPAM
utiliza a comparacdo dos dados com a Resolugdo n° 20/86 do CONAMA e o IQA — indice de
Qualidade da Agua. O 1QA adotado é o da NSF (National Sanitation Foundation), adaptado com
a retirada do pardmetro temperatura e utilizando o nitrogénio total, em lugar do nitrato. No seu
célculo, sdo considerados os parametros turbidez, solidos totais, pH, OD, DBO., nitrogénio total,
fosfato total e coliformes fecais.

Tabela 4.2 - Valores médios dos parametros de qualidade da agua
do Rio Taquari (Ponto TA 004), obtidos ao longo dos anos 2002 e

2003.

Parametros Unidades 2002 2003
Turbidez UNT 38,5 38
Solidos totais mg/L 78,00 86,25
pH 6,68 nd
oD mg/L 5,85 8,95
DBOs mg/L 1,00 1,00
NTK mg/L 0,66 0,74
Fosfato total mg/L 0,07 0,05
C. fecais/E.coli NMP/100mL 285 74

Fonte: FEPAM (2004)

Tabela 4.3 - Valores médios dos parametros de qualidade da agua
do Rio Cai (Ponto CA014), obtidos ao longo dos anos 1999 e 2000.

Parametros Unidades 1999 2000
Turbidez UNT 38,7 31
Solidos totais mg/L 100,5 107,5
pH 6,4 7,0
oD mg/L 6,6 6,7
DBOs mg/L 2,0 15
NTK mg/L 0,76 0,61
Fosfato total mg/L 0,08 0,11
C. fecais/E.coli  NMP/100mL 36,7 194

Fonte: FEPAM (2004)
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Tabela 4.4 - Valores médios dos parametros de qualidade da agua
do Rio dos Sinos (Ponto SI 008), obtidos ao longo dos anos 2002 e

2003.
Parametros Unidades 2002 2003
Turbidez UNT 48,33 435
Solidos totais mg/L 110,50 117,73
pH 6,61 6,44
oD mg/L 2,72 3,28
DBOs mg/L 1,83 2,42
NTK mg/L 1,68 2,65
Fosfato total mg/L 0,23 0,25
C. fecais/E.coli  NMP/100mL 3303 2405

Fonte: FEPAM (2004)

Tabela 4.5 - Valores médios dos pardmetros de qualidade da agua
do Rio Gravatai (Ponto GA 006), obtidos ao longo dos anos de

2002 e 2003.
Parametros Unidades 2002 2003
Turbidez UNT 81,83 63,33
Solidos totais mg/L 141,25 138,55
pH 6,59 6,31
oD mg/L 2,52 1,94
DBOs mg/L 4,82 6,00
NTK mg/L 4,64 5,85
Fosfato total mg/L 0,50 0,61
C. fecais/E.coli  NMP/100mL 103109 121271

Fonte: FEPAM (2004)

4.2.1 Rio Taquari

O trecho inferior do Rio das Antas, denominado de Rio Taquari, de Encantado até a
foz, possui qualidade na faixa “Regular”, exceto a foz que em alguns periodos alcanca qualidade
“Boa”. Apresenta predominancia da Classe 1, com médias anuais de OD em torno de 6,0mg/L e
DBO; abaixo de 2,0 mg/L. Em alguns trechos de amostragem, como Santa Teresa, Encantado,
Roca Sales, Lajeado e Estrela, enquadram-se na Classe 4, pois as cidades citadas estdo localizadas
as margens do rio. As médias anuais de coliformes fecais nos Ultimos anos tém se mantido
inferiores a 4.000 NMP/100mL. Estas concentracdes sdo bem inferiores as concentracdes

encontradas nos Rios Gravatai e Sinos, localizados na Regido Metropolitana de Porto Alegre. O
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Rio das Antas e 0 Rio Taquari apresentam agua de boa qualidade, mas alguns rios afluentes

apresentam contaminacao (Leite et al., 2003a).

4.2.2 RioCai

O trecho superior do Rio Cai, em Sdo Francisco de Paula e Canela, apresenta notas na
faixa “Boa” (acima de 70). Os trechos médio e inferior apresentam predominancia na faixa
“Regular” (entre 50 e 70). E um rio que, em geral, apresenta boas condicdes de oxigenagio,
predominando a Classe 1. As concentracGes de oxigénio dissolvido decaem no sentido das
nascentes para a foz, mas as médias anuais estdo em torno de 6,0 mg/L. Este rio, especialmente
no trecho superior, tem corredeiras facilitando a oxigenacdo das aguas. Os dados de DBO, estéo
geralmente na Classe 1, nos locais monitorados, e as concentra¢fes médias anuais atingiram 4,0
mg/L junto aos municipios de Montenegro e Sdo Sebastido do Cai. Nos Gltimos anos, no
entanto, estas concentracfes médias retornaram a valores inferiores a 3,0 mg/L. Ao contrario dos

Rios Gravatai e Sinos, 0 Cai ndo apresenta situacao critica, quanto aos esgotos cloacais.

As grandes cidades da bacia hidrografica, como Caxias do Sul, Bento Gongalves e
Farroupilha, localizam-se longe de suas margens. Portanto, o reflexo negativo dos esgotos
cloacais € menor, sendo o trabalho de depuracgdo realizado nos arroios que drenam parte destes
municipios, como Arroio Pinhal (area sul de Caxias do Sul), Arroio Cadeia (curtumes de Ivoti e
Lindolfo Collor) e Arroio Forromeco (area sul de Farroupilha). Os esgotos das cidades de médio
porte, como Montenegro e Sdo Sebastido do Cai (localizadas as margens) e os esgotos da parte
sul de Caxias do Sul, também sdo drenados pelo Arroio Pinhal. No entanto, as concentragdes
meédias anuais de coliformes fecais estio em torno de 10.000 NMP/100mL, valores bem
inferiores aos encontrados nos Rios Gravatai e dos Sinos, na Regido Metropolitana de Porto
Alegre (Leite et al., 2003Db).
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4.2.3 Rio dos Sinos

O trecho superior, desde as nascentes, em Carad, até a localidade de Santa Cristina,
apresenta predominancia na faixa “Regular” (entre 51 e 70), sendo que nas nascentes foram
detectadas, em alguns anos, notas na faixa “Boa” (entre 71 e 90). As notas seguem na faixa
“Regular” até a captacdo de Novo Hamburgo (ponte para Lomba Grande), mas os valores
decrescem ao longo do percurso do rio. No trecho médio, que compreende a foz do Arroio Luiz
Rau, o rio apresenta tendéncia ao decréscimo de qualidade, pois no inicio do periodo monitorado
apresentava notas na faixa “Ruim” (entre 26 e 50) e estd declinando para a faixa “Muito Ruim”
(inferior a 25). O trecho seguinte, de Novo Hamburgo até Séo Leopoldo, incluindo o canal Jodo
Correia, esta na faixa “Ruim”, mas ndo apresenta tendéncia de queda na qualidade. A foz do
Arroio Portdo, a exemplo da foz do Arroio Luiz Rau, também apresenta decréscimo de
qualidade, com tendéncia a faixa “Muito Ruim” (inferior a 25).0 trecho final estd na faixa

“Ruim”, mas nao apresenta tendéncia de decréscimo.

O trecho entre as nascentes, em Caraa e Campo Bom, apresenta predominancia de
Classe 1 (concentracbes de OD maiores que 6,0 mg/L e de DBO; inferiores a 3,0 mg/L). Ao
entrar na Regido Metropolitana de Porto Alegre, ha um sensivel decréscimo da Classe 1,
predominando as Classes 2 a 4 e até mesmo concentracdes fora da Classe 4. A foz do Arroio
Portdo e a foz do arroio Luiz Rau apresentam significativas frequéncias fora da Classe 4. Nestes
dois locais sdo freqiientes as mortandades de peixes, nos periodos de estiagem. O arroio Portdo
drena cerca de 40 curtumes localizados nos municipios de Estancia velha e Portdo. O Arroio Luiz
Rau, drena a area central da cidade de Novo Hamburgo, conduzindo esgotos cloacais e efluentes
industriais de curtumes e metallrgicas. Em area urbana, este arroio é conhecido como canal da
avenida Nac¢des Unidas (Leite et al., 2003c).

Em relacdo aos coliformes fecais, apenas uma parte do trecho superior, compreendido
entre as nascentes em Caraa até Taquara, ndo apresenta predominancia de Classe 4 (superiores a
4.000 NMP/100mL). A foz do Arroio Luiz Rau apresenta concentra¢cbes médias em torno de
200.000 NMP/100mL. Na foz do canal Jodo Correa, as concentracGes medias vém diminuindo
nos Gltimos anos. No local, foi ampliado o sistema de tratamento de esgotos cloacais do

municipio de Sdo Leopoldo. Todo o trecho metropolitano do Rio dos Sinos estd na Classe 4,
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para coliformes fecais, sendo que as concentraces estdo bem acima do limite desta Classe,
atingindo concentracGes médias anuais de até 200.000 NMP/100mL (Leite et al., 2003c).

4.2.4 Rio Gravatai

O Arroio Chico Lomd, um dos formadores do Banhado Grande, tem apresentado
qualidade na faixa de “Regular”, assim como o ponto de amostragem do Canal (em Glorinha), na
saida do Banhado Grande. O local denominado Passo dos Negros, ainda a montante da cidade
de Gravatai, vem apresentando queda na qualidade: foi “Boa” em 1994 e 1995, passou a
“Regular” de 1996 a 2000 e, finalmente, entrou na faixa “Ruim” em 2001. O local a seguir,
Cachoeirinha, esteve predominantemente na faixa “Ruim”, mas em queda, tendendo para “Muito
Ruim” (inferior a 25), pois no ano 2001, teve nota 27. Neste trecho, entre o Passo dos Negros e
Cachoeirinha, foram construidas duas Estacfes de Tratamento de Esgotos (ETES). Através do
Pro-Guaiba, mas as ligagdes prediais na rede coletora ainda ndo estdo concluidas. Finalmente, o
local de amostragem junto a foz do Arroio da Areia, que drena a zona norte de Porto Alegre, esta

na faixa “Muito Ruim”, com notas inferiores a 25, com tendéncia de queda.

Os dados demonstram que a qualidade das aguas, do Rio Gravatai, deterioram ao
longo do rio e dos anos, mostrando claramente a entrada das cargas geradas nos centros urbanos,

principalmente de Cachoeirinha, Gravatai e Porto Alegre.

No trecho inicial apresenta predominancia de concentraces em Classe 1, sendo que,
em alguns anos, a média de OD foi superior a 6,0 mg/L e DBO inferiores a 2,0 mg/L. No
trecho final, predomina a Classe 4 (concentracBes de OD menores que 2,0 mg/L). As médias
anuais de OD apresentam tendéncias de declinio, ficando em torno de 3 a 2 mg/L e as de DBO,
em torno de 3 a 10 mg/L (concentracBes das Classes 1, 2 e 3). Das nascentes até o Arroio
Demétrio apresenta predominancia de concentracfes nas Classes 1 e 2, com médias anuais de
coliformes fecais pouco inferiores a 1.000 NMP/100mL. No trecho final, s6 niveis de Classe 4
(superiores a 4.000 NMP/100mL). Todavia, nos Gltimos anos as concentragdes médias anuais
estdo elevadas, atingindo a média anual de até 500.000 NMP/100mL (Leite et al., 2003d).
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4.3 Pontos de coletas

Inicialmente as coletas eram feitas as margens dos rios, a uma profundidade de 1,20m,
em pontos de captagdo da CORSAN. A partir de fevereiro de 2003, quando o nivel dos rios
baixou muito, tornando impossivel atingir esta profundidade a margem, passou-se a coletar
dentro das ETAs, na chegada da agua bruta. Os pontos de coletas localizavam-se nas cidades de
General Camara (Taquari, proximo ao km 04), Montenegro (Cai, proximo ao Km 14), Canoas
(Sinos, préximo ao km 08) e Canoas (Gravatai, proximo ao km 06). As ETAs localizavam-se nas
mesmas cidades dos pontos de coleta, a exce¢do do Rio Gravatai, cuja ETA fica na cidade de
Alvorada. As Figuras 4.2.a. a 4.2.d - Rio Taquari; 4.2.e a 4.2.g Rio Cai; 4.2.h a 4.2.j Rio dos Sinos e
4.2.k a4.2.m Rio Gravatai, exibem os locais de coletas.

Figuras 4.2.a a 4.2.d - Ponto de coleta as margens do Rio Taquari, (a) inverno e (b) verao, (c)
ETA General Camara e (d) ponto de coleta de 4gua bruta na ETA, setas indicando gado
pastando as margens do rio.



Figuras 4.2.e a 4.2.g - (e) Ponto de coleta as margens do Rio Cai, no inverno; (f) ETA
Montenegro; (g) ponto coleta de agua bruta na ETA.
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Figuras 4.2.h a 4.2.,j - (h) Ponto de coleta as margens do Rio dos Sinos no inverno; (i) ETA
Niter6i; (j) ponto de coleta de 4gua bruta na ETA.
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LTI

Figuras 4.2.k a 4.2.m -(k) Ponto de coleta as margens do Rio Gravatai no inverno; (I) ETA
Alvorada; (m) ponto de coleta de agua bruta na ETA (seta indicando torneira de agua bruta).
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4.4 Amostragem

As amostragens foram realizadas mensalmente, durante um periodo de 14 meses, com
inicio em junho/2002 e término em julho de 2003, visando verificar a existéncia de variacdo
sazonal na ocorréncia dos microrganismos. Os dois primeiros meses de 2002 serviram como
coletas piloto.

Em cada ponto eram coletados 100 L de agua, acondicionados em galdes plasticos e
transportados ao IPH/UFRGS, para filtracdo, elui¢do, concentracdo, separacdo imunomagnética
(IMS), coloracéo e exame. Eram filtrados 50L de cada amostra por vez. A filtracdo era iniciada
logo quando da chegada das amostras ao laboratdrio e finalizada na mesma semana da coleta.
Além da agua coletada para filtracdo, também eram feitas coletas para analises fisicas, quimicas e
bioldgicas.

4.5 Processamento das amostras para deteccéo de (oo)cistos

O processamento das amostras era feito seguindo a seqiiéncia sugerida pelo método
1623 da USEPA. A etapa inicial era a concentracdo da amostra através de filtragdo em membrana,
finda a filtracdo as membranas eram eluidas por agitagdo, a suspensao resultante deste processo
era novamente concentrada com o auxilio de uma centrifuga e o "pellet" formado era purificado
através de SIM. Em seguida, a amostra purificada era avaliada através de trés métodos de

coloracdo para cistos e trés para 00cistos.

45.1 Filtracéao

O cartucho de filtracdo recomendado pelo método 1623 da USEPA (Pall Gelman
Laboratory, Ann Arbor ML, Envirochek TM Sampling Capsule, product 12110) é indicado para a

filtracdo de 10 L de agua. Em testes preliminares tentou-se utilizar bombas peristalticas acopladas
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ao cartucho, porém o filtro colmatava rapidamente aumentando a pressao, desencadeando o

desprendimento das mangueiras da entrada do cartucho.

A norma permite a utilizacdo de outros métodos com membrana, desde que os indices
de recuperagdo de (oo)cistos estejam dentro das exigéncias feitas pela mesma. O Prof. Dr. Sérgio
Jodo de Luca projetou um equipamento de microfiltracdo com este fim, que foi construido no
IPH. Feitos os testes no aparelho, verificou-se que os indices de recuperagdo alcancados eram
semelhantes aos exigidos pela norma, optando-se assim, pela sua utilizacdo em substituicdo ao
cartucho. Tal procedimento reduziu os custos e possibilitou a filtracdo de uma quantidade maior

de &gua. A seguir é feita a descri¢do do equipamento (figura 4.3) que consiste de:

a) um recipiente, de aco inoxidavel, medindo 53 cm de altura e 40 cm de didmetro interno,
com capacidade para 60L de agua;

b) uma bomba Netzsch (modelo 12)

) tubulacéo, de teflon, medindo 1/2 mm

d) suporte medindo 47mm de diametro interno

e) dois manOdmetros

f) um rotametro

g) um inversor de freqiiéncia marca WEG modelo nmline

Figura 4.3 - Equipamento de filtrac&o (seta indicando suporte onde é colocada a
membrana).
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O principio de funcionamento do aparelho é o seguinte: a agua é colocada no
recipiente, o qual é conectado a bomba Netzsch, que a impulsiona através da tubulacdo em
direcdo ao rotametro. Este, por sua vez, esta ligado ao suporte, onde é colocada a membrana e
por onde a amostra é filtrada. A &gua ja filtrada é descartada através da tubulagdo, que esta ligada
a saida do suporte.

Porém, em testes iniciais, percebeu-se que havia a tendéncia ao acimulo de material
particulado dentro da tubulacdo do rotametro, dificultando a continuacdo da passagem de agua.
Havia, também, o risco de, junto com este material, ficarem retidos os (oo)cistos, além da
possibilidade de contaminacdo das amostras subseqlientes. Como seria invidvel desmontar o
aparelho a cada filtragdo, optou-se por utilizar a rota alternativa, a qual ndo passa por dentro do
rotametro, conforme pode ser visto na figura 4.3, indo direto para o suporte, evitando-se desta
forma a contaminagdo das amostras.

O processo de filtragdo dava-se da seguinte forma:

1) Um volume de 10 L de amostra era colocado no recipiente, pré-lavado, do equipamento
de filtracédo;

1) O equipamento era acionado e cerca de 05 litros da amostra eram passados através das
tubulacdes e suporte, com o objetivo de ambientar o aparato;

2) Desligava-se o aparelhno e uma membrana de mistura de ésteres medindo 47 mm de

didmetro e 1,2 mde porosidade era colocada no suporte sobre uma malha de metal, para

evitar o rompimento da membrana;

50L da amostra eram colocados no recipiente, agora ambientado;

A freqliéncia era ajustada em 25 Hz para iniciar a filtragao;

A vazdo inicial era em torno de 200 mL/min;

Conforme ia colmatando a membrana, a pressao no manémetro aumentava, até chegar ao

maximo de 18kgf/cm® Aguardava-se até que O ponteiro comecasse a agitar

vigorosamente indicando ndo haver mais condi¢des de continuidade de filtracéo;

7) O tempo de troca de membranas variava de acordo com as condi¢Ges da amostra, quanto
maior a quantidade de matéria dissolvida e em suspensdo, mais rapida a colmatacdo da

membrana;
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8) Quando a membrana em uso colmatava, era substituida por uma nova e aquela retirada
era colocada imediatamente num frasco de centrifuga cbnico com capacidade para
250mL, contendo solucéo eluente;

9) Os frascos contendo as membranas eram mantidos sob refrigeracdo, até o inicio da
proxima etapa;

10) Entre a filtracdo de uma amostra e outra, 0 equipamento era limpo com o auxilio de
esponja, solucdo detergente e exposto a solucdo de hipoclorito (minimo de 5%), durante
20 min Apos este periodo, era enxaguado abundantemente com agua potavel e depois
com agua destilada;

11) Antes de iniciar a filtracdo da préxima amostra, procedia-se a ambientacdo do aparelho

com a prépria.

Amostras de agua de dilui¢do foram utilizadas como branco, entre o processamento de
uma amostra de agua bruta e outra. Porém, como a agua de diluicdo ndo apresentava material em
suspensao para formar o "pellet” e a norma da USEPA ndo indica a utilizacdo de coagulantes,
optou-se por filtrar grandes volumes de agua potéavel entre uma amostra e outra, além da limpeza

descrita anteriormente.

45.2 Eluicao

Apos a filtracdo, procedia-se a eluicdo. Os frascos contendo a solucdo eluente e as
membranas eram postas num agitador (figura 4.4) a 180 rpm durante 8 horas, periodo suficiente

para eluir as membranas.

A solucéo eluente era composta por 10 mL de Laureth 12 a 10% + 10 mL Tris 1M pH
74 + 2mL de EDTA 0,5M pH 8,0 + 150uL de anti-espumante Sigma + &gua reagente, até
completar 1L.
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Figura 4.4 - Agitador e tubos cbnicos de centrifuga contendo membranas para elui¢do (este
equipamento foi fabricado por técnicos da UFSC).

45.3 Concentracao

A suspensdo resultante da etapa de eluicdo era concentrada através de centrifugacdo
(1050 g durante 15 min, em centrifuga Sorvall com rotor GSA), realizada no Centro de
Biotecnologia da UFRGS.

45.4  Separacdo Imunomagnética (SIM)

Apos a centrifugacdo, os (oo)cistos presentes nos “pellets” formados pelas amostras
eram separados das outras particulas através do processo de separa¢do imunomagnética (SIM).

Este procedimento era feito sobre a bancada com todos os materiais a temperatura
ambiente (de 15° a 25°C). O material utilizado nesta etapa é encontrado no kit Dynabeads GC-
Combo®, Dynal cat. no. 730.02.
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Etapas da SIM:

2)

8)
9

Em um tubo de ensaio com o lado achatado (tubos Dynal® L10) era adicionado 1 mL de
tampdo-A e 1 mL de tampéo-B (Dynal A.S.), mais a amostra de agua concentrada por
centrifugacdo, 100mL do Dynabeads Crypto-Combo e 100ni do Dynabeads Giardia-
Combo;

O tubo de amostra era fixado em um agitador, marca FANEM, modelo 145, por
aproximadamente 1 hora a 60 rpm, a temperatura ambiente;

Apos a agitacdo, o tubo de ensaio era removido, colocado no concentrador magnético de
particulas (MPC®-1, Dynal A.S.) com o lado achatado voltado para 0 campo magnético;
O tubo era movimentado, suavemente, para cima e para baixo, afim de que as particulas
magnéticas se concentrassem na parte achatada. Em seguida, o sobrenadante era
descartado;

O tubo era entdo, removido do MPC-1, e a amostra concentrada era ressuspensa em 1
mL do tampé&o-A (diluido 1:10);

A suspensdo resultante era transferida para um tubo de microcentrifuga com capacidade
para 1,5 mL, posicionado no concentrador de particula magnética (MPC®-M, Dynal S.A.)
e 0 imd colocado no lugar. O im& com o tubo era girado completamente (180°) por
aproximadamente 1 min Ao final deste processo, as particulas magnéticas se fixavam na
parte posterior do tubo;

O sobrenadante era aspirado, mantendo-se o tubo no imé,;

Na sequéncia o ima era removido, eram adicionados 180 ni de 0,1 N HCI e o tubo

agitado vigorosamente durante 10 a 15 seg.;

10) O material estava pronto para proceder a coloragdo;

11) Para cada coloracdo eram retirados 30 nL de cada amostra, empregando-se micropipeta.

4.5.5

Coloracdo da amostra

Apos a purificacdo dos (oo)cistos, o procedimento padrdo para todas as coloragdes era

0 seguinte:
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1) O tubo de microcentrifuga era colocado no MPC-M sem o imd no lugar, em posi¢ao
vertical por, no minimo, 10 min a temperatura ambiente. Depois, agitado vigorosamente
por5al0s;

2) A faixa magnética era recolocada no MPC-M e o tubo de pé, sem provocar nenhum
distarbio, por aproximadamente 10s;

3) Sem remover o tubo de microcentrifuga do MPC-M, eram pipetados 10ni para cada

poco, fazendo-se trés repeticOes para cada amostra.

Em seguida, procediam-se as coloracGes da amostra, as quais eram feitas com o
corante DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) e metodologias propostas por De Carli (2001) e De
Carli & Moura (2001).

Metodologias de coloracéo

Foram utilizadas trés metodologias para a deteccdo de Cryptosporidium e trés para
deteccdo de Giardia, visando a comparagdo dos métodos entre si, além da utilizacdo das demais

metodologias como controle para possiveis falsos positivos/negativos da Imunofluorescéncia.

O corante DAPI, que é utilizado na Imunofluorescéncia, permite visualizar cistos e
oocistos concomitantemente. O Kinyoun e a Safranina permitem a identificacdo de oocistos de

Cryptosporidium e o lodo Lugol e lodo Tricrémico, cistos de Giardia.

Todas as solucdes de coloragdo eram preparadas no Laboratdrio de Saneamento do
IPH, de acordo com metodologias propostas pelos Estados Unidos (1999) para a utilizagdo do
DAPI e segundo indicacOes de De Carli (2001) e De Carli & Moura (2001), para os demais

corantes.

A técnica de Imunofluorescéncia era sempre a primeira a ser realizada, por exigéncia
dos prazos previstos no método 1623 da USEPA. Sendo as outras quatro realizadas no decorrer
do més, sempre que possivel, antes da proxima coleta. As descri¢des das metodologias de

coloracéo encontram-se anexo.
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A seguir sdo apresentadas fotomicrografias de cistos e oocistos detectados com as
coloragdes utilizadas neste trabalho. A figura 4.5. apresenta oocistos de Cryptosporidium sp e cistos
de Giardia sp corados com DAPI e vistos ao microscépio de imunofluorescéncia com aumento
de 400x. As figuras 4.6 e 4.7 apresentam oocistos de Cryptosporidium sp corados com Kinyoun e
Safranina, respectivamente, vistos ao microscopio éptico com aumento de 1000x e, finalmente, as
figuras 4.8 e 4.9 apresentam cistos de Giardia sp corados com lodo Lugol e lodo Tricrémico,
respectivamente, vistos ao microscopio ptico com aumento de 400x.

Figura 4.5 — Fotomicrografia de (a) oocistos de Cryptosporidium sp e (b) cistos de Giardia sp
corados com DAPI (400x) (Fonte: Vieira, 2002).
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Figura 4.6 - Fotomicrografia de oocistos de Cryptosporidium sp em amostra controle de kit
Merifluor Cryptosporidium/Giardia (Meridian Diagnostic, cat. no. 250050), corados com
Kinyoun (aumento 1000x).

Figura 4.7 - Fotomicrografia de oocistos de Cryptosporidium sp em amostra controle de kit
Merifluor Cryptosporidium/Giardia (Meridian Diagnostic, cat. no. 250050), corados com
Safranina (aumento 1000x).
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Figura 4.8 - Fotomicrografia de cistos de Giardia sp em amostra controle de kit Merifluor
Cryptosporidium/Giardia (Meridian Diagnostic, cat. no. 250050), corados com lodo Lugol
(400x).

Figura 4.9 — Fotomicrografia de cistos de Giardia sp em amostra controle de kit Merifluor
Cryptosporidium/Giardia (Meridian Diagnostic, cat. no. 250050), corados com lodo
Tricrémico (aumento de 400x).
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4.6 Expressao dos resultados

Para a quantificacdo dos (oo)cistos encontrados com cada coloragdo utilizou-se a

seguinte formula:

Ra = (a*b/c)* 2 (Eq.01).

Onde:

Ra = Resultado de recupera¢do da amostra;

a = quantidade de (oo)cistos encontrados nas trés laminas;

b = volume do "pellet” purificado;

¢ = volume da amostra na laming;

* 2 => porque os resultados de contagens de (0o)cistos de protozoarios em amostras de agua sao
expressos como sendo (oo)cistos/100L e o material purificado era resultado da filtracdo de 50 L.

4.7 Controles

A sequir, sdo descritas as formas de controle do aparelho de filtracdo e coloragdes.

Foram realizados controles positivos e negativos para ambos.

4.7.1 Das coloracoes

Para verificar o funcionamento das colora¢des, uma lamina controle positiva e outra
negativa eram preparadas juntamente com o material das amostras e observadas ao microscopio.
Estas ldminas eram montadas com o0s materiais para controle que vém no kit Merifluor
Cryptosporidium/Giardia (Meridian Diagnostic, cat. no. 250050). As laminas controle de todas as

coloragcGes eram montadas com este material.
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4.7.2 Do aparelho de filtracdo

Para verificar a performance do aparelno foram feitas anélises de recuperacdo de

(oo)cistos, com uma das matrizes de agua bruta.

Considerando os resultados prévios das analises estatisticas (teste de hipdteses),
realizadas com os dados das variaveis ambientais das matrizes de aguas dos quatro rios, onde o
Rio dos Sinos néo diferiu significativamente de nenhum dos outros trés (Tag-Sinos P= 0,1; Cai-
Sinos P=0,2 e Gravatai-Sinos P=0,3), optou-se assim, por usar a agua deste afluente como

controle para os indices de recuperacéo.

O método 1623 recomenda que o teste de recuperacao seja realizado com amostras de
10L de agua inoculadas com 100 a 500 (oo)cistos. Foram feitos testes prévios e observou-se que
0 aparelho tem capacidade de detectar microrganismos, mesmo em concentracdes de 2,0/L.

Desta forma, optou-se para fazer o teste com estas concentragdes.

A matriz de agua foi pré-filtrada no mesmo tipo de membrana regularmente utilizada
para filtrar as amostras (mistura de ésteres, 47 mm de didmetro e 1,2 um de porosidade), para ter
a seguranca de que 0s microrganismos presentes seriam retirados, obtendo-se assim uma matriz
sem contaminacdo com Cryptosporidium e Giardia. Foram realizadas trés repeti¢coes em amostras de
50L contendo 100 (oo)cistos.

Os (oo)cistos utilizados nesta etapa foram adquiridos da empresa Biotechfrontiers,
Australia, num kit denominado "Easy-Seed", aonde cada aliquota ja vem preparada com 100

unidades.

As amostras inoculadas foram processadas (filtradas, eluidas, centrifugadas,
purificadas, coradas e examinadas) e o percentual de recuperagdo de microrganismos computado,

aplicando-se a equagao abaixo:

Ir =100 * ':Ii (Eq. 02)
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Onde:

IR é o resultado percentual do indice de recuperacéao

Nd é o nimero de oocistos ou cistos detectados na amostra inoculada
Ni é o valor real de cistos e oocistos inoculados

A tabela 4.6 exibe as percentagens de detec¢do alcangadas no teste de calibracdo do aparelho,
sendo que os resultados alcangados, para ambos 0s microrganismos, estdo dentro do exigido pelo
método 1623 (média entre 13 -111 % para Cryptosporidium e 15 a 118% para Giardia).

Tabela 4.6 - Percentagens médias de recuperacao
de Cryptosporidium sp e Giardia sp com as diferentes
técnicas de deteccdo (teste de calibracdo).

Imunofluorescéncia 18 %

Cryptosporidium sp Kinyoun 17 %
Safranina 10 %
Imunofluorescéncia 22 %
Giardia sp lodo Lugol 20 %

lodo Tricrdmico 20 %

Estes percentuais de recuperagdo foram utilizados para corrigir os valores de

microrganismos encontrados em todas as amostras avaliadas, utilizando-se a seguinte formula:

Rf = Ra * —— (Eq. 03)

Onde:
Rf = Resultado final
Ra = Resultado de recuperagdo da amostra

Ir= Indice percentual de recuperagio do aparelho
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4.8 Analises das variaveis fisico-quimicas e biologicas

Com o objetivo de avaliar a existéncia de possiveis relacbes causa e efeito entre
variaveis ambientais e a ocorréncia dos microrganismos em estudo, além das variaveis constantes
no IQA aplicado pela Fundacdo Estadual de Protecdo Ambiental: turbidez, sélidos totais, pH,
OD, DBO; (5 dias a 20° C), NTK, fdsforo total e coliformes fecais, também foram considerados

0s parametros temperatura, DQO, UV 254, condutividade e vazdo dos rios.

As variaveis ambientais temperatura, pH e condutividade eram medidas "in loco™ com
0 auxilio da sonda YSI (modelo XL 600) ou Hydrolab (modelo Quanta). As coletas e analises das
demais varidveis foram feitas segundo o Standard Methods for the Examination of Water and
wastewater - APHA (1998). Todos os procedimentos foram feitos no Laboratério de
Saneamento do Instituto de Pesquisas Hidraulicas da UFRGS. A tabela 4.7 apresenta a relacdo
dos métodos analiticos empregados.

Tabela 4.7 - Variaveis ambientais e técnicas analiticas empregadas.

Variaveis Unidade Técnica Analitica Limite de
ambientais detecgdo
Temperatura  ?C Medicéo direta (sonda) 0,1°C
Turbidez UNT Nefelométrica (turbidimetro Micronal B250) 0,02 UNT
Solidos totais  mg/L Gravimetria (secos de 103 a 105 °C) 0,002 mg/L
pH Medicdo direta (sonda) 0,1 unidade
de pH
UV 254 cm™ Espectrofotometria (aparelho marca Varian)
Condutividade n8/cm Medic&o direta (sonda) ns/cm
OD mg/L Winckler azida s6dica modificada 0,1 mg/L
DBO, mg/L Frascos padrdes 0,1 mg/L
DQO mg/L Kit Merk 4,0 mg/L
NTK mgN/L Macro Kjedahl <1 mg/L
Fésforo total  mg PO,/L Acido ascrbico 0,002 mg/L

C. fecais/ E.coli NMP/100 mL Cromogénico 1cf/100mL
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4.9 Metodologias de andlises estatisticas dos dados

Neste item, sdo citados os métodos estatisticos utilizados para as analises dos dados
obtidos, ao longo dos doze meses de pesquisa. Inicialmente, com base nos dados resultantes das
analises fisico-quimicas e bioldgicas (coliformes fecais/E.coli), comparou-se 0s quatro rios entre si
com o objetivo de avaliar as diferencas no que diz respeito a qualidade de dgua. Em seguida, em
cumprimento ao primeiro objetivo da pesquisa, os rios foram avaliados individualmente quanto a
quantidade de microrganismos detectados, utilizando-se alguns elementos da estatistica ndo

paramétrica como ANOVA para obter a média aritmética e coeficiente de variacéo.

A comparacdo dos distintos métodos de deteccdo, que era o segundo objetivo do
trabalho, foi o passo seguinte. Observou-se, ainda, a ocorréncia de sazonalidade dos
microrganismos Cryptosporidium e Giardia, em cada um dos rios. Nesta etapa, assim como nas duas
anteriores, foram aplicados instrumentos de analise multivariada como testes de hipoteses com

aleatorizac&o (Pillar, 2001), nos quais as probabilidades foram geradas em 10.000 iteracdes de

auto-reamostragem, considerando como limiar um a= 0,05 para a sua interpretacdo, onde a é o
complemento do limite de confianga de 95%. A medida de semelhanca utilizada entre as unidades
amostrais foi a distancia euclidiana, que, segundo Valentin (2000), é uma das mais conhecidas e

utilizadas para comparacéo entre amostras.

Finalmente, o terceiro objetivo visava avaliar a existéncia de relacdo entre a ocorréncia
dos microrganismos e as variaveis ambientais Temperatura, Turbidez, S6lidos Totais, pH, UV
254, Condutividade, OD, DBO,, DQO, Nitrogénio Total, Fosforo Total, Vazdo e Coliformes
fecais/E.coli, sendo alcangado utilizando-se como ferramenta o coeficiente de correlagéo linear r
de Pearson, por ser um dos mais aplicados para quantificar a dependéncia linear entre duas

variaveis heterogéneas (Valentin, 2000).

Foram utilizadas também as analises de regressdo simples e mdltipla, visando
determinar modelos matematicos que explicassem a ocorréncia dos microrganismos em funcéo
das variaveis ambientais. Segundo a literatura, as variaveis que podem interferir na ocorréncia dos
microrganismos sdo: temperatura, turbidez, solidos totais, pH, vazéo e coliformes fecais/E.coli.

Os testes para este fim, foram realizados individualmente em cada rio e, depois de comparar 0s



77

quatro rios, agrupou-se os trés que, segundo as analises, eram semelhantes entre si e, novamente,

submeteu-se 0s dados aos mesmos testes.

Os programas utilizados para a realizacdo das analises foram o MULTIV (2.1) (Pillar,
2001), PAST (Hammer et al., 2003) e o pacote SPSS versédo 12.0.
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5 RESULTADOS

Os resultados estdo estruturados de acordo com os objetivos propostos no trabalho.

Antes porém, comparou-se 0s quatro rios entre si, com base nos dados de qualidade da agua. A

sequéncia de apresentacdo € a seguinte:

1)

Indicacdo das concentragfes de microrganismos detectadas em cada rio, em forma de
tabelas, na sequiéncia Taquari, Cai, Sinos e Gravatai; as tabelas estdo estruturadas exibindo
o0s resultados médios, maximos, minimos com cada coloracdo (primeiro as coloracGes

usadas para a deteccdo de Cryptosporidium e depois, aquelas utilizadas para Giardia);

Comparacdo entre as colora¢des para cada microrganismo em cada rio;

Observacdo da ocorréncia de sazonalidade para cada microrganismo em cada rio;

Avaliacdo das associagdes entre a ocorréncia dos microrganismos e as variaveis
ambientais, estruturadas em tabelas de indices de correlacdo e apresentacdo de modelos
matematicos resultantes das analises de regressao simples e multipla, baseadas em analises

de variancia.

Apbs a apresentacdo dos resultados individualizados dos afluentes do Guaiba em estudo,
foram exibidos os dados obtidos com a jungdo dos trés rios que ndo apresentaram

diferencas significativas entre si: Taquari, Cai e Sinos.

Os resultados das analises dos parametros de qualidade de dgua obtidos em cada coleta

egncontram-se anexo.
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A tabela 5.1 exibe o resultado do teste de hipoteses com aleatorizagdo, onde foram
detectadas diferencas significativas entre os rios (P=0,0431). Analizando-a, percebe-se que a
comparacdo dos rios dois a dois, exibe diferenca apenas entre os Rios Taquari e Gravatai
(P=0,0155) e Cai e Gravatai (P=0,0495). O Rio dos Sinos assumiu uma posic¢do intermediaria

entre 0s quatro cursos d’agua, ndo diferindo significativamente de nenhum deles.

Tabela 5.1 - Teste de hipdteses com aleatorizagdo entre os quatro rios com
dados de qualidade de agua obtidos durante o periodo compreendido
entre agosto/2002 e julho 2003.

Fonte de variacéo : Rio Soma de quadrados(Q) P(Qb° =Qb)
Entre grupos 0,033592 0,0431
Contrastes

Taquari — Cai 0,00099105 0,7802
Taquari — dos Sinos 0,01254200 0,1008
Taquari -Gravatai 0,02271100 0,0155
Cai — dos Sinos 0,00779490 0,2271
Cai — Gravatai 0,01837000 0,0495
dos Sinos - Gravatai 0,00477510 0,3600

Devido a estes resultados, optou-se também, por agrupar os rios em funcdo das suas
similaridades em termos de qualidade, ficando assim o primeiro bloco constituido pelos rios

Taquari, Cai e dos Sinos e o segundo pelo Rio Gravatai.

5.1 Rio Taquari

O ponto de coleta deste rio localizava-se na cidade de General Camara, proximo ao
km 04 (em relacdo a foz), sendo o primeiro dos quatro a ser amostrado e onde se conseguiu

detectar a maior quantidade de microrganismos.
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5.1.1 Microrganismos: concentra¢des detectadas, comparacéo
entre coloracgoes e sazonalidade

Os resultados obtidos ao longo dos doze meses de analises do Rio Taquari estdo
sumarizados na tabela 5.2, onde se pode observar que os valores minimos de detec¢do foram
zero para todas as técnicas, indicando haver pelo menos um més em que ndo houve deteccdo
com cada uma delas. Os valores maximos observados foram de 383, 88 e 150 oocistos/100L com
as técnicas de Imunofluorescéncia, Kinyoun e Safranina, respectivamente; e 314, 600 e 605

cistos/100L com Imunofluorescéncia, lodo Lugol e lodo Tricrémico.

A Imunofluorescéncia foi a técnica com a qual obteve-se maior média de deteccdo de
oocistos, sendo que os valores médios observados com Kinyoun e Safranina foram muito
proximos. Para a coloracdo de cistos, o lodo Lugol foi a que apresentou maior média de
deteccdo, seguida do lodo Tricrémico e da Imunofluorescéncia. O coeficiente de variacdo foi de

189% para Cryptosporidium e 127% para Giardia.

Tabela 5.2 - Deteccdo de (oo)cistos nas &guas brutas do Rio Taquari, utilizando
Imunofluorescéncia, Kinyoun, Safranina, lodo Lugol e lodo Tricrdmico.

Cryptosporidium sp /100 L de &gua Giardia sp /100 L de agua
Método de deteccdo Método de deteccdo
Imuno  Kinyoun Safranina Imuno Lugol Tricrdmico
Média aritmética 80 20 23 119 176 156
Minimo 0 0 0 0 0 0
Maximo 383 88 150 314 600 605

As figuras 5.1 e 5.2 exibem as concentracfes de oocistos e cistos detectados em cada
més do periodo amostral, onde se pode ver que o Cryptosporidium foi detectado em nove (75%) e a

Giardia em onze dos doze meses avaliados (91, 6%).
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Figura 5.1 - Oocistos de Cryptosporidium sp no Rio Taquari detectados com as
técnicas de Imunofluorescéncia (1), Kinyoun (K) e Safranina (S) entre
agosto/2002 e julho/2003.
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Figura 5.2 - Cistos de Giardia sp no Rio Taquari detectados com as técnicas de

Imunofluorescéncia (1), lodo Lugol (L) e lodo Tricrdmico (T) entre agosto/2002
e julho/2003.

O percentual de detec¢do variou, conforme descrito a seguir:

- Para oocistos:
- 50 % somente com a técnica de Imunofluorescéncia
- 8,3% somente com Kinyoun
- 8,3% com Kinyoun e Safranina
- 8,3 % com as trés técnicas simultaneamente e

- 25% sem deteccdo com nenhuma das técnicas.
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- Para cistos:
- 25% somente com Imunofluorescéncia
- 8,3% somente com lodo Lugol
- 8,3% com Imunofluorescéncia e lodo Lugol
- 8,3% com Imunofluorescéncia e lodo Tricrémico
- 16,6 % com lodo Lugol e lodo Tricrémico
- 25% com as trés técnicas concomitantemente

- 8,3% sem detec¢do com nenhuma das técnicas.

Verifica-se 0s meses de dezembro, fevereiro, junho e julho (2003) foram onde
ocorreram as maiores deteccOes de oocistos, e que 0S meses onde ocorreram as maiores

concentracdes de cistos foram fevereiro, junho e julho, com as trés técnicas a0 mesmo tempo.

De uma forma geral, observa-se que houve uma grande variacdo na detec¢do dos
microrganismos ao longo do periodo amostral, independente da técnica de coloracdo utilizada.
Aparentemente, para oocistos, a técnica que melhor funcionou foi a Imunofluorescéncia,
exibindo além de maior percentual de detec¢do, maior nimero de estruturas bioldgicas (tabela
5.3). Porém, o teste de hip6teses com aleatorizacdo nao indicou diferenca significativa entre as

coloracGes (P=0,0954), o mesmo ocorrendo com as colorag6es utilizadas para cistos (P= 0,7572).

Nédo foi detectada sazonalidade na ocorréncia de Cryptosporidium nas aguas do Rio
Taquari. As analises estatisticas ndo detectaram diferenca entre os meses durante o periodo
avaliado (P=0,4511), mas para a Giardia este fen6meno foi observado, a analise de variancia com
aleatorizacéo indicou diferenca significativa entre alguns meses (P=0,001), a tabela 5.3 exibe os

valores dos contrastes significativos entre 0s meses.
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Tabela 5.3 - Resultado do teste de hipbteses para diferenga entre 0s meses
em relacdo ao microrganismo Giardia sp no Rio Taquari
(valores de contrastes significativos).

Fonte de variacdo: Més Soma de quadrados (Q) P (Qb° =Qb)

Entre meses 8,7181e+05 0,001

Contrastes:

ago-fev 1,6467e+05 0,0275
ago-jun 3,1556e+05 0,0015
ago-jul 2,6628e+05 0,0040
set-fev 1,6007e+05 0,0270
set-jun 3,0917e+05 0,0031
set-jul 2,6042e+05 0,0047
out-jun 2,1319e+05 0,0125
out-jul 1,7306e+05 0,0267
nov-jun 2,4685e+05 0,0068
nov-jul 2,035e+05 0,0160
dez-jun 2,412e+05 0,0075
dez-jul 1,9838e+05 0,0164
jan-fev 1,207e+05 0,0670
jan-jun 2,5338e+05 0,0091
jan-jul 2,0944e+05 0,0129
mar-jun 2,4442e+05 0,0065
mar-jul 2,013e+05 0,0172
abr-jun 1,8586e+05 0,0225
abr-jul 1,4852e+05 0,0420

5.1.2 Analises das correlacdes lineares e regressdes multiplas

Foram feitas anlises, j& referidas anteriormente, de diversas varidveis ambientais para
observacdo da sua correlagdo com ocorréncia dos microrganismos. A tabela 5.4 exibe os valores
de correlagcbes encontrados e em negrito encontram-se o0s valores significativos de P
(probabilidade) e r (correlagao).
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Tabela 5.4 - Correlacdo linear entre 0 nimero de oocistos de Cryptosporidium sp e cistos
de Giardia sp detectados e as varidveis ambientais analisadas no Rio Taquari.

Oocistos de Cryptosporidium sp Cistos de Giardia sp
Parametros Imuno Kinyoun Safranina Imuno  Lugol Tricrémico
Temp. = -0,408 0,344 0,507 0,004 0,119 -0,274
= 0,187 0,274 0,092 0,991 0,713 0,388
Turb. = -0,197 0,614 0,613 0,087  -0,030 -0,249
= 0,539 0,034 0,034 0,787 0,926 0,436
Solidos T r= -0,388 0,576 0,704 0,131  -0,022 -0,375
= 0,212 0,050 0,011 0,685 0,946 0,229
pH = -0,145 0,293 0,567  -0,076  -0,497 -0,651
= 0,654 0,356 0,055 0,815 0,100 0,022
uv254nm r = -0,186 0,554 0,448 0,254 0,498 0,360
= 0,563 0,062 0,144 0,426 0,099 0,251
Condutiv. r= 0,233 -0,191 -0,029 -0,022 0,177 0,069
= 0,466 0,551 0,928 0,945 0,583 0,831
oD = 0569 -0522 -0,353 0,296 0,592 0,516
= 0,054 0,082 0,261 0,350 0,042 0,086
DBO, r= 0,262 0,085  -0,003 0,218 0,771 0,606
= 0,411 0,793 0,994 0,496 0,003 0,037
DQO = 0,065 0,181 0,077  -0,072 0,141 0,119
= 0,842 0,573 0,812 0,824 0,662 0,713
NTK r= -0,356 0,081 0,101  -0485 -0,032 -0,367
= 0,256 0,802 0,754 0,110 0,921 0,241
Fosforo T r= -0,367 0,113 0,195 0,195 -0,381 -0,494
= 0,241 0,728 0,544 0,543 0,221 0,102
Vazéo r= 0,041 -0,80 -0,02 0,330  -0,370 -0,188
= 0,90 0,804 0,940 0,294 0,235 0,557
C.Fecais r= 0271  -0,184 -0,071 0,390 0,210 0,141
E.coli = 0,394 0,568 0,826 0,210 0,513 0,661

Observa-se que as variaveis que apresentaram correlacéo significativa (acima de 60%)

com a ocorréncia dos microrganismos foram: turbidez, sélidos totais, DBOs e pH.

O paréametro turbidez aparece relacionado com Cryptosporidium quando detectado com
Kinyoun e Safranina. A turbidez apresentou picos significativos nos meses de dezembro/2002 e
fevereiro, marco e maio/2003. O Cryptosporidium apresentou picos de deteccdo, com ambas as
técnicas, nos meses de dezembro, fevereiro e um em maio com a técnica de Kinyoun. Aparece,
entdo, a associacdo da turbidez com os microrganismos. A deteccdo com a Imunofluorescéncia

ocorreu em um ndmero maior de vezes, ndo aparecendo associada a nenhum pardmetro. O
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Cryptosporidium detectado com Safranina apresentou, como dito anteriormente, dois picos nos

meses de dezembro e fevereiro, tendo ocorrido picos de sélidos totais, também, na mesma época.

Nos meses de fevereiro e junho/2003, ocorreram 0s dois picos de DBOs mais
expressivos no Rio Taquari, e foi justo nestes meses onde foram detectadas as maiores
concentracdes de Giardia com a técnica de lodo de Lugol (figura 5.2). Foram também nos meses
de fevereiro, maio, junho e julho, onde mais se detectou Giardia com lodo Tricrémico, podendo
haver também associacdo com a DBOs, como indica o resultado das correla¢fes. Curiosamente,
quando utilizada a técnica de Imunofluorescéncia para deteccdo de Giardia, ndo foi detectada
nenhuma correlagdo do pardmetro com o0s microrganismos. Porém, observa-se que, embora
também tenha picos nos meses de fevereiro e junho, 0 nimero de vezes em que Se recuperou

Giardia com Imunofluorescéncia foi bem maior que com as outras duas técnicas.

A Giardia também apresentou correlacdo negativa com o pH. Este pardmetro mostrou
ligeira queda entre 0s meses de mar¢o e maio, periodo em que comegou a ocorrer maior aumento

de deteccdo com lodo Tricrémico.

Modelos matematicos

Os modelos matematicos obtidos com as analises de regressio mdltiplas estdo

descritos a seguir:

Densidade de oocistos de Cryptosporidium = — 72,4 — 1,57 Temperatura + 1,39 Turbidez — 0,20
Solidos Totais + 17,97 pH — 0,01 C. Fecais/E.coli + 0,004 Vazdo (Eq. 04)
(F=0,190; P=0,977; R= 0,195; R* = 0,038).

Densidade de cistos de Giardia = 2334,7 — 2,33 Temperatura + 0,869 Turbidez + 0,875 Solidos
Totais - 307,8 pH - 0,003 C. Fecais/E.coli + 0,43 Vazéo (Eqg. 05)
(F=2171,P =0,075; R = 0,557; R* = 0,310).
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Observa-se que o valor de R?* para ambos os microrganismos foi muito baixo,
indicando que, no Rio Taquari, a ocorréncia dos microrganismos nao € funcdo dos parametros
avaliados.

5.2 Rio Cai

Este afluente era amostrado na cidade de Montenegro, proximo ao km 14, em relacdo

a foz. Depois do Rio Taquari, foi onde se verificou maior quantidade de Cryptosporidium e Giardia.

5.2.1 Microrganismos: concentracoes detectadas, comparacao
entre coloracgoes e sazonalidade

Para todas as técnicas o valor minimo observado foi zero, indicando ndo detecgdo em
pelo menos um dos meses, com cada uma das técnicas. Os valores méaximos foram de 222 e 400
oocistos/100L com as técnicas de Imunofluorescéncia e Safranina e 241, 200 e 250 cistos/100L

com as técnicas de Imunofluorescéncia, lodo Lugol e lodo Tricrémico, respectivamente.

Observa-se que ndo ocorreu deteccdo com a técnica de Kinyoun, mas as médias
obtidas com as duas outras técnicas foram préximas, embora tenha ocorrido em apenas um dos
meses com a Safranina e sendo este 0 maximo valor detectado também. Os valores médios
obtidos com as técnicas utilizadas para a Giardia foram proximos. O coeficiente de variacéo foi de
299% para Cryptosporidium e 132% para Giardia. Os valores de detec¢do obtidos com as técnicas

utilizadas para ambos 0s microrganismos no Rio Cai estdo expostos na tabela 5.5.
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Tabela 5.5 - Deteccdo de (0o)cistos nas aguas brutas do Rio Cai, utilizando Imunofluorescéncia,
Kinyoun, Safranina, lodo Lugol e lodo Tricrémico.

Cryptosporidium sp /100 L de agua Giardia sp /100 L de agua
Método de detecgdo Método de detecgdo
Imuno Kinyoun  Safranina Imuno Lugol Tricrémico
Média aritmética 47 0 33 58 66 59
Minimo 0 0 0 0 0 0
Maximo 222 0 400 241 250 200

As figuras 5.3 e 5.4 exibem as concentra¢bes de oocistos e cistos detectados em cada
més do periodo amostral, onde se pode ver que o Cryptosporidium foi detectado em 5 (41,6 %) e a
Giardia em dez (83,3%) dos doze meses avaliados.

Cryptosporidium sp no Rio Cai
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Figura 5.3 - Oocistos de Cryptosporidium sp no Rio Cai detectados com as técnicas

de Imunofluorescéncia (1), Kinyoun (K) e Safranina (S) entre agosto/2002 e
julho/2003.
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Figura 5.4 - Cistos de Giardia sp no Rio Cai detectados com as técnicas de
Imunofluorescéncia (1), lodo Lugol (L) e lodo Tricrdmico (T) entre agosto/2002
e julho/2003.

O percentual de deteccéo variou conforme descrito a seguir:

- Para oocistos:
- 33,3% somente com a técnica de Imunofluorescéncia
- 8,3% com Safranina e Imunofluorescéncia, concomitantemente.

- 58,3% sem deteccdo com nenhuma das técnicas

- Para cistos:
- 25% somente com Imunofluorescéncia
- 8,3% somente com lodo Lugol
- 8,3% com Imunofluorescéncia e lodo Lugol
- 8,3% com Imunofluorescéncia e lodo Tricrdmico
- 16,6% com lodo Lugol e lodo Tricrémico
- 16,6% com as trés técnicas a0 mesmo tempo

- 16,9% sem deteccdo com nenhuma das técnicas.

Os meses de maior quantidade de deteccéo de oocistos foram junho e julho e de cistos
foram maio, junho e julho.
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Neste afluente, como no anterior, aparentemente a técnica de Imunofluorescéncia foi a
que melhor funcionou para a deteccdo dos microrganismos, porém as analises estatisticas ndo
evidenciaram diferenca significativa entre as coloragdes para Cryptosporidium (P=0,3741) e

tampouco para Giardia (P=0,9611).

Nao foi detectada sazonalidade na ocorréncia de Cryptosporidium no Rio Cai. As analises
estatisticas ndo evidenciaram diferenca significativa entre os meses durante o periodo avaliado
(P=0,0642), ficando na verdade no limite de aceitacdo (onde o a é = 0,05). Mas, assim como no
rio anteriormente comentado, neste, o teste de hipdteses indicou diferenca significativa entre 0s
meses em relacdo a Giardia sp (P=0,001), indicando ocorréncia de sazonalidade para este

microrganismo. A tabela 5.6 exibe os valores dos contrastes significativos.

Tabela 5.6. - Resultado do teste de hipoteses para diferenca entre 0s meses
em relagdo ao microrganismo Giardia sp no Rio Cai (valores de contrastes
significativos).

Fonte de variacdo: Més Soma de quadrados(Q) P(Qb° =Qb)

Entre grupos 1,6786 x 10° 0,001
Contrastes:

ago-jun 68480 0,0008
ago-jul 53204 0,0018
set-jun 37763 0,0113
set-jul 26667 0,0366
out-jun 45414 0,0046
out-jul 33153 0,0159
nov-jun 58213 0,0019
nov-jul 44204 0,0062
dez-jun 68480 0,0005
dez-jul 53204 0,0019
jan-jun 54721 0,0026
jan-jul 41168 0,0088
fev-jun 54721 0,0017
fev-jul 41168 0,0088
mar-jun 40180 0,0106
mar-jul 28704 0,0329
abr-jun 56260 0,0026

abr-jul 42504 0,0092
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5.2.2 Analises das correlagtes lineares e regressdes multiplas

A tabela 5.7 exibe os valores de correlagdo (r) e probabilidade (P) entre as variaveis

ambientais analisadas e a ocorréncia dos microrganismos no Rio Cai.

Tabela 5.7 - Correlacdo linear entre 0 nimero de (oo)cistos detectados e
variaveis ambientais analisadas no Rio Cai.

Oocistos de Cryptosporidium sp Cistos de Giardia sp
Parametros Imuno Kinyoun Safranina Imuno  Lugol Tricrémico
Temp. r= -0,427 - -0,314 0,285 -0,424 -0,506
= 0,167 - 0,320 0,370 0,169 0,093
Turbidez = -0,181 - -0,223  -0,262  -0,419 -0,527
= 0,574 - 0,486 0,410 0,175 0,078
ST r= -0,030 - -0,030 -0,076  -0,228 -0,488
= 0,926 - 0,927 0,815 0,477 0,108
pH = -0,334 - -0,241  -0,257  -0,234 0,137
= 0,289 - 0,451 0,421 0,465 0,670
Condutiv. r= 0,623 - 0,679 0,724 0,638 0,397
= 0,030 - 0,015 0,008 0,025 0,202
uv2s4nm r= -0,306 - -0,107 0,030  -0,503 -0,460
= 0,333 - 0,741 0,925 0,096 0,132
oD = 0,407 - 0,461 0,275 0,728 0,657
= 0,190 - 0,132 0,388 0,007 0,020
DBO, r= 0,574 - 0,468 0,571 0,871 0,928
= 0,051 - 0,125 0,053 0,000 1,310
DQO = 0,227 - 0,122 0,120 0,452 0,231
= 0,479 - 0,706 0,709 0,140 0,470
NTK r= -0,465 - -0,106  -0,325  -0,613 -0,344
= 0,128 - 0,742 0,302 0,034 0,274
FosforoT r= -0,169 - -0,287  -0,176  -0,403 -0,539
= 0,601 - 0,366 0,583 0,194 0,071
Vazéo = 0,094 - 0,018  -0,000 -0,303 -0,361
= 0,772 - 0,956 0,999 0,338 0,248
C.Fecais r= -0,115 - 0,017  -0,146  -0,448 -0,303
E.coli = 0,721 - 0,958 0,650 0,144 0,339

Analisando a tabela 5.7, vé-se que as variaveis que aparecem correlacionadas com os

microrganismos sdo: condutividade, OD, DBOs e NTK.
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Neste rio, a condutividade aparece relacionada a oocistos detectados com
Imunofluorescéncia e Safranina e cistos com Imunofluorescéncia e lodo Lugol. Verificando-se
uma oscilacdo nos valores: aumenta um més, diminui no préximo e assim sucessivamente. Talvez
devido a esta oscilagdo, a relacdo seja sensivel aos diversos picos de deteccdo, evidenciando assim,

este resultado.

A Giardia, quando detectada com lodo Lugol e lodo Tricrémico, mostrou correlagéo
com o OD. Esta variavel ndo oscilou muito nos seis primeiros meses, mas aumentou a partir do
sétimo més, quando a coleta comecou a ser feita na ETA de Montenegro. O fato de que as
amostras eram coletadas na chegada da agua bruta, onde havia grande movimentacdo da agua,
deve explicar o aumento de OD neste periodo. Como a detec¢do de Giardia com lodo Lugol e
lodo Tricrdmico também comegou a aumentar a partir deste més, a correlagdo provavelmente

deve-se a isto.

Como no rio anteriormente descrito, aqui aparece relacdo entre DBOs e Giardia
detectada com lodo Lugol. A partir do més de fevereiro, quando houve aumento na detec¢do de

Giardia, houve aumento de DBO:s.

A partir de fevereiro houve uma nitida queda na quantidade de NTK detectada e o
oposto ocorreu com Giardia detectada com lodo Lugol, dai entdo o resultado da correlagdo

negativa.

Na verdade, de uma forma geral, o periodo que determinou as correlacbes foram os
Gltimos seis meses da pesquisa, quando o nimero de microrganismos detectados aumentou

sensivelmente. Esta observacéo serve, sobretudo, para a Giardia.

Os dois parametros avaliados na maioria dos trabalhos - coliformes e turbidez - ndo
aparecem correlacionados com nenhum dos dois microrganismos, em nenhuma das situagdes de

coloragdo neste rio.
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Modelos matematicos

Os modelos matematicos obtidos com as analises de regressdo mdltiplas estdo

descritos a seguir:

Densidade de oocistos de Cryptosporidium = 2241,8 - 3,24 Temperatura - 0,851 Turbidez - 0,067
Solidos Totais - 292,9 pH + 0,006 C. Fecais/E.coli - 0,051 Vazdo (Eg. 06)
(F=1,190; P=0,339; R = 0,444; R* = 0,198).

Densidade de cistos de Giardia = 864,9 - 10,3 Temperatura - 0,826 Turbidez + 0,254 Solidos
Totais - 74,65 pH + 0,011 C. Fecais/E.coli - 0,040 Vazdo (Eq. 07)
(F = 4,402; P =0,003; R = 0,477; R* = 0,368).

Pode-se observar que o valor de R? para ambos os microrganismos foi muito baixo,
indicando que, no Rio Cai, a ocorréncia dos microrganismos ndo é funcdo dos parametros

avaliados.

5.3 Rio dos Sinos

Este rio era amostrado na cidade de Canoas, proximo ao km 08, em relacéo a foz.

5.3.1 Microrganismos: concentracdes encontradas,
comparacao entre coloracoes e sazonalidade

Neste afluente, a quantidade de oocistos detectados foi bem menor que nos anteriores,
obtendo-se uma média de 19 oocistos/100L para 0os doze meses avaliados e apenas com a técnica
da Imunofluorescéncia. O valor minimo para todas a técnicas foi zero e o valor maximo foi de
94 oocistos/100L. A quantidade de cistos detectada foi bem maior que de oocistos. Os valores

maximos foram de 150, 215 e 145/100L com Imunofluorescéncia, lodo Lugol e lodo
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Tricrdmico, respectivamente. O coeficiente de variacdo foi de 307% para Cryptosporidium e 154%
para Giardia.

Tabela 58 - Deteccdo de (oo)cistos nas aguas brutas Rio dos Sinos, utilizando
Imunofluorescéncia, Kinyoun, Safranina, lodo Lugol e lodo Tricrdmico.

Cryptosporidium sp /100 L de agua Giardia sp /100 L de agua
Método de deteccdo Método de deteccdo
Imuno Kinyoun  Safranina Imuno Lugol Tricrémico
Média aritmética 19 0 0 24 53 40
Minimo 0 0 0 0 0 0
Maximo 94 0 0 150 215 145

As figuras 5.5 e 5.6 exibem as concentracfes de oocistos e cistos detectados em cada
més do periodo amostral, onde se pode notar que o Cryptosporidium foi detectado em apenas
quatro (33,3%) e a Giardia em oito (66,6%) do total de meses avaliados.

Cryptosporidium sp no Rio dos Sinos
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Figura 5.5 - Oocistos de Cryptosporidium sp no Rio dos Sinos detectados com as

técnicas de Imunofluorescéncia (1), Kinyoun (K) e Safranina (S) entre agosto/2002
e julho/2003.
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Giardia sp no Rio dos Sinos
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Figura 5.6 - Cistos de Giardia sp no Rio dos Sinos detectados com as técnicas de
Imunofluorescéncia (1), lodo Lugol (L) e lodo Tricrémico (T) entre agosto/ 2002 e
julho/2003.

O percentual de deteccéo variou conforme descrito a seguir:
- Para oocistos:
- 33,3% somente com Imunofluorescéncia

- 66,6 % sem detec¢do com nenhuma das técnicas

- Para cistos:
- 16,6% s6 com Imunofluorescéncia
- 8,3% s6 com lodo Lugol
- 8,3% s6 com lodo Tricrémico
- 16,6% com lodo Lugol e lodo Tricrémico
- 16,6% com as trés técnicas simultaneamente

- 33,6% sem deteccdo com nenhuma das técnicas.

Os meses onde ocorreram maiores deteccOes de oocistos foram marco e julho e de
cistos foram fevereiro, marco, abril e julho.

Observando-se a figura 5.5, percebe-se que a deteccdo de oocistos foi
significantemente inferior neste rio quando comparado aos anteriores, ocorrendo apenas com

uma coloracdo. As analises estatisticas indicaram diferenca significativa entre as técnicas de
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deteccdo (tabela 5.9). Para 0s cistos, como nos rios anteriormente descritos, as analises estatisticas

nédo detectaram diferenca significativa entre as coloracdes utilizadas (P=0,5086).

Tabela 5.9 - Resultado do teste de hipéteses para diferenca entre as
técnicas utilizadas para deteccdo do microrganismo Cryptosporidium sp
no Rio dos Sinos.

Fonte de variacdo Técnica: Soma de quadrados (Q) P (Qb° =Qb)

Entre grupos 2888 0,0208
Contrastes:

Imuno-Kinyoun 2166 0,0139
Imuno-Safranina 2166 0,0132
Kinyoun - Safranina 1 1

Néo tendo ocorrido sazonalidade para Cryptosporidium no Rio dos Sinos, as analises
estatisticas ndo detectaram diferenca entre os meses durante o periodo avaliado (P=1). Mas,
assim como nos dois rios, anteriormente comentados, neste, as andlises indicaram diferenca
significativa entre 0os meses em relacdo a Giardia (P=0,0065), apresentando ocorréncia de

sazonalidade para este microrganismo. A tabela 5.10 exibe os valores de P significativos.

Tabela 5.10 - Resultado do teste de hipdteses para diferenca entre
0s meses em relagcdo ao microrganismo Giardia sp no Rio dos Sinos
(valores de contrastes significativos).

Fonte de variacdo: Més Soma de quadrados (Q) P (Qb° =Qb)
Entre grupos 77667 0,0065
Contrastes:

ago-fev 20300 0,0191
ago-jul 26667 0,0055
set-fev 20300 0,0178
set-jul 26667 0,0059
out-fev 18260 0,0254
out-jul 24321 0,0074
nov-fev 20300 0,0192
nov-jul 26667 0,0043
dez-jul 18704 0,0210
jan-fev 20300 0,0179
jan-jul 26667 0,0044
fev-ago 13920 0,0459
fev-jun 14406 0,0465
ago-jul 19267 0,0207

jun-jul 19838 0,0202
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5.3.2 Analises das correlagtes lineares e regressdes multiplas

A tabela 5.11 exibe os valores de correlacéo (r) e probabilidade (P) entre as variaveis
ambientais analisadas e a ocorréncia dos microrganismos no Rio dos Sinos, onde se pode

verificar que ndo houve correlagdes significativas.

Tabela 5.11 - Correlacdo linear entre 0 nimero de oocistos de Cryptosporidium sp e cistos
de Giardia sp detectados e variaveis ambientais analisadas no Rio dos Sinos.

Oaocistos de Cryptosporidium sp Cistos de Giardia sp
Parametros Imuno Kinyoun Safranina Imuno  Lugol Tricrémico
Temp. r= -0,009 - - -0,147 0,497 0,460
= 0,978 - - 0,648 0,100 0,132
Turbidez r= -0,098 - - -0,359 -0,129  -0,098
= 0,763 - - 0,252 0,690 0,762
ST = -0,026 - - 0,300 -0,104  -0,467
= 0,936 - - 0,343 0,749 0,126
pH r= 0,164 - - -0,070  -0,467  -0,005
= 0,611 - - 0,829 0,126 0,988
Condutiv. r= 0,080 - - 0437 -0091  -0,195
= 0,805 - - 0,155 0,780 0,544
uv254nm r = -0,102 - - 0,179  -0,007  -0,214
= 0,752 - - 0,578 0,983 0,505
oD r= -0,231 - - 0172  -0,247  -0,359
= 0,471 - - 0,593 0,440 0,251
DBO, = 0,179 - - 0,468 0,164 0,314
= 0,579 - - 0,125 0,610 0,320
DQO r= -0,079 - - 0,351 0,024 0,017
= 0,808 - - 0,263 0,942 0,958
NTK = -0,028 - - 0,248 -0,198  -0,176
= 0,930 - - 0,437 0,538 0,584
Fosforo T r= -0,204 - - 0,145 -0,308 -0,335
= 0,525 - - 0,654 0,329 0,287
Vazéo r= -0,203 - - -0,166  -0,447  -0,537
= 0,525 - - 0,605 0,144 0,070
C Fecais/ r= -0,190 - - 0190 -0,255  -0,275
E.coli = 0,555 - - 0,554 0,423 0,388

Néo houve deteccdo de Cryptosporidium com Kinyoun e Safranina, portanto néo haveria
correlacdo de qualquer forma. Mesmo havendo recuperacdo com as outras técnicas, nao foi

detectada correlagdo entre coliformes e turbidez para nenhum dos dois microrganismos.
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Modelos matematicos

Os modelos matematicos obtidos com as analises de regressdo multiplas estdo
descritos a seguir:

Densidade de oocistos de Cryptosporidium = -27,3 - 0,607 Temperatura + 0,000 Turbidez - 0,007
Solidos Totais + 7,95 pH + 0,000 C. Fecais/E.coli — 0,043 Vazdo (Eq.08)
(F=10,262; P = 0,950; R = 0,227; R* = 0,051).

Densidade de cistos de Giardia = 536,0 — 1,69 Temperatura — 0,667 Turbidez — 0,351 Solidos
Totais — 53,5 pH + 0,000 C. Fecais/E.coli — 0,318 Vazéo (Eq.09)
(F=1515; P =0,280; R = 0,488; R* = 0,239).

Pode-se observar que o valor de R? para ambos os microrganismos foi muito baixo,
indicando que, no Rio dos Sinos, a ocorréncia dos microrganismos ndo é funcdo dos parametros

avaliados.

5.4 Rio Gravatai

Este rio também era amostrado na cidade de Canoas, proximo ao km 06, e foi onde

houve deteccdo de menor concentragédo de microrganismos.

5.4.1 Microrganismos: concentracdes encontradas,
comparacao entre coloracoes e sazonalidade

Este rio, € 0 que apresenta maior poluicdo organica dentre os quatro estudados,

paradoxalmente, foi onde se detectou as menores concentracbes de Cryptosporidium e Giardia
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(tabela 5.12). Os valores minimos de detec¢do foram zero para todas as coloragdes. Os valores
maximos foram de 83 oocistos/100L para Imunofluorescéncia, e zero para Kinyoun e Safranina
e 68, 390 e 80 cistos/100L para Imunofluorescéncia, lodo Lugol e lodo Tricrémico,
respectivamente. O valor médio mais alto para cistos foi obtido com a coloragdo de lodo Lugol.
O coeficiente de variacdo foi de 345% para Cryptosporidium e 195% para Giardia.

Tabela 5.12 - Deteccdo de (oo)cistos nas aguas brutas do Rio Gravatai, utilizando
Imunofluorescéncia, Kinyoun, Safranina, lodo Lugol e lodo Tricromico.

Cryptosporidium sp /100 L de &gua Giardia sp /100 L de &gua
Método de deteccdo Método de deteccdo
Imuno Kinyoun  Safranina Imuno Lugol  Tricrémico
Média aritmética 16 0 0 11 92 31
Minimo 0 0 0 0 0 0
Maximo 83 0 0 68 390 80

As figuras 5.7 e 5.8 representam a deteccdo dos microrganismos no Rio Gravatai.

Cryptosporidium sp no Rio Gravatai
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Figura 5.7 - Oocistos de Cryptosporidium sp no Rio Gravatai detectados com as
técnicas de Imunofluorescéncia (1), Kinyoun (K) e Safranina (S)
entre agosto/2002 e julho/2003.
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Giardia sp no Rio Gravatai
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Figura 5.8 - Cistos de Giardia sp no Rio Gravatai detectados com as técnicas de

Imunofluorescéncia (), lodo Lugol (L) e lodo Tricrdmico (T) entre agosto/
2002 e julho/2003.

Observa-se que apenas trés (25%) dos meses avaliados foram positivos para o

Cryptosporidium e seis (50%) para a Giardia. O percentual de detec¢do variou conforme descrito a
sequir:

- Para oocistos:
- 25% somente com Imunofluorescéncia

- 75% sem deteccdo com nenhuma das técnicas

- Para cistos:

8,3% com Imunofluorescéncia

33,3% com lodo Lugol e lodo Tricrémico

8,3% com as trés técnicas simultaneamente

- 50% sem detec¢do com nenhuma das técnicas.

O Cryptosporidium foi detectado entre agosto e novembro e a Giardia S6 comegou a ser
detectada a partir de janeiro.

Néo foi detectada nenhuma diferenca significativa entre as técnicas utilizadas para

Cryptosporidium (P=0,0911) e nem entre as técnicas utilizadas para Giardia (P=0,0585). Neste caso
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era esperado haver diferenca significativa entre as técnicas utilizadas para deteccdo de oocistos,
uma vez que com resultados semelhantes (apenas um més de deteccdo a mais) essa diferenca foi
detectada no Rio dos Sinos. Porém, como a analises sao feitas levando em consideracdo as trés
técnicas, mesmo havendo duas onde nenhum microrganismo foi detectado, é provavel que a
percentagem de deteccdo obtida no Rio Gravatai ndo seja suficiente para as analises estatisticas

detectarem diferencas entre as técnicas.

Nao foi detectada sazonalidade na ocorréncia de nenhum dos dois microrganismos no
Rio Gravatai. As analises estatisticas ndo detectaram diferenca entre os meses durante o periodo

avaliado, sendo os valores de P=1 e P=0,149 para Cryptosporidium e Giardia, respectivamente.

5.4.2 Analises das correlagtes lineares e regressdes multiplas

No que diz respeito as correlagdes com as varidveis ambientais estudadas, verificou-se
que ocorreu correlacdo entre UV254 nm e Giardia detectada lodo Tricromico (tabela 5.13). Esta
associacdo pode ser devida ao fato de que entre os meses de dezembro/2002 e abril/2003, além
de maio e junho/2003, houve aumento nos valores de UV254 nm e concomitantemente
ocorreram picos na deteccdo de cistos com esta técnica. A vazdo também aparece correlacionada
com Cryptosporidium quando detectado com Imunofluorescéncia e Giardia com lodo Tricrémico.
Nos meses entre agosto e outubro/2003 houve queda na deteccdo do primeiro microrganismo e
também queda nos volumes de vazdo, ocorrendo um pico dos dois em novembro, depois
estabilizando a vazéo e sem detecgdo de oocistos. Entre fevereiro e mar¢go/2003 houve aumento

na detec¢do do segundo microrganismo e ligeira queda na vazao, desta forma ocorreu correlacéo.
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Tabela 5.13 - Correlagio linear entre 0 nimero de oocistos de Cryptosporidium sp e cistos
de Giardia sp e variaveis ambientais analisadas no Rio Gravatai.

Oocistos de Cryptosporidium sp Cistos de Giardia sp
Parametros Imuno Kinyoun Safranina Imuno  Lugol Tricrémico
Temp. r= -0,367 - - 0,130 0,357 0,550
P= 0,240 - - 0,686 0,255 0,064
Turbidez r= -0,204 - - -0,241 0,403 0,291
P= 0,524 - - 0,451 0,194 0,359
ST r= -0,164 - - -0,143 0,212 0,085
P= 0,611 - - 0,658 0,508 0,793
PH r= -0,045 - - 0,205 0,276 0,442
P= 0,890 - - 0,523 0,386 0,150
Condutiv. r= -0,169 - - 0431  -0,021 0,102
P= 0,600 - - 0,162 0,948 0,753
uv254nm r= -0,423 - - 0,399 0,503 0,762
= 0,171 - - 0,199 0,095 0,004
oD = 0,120 - - -0,295  -0,179 -0,228
= 0,710 - - 0,352 0,579 0,476
DBO, r= -0,286 - - -0,205 0,425 0,406
= 0,367 - - 0,523 0,169 0,190
DQO r= 0,097 - - -0,115  -0,070 0,284
P= 0,765 - - 0,722 0,829 0,371
NTK r= -0,005 - - 0,388  -0,062 0,229
P= 0,988 - - 0,212 0,848 0,473
Fosforo T r= 0,018 - - 0,380  -0,132 -0,021
P= 0,956 - - 0,223 0,683 0,948
Vazéo r= 0,842 - - -0,20 -0,52 -0,63
P= 0,0005 - - -0,52 0,007 0,02
C. Fecais r= -0,071 - - 0471  -0,124 0,024
E.coli P 0,826 - - 0,123 0,700 0,940

Modelos matematicos

Os modelos matematicos obtidos com as analises de regressdo mdltiplas estdo

descritos a seguir:

Densidade de oocistos de Cryptosporidium = -23,5 + 0,531 Temperatura — 0,229 Turbidez + 0,047
Solidos Totais + 0,922 pH + 0,000 C. Fecais/E.coli + 0,411 Vazdo (Eg. 10)
(F=1,274; P = 0,3000; R = 0,457; R? =0,209).
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Densidade de cistos de Giardia = -811,8 — 8,70 Temperatura + 6,47 Turbidez — 0,656 Solidos
Totais + 150,7 pH + 0,000 C. Fecais/E.coli — 1,54 Vazéo (Eg. 11)
(F=1,940; P =0,108; R = 0,535; R* = 0,286).

Pode-se observar que o valor de R? para ambos os microrganismos foi muito baixo,
indicando que, neste rio, a ocorréncia dos microrganismos ndo é funcdo dos parametros

avaliados.

5.5 Resultados dos trés rios agrupados

5.5.1 Comparacéo entre técnicas e observacéo de
sazonalidade

Depois de agrupados os trés rios, que de acordo com o0s resultados do teste de
aleatorizacdo mostraram-se semelhantes entre si, fez-se 0s seguintes testes: comparacdo entre as
coloracdes, correlacdo linear, regressdes simples e multiplas. Os resultados estdo expostos a

sequir:

Quando agrupados os trés rios, foram detectadas diferencas significativas entre as
coloragdes Imunofluorescéncia e Kinyoun (P=0,002) utilizadas para a detec¢do de Cryptosporidium
(P=0,02), porém, entre Imunofluorescéncia e Safranina (P=0,06) e entre Kinyoun e Safranina ndo
houve diferenca significativa (P=0,473), embora a diferenga entre Imuno e Safranina, tenha
ficado no limite (tabela 5.14). Estas diferencas s6 foram observadas no Rio dos Sinos, sendo
consideradas portanto, fortuitas. Assim sendo, é provavel que os valores do Rio dos Sinos

estejam influenciando no resultado do agrupamento.

Nas coloracdes utilizadas para a deteccdo de Giardia, ndo houve alteracdo em relacéo
aos resultados dos rios individualmente, ou seja, ndo foi observada diferenca significativa entre as

coloragGes (P=0,615). A tabela 5.14. expde estes resultados.



Tabela 5.14 - Resultado do teste de hipdteses para diferenca entre as
técnicas utilizadas para deteccdo do microrganismo Cryptosporidium sp

nos trés Rios juntos (Taquari, Cai e dos Sinos).

Fonte de variacéo: Soma de quadrados (Q) P (Qb° =Qb)
Técnica

Entre grupos 33922 0,02
Contrastes:

Imuno-Kinyoun 32086 0,002
Imuno-Safranina 16047 0,060
Kinyoun - Safranina 2750,3 0,473
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Em relacdo a sazonalidade, o Cryptosporidium que anteriormente, quando avaliados os

rios um a um, ndo apresentou sazonalidade, agora se observou este fendmeno. A tabela 5.15

exibe os valores de contrastes significativos entre 0s meses.

Tabela 5.15 - Resultado do teste de hipdteses para diferenca entre

0s meses em relacdo ao microrganismo Cryptosporidium sp nos trés rios
agrupados (Taquari, Cai e dos Sinos) (valores de contrastes significativos).

Fonte de variacdo: Més Soma de quadrados(Q) P(Qb° =Qb)
Entre grupos 92852 0,036
Contrastes:

ago-jun 36001 0,005
ago-jul 21424 0,030
set-jun 33024 0,014
set-jul 19143 0,050
out-jun 28481 0,016
nov-jun 34060 0,007
nov-jul 19933 0,037
jan-jun 39574 0,008
jan-jul 24200 0,027
fev-jun 20402 0,041
mar-jun 27612 0,022
abr-jun 39574 0,008
abr-jul 24200 0,033
maio-jun 33196 0,010
maio-jul 19273 0,049
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Para a Giardia os resultados mantiveram-se como nos rios individualmente, sendo

observada sazonalidade. A tabela 5.16, exibe os valores de contrastes significativos para este

microrganismo.

5.5.2

Tabela 5.16 - Resultado do teste de hipGteses para diferenca entre
0s meses em relagcdo ao microrganismo Giardia sp nos trés rios agrupados
(Taquari, Cai e dos Sinos) (valores de contrastes significativos).

Soma de quadrados(Q) P(Qb° =Qb)

Fonte de variacdo: Més

Entre grupos 7,0414e+05 0,001
Contrastes:

ago-fev 1,1061e+05 0,016
ago-jun 2,3851e+05 0,001
ago-jul 2,7602e+05 0,001
set-fev 84324 0,020
set-abr 10805 0,420
set-jun 1,9908e+05 0,001
set-jul 2,3347e+05 0,001
out-jun 1,5867e+05 0,004
out-jul 1,8952e+05 0,001
nov-fev 80267 0,026
nov-jun 1,9282e+05 0,001
nov-jul 2,2669e+05 0,001
dez--fev 76440 0,036
dez-jun 1,8686e+05 0,001
dez-jul 2,2023e+05 0,001
jan-fev 80000 0,031
jan-jun 1,9241e+05 0,002
jan-jul 2,2624e+05 0,001
mar-jun 1,321e+05 0,013
mar-jul 1,6037e+05 0,003
abr-jun 1,1713e+05 0,009
abr-jul 1,4383e+05 0,008
mai-jul 94468 0,021

Analises das correlacdes lineares e regressdes multiplas

Uma vez agrupados os trés rios, refez-se as analises de correlacdes aplicando o teste de

Pearson, os resultados encontram-se expostos na tabela 5.17, onde se pode verificar que ndo

houve correlagdo significativa entre os organismos e nenhuma das variaveis analisadas.
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Tabela 5.17 - Correlacdo linear entre 0 nimero de oocistos de Cryptosporidium sp e cistos
de Giardia sp e variaveis ambientais analisadas nos trés rios agrupados (Taquari, Cai e dos

Sinos).
Oocistos de Cryptosporidium sp Cistos de Giardia sp
Parametros Imuno Kinyoun Safranina Imuno  Lugol Tricrémico
Temp. r= -0,317 0,187 -0,068 -0,109 0,062 -0,162
= 0,060 0,275 0,695 0,528 0,718 0,346
Turbidez = -0,131 0225 -0,031 -0,086 -0,140 -0,226
= 0,448 0,186 0,858 0,617 0,416 0,186
ST r= -0,202 0,200 0,106  -0,012  -0,129 -0,353
= 0,238 0,242 0,537 0,944 0,453 0,035
pH = 0,088 0,309 0,183 0,166  -0,139 -0,128
= 0,609 0,066 0,286 0,334 0,420 0,456
Condutiv. = -0,048 -0,269 0,061 -0,102 -0,153 -0,174
= 0,783 0,113 0,726 0,555 0,372 0,310
uv2s4nm r= -0,215 0,329 0,015 0,131 0,147 0,081
= 0,209 0,050 0,931 0,445 0,391 0,637
oD = 0430 -0,085 0,304 0,364 0,434 0,392
= 0,009 0,624 0,071 0,029 0,008 0,018
DBO, r= 0,161  -0,040 0,102 0,157 0,393 0,347
= 0,348 0,816 0,553 0,361 0,018 0,038
DQO = -0,026 0,028 -0,007 -0,093 0,056 0,013
= 0,882 0,872 0,970 0,589 0,747 0,939
NTK r= -0,188 -0,119 -0,081 -0,158 -0,211 -0,195
= 0,271 0,489 0,640 0,357 0,216 0,253
FosforoT r= -0,211  -0,096 -0,132 -0,108  -0,283 -0,288
= 0,216 0,578 0,441 0,530 0,094 0,089
Vazéo = 0,201 0,147 0,059 0,399  -0,084 0,003
= 0,240 0,392 0,731 0,016 0,624 0,987
C.Fecais/ r= -0,108 -0,069 -0,044 -0,039 -0,141 -0,121
E. coli P= 0,531 0,688 0,797 0,820 0,411 0,480

Modelos matematicos

Empregou-se regressdes simples e multiplas para verificar modelos que explicassem a
ocorréncia dos microrganismos em funcdo das variaveis consideradas mais influentes no

fendbmeno.
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Densidade de oocistos de Cryptosporidium = -109,579 — 1,522 Temperatura— 0,389 Turbidez
+0,157 S6lidos Totais + 22,308 pH + 0,000 C. Fecais/E.coli + 0,007 Vazdo (Eq. 12)
(F=0,897, P = 0,500; R = 0,225; R* =0,051).

Densidade de cistos de Giardia = 376,505+1,420 Temperatura — 1,169 Turbidez — 0,194 S6lidos
Totais — 40,4 pH + 0,000 C. Fecais/E.coli + 0,051 Vazéo (Eq. 13)
(F=251; P =0,026; R = 0,360; R* = 0,130).

Como pode verificar nas equacdes descritas, os valores de R? ndo confirmam esta
associacdo com nenhuma das variaveis.
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6 DISCUSSAO

A discussdo foi feita na mesma sequiéncia dos objetivos propostos. Inicialmente, a
deteccdo dos microrganismos e indices de recuperacdo, seguida das comparacdes entre as
coloracdes e, finalmente, as avaliagdes de associa¢des entre a ocorréncia de microrganismos e as

variaveis ambientais.

6.1 Concentragbes de microrganismos encontrados nos
afluentes

Em todos os quatro afluentes foram detectados ambos os microrganismos, sendo a
densidade média de Giardia maior que a de Cryptosporidium. Verificando a literatura, nota-se que
ocorre uma variacdo na ocorréncia destes microrganismos em aguas superficiais, havendo relatos
de deteccéo de maiores concentracdes de Giardia que Cryptosporidium (Kfir et al., 1995b; Ahmad et
al., 1997; Ho & Tam, 1998; Bertolucci et al., 1998; Karanis et al., 1998; Ré, 1999; Dias Junior,
1999; Hachich et al., 2000). O oposto também ocorre, quando o Cryptosporidium é detectado em
maior quantidade (LeChevalier & Norton, 1995; Crabtree et al., 1996; Zuckerman et al., 1997;
Hashimoto et al., 2002). Ha ainda, relatos de estudos onde o Cryptosporidium foi encontrado em
determinadas fontes de dgua e a Giardia ndo, e vice-versa. Ha pesquisadores que afirmam ndo
haver nenhuma relagdo. De fato, entre 0s microrganismos, quer dizer, ndo necessariamente um

vai estar presente quando o outro estiver.

Avaliando-se as figuras que exibem o0s meses em que o0s rios foram amostrados,
percebe-se que, no segundo semestre, quando as coletas comegaram a ser feitas nas ETAS, houve
aumento na deteccdo da Giardia. Tal fato sugere que os locais de captacdo da CORSAN ficam

proximos a fontes de contamina¢do com este patdgeno; ou que, com o bombeamento para
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dentro das estacOes, ocorra homogeneizacdo da agua, possibilitando a coleta de amostras mais

representativas do sistema do que aquelas feitas as margens dos rios.

Através de pesquisas de qualidade de agua realizadas pela FEPAM e das analises
realizadas durante o desenvolvimento deste trabalho, constatou-se que os Rios Taquari e Cai séo
rios que apresentam menor carga organica que o dos Sinos e Gravatai. Embora, nas analises
estatisticas, s6 os dois primeiros tenham-se mostrado diferentes do Gravatai. Pelo fato de os
protozoéarios hora estudados serem de origem entérica, poder-se-ia supor que nos corpos d'agua
que recebam maior quantidade de esgotos, seriam detectadas maiores concentracdes destes
microrganismos. Ndo foi o que se observou, havendo, na verdade, um claro decréscimo na
percentagem de deteccdo dos microrganismos no sentido Taquari, Cai, Sinos, Gravatai: (75, 42,
33 e 25% para Cryptosporidium e 92, 83, 67 e 50% para Giardia).

Em funcdo do exposto no paragrafo anterior, é possivel supor que a técnica de
purificacdo utilizada neste trabalho — SIM — funcione melhor em 4guas ambientais mais limpas,
uma vez que em dois rios onde foram detectadas as maiores quantidades dos microrganismos,

foram os rios com menores cargas poluentes.

E possivel que os oocistos de Cryptosporidium detectados no Rio Taquari sejam de
origem bovina, os quais sabe-se, infectam também os humanos (Kosek et al., 2001; Dillingham et
al., 2002; Monis & Thompson, 2003), pois existem provaveis fontes de contaminacdo direta as
margens do Rio Taquari, onde o gado pasta livremente ao lado do ponto de captacdo da
CORSAN.

Quando (oo)cistos sdo expostos a estresse ambiental ou estresse pelo processamento
da prépria metodologia, a conformacdo dos epitopos dos antigenos é modificada, fazendo-os
ficarem mais ou menos reativos aos anticorpos. No caso em que os anticorpos utilizados para a
SIM e o corante reagirem abaixo do esperado, 0s (0o)cistos podem ndo ser detectados, causando

resultados falsos negativos (Simmons 111 et al., 2001).

Né&o ¢ possivel afirmar que tal fato ndo tenha ocorrido com as amostras processadas
durante esta pesquisa, pois houve casos de ndo deteccdo de microrganismos, mesmo em algumas

das amostras controle, ocasionando falsos negativos. E provéavel que com as amostras ambientais
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avaliadas tenha ocorrido 0 mesmo, uma vez que 0 numero de microrganismos detectados,
principalmente Cryptosporidium, foi, na sua maioria, bastante baixo, sendo que, em muitos casos,
nem se quer foram detectados. Seria necessaria uma avaliagdo mais aprofundada do aparelho de
filtracdo utilizado neste trabalho, para conclusdes a respeito dos tipos de danos que pode causar

aos (oo)cistos durante o processo de filtracéo.

Apesar de possiveis falsos positivos ou negativos, que podem ocorrer em qualquer
pesquisa, as concentracBes de Cryptosporidium encontradas no Rio Taquari (média de 80
oocistos/100L) foram similares as relatadas em algumas pesquisas: Kfir et al. (1995b) na Africa
(média de 60 oocistos /100L) e Ho & Tam (1998) em Hong Kong (30-300 oocistos/100L).

No Brasil, as concentragdes de microrganismos encontradas em aguas de rios,
normalmente sdo bem superiores as observadas no presente trabalho: Hachich et al. (2000) em
S&o Paulo, avaliaram o Rio Atibaia (na captacdo), o Ribeirdo dos Cristais e o Rio da Cotia, no
canal de captacdo da ETA, e encontraram densidades maximas de 521 cistos/L, 176 cistos/L e
215 cistos/L de Giardia, respectivamente. Franco et al. (2001) em Campinas, também no Estado
de S&o Paulo, encontraram 200 oocistos e 190 cistos/L, indicando claramente contaminacgdo dos
corpos d'agua com altas cargas de contaminantes.

Pelo fato de terem sido encontrados protozoarios nas aguas brutas do Estado e nao
haver relatos significativos de doencas, pressupde-se que o tratamento dessas dguas nas ETAs da
CORSAN deva reduzir a quantidade dessas estruturas bioldgicas na agua final, pois a coagulacéo,
sedimentacdo e filtracdo podem remover boa parte dos microrganismos. Ainda assim, existe a
probabilidade de contaminacdo, mesmo em concentragdes pequenas, pois se sabe que o risco
associado a Cryptosporidium na agua potavel é de 10 oocistos/100L (0,1 oocisto/dia para ingestao
em 1 L de agua) (Mara & Feachem, 1999). De qualquer forma, restam dividas sobre a hipGtese
de que as etapas de tratamento citadas, retirem boa parte dos microrganismos, uma vez que para
a remocao dessas estruturas bioldgicas as plantas de tratamento devem ter operacfes altamente

qualificadas e controladas.

Ainda, deve ser levado em consideragdo o fato de que as secretarias de salde ndo sdo
obrigadas, legalmente, a registrar casos de individuos acometidos pelas mazelas causadas por estes

microrganismos. De acordo com o Ministério da Salde, das doencas consideradas de veiculacéo
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hidrica, somente célera, febre tiféide e hepatite sdo de notificacdo obrigatdria, sendo assim,
desconhecido o nimero de casos das demais enfermidades, como gastroenterites, verminoses,

diarréias infecciosas, entre outras.

H4, ainda, a situacdo mais provavel, a de que pessoas infectadas ndo procurem

atendimento médico, supondo tratar-se de um mal estar passageiro.

6.2 Indices de recuperacio

Como visto na revisdo bibliogréafica, as técnicas mais amplamente difundidas para a
recuperacdo de (oo)cistos envolvem a utilizacdo de membranas normalmente aliadas a separacdo
imunomagnética (com anticorpos monoclonais) e microscopia de Imunofluorescéncia. Porém,
observa-se que a maior parte nao alcanca indices muito expressivos de recuperacdo além de exibir
grande oscilacdo na reprodutibilidade de recuperacdo. Neste trabalho, ndo foi diferente. Nas
amostras ambientais ocorreu uma ampla variacdo nos niveis de detec¢do, desde ndo detectados a
maximos de 383 oocistos/100L e 605 cistos/100L (valores observados no Rio Taquari). Tal fato

também ocorreu quando da calibracdo do aparelho de filtracdo utilizado nesta pesquisa.

Segundo Simmons 11 et al. (2001), resultados de indices de recupera¢do com amostras
ambientais exibem valores consideravelmente baixos, mas com agua reagente, ambos 0s
instrumentos - membrana ou capsula - podem ser utilizados, resultando em recuperacdes

aceitaveis.

A questdo principal é como concentrar 0s microrganismos através de centrifugacéo
sem a utilizacdo de um coagulante, visto que ndo existe material particulado na agua reagente,
como nas amostras oriundas dos afluentes. E este material que serve como agente floculante para
formar o "pellet" quando na centrifugacdo. Todos os trabalhos, inclusive 0 método 1623 (item
9.4.1), citam a utilizacdo de agua de torneira ou agua destilada (dgua reagente) como um branco.
Higgins et al. (2003) afirmam ser esta uma das causas dos baixos indices de recuperacdo das

metodologias.
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Neste trabalho, optou-se por utilizar uma das matrizes, previamente filtrada, para
realizar o teste em branco. Os percentuais médios obtidos foram de 18, 17 e 10% para
Cryptosporidium com Imunofluorescéncia, Kinyoun e Safranina, respectivamente; e 22, 20 e 20%

para Giardia com Imunofluorescéncia, lodo Lugol e lodo Tricrdmico, respectivamente.

Simmons 11 et al. (2001) relataram medias de recuperagdo de 39% com membrana e
47% com capsula no teste de recuperacdo, todavia com uma quantidade muito maior de
(oo)cistos (100-250/10L) de agua sendo utilizada como in6culo e a deteccdo feita somente com a

técnica de Imunofluorescéncia.

LeChevalier et al. (2003) conseguiram uma média de recupera¢do de 72% inoculando
500 oocistos em 10L de agua, com 29 repeticBes e aplicando o0 método 1623. Verificaram uma
grande variacdo, mas obtiveram uma média bem mais expressiva que em nossos experimentos,
servindo-se porém, de uma quantidade de microrganismos inoculados e de um ndmero de

repeticdes bem maior que 0s nossos.

Os indices de recuperacdo obtidos em nosso trabalho estdo mais préximos aos
encontrados por McCuin & Clancy (2003), que inocularam 50 L de &gua bruta com

aproximadamente 100 oocistos e obtiveram uma gama de recuperacéo entre 19,5 a 54,5%.

6.3 Coloragoes

Um dos componentes mais criticos de pesquisas ambientais usando C. parvum sdo as
técnicas de enumeracdo utilizadas (Klonicki et al., 1997), sobretudo no que diz respeito a questdo
da variabilidade na recuperagdo, como ja foi visto na revisdo bibiliogréafica.

Nesta pesquisa verificou-se diferenca na quantidade de oocistos observados com a
técnica de Imunofluorescéncia em relacéo as outras - Kinyoun e Safranina. Em relagdo aos cistos,

estas diferencas ndo foram tdo marcantes. Varios fatores podem explicar as eventuais
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discrepancias do nimero de microrganismos detectados na mesma amostra, com as diferentes

técnicas:

Em alguns meses (agosto, setembro, outubro/2002, junho e julho/2003, no Rio
Taquari; outubro, novembro e dezembro/2002 no Rio Cai; setembro,
outubro/2002, marco e julho/2003, no Rio dos Sinos; e agosto, setembro e
novembro no Rio Gravatai)) foram encontrados oocistos com a
Imunfluorescéncia, 0 que n&o se confirmou com as outras coloragdes.

Supde-se, em funcdo desses resultados, que é grande a probabilidade de que tenha
ocorrido maior nimero de falsos positivos com a Imunofluorescéncia, quando
utilizada na deteccdo de oocistos, 0 que pode ter ocorrido devido ao tamanho e
formato dos oocistos, facilmente confundidos com outras particulas existentes na
amostra. Por outro lado, ndo se pode descartar a hipdtese de que nas analises feitas
com as outras técnicas haja falsos negativos, existindo a possibilidade de que o
material utilizado para separagdo imunomagnética interfira de alguma forma nas
outras coloracBes que ndo a Imunofluorescéncia, uma vez que uma série de

solucgdes € utilizada e varias lavagens sdo feitas.

Na coloragdo que utiliza Safranina, ndo se obteve o efeito de contraste descrito por
De Carli 2001. Na maioria das vezes, 0 material apresentou uma cor uniforme,
dificultando a identificagdo dos microrganismos nas amostras, podendo ter

induzido a falsos negativos.

Com as outras coloragdes, Kinyoun para Cryptosporidium e lodo Lugol e lodo
Tricromico para Giardia, ndo se detectou este tipo de problema. Nas laminas
controle, todas as coloragdes funcionaram bem, tendo-se maior seguranga do

funcionamento das técnicas em relacdo a falsos positivos e negativos.

A Giardia é mais facilmente visualizada que o Cryptosporidium. Quando se utiliza o
lodo Lugol e o lodo Tricromico, praticamente ndo se perde nada da quantidade de
amostra que foi posta na lamina, pois ndo ha necessidade de lavagens sucessivas,
que possam ocasionar perda de material da I1d&mina. Estes fatores, possivelmente

ocasionam uma quantidade muito menor de falsos positivos.
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- Supde-se que (oo)cistos ndo formam uma suspensdo homogénea quando agitados,
em funcdo das cargas superficiais (potencial zeta) existentes nestas estruturas
bioldgicas, existindo a possibilidade de, quando pipetados os 10uL para cada
ldmina, ter-se pipetado uma menor ou maior quantidade de microrganismos ali

presentes, interferindo no resultado final quando comparadas as varias coloragoes.

- Em amostras onde a quantidade de microrganismos é pequena, a fixacdo do
material na l&mina torna-se um fator de grande importancia, pois tende a
subestimar as concentracdes presentes nas amostras, devido a perdas inevitaveis
ocorridas durante o processamento das coloragfes. Nas amostras ambientais
avaliadas nesta pesquisa, a quantidade de microrganismos detectadas foram baixas,

estando portanto, sujeito a estas perdas.

- E possivel que a quantidade elevada de ndo deteccdo tenha influenciado no
resultado quando feitas as comparagdes entre as coloragdes, principalmente para
Cryptosporidium. Porém, no Rio Taquari, as quantidades de ndo detectados néo
foram téo elevadas, e, mesmo neste Rio, n&o foi evidenciada diferenca significativa

entre as coloragdes.

6.4 Relacdes entre parametros de qualidade de agua e
microrganismos

Um dos grandes desafios para os pesquisadores e empresas de abastecimento de agua é
encontrar um indice substitutivo, para oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia. A busca da

correlagdo com parametros ambientais de qualidade de agua tem sido uma constante.

Os alvos da maioria das pesquisas sdo as variaveis turbidez e coliformes fecais, uma
vez que oocistos sdo particulas em suspensdo e os coliformes ainda sdo os indicadores de
poluicdo fecal mais usados. As demais varidveis analisadas: temperatura, sélidos totais, pH, UV
254, condutividade, OD, DBOs, DQO, fosforo total e NTK, normalmente ndo sao avaliadas em

aguas brutas e tratadas, sendo que a maioria dos trabalhos que levam em consideracdo tais
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parametros, é realizada com efluentes domésticos. Uma das poucas pesquisas que relatam
observacOes entre a correlacdo de algumas dessas variaveis e a ocorréncia de Giardia em aguas
tratadas é o de Ahmad (1997) onde avaliou temperatura, pH, OD, condutividade, turbidez e
coliformes fecais, estatisticamente ndo tendo observado nenhuma correlacdo entre a

concentracdo de (oo)cistos e os parametros analisados.

A despeito dessas pesquisas, ha controvérsias na aplicacdo da turbidez como indicador.
Ha pesquisadores que afirmam que uma turbidez de 0,10 UNT ou menos, em agua tratada, indica
que Cryptosporidium e Giardia foram removidos (Rader, 1996 apud Tarquin et al., 1998). Segundo
Bastos (2001), este parametro seria um bom indicador da qualidade parasitoldgica da agua filtrada
e a eficiéncia na sua remocao seria um bom indicador de remocdo de cistos e oocistos. Hsu et al.
(2001c) e Hsu & Yeh (2003), encontraram correlagdo significativa entre concentragfes de
oocistos e turbidez, que, de acordo com 0s autores, poderia ser utilizada como indicador da

remoc&o de Cryptosporidium em amostras ambientais.

Brasil (2004) recomenda que, para a filtracdo rapida, se estabeleca como meta a
obtencdo de efluente filtrado com valores de turbidez inferiores a 0,5 UNT, em 95% dos dados
mensais, e nunca superiores a 50 UNT, visando assegurar a adequada eficiéncia de remocao
daqueles organismos. Ha, no entanto, aqueles que discordam dessa aplicacdo. Vieira (2002) afirma
que a turbidez, embora adotada em alguns padrGes como representante de protozoarios e virus
entéricos (Brasil, 2000), também pode ndo ser uma medida adequada. Ndo somente devido aos
recentes surtos de doencas veiculadas pela agua, ocorridos nos EUA, onde aquele pardmetro
estava dentro dos limites regulamentados, mas também porque as pesquisas tém mostrado que
mesmo em niveis de turbidez menores do que 0,1 UNT, amostras positivas para Giardia e

Cryptosporidium tém sido registradas.

Segundo Swertfeger et al. (1999), os parametros sélidos em suspensdo e turbidez sdo
mais indicados para serem usados como monitores do tempo real, mostrando quando o
tratamento pode estar comprometido ou se ajustes imediatos sdo necessarios, do que para a

determinagdo das capacidades de remocao.

Nesta pesquisa, s6 se observou correlacdo de turbidez com Cryptosporidium sp quando

este microrganismo foi detectado com Kinyoun e Safranina no Rio Taquari. Os valores de r
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foram 0,614 e 0,613, respectivamente, com P=0,034 para ambos os casos. Em nenhum outro rio
foi detectada esta correlacdo de forma significativa e tampouco quando agrupados os trés rios

(Taquari, Cai e dos Sinos).

Quando compostos 0s modelos matematicos, depois de feitas as regressdes simples e
maltiplas, também ndo foi observada esta associacdo, fato que sugere que a ocorréncia destes
microrganismos ndo € funcdo apenas deste parametro.

Em relacdo aos coliformes fecais, a maioria dos pesquisadores afirma que este ndo é o
indicador ideal para a presenca/auséncia dos dois protozoarios, pois grande parte dos trabalhos
realizados ndo observaram correlacdo entre a ocorréncia dos protozoarios e a presenca de tais
indicadores bacterianos (Ahmad et al., 1997; Fricker & Clancy, 1998; Gordon & Bubnis, 2000;
Vieira et al., 2000; Bastos et al., 2001; Bonadonna et al., 2001; Cardoso et al., 2003).

Além da falta de correlagdo observada na maioria das pesquisas realizadas, ha outras
razbes que impediriam a utilizacdo deste indice como indicativo de Cryptosporidium e Giardia. Por
exemplo, estes dois microrganismos sdo muito mais resistentes ao cloro do que os coliformes e
Craun et al. (1997) verificaram que mesmo durante surtos causados por Cryptosporidium e Giardia o

nivel maximo contaminante permitido de coliformes ndo havia sido extrapolado.

Nesta pesquisa também ndo foi detectada correlacdo significativa entre coliformes
fecais/E.coli e Cryptosporidium e Giardia, em nenhum dos quatro cursos d' 4gua estudados e nem
quando agrupados 0s trés rios.

Quanto as demais varidveis analisadas, € provavel que neste trabalho as diferencas
entre os quatro afluentes tenham influenciado nos resultados das correlacdes, pois, de uma forma
geral, ndo ocorreu um padrdo. 1sso, no entanto, ja era esperado, uma vez que se tratam de
sistemas bem diferenciados, conforme os resultados das anélises fisico-quimicas mostraram,
apesar de as analises estatisticas ndo terem evidenciado diferencas significativas entre os Rios
Taquari, Cai e Sinos. Além disso, a relacdo entre parametros é vulneravel a variagdo natural
devido ao acaso existente na distribuicdo dos organismos dentro de uma amostra (Tillett et al.,
2001).
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Houve uma grande variagdo, como visto os resultados, das correlacbes entre o0s

microrganismos e as variaveis ambientais avaliadas, ocorrendo como descrito a seguir:

Para Giardia:

- com pH quando detectada com lodo Tricrémico no Rio Taquari;

- com UV 254 quando detectada com lodo Tricrdmico no Gravatai

- com DBOs quando detectada com lodo Lugol e lodo Tricromico no Rio Taquari
e lodo Lugol no Rio Cai;

- com OD com ambas as coloragdes, apenas no Rio Cali,

- com UV quando detectada com lodo Tricrdmico no Rio Gravatai;

- com NTK quando detectada com lodo Lugol no Rio Cai;

- com vazdo quando detectada com lodo Tricrémico no Gravatai.

Para Cryptosporidium:

- com turbidez quando detectado com Kynioun e Safranina no Rio Taquari;

- com solidos totais quando detectado com Safranina do Rio Taquari;

- com condutividade quando detectado com Imunofluorescéncia e Safranina no Rio
Cai;

- com vazdo quando detectado com Imunofluorescéncia no Rio Gravatai.

O dUnico parametro que apresentou correlacdo com Giardia e Cryptosporidium com
quatro das coloragdes, & exce¢do da Giardia detectada com lodo Tricrdmico e do Cryptosporidium

detectado com Kinyoun, foi a condutividade. Mas tal fato ocorreu somente no Rio Cai.

Os demais parametros avaliados, temperatura, DQO e fdsforo total ndo apresentaram
correlagdo com os microrganismos Cryptosporidium e Giardia em nenhum dos quatro rios, sendo
que no Rio dos Sinos, ndo se observou nenhuma correlagdo com nenhum dos pardmetros
avaliados.
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Quando agrupados os trés rios, as correlacbes observadas nos rios individualmente,

néo se repetiram. Resultados novamente influenciados pelos dados do Rio dos Sinos.

As relacOes entre parasitas e parametros de qualidade da dgua podem ocorrer em
determinados meios aquaticos, mas via de regra ndo ocorre da mesma maneira em todos. Tal fato
se deve a diferengas nas fontes dos parasitas, tamanho da amostra, freqiéncia de amostragem,
fatores ambientais especificos ou outras causas desconhecidas (Atherholt et al., 1998 apud Vieira,
2002).

A associacdo entre a ocorréncia e densidades de (oo)cistos com indicadores da
qualidade fisico-quimica e bacterioldgica da dgua ainda é controversa (Rose et al., 1988; Atherholt
et al., 1988 apud Bastos et al., 2001).

Embora o Cryptosporidium e a Giardia possam ser encontrados em inimeras fontes de
aguas superficiais, em varios paises do mundo, e em algumas fontes de aguas subterraneas, as

concentragdes destes organismos variam enormemente.

Apesar dos processos empregados para detecgdo ndo serem totalmente eficientes, néo
se tem noticia de contaminacdo de Cryptosporidium e Giardia na Regido Metropolitana de Porto

Alegre, devido a auséncia de dados.
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7 CONCLUSOES

? Os dados obtidos indicam que o Cryptosporidium e a Giardia estdo disseminados nas aguas
superficiais dos formadores do Lago Guaiba, em niveis semelhantes aos de outras regides do

Brasil e do mundo;

? O Rio Taquari, proximo ao km 04 e na captacdo da ETA de General Camara, apresentou niveis

de Cryptosporidium variando entre 0 e 383 oocistos/100L e Giardia entre 0 e 605 cistos/100L;

? No Rio Cai, proximo ao km 14 e na captacdo da ETA Montenegro, os niveis variaram entre 0 e
400 oocistos/100L e 0 e 250 cistos/100L;

? No Rio dos Sinos, proximo ao km 08 e na captacdo da ETA Niterdi, os nimeros de detec¢cdo
foram entre 0 e 94 oocistos/100L e 0 e 215 cistos/100L;

? No Rio Gravatai, préximo ao km 06 e na captacio da ETA Alvorada, entre 0 e 83
oocistos/100L e 0 e 390 cistos/100L;

? Pelo fato das ETAs, no Brasil, ndo serem projetadas para a remocdo destas estruturas
bioldgicas, tais valores evidenciam o risco destes patdgenos passarem através dos sistemas de

tratamento de agua existentes a rede de distribuicdo;

? Os indices de recuperacdo do método por filtracdo em membrana do nosso trabalho foram os
seguintes: para Cryptosporidium: 18%, 17% e 10% com Imunofluorescéncia, Kinyoun e Safranina,
respectivamente; e para Giardia: 22% com Imunofluorescéncia, 20% com lodo Lugol e lodo

Tricrdmico, respectivamente. Tais valores se assemelham aos encontrados na literatura.
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? De acordo com os resultados das analises estatisticas, ndo ha diferencas significativas entre 0s
tipos de corante utilizados para a detecgdo de Cryptosporidium e Giardia, podendo qualquer uma
das coloracGes ser aplicada para tal fim. No entanto, foi possivel constatar um relativo grau de
maior eficacia da metodologia de Imunofluorescéncia, em relagdo as outras duas técnicas
empregadas para deteccdo de Cryptosporidium, quando os dados dos Rios Taquari, Cai e dos Sinos
foram avaliados conjuntamente. Todavia, € provavel que este resultado tenha sido influenciado
pelos dados do Rio dos Sinos, que foi o Unico onde se observou diferenca significativa entre as
coloracGes, quando avaliados os rios individualmente. Ndo foi observada diferenca significativa

entre as coloragdes utilizadas para Giardia;

? A vantagem do Kinyoun e Safranina sobre os demais corantes é que ambas sdo coloracdes de
longa duragdo, enquanto a Imunofluorescéncia, o lodo Lugol e o lodo Tricrémico duram apenas
algumas horas. Além disso, a Imunofluorescéncia apresenta a desvantagem de aumentar 0s custos

do processo;

? E provavel que as correlacBes observadas entre as concentracdes de Cryptosporidium e Giardia e
0s parametros Temperatura, Turbidez, Sélidos Totais, pH, UV 254, Condutividade, OD, DBO:.,
DQO, Nitrogénio Total, Fésforo Total e Coliformes fecais/E.coli, tenham sido fortuitas, uma vez
que ndo se repetiram em todos os rios, assim como ndo se confirmaram quando agrupados 0s

dados dos Rios Taquari, Cai e dos Sinos;

? Em nenhuma das situacOes avaliadas (rios individualmente ou agrupados) os coliformes
apareceram correlacionados com os microrganismos avaliados, confirmando, portanto, os dados
de pesquisas publicadas que dizem ndo ser este um indice seguro para a indicacdo da
contaminacio das aguas com os microrganismos Cryptosporidium e Giardia. E provavel que estes
micorganismos sejam mais resistentes as condi¢cGes ambientais do que os coliformes, até mesmo

devido a sua capacidade de encistamento;

? Em funcéo dos resultados alcangados com esta pesquisa, onde apenas em duas situacdes — no
Rio Taquari, quando o Cryptosporidium foi detectado com as técnicas de Kinyoun e Safranina -
conclui-se que é temerario utilizar a remocdo de Turbidez, como um U{nico indicativo da

remocdo total de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia, uma vez que, inclusive
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matematicamente, provou-se que a associagdo entre este pardmetro de controle de agua tratada e

distribuida e a presenca destes microrganismos é duvidosa, necessitando ser melhor esclarecida.
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8 RECOMENDACOES

? Apesar dos resultados alcancados com as pesquisas até aqui desenvolvidas, permanece a
necessidade de técnicas mais rapidas e eficientes de deteccdo e contagem de Cryptosporidium e
Giardia;

? Considerando que ETAs no Brasil ndo sdo projetadas para a remocéo direta e eficiente destes
microrganismos, recomenda-se avaliagdes a longo prazo para averiguar a ocorréncia de

Cryptosporidium e Giardia nas aguas potaveis distribuidas;

? Recomenda-se, ainda, utilizar técnicas que permitam verificar a origem e viabilidade dos
(oo)cistos, pois estudos moleculares tém mostrado a especificidade destes protozoarios,
principalmente o Cryptosporidium. Além disso, um ou varios (oo)cistos invidveis ndo seriam
capazes de desencadear surtos. Antes, porém, de visar etapas mais avan¢adas, recomenda-se
aprimorar as tecnologias capazes de detectar, com precisdo, concentracdes dessas estruturas

bioldgicas, presentes em qualquer tipo de amostra de agua, seja bruta, tratada ou distribuida;

? Recomenda-se, também, comparar as técnicas de deteccdo a base de corantes com técnicas
genéticas tais como PCR e outras;

? Recomenda-se a pesquisa de indices mais eficientes para a indicacdo de remocdo destes
microrganismos em aguas tratadas, que representem uma alternativa ao parametro turbidez e

coliformes;

? Recomenda-se, a0 MS, que crie a obrigatoriedade do registro de casos sobre surtos provocados

por estes patdgenos;
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? E alerta-se a0 MS que a utilizacdo da turbidez como Unico indicativo da remogdo destes

microrganismos é temeraria.
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Anexos



Anexo 1 - Metodologias de coloragao

1.1) Coloragdo com DAPI

? 2,0 mL de reagente de deteccdo

? 1,0 mL de corante de contraste

? 50 mL de tampdo de lavagem

? 0,5 mL de controle positivo

? 0,5 mL de controle negativo

? 3,0 mL de meio de montagem

? 25 laminas para Imunofluorescéncia

? 50 alcas de inoculagdo ou transferéncia

As amostras sdo coradas com anticorpos monoclonais, género especifico,
conjugados a fluoresceina-isothiocianato (FITC-mAb) que conferem fluorescéncia tipica
aos (oo)cistos. O material para esta etapa da coloragdo encontra-se no kit Merifluor

Cryptosporidium/Giardia (Meridian Diagnostic, cat. no. 250050).

1) Em cada pogo da lamina eram colocados 5 niL. de NaOH (0,1M) para neutralizar o acido
2) Sobre o NaOH (0,1M) postos 10nL do material concentrado e purificado, num total de
30 L

3) Deixava-se a lamina secar a temperatura ambiente.

4) Colocava-se uma gota do reagente de detec¢do e uma gota de corante de contraste em
cada pogo.

5) Espalhava-se sobre toda a superficie com uma alca de transferéncia, se necessario.

6) Colocava-se a lamina numa cdmara Umida no escuro e incubava-se a temperatura
ambiente, por aproximadamente 30 min

7) Apo6s os 30 min, era colocado uma gota de tampéo de lavagem (1:10) em cada pogo. A
ldmina era inclinada sobre uma folha limpa de papel. O excesso de reagentes era aspirado.
8) Aplicava-se 50 ni de solugdo corante de DAPI (1/5000 em PBS) em cada poco.
Deixava-se a lamina em repouso a temperatura ambiente, por aproximadamente 1 min.

9) Era colocada novamente uma gota de tampé&o de lavagem (1:20) em cada pogo. A lamina

era inclinada sobre uma folha limpa de papel. O excesso de reagentes era aspirado.



10) Era adicionada uma gota de meio de montagem em cada pogo, e colocava-se a
laminula.

11) O exame das laminas era feito em microscopio ZEISS™ — Germany Axiophot (UV-
com filtro I1- 340-395/ FT 460 LP 470) no Depto. de Genética da UFRGS. Utilizando um
aumento de 200x, os objetos eram identificados como potenciais cistos se apresentavam
formas ovais com aproximadamente 8 -14 um e oocistos se apresentavam formas esféricas
com aproximadamente 4-6 um, além de aparéncia maca-brilhante fluorescente, para ambos.

A confirmacéo era feita utilizando aumento de 400x.

1.2) Método modificado de Kinyoun (a frio)
Solugdes:

- corante de Kinyoun

- alcool-4cido

- aquosa de verde de malaquita

Coloragao da amostra:

1) Eram colocados 10ni do material, concentrado e purificado, em cada lamina, num total
de
30nL

2) O material era fixado com élcool metilico por 30 seg.
3) Corado com corante de Kinyoun por 1 min
4) Diferenciado com solucéo alcool-acido por 2 min

)
)
)
5) O fundo da preparacéo era corado com solucéo de verde malaquita a 3% por 2 min
6) A lamina era entdo lavada com agua destilada e posta para secar

7) Depois de seca a lamina era montada com Entellan

8) As laminas eram examinadas em microscopio (marca Jenaval, binocular) com objetiva de

imerséo

9) Os objetos eram identificados como potenciais oocistos se apresentavam formas
esféricas com aproximadamente 4-6 pum, com uma coloracdo normalmente parpura

intenso.



1.3) Método modificado da Safranina (a quente)

Solugdes:

- aquosa de Safranina
- aquosa de verde de malaquita

- acido-alcool

Coloracao da amostra

1) Eram colocados 10ni do material concentrado e purificado em cada lamina, num total
de

30 nL
2) O material era seco pelo aguecimento
3) Fixado com alcool-acido por 3 a5 min
4) Lavado rapidamente com é&gua destilada
5) Corado com a Safranina a 1% por 1 min aquecendo a ldmina, em chapa elétrica, até a
emissao

de vapores
6) A lamina era lavada rapidamente com é&gua destilada e drenada
7) O fundo da preparacéo era corado com solucéo verde-malaquita a 3% por 2 min
8) A lamina era entdo lavada com é&gua destilada e posta para secar
9) Depois de seca era montada com Entellan
10) As laminas eram examinadas em microscépio (marca Jenaval binocular) com obijetiva
de

imerséo

11) Os objetos eram identificados como potenciais oocistos se apresentavam formas
esféricas

com aproximadamente 4-6 um, com uma coloracdo normalmente purpura intenso.

1.4) Método lodo de Lugol
Solucéao

- lodo de lodo Lugol



Coloracao da amostra

1) Eram colocados 10ni do material concentrado e purificado em cada lamina, num total

de 30nL
2) O material era seco por aquecimento
3) Era colocada uma gota da solucdo corante sobre cada pogo
4) Sobre o material era colocada uma laminula
5) As laminas eram examinadas em microscépio (marca Jenaval binocular) com aumento de
400x
6) Os objetos eram identificados como potenciais cistos se apresentavam formas ovais com

aproximadamente 8 -14 um, com uma coloracdo que variava do amarelo ao marrom.

1.5) Método Corante lodo Tricrémico

Solugbes

- lodo de Lugol
- Corante lodo Tricrdmico

Coloracao da amostra

1) Eram colocados 10 do material concentrado e purificado em cada lamina, num total

de 30nL

2) O material era seco pelo aguecimento

3) Era colocada uma gota da solucéo corante iodo e, sobre esta, uma gota do corante lodo
Tricrémico em cada pogo

4) Sobre o material era colocada uma laminula

5) As laminas eram examinadas em microscépio (marca Jenaval binocular) com aumento
de 400x

6) Os objetos eram identificados como potenciais cistos se apresentavam formas ovais com

aproximadamente 8 -14 um, com uma coloragao verde escuro.



Anexo 2 - Resultados das analises fisico-quimicas e biologicas dos
Rios Taquari, Cai, dos Sinos e Gravatai

Anexo 2.1 - Resultados de analises fisico-quimicas e bioldgicas do Rio Taquari, ponto TA

004, nos anos de 2002 e 2003.

FEPAM - FUNDACAO ESTADUAL DE PROTECAO AMBIENTAL

Ponto de Coleta : TA 004
Local:Rio Taquari, 4 km da confluéncia com o rio Jacui

Municipio:Triunfo
Coordenadas :Latitude Sul:S 29° 55' 45,2"/Longitude Oeste:W 51° 43' 50,4"

Divisdo de Planejamento e Diagndstico
Monitoramento da Qualidade da Agua

RIO TAQUARI

Ano 2002

Parametros Unidade 17/03/02 17/06/02 18/09/02 18/12/02 Média
Turbidez UNT 44,00 39,00 41,00 30,00 38,50
ST mg/| 103,00 65,00 77,00 67,00 78,00
pH 6,80 7,20 6,70 6,00 6,68
oD mg/| 2,30 6,90 8,60 5,60 5,85
DBO, mg/| 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
NTK mg/| 0,7700 0,6500 0,5400 0,6700 0,66
Fosfato total mg/| 0,0644 0,0846 0,0649 0,0643 0,07
Col.fecais/E.coli | NMP/100ml 70 500 285,00
DQO mg/| 17,00 11,00 10,00 11,00 12,25
Temp. agua °C 30,70 16,00 17,60 26,80 22,78
Condutividade phos/cm 12,80 36,40 42,80 44,60 34,15

Ano 2003

Parametros Unidade 03/04/03 16/06/03 | 25/09/03 11/12/03 Média
Turbidez UNT 22,00 70,00 16,00 44,00 38,00
ST mg/| 67,00 109,00 75,00 94,00 86,25
pH 0,00
oD mg/| 7,60 12,00 9,20 7,00 8,95
DBO, mg/| 1,00 1,00 1,00 1,00
NTK mg/| 0,8300 0,6400 0,6200 0,8500 0,74
Fosfato total mg/| 0,0275 0,0600 0,0460 0,0840 0,05
Col.fecais/E.coli | NMP/100ml 6 6 210 74,00
DQO mg/| 5,00 15,00 10,00 9,00 9,75
Temp. agua °oC 23,00 17,00 18,60 23,00 20,40
Condutividade puhos/cm 57,60 43,50 62,60 12,30 44,00

Fonte: FEPAM




Anexo 2.2 - Resultados de analises fisico-quimicas e biolégicas do Rio Cai, ponto CA 014,
nos anos de 1999 e 2000.

FEPAM - FUNDACAO ESTADUAL DE PROTECAO AMBIENTAL
Divisdo de Planejamento e Diagndstico
Monitoramento da Qualidade da Agua

R 1O CAI

Ponto de Coleta : CA 014

Local: Em frente a captacdo da CORSAN e Regional Pélo/Fepam (antigo CA 13.3)
Municipio: Triunfo

Coordenadas: Latitude Sul : S 29° 52" 19"/Longitude Oeste :\W  51° 21' 47"

Parametros Unidade 02/03/99 09/06/99 02/09/99 Média
Turbidez UNT 25,00 25,00 66,00 38,7
ST mg/| 100,00 101,00 100,5
pH 6,60 6,30 6,20 6,4
oD mg/| 7,60 6,00 6,30 6,6
DBO, mg/| 4,00 1,00 1,00 2,0
NTK mg/| 0,9800 0,6000 0,6900 0,76
Fosfato total mg/I| 0,0946 0,0446 0,1080 0,08
Col.fecais/E.coli | NMP/100mi 50 40 20 36,7
DQO mg/| 19,00 11,00 18,00 16,0
Temp. agua °C 30,50 13,80 17,80 20,7
Condutividade puhos/cm 140,70 77,50 71,10 96,4

Ano 2000

Parametros Unidade 03/04/00 27/06/00 - Média
Turbidez UNT 26,00 36,00 - 31,0
ST mg/| 119,00 96,00 - 107,5
pH 7,00 6,90 - 7,0
DBO, mg/| 2,00 1,00 - 15
OD mg/| 4,60 8,80 - 6,7
NTK mg/| 0,6400 0,5700 - 0,61
Fosfato total mg/| 0,1360 0,0932 - 0,11
Col.fecais/E.coli | NMP/100mi 148 240 - 194,0
DQO mg/| 11,00 9,00 - 10,0
Temp. agua °C 23,60 13,80 - 18,7
Condutividade puhos/cm 108,60 87,00 - 97,8

Fonte: FEPAM




Anexo 2.3 - Resultados de analises fisico-quimicas e bioldgicas do Rio dos Sinos, ponto SI 008, no ano de 2002.

Ponto :SI 008
Municipio:Ca

noas

FEPAM - FUNDACAO ESTADUAL DE PROTECAO AMBIENTAL
Divisdo de Planejamento e Diagndstico

Local :Ponte da rodovia BR-386 Tabai-Canoas
Entidade :FEPAM

Monitoramento da Qualidade da Agua
PRO GUAIBA

RI1IO dos SINOS

Coordenadas:Latitude Sul :S 29° 52" 36"/Longitude Oeste :\W 51° 14" 34"

Pardmetros Unidade | 09/01/02 | 06/03/02 | 03/04/02 | 07/05/02 | 04/06/02 | 02/07/02 | 07/08/02 | 03/09/02 | 02/10/02 | 05/11/02 | 05/12/02 | Média
Turbidez UNT 27,00 51,00 39,00 47,00 57,00 42,00 59,00 29,00 63,00 44,00 81,00 48,33
ST mg/| 106,00 121,00 108,00 104,00 129,00 130,00 100,00 80,00 141,00 75,00 129,00 110,50
pH 6,80 6,40 6,60 6,50 6,90 6,60 6,50 6,30 6,70 6,80 6,50 6,61
oD mg/| 4,20 1,20 1,40 3,10 3,00 2,10 6,40 3,20 1,70 2,00 2,80 2,72
DBO; mg/| 5,00 1,00 2,00 1,00 2,00 2,00 1,00 1,00 2,00 1,00 1,00 1,83
NTK mg/| 3,34 1,95 2,08 147 1,84 2,33 0,74 111 1,30 0,76 1,36 1,68
Fosfato total mg/| 0,1940 0,3540 0,2530 0,2530 0,2090 0,2060 0,1730 0,1440 0,1660 0,3210 0,2260 0,23
C.fecais/E.coli | NMP/100ml| 1.000 4.700 1.000 170 7.000 3.000 1.800 1.100 860 10.000 3302,73
DQO mg/| 25,00 19,00 15,00 21,00 26,00 18,00 10,00 15,00 22,00 12,00 19,00 18,08
Temp.agua °C 29,00 26,50 25,60 18,50 19,40 15,00 14,30 15,00 20,00 20,00 24,30 21,24
Condutividade| phos/cm 152,30 188,90 24,60 101,10 107,00 122,50 68,00 90,70 86,20 65,30 81,40 100,38

Fonte: FEPAM




Anexo 2.4 - Resultados de analises fisico-quimicas e bioldgicas do Rio dos Sinos, ponto SI 008, no ano de 2003.

Ponto :SI1 008

Municipio:Canoas
Local :Ponte da rodovia BR-386 Tabai-Canoas
Entidade :FEPAM

FEPAM - FUNDACAO ESTADUAL DE PROTECAO AMBIENTAL
Divisdo de Planejamento e Diagndstico
Monitoramento da Qualidade da Agua
PRO GUAIBA
R10O dos SINOS

Coordenadas:Latitude Sul :S 29° 52" 36"/Longitude Oeste :W 51° 14" 34"

Pardmetros Unidade | 08/01/03 | 06/02/03 | 13/03/03 | 08,04/03 | 06/05/03 | 03/06/03 | 03/07/03 | 13/08/03 | 10/09/03 | 09/10/03 | 04/12/03 | Média
Turbidez UNT 37,00 65,00 66,00 18,00 37,00 41,00 20,00 22,00 46,00 101,00 38,00 43,50
ST mg/| 129,00 111,00 91,00 114,00 161,00 92,00 85,00 140,00 170,00 111,00 117,73
pH 7,00 6,00 6,00 6,00 6,70 6,00 6,90 6,80 6,60 6,44
oD mg/| 2,20 0,60 4,60 4,10 4,80 2,70 3,40 3,50 3,90 3,30 2,10 3,28
DBO; mg/| 2,00 1,00 2,00 2,00 1,00 10,00 1,00 2,00 3,00 1,00 2,00 2,42
NTK mg/| 2,47 2,34 2,26 1,98 2,11 5,63 1,93 3,02 3,81 2,31 247 2,65
Fosfato total mg/| 0,1710 0,9260 0,1870 0,1490 0,1090 0,4770 0,1200 0,1530 0,2290 0,2250 0,1870 0,25
C.fecais/E.coli | NMP/100ml | 1.200 1.700 10.000 760 170 110 3.000 2.300 2405,00
DQO mg/| 16,00 20,00 21,00 13,00 16,00 24,00 13,00 19,00 17,00 18,00 17,00 17,25
Temp.agua °C 29,30 28,00 26,30 23,50 19,00 15,00 18,50 17,50 17,00 21,00 25,90 22,19
Condutividade| phos/cm 128,00 102,30 117,20 119,50 24,40 194,60 111,10 149,50 155,20 110,10 125,40 113,31

Fonte: FEPAM



Anexo 2.5 - Resultados de analises fisico-quimicas e bioldgicas do Rio Gravatai, ponto GR006, no ano de 2002.

Ponto : GR 006

Municipio: Porto Alegre
Local : Foz do arroio da Areia (dique de montante)
Entidade: FEPAM
Coordenadas: Latitude Sul :S 29° 57" 37"/Longitude Oeste :\W 51° 08' 34"

FEPAM - FUNDACAO ESTADUAL DE PROTECAO AMBIENTAL
Divisdo de Planejamento e Diagndstico
Monitoramento da Qualidade da Agua
R I O GRAVATAI

Pardmetros Unidade [ 10/01/02 | 21/02/02 | 04/04/02 | 08/05/02 | 05/06/02 | 04/07/02 | 06/08/02 | 04/09/02 | 03/10/02 | 06/11/02 | 04/12/02 | Média
Turbidez UNT 64,00 46,00 47,00 69,00 49,00 46,00 54,00 56,00 329,00 65,00 90,00 81,83
ST mg/| 175,00 113,00 144,00 132,00 111,00 86,00 87,00 107,00 347,00 108,00 125,00 | 141,25
pH 7,00 6,30 6,80 6,60 6,70 6,30 6,80 6,60 6,60 6,10 6,40 6,59
OD mg/| 0,00 0,70 0,50 1,30 2,00 2,90 3,40 5,30 10,90 1,10 2,10 2,52
DBO; mg/| 5,00 8,00 5,00 5,00 3,00 1,00 3,00 10,00 3,00 4,00 4,82
NTK mg/| 11,5000 3,3700 10,2000 3,9900 2,4000 2,2700 0,9700 2,4000 3,3700 1,9800 2,4800 4,64
Fosfato total mg/| 1,4000 0,5980 0,7090 0,4420 0,3110 0,3340 0,1110 0,2900 0,2970 0,3050 0,3730 0,50
C.fecais/E.coli [NMP/100ml| 410.000 20.000 24.000 1.600 29.000 93.000 3.600 45.000 170.000 98.000 |103109
DQO mg/| 64,00 53,00 36,00 40,00 45,00 33,00 33,00 37,00 41,00 29,00 35,00 40,25
[Temp.agua oC 29,00 29,00 24,50 20,00 19,00 17,00 14,00 14,70 20,00 20,00 23,00 21,63
Condutividade| phos/cm 56,00 178,90 35,00 224,00 148,00 91,70 49,30 82,20 107,90 86,40 101,80 | 113,12

Fonte: FEPAM




Anexo 2.6 - Resultados de analises fisico-quimicas e bioldgicas do Rio Gravatai, ponto GR006, no ano de 2003.

FEPAM - FUNDACAO ESTADUAL DE PROTECAO AMBIENTAL
Diviséo de Planejamento e Diagnostico
Monitoramento da Qualidade da Agua
R 1 O GRAVATAI

Ponto : GR 006
Municipio: Porto Alegre
Local : Foz do arroio da Areia (dique de montante)
Entidade: FEPAM
Coordenadas: Latitude Sul :S 29° 57" 37"/Longitude Oeste :W 51° 08" 34"

Pardmetros Unidade | 07/01/03 | 05/02/03 | 12/03/03 | 07/04/03 | 05/05/03 | 02/06/03 | 02/07/03 | 12/08/03 | 09/09/03 | 08/10/03 | 11/11/03 Média
Turbidez UNT 65,00 38,00 118,00 47,00 45,00 40,00 45,00 50,00 53,00 93,00 69,00 63,33
ST mg/| 140,00 163,00 - 116,00 134,00 156,00 99,00 144,00 137,00 167,00 132,00 138,55
pH 5,50 6,00 6,00 6,50 6,00 - 8,00 - 6,00 6,70 - 6,31
OD mg/| 0,00 4,70 0,00 2,10 2,70 0,10 5,30 - 1,40 1,10 2,50 1,94
DBOg mg/| 5,00 8,00 7,00 5,00 7,00 12,00 3,00 - 8,00 5,00 4,00 6,00
NTK mg/| 7,0900 8,4000 4,3700 6,4400 4,9800 10,9000 2,1000 7,6400 5,3300 4,7200 3,7700 5,85
Fosfato total mg/| 0,6910 1,0600 0,7600 0,7060 0,4510 - 0,2450 0,7840 0,5990 0,5130 0,3930 0,61
C.fecais/E.coli [NMP/100ml| 220.000 460.000 96.000 - 38.000 - 32.000 1.300 1.600 - - 121271,43
DQO mg/| 41,00 54,00 38,00 42,00 35,00 44,00 35,00 42,00 32,00 41,00 39,00 39,92
[Temp.agua °C 28,90 32,00 27,90 22,00 20,00 17,50 16,10 15,00 19,60 21,60 25,00 22,72
Condutividade| phos/cm 162,40 228,00 146,50 132,00 29,80 248,00 83,50 180,90 208,00 148,90 23,10 134,98

Fonte: FEPAM




Anexo 2.7 - Dados de vazdo (m®/s) dos Rios Taquari,

Cai, dos Sinos e Gravatai.

ago/02
set/02
out/02
nov/02
dez/02
jan/03
fev/03
mar/03
abr/03
mai/03
jun/03
jul/03

Taquari Cai dos Sinos  Gravatai
693 493 252 93
506 273 88 38
1161 926 121 43
2186 1231 310 53
1071 540 132 39
249 264 22 14
320 146 23 11
231 195 32 17
136 99 22 15
516 188 91 16
552 391 97 15
755 182 94 29

Fonte CPRM



Anexo 3 - Resultados das analises fisico-quimicas e biologicas

Anexo 3.1 - Resultados das analises realizadas no rio Taquari entre agosto/2002 e julho 2003 (Local da tomada d’agua agosto/2002 a).
janeiro/2003, proximo, ao km 04, de fevereiro a julho/(2003 dentro da ETA General Camara).

Parametro Unidade ago/02|set/02|out/02| nov/02 |dez/02|jan/03|fev/03|mar/03|abr/03|mai/03|jun/03|jul/03| Média
Temperatura °C 162 | 17,1 | 193 21 23 276 | 294 | 269 | 235 | 187 | 178 | 176 | 215
Turbidez UNT 32 15 35 26,5 45 22 47 48 12,5 34 195 | 20 | 297
Solidos Totais mg/L 98 123 | 135 94 130 106 | 1935 | 129 63 975 | 735 | 66,5 | 109
pH 7,5 7,6 7,5 7,1 8,1 7,2 74 7,3 7,2 6,9 6,9 7 7,3
Condutividade uS/cm 0,05 | 0,08 | 0,05 0,05 0,05 | 0,05 | 0,05 | 005 | 006 | 0,05 | 0,06 | 0,06 | 0,05
UV 254 cm* 015 | 0,16 | 0,15 0,14 0,18 | 0,39 | 050 | 0,16 | 013 | 0,33 | 0,32 | 0,16 | 0,23
oD mg/L 45 | 42 | 47 4,2 4 44 | 42 | 47 6 38 | 62 | 58 | 47
DBO, mg/L 11 4,3 0,9 0,5 1,7 13 59 3,7 34 6,1 16,7 | 21 | 40
DQO mg/L 14 24,2 11 6,7 143 | 46 12 8,5 52 16 22 55 | 12,0
NTK mg/L 082 | 0,76 | 047 0,59 065 | 059 | 080 | 1,27 | 053 | 0,67 | 0,67 | 0,33 | 0,68
Fosforo Total mg/L 0,08 | 0,10 | 0,23 0,15 011 | 008 | 0,12 | 0,06 | 0,05 | 0,08 | 0,05 | 0,04 | 0,09
Col. Fecais/E.coli  [NMP/100mL| 1120 | 108 | 2910 816 1414 | 112 35 72 2 35 3790 | 22 | 870
C/Imuno oocistos/100L| 39 56 61 0 139 0 0 61 0 0 222 | 383 80
C/Kinyoun oocistos/100L] 0 0 0 0 76 0 88 0 0 71 0 0 20
C/Safranina oocistos/100L| O 0 0 0 130 0 150 0 0 0 0 0 23
G/Imuno cistos/100L 0 14 195 159 173 68 259 0 0 0 241 | 314 | 119
G/lodo Lugol cistos/100L 0 0 50 0 0 0 515 165 255 185 600 | 345 | 176
G/ lodo Tricrémicogcistos/100L 0 0 0 0 0 75 220 0 65 370 535 | 605 | 156

C- Cryptosporidium G-

Giardia




Anexo 3.2 - Resultados das analises realizadas no rio Cai entre agosto/2002 e julho/2003 (Local da tomada d’agua: agosto/2002 a).
janeiro/2003, préximo ao km 14, de fevereiro a julho/(2003 dentro da ETA Montenegro).

Parametro Unidade ago/02|set/02|out/02| nov/02 |dez/02|jan/03|fev/03|mar/03|abr/03|mai/03|jun/03|jul/03 | Média
Temperatura °C 15 16,2 | 18,7 20 22 273 | 272 | 262 | 212 | 176 | 158 | 165 | 203
Turbidez UNT 23 8 58 38 775 | 155 77 41 14 21 15,5 11 33,3
Solidos Totais mg/L 115 13 210 100 2035 | 975 | 202 825 | 935 | 1035 | 1115 | 73 | 1171
pH 74 7,5 7,0 7,1 7,2 74 7,1 7,2 7,1 7,3 7,1 7,2 7,2
Condutividade uS/cm 0,06 | 005 | 0,08 0,06 0,07 | 009 | 007 | 006 | 008 | 008 | 011 | 0,09 | 0,07
UV 254 cm' 0,15 | 0,15 | 0,16 0,13 019 | 047 | 046 | 014 | 0,10 | 007 | 014 | 0,07 | 0,19
OD mg/L 48 4,7 4 4,2 3,7 34 34 53 6,8 6 6,7 59 4,9
DBO, mg/L 18 | 47 15 0,9 1,9 20 | 49 5,4 2.4 8,5 92 | 98 | 44
DQO mg/L 12 8,2 19 8 12,8 44 14 108 | 108 | 16,1 | 135 | 142 | 120
NTK mg/L 188 | 165 | 1,29 0,71 1,18 | 088 | 140 | 147 | 0,73 | 060 | 093 | 0,33 | 1,09
Fésforo Total mg/L 0,07 | 0,11 | 045 0,28 026 | 010 | 0,20 | 0,08 | 0,08 | 0,09 | 004 | 006 | 0,15
Col. Fecais/E.coli  [NMP/100mL | 10460 | 5470 | 6490 | 3650 6130 | 3450 | 1300 | 1250 | 285 | 1670 | 3879 | 546 | 3715
C/Imuno oocistos/100L| 0 0 28 61 72 0 0 0 0 0 222 | 183 47
C/Kinyoun oocistos/100L| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C/Safranina oocistos/100L| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 400 0 33
G/1Imuno cistos/100L 0 50 64 50 0 68 68 0 0 0 241 | 150 58
G/lodo Lugol cistos/100L 0 0 55 0 0 0 0 75 60 155 200 | 250 66
G/lodo Tricrdmicogistos/100L 0 115 0 0 0 0 0 75 0 155 200 | 165 59

C- Cryptosporidium G

- Giardia




Anexo 3.3 - Resultados das analises realizadas no rio dos Sinos entre agosto/2002 e julho/2003 (Local da tomada d’agua: agosto/2002 a
janeiro/2003, préximo ao km 08, de fevereiro a julho/2003 dentro da ETA Niteroi).

Parametro Unidade ago/02|set/02|out/02| nov/02 |dez/02|jan/03|fev/03 |[mar/03|abr/03|mai/03|jun/03|jul/03 | Média
Temperatura °C 16,3 | 182 | 20,1 21 24 275 | 305 | 285 | 241 | 201 | 173 | 183 | 222
Turbidez UNT 32 17 315 21 49 22 25 35 20 30 255 | 17 | 271
Solidos Tot. mg/L 128 136 | 141 78 155 114 | 1245 | 93 85 135 151 | 1355 | 1230
pH 7 7,1 6,4 6,6 6,6 7,0 6,1 7,1 6,8 6,8 7,3 6,9 6,8
Condutividade uS/cm 0,08 | 0,09 | 0,11 0,08 010 | 0,09 | 0,10 | 0,0 | 0,07 | 0,09 | 0,22 | 0,12 | 0,10
UV 254 cm* 021 | 019 | 0,21 0,18 022 | 045 | 0,32 | 0,24 | 013 | 023 | 0,32 | 0,24 | 0,25
OD mg/LO, 4 3,6 35 35 2,9 3.2 2,6 19 4,0 35 3,7 39 3,4
DBO, mg/LO, 5,9 39 2,5 1,0 2,8 24 | 68 9,9 9,5 88 | 221 | 118 | 73
DQO mg/LO, 146 | 12,7 | 164 15,6 14,1 8,8 19 15 141 | 216 28 | 16,7 | 164
NTK mg/LN, 141 | 141 | 165 0,18 1,76 | 247 | 107 | 247 | 1,07 | 093 | 960 | 2,00 | 22
Fosforo Total mg/L 016 | 0,21 | 021 0,13 022 | 022 | 012 | 05 | 0,10 | 0,24 | 1,12 | 0,11 | 0,24
Col. Fecais/E.coli  [NMP/100mL | 4610 | 19860 | 2419 | 1300 | 1986 | 4610 | 345 370 35 46 |206000| 117 | 20142
C/Imuno oocistos/100L| 0 17 39 0 0 0 0 78 0 0 0 94 19
C/Kinyoun oocistos/100L| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C/Safranina oocistos/100L| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
G/1Imuno cistos/100L 0 0 18 0 0 0 64 0 0 0 55 150 24
G/lodo Lugol cistos/100L 0 0 0 0 65 0 215 70 120 0 0 165 53
G/ lodo Tricrémicocistos/100L 0 0 0 0 0 0 70 145 120 60 0 85 40

C- Cryptosporidium; G

- Giardia




Anexo 3.4 - Resultados das analises realizadas no rio Gravatai entre agosto/2002 e julho/2003 (Local da tomada d’agua: agosto/2002 a).
janeiro/2003, proximo ao km 06, de fevereiro a julho/2003 dentro da ETA Alvorada).

Parametro Unidade ago/02|set/02|out/02| nov/02 |dez/02|jan/03|fev/03 imar/03|abr/03|mai/03|jun/03|jul/03 | Média
Temperatura °C 16,8 | 18,6 | 20,3 21 234 | 284 | 286 | 29,8 23 19,7 | 159 | 18,2 | 220
Turbidez UNT 22 14 22 27 50 27,5 49 29 24 25 21 15 | 271
Sdlidos Tot. mg/L 97 151 128 114 190 | 1585 | 152 93 100 | 1215 | 995 65 | 1225
pH 6,8 7 6,5 6,2 5,9 7,0 6,7 6,9 6,6 6,7 6,5 6,5 6,6
Condutividade uS/cm 0,07 | 0,10 | 0,10 0,07 013 | 0,18 | 0,07 | 0,06 | 0,05 | 0,07 | 0,07 | 0,06 | 0,09
UV 254 cm™* 045 | 048 | 048 0,35 038 | 085 | 0,73 | 064 | 048 | 045 | 059 | 046 | 053
oD mg/LO, 3,9 3 0,9 3 2,8 0,3 19 3,6 5,6 4 3,9 4 3,1
DBO, mg/LO, 69 | 59 | 20 1,0 43 | 22 | 98 58 71 | 105 | 180 | 7,2 | 67
DQO mg/LO, 26 205 | 145 26,8 231 | 26,3 | 21,7 | 315 | 315 | 218 | 31,1 | 20,3 | 246
NTK mg/LN, 318 | 270 | 218 | 1,47 341 | 647 | 1,73 | 313 | 127 | 120 | 1,33 | 093 | 242
Fésforo Total mg/L 022 | 046 | 0,29 0,18 03 | 0,73 | 013 | 0,10 | 0,11 | 0,10 | 0,06 | 0,06 | 0,23
Col. Fecais/E.coli  [NMP/100mL | 24190 | 68700 | 41100 | 8160 | 64900 |155300| 46 76 307 249 148 | 133 | 30276
C/Imuno oocistos/100L| 83 28 0 78 0 0 0 0 0 0 0 0 16
C/Kinyoun oocistos/100L| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C/Safranina oocistos/100L| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
G/Imuno cistos/100L 0 0 0 0 0 68 0 0 0 0 0 68 11
G/lodo Lugol cistos/100L 0 0 0 0 0 155 | 390 80 0 365 115 0 92
G/lodo Tricrdmicolcistos/100L 0 0 0 0 0 75 80 80 0 75 60 0 31

C- Cryptosporidium; G - Giardia






