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RESUMO: Estudos para verificar a ocorréncia, epidemiologia e fatores de risco associados com surtos de
doencgas intestinais de veiculacdo hidrica, tais como as gastroenterites bacterianas e virais vem
possibilitando estratégias de vigilancia e controle destas infec¢des. No entanto os surtos causados por
agentes parasitarios ainda necessitam de maior atencdo, a inexisténcia de metodologia padronizada para
deteccdo em alguns alimentos e dguas, dificultam o esclarecimento e consequentemente hé sub-notificagio
de casos. Este estudo teve por objetivo demonstrar a presenga de agentes bacterianos e parasitarios nas
dguas de sete fontes naturais de utilidade publica localizadas nos municipios de Sorocaba e Votorantim -
Estado de Sao Paulo, analisar fatores ambientais e as condi¢des de manutencdo das fontes. Para a pesquisa
parasitoldgica foram utilizadas diferentes técnicas de concentragio; o sedimento examinado em microscopia
optica, esfregacos corados pela Auramina e Kinyoun observados em objetiva de imersdo. No exame
bacterioldgico utilizou-se os métodos de referéncia “Standart Methods for the examination of water and
wastewater” e “Compendium of methods for the microbiological examination of foods”. No exame
bacterioldgico todas as amostras apresentaram contaminacao por coliformes totais e seis por coliformes
fecais. No exame parasitologico 3 amostras apresentaram larvas de diferentes morfologias, sendo que uma
delas apresentou oocistos de Cryptosporidium sp, ovos pertencentes a superfamilia Oxyuroidea e cistos
de Endolimax nana. Outra amostra apresentou formas cisticas de amebideos. Todas as fontes estudadas
apresentavam condicdes precarias de manutencao.
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O protozoario do género Cryptosporidium foi descrito em
1907 por E.E. TIZZER encontrado parasitando glandulas gastricas
de camundongos e denominado Cryptosporidium muris *°.

Diferentes espécies foram isoladas de diversos
hospedeiros tais como suinos, répteis, aves, felideos, bovinos ,
eqiiinos e humanos % 336,

A criptosporidiose pode acometer pessoas em seu estado
imunoldgico competente, apresentando quadros de moderada
ou nenhuma gravidade, formas assintomaticas ou distirbios
gastrointestinais de curta duragdo evoluindo espontaneamente
para cura. Entretanto em pessoas com o sistema imunoldgico
comprometido, portadores de AIDS, transplantados, doentes auto-
imunes, pacientes em tratamento do cancer, provoca sintomas
agudos, incluindo diarréia, dores abdominais, nduseas, vomitos,
febre, mal estar, problemas respiratorios e infecgcdo persistente,
de longa duracdo, na maioria dos casos de dificil tratamento,
podendo levar o paciente a morte *>.

A criptosporidiose, considerada uma zoonose, hoje
apresenta novo conceito, sendo enquadrada também como uma
antropozoonose, devido a descoberta de diferentes gendtipos
de C. parvum em pacientes HIV positivos (genotipo
antropozoonotico 1 e gendtipo zoondtico 2) onde a transmissao
do gendtipo 1 ocorre somente de pessoa a pessoa.?®. Os
alimentos e dgua contaminados com oocistos sdo veiculos de
transmissdo, considerando as condi¢des de saneamento
ambiental e a falta de habitos de higiene’-3°.

As espécies de Cryptosporidium possuem caracteristicas
morfoldgicas semelhantes , entretanto algumas apresentam variagdo
em relaco ao didmetro dos oocistos, permitindo sua diferenciacao.
Técnicas de maior complexidade devem ser utilizadas para
identificagio de espécies e subespécies de Cryptosporidium . Isto
permite melhor compreenséo sobre sua epidemiologia.’->.

Fatores ambientais e geograficos contribuem para que
os oocistos de Cryptosporidium contaminem aguas de
nascentes, rios e alimentos (verduras e frutas) lavados ou
irrigados pelas mesmas 7 %1225 27,

Inumeros estudos tem sido direcionados para verificar
ocorréncia, epidemiologia, fatores de risco e associagdo com
surtos das doengas intestinais de veiculagdo hidrica, as
gastroenterites bacterianas (salmonelose e shigelose),
parasitarias (criptosporidiose, giardiase e amebiase) e virais
9,12,13,15,17, 21, 24, 25, 28.

Em paises onde ocorreram surtos de diarréia, causados
por Giardia e Cryptosporidium, a analise parasitoldgica da agua
vem sendo utilizada como um dos critérios para determinar sua
potabilidade”® °. A diversidade de métodos e a complexidade
das técnicas para deteccdo destes parasitas na agua tém
dificultado e criado muita polémica entre os estudiosos.
Atualmente parece ter-se chegado a um consenso, os resultados
obtidos apenas com um tnico método pode ndo confirmar a
presenca de parasita, havendo necessidade de recorrer a outros
métodos confirmatorios %.

Este estudo teve os objetivos: 1- verificar a presenga de
agentes microbianos (coliformes fecais) e parasitarios ( em especial
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do género Cryptosporidium) nas dguas ndo tratadas de fontes
naturais. 2- Comparar e avaliar os resultados bacteriologicos e
parasitologicos. 3 — Fornecer subsidios para o servico de
tratamento de aguas brutas, indicando e avaliando sua eficacia .

As analises foram realizadas em 7 fontes de agua bruta
em locais publicos, no periodo de marco a junho de 1996; duas
fontes no municipio de Sorocaba-SP ( fonte 1-S e 2-S) e cinco
fontes no municipio de Votorantim - SP ( 1-V, 2-V, 3-V,4-V e 5-V).

Para o exame bacteriologico da agua foi utilizado o método
da membrana filtrante, preconizado pelo “ Standart Methods for
the Examination of water and wastewater”, para pesquisa de
bactérias do grupo coliformes, coliformes de origem fecal e
Salmonella sp *°.

Para a pesquisa de coliformes totais e fecais foram
filtrados 100 ml de cada amostra e para pesquisa de Sa/monella
sp, 3.000 ml da amostra em membranas filtrantes 0,45 mm, estéreis,
47 mm de didmetro. Apds filtragdo, as membranas foram
colocadas em meios especificos para posterior isolamento e
identificagdo das bactérias, segundo metodologia oficial®.

Para a pesquisa de Sa/monella sp foram utilizadas varias
membranas para uma mesma amostra, as quais foram colocadas
em caldo pré enriquecido e encubadas a 35° C por 24 horas,
segundo metodologia descrita pelo “Compedium of methods
for the microbiological examination of foods™ !-!!.

A inexisténcia de metodologia padronizada e as
dificuldades encontradas na execucdo das técnicas
recomendadas para analise parasitoldgica da agua!®'® | devido
a indisponibilidade de equipamentos, necessidade de grande
volume de agua e de técnicas alternativas para confirmagio,
foram feitas algumas adaptag@es ! % 1012 13. 15,16, 24, 25

Para efetuar as coletas das 4guas, utilizou-se dois
procedimentos:

PROCEDIMENTOI

a) Foram confeccionados e esterilizados sete
absorventes, cadaum formado por 10 dobras de gaze,
de 9,1 cm de largura x 30 cm de comprimento,

b) Para cada fonte foi determinada a vazao, usando como
referéncia o tempo gasto para encher um galdo de 10
litros.

¢) Cada absorvente foi amarrado junto ao cano de saida
de agua, de maneira que toda agua passasse por
ele. O tempo de permanéncia do absorvente na saida
da fonte foi determinado de maneira que passassem
por ele no minimo 720 litros € no maximo 1.800 litros.

d) Os absorventes foram recolhidos em frascos estéreis
de vidro, identificados separadamente por fonte e
encaminhados ao laboratdrio.

e) Foram desfeitas as camadas do absorvente e lavadas
individualmente em 1.000 ml de solucgdo (Tween 80
diluido 1/100).

f) A aguaresultante da lavagem foi colocada em calices
para sedimentag¢@o, por um periodo de no minimo 3 e
no maximo 12 horas.
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g) Os sedimentos foram armazenados em frascos
identificados com o nome da fonte coletada.

PROCEDIMENTOII

a) Foram coletados 10 litros de 4gua em cada fonte,

acondicionados em galdo de polietileno novo e limpo.

b) Os dez litros foram passados em membrana filtrante —

Membrana HA Ester de celulose, 0,45 um de poro, 47
mm de didmetro, branca e lisa; a membrana foi trocada
quando se encontrava saturada; estas foram colocadas
em frasco de vidro de boca larga com tampa rosqueada,
contendo 200 ml de Tween 80 diluido 1/100, agitados
manualmente para desprender o sedimento.

¢) O caldo resultante das lavagens das membranas foram

centrifugados durante 20 minutos a 1.500 rpm em tubos
conicos de plasticos ( S0ml) com tampa rosqueada .
Foi desprezado o sobrenadante e o sedimento foi
armazenado como no procedimento I etapa (g).

Uma parte do sedimento foi submetida a técnica de exame
direto com e sem lugol e outra ao sistema de concentracdo pelo
sistema folmol éter modificado e confeccao de esfregaco, corado
primeiramente pela Auramina, observado em microscopia de
fluorescéncia com aumento de 400X e posteriormente corado
pelo Kinyoum, observado em microscopia 6ptica comum com
objetiva de imersao.

Os resultados sdo apresentados na tabela 1.

Os resultados bacterioldégicos demonstraram a
contamina¢do de coliformes totais em todas as amostras
analisadas. O isolamento de coliformes fecais foi obtido nas
amostras provenientes das fontes 2S, 1V,2V,3V,4V e 5V.

Os resultados obtidos no exame parasitolégico foram
negativos nas fontes 1S, 1V e 4V; para ambos procedimentos.
Presenca de larvas de diferentes morfologias nas fontes 2S, 3V
e 5V; formas cisticas de amebideos na fonte 2V; presenca de
ovos da superfamilia Oxyuroidea, cistos de Endolimax nana e
oocistos de Cryptosporidium sp na amostra da fonte 3V. O
procedimento I foi mais promissor que os do procedimento II,
pois a quantidade de agua passada pelo absorvente foi
fundamental pois aumentou as chances de reter juntamente com
os residuos, cistos, oocistos, larvas e ovos.

As fontes se encontravam em diferentes localizagdes,
mas fatores comuns foram observados: a proximidade com
vegetacao, com encostas de barrancos e presenga de animais
diversos (cavalos, cies, aves, etc.); condi¢cdes precarias de
protecdo, manutenc¢do, limpeza do local, alvenaria de
sustentacao dos canos e saida de dgua, com excegdo da fonte 1-
S que apresentava condigdes melhores, mas ndo adequadas.

A presenca de coliformes totais, nematoides e
protozoarios na agua, necessariamente ndo indicam a relagéo
com espécies encontradas em humanos, podem fazer parte do
ciclo de decomposi¢do dos solos e foram arrastados até as
nascentes de dgua. Entretanto, algumas observacdes devem
ser consideradas, a semelhanca que existe entre a morfologia
dos ovos, larvas, cistos e oocistos encontrados em humanos e

em outros animais, ovos de Ancilostomideos, Enterobius €
Ascaris, larvas de Strongyloides, cistos de amebideos e Giardia
ou oocistos de Cryptosporidium. As condigdes precarias de
preservacdo e manutengao das nascentes de agua; sua trajetoria
até a bica onde a populagao local se serve e o fato de que alguns
parasitos, antes descritos somente em animais ou que raramente
causavam infec¢do em humanos como Cryptosporidium
parvum, Ciclospora cayetanensis e outros, hoje emergem, sendo
agentes causadores de surtos de diarréia. Isto leva a uma reflexdo
sobre novos conceitos de agentes saprofitas e patdgenos,
sobretudo do rompimento do equilibrio entre simbioses.

Os regulamentos que dispdem sobre normas técnicas
especiais relativas a alimentos e bebidas, saneamento ambiental
e preservagdo da satude, sdo aprovados através de portarias do
Ministério da Saude; tem por objetivo fazer com que os 6rgaos
( Secretarias de Saide e do Meio Ambiente dos Estados, do
Distrito Federal e dos municipios), promovam e acompanhem as
adequacgdes necessarias a seu cumprimento. As Vigilancias
Epidemiologica e Sanitaria sdo ferramentas fundamentais neste
sistema, pois estabelecem diretrizes e executam planos de agdes
para monitorar os niveis de contaminagdo e consequentemente
os fatores de risco para a ocorréncia de doengas associadas a
alimentos e agua.

Muitos pesquisadores ao estudarem técnicas para
deteccdo desses agentes, conseguiram demonstrar a resisténcia
de alguns parasitos ao hipoclorito de sddio e a outros agentes
quimicos e radioativos, hoje empregados nas estagdes de
tratamento de agua, demonstrando a ineficacia destes agentes
sobre Giardia e Cryptosporidium, revelando situagdes de
descontrole e inseguranga .

As medidas de controle das doengas de veiculagido
hidrica estdo diretamente ligadas a preservagdo e manutengio
dos mananciais hidricos, ao saneamento basico e principalmente
aeducacfo para a saude. Ha necessidade de recursos financeiros,
destinados a aquisi¢do de tecnologias de ponta, pesquisa de
investigacdo, tratamento da dgua e avaliacdo da sua eficacia,
capacitagdo de equipes multiprofissionais para atuarem nos
planejamentos e acdo -estratégicas de saude.

Este estudo, realizado com técnicas de baixa sensibilidade
nos métodos parasitoldgicos, obteve resultados importantes
que evidenciaram a contaminac@o ambiental nos locais
estudados e contribuiu para as agdes da Vigilancia
Epidemioldgica e Sanitaria do municipio de Votorantim e
Sorocaba.
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Tabela 1. Distribui¢ao dos resultados bacterioldgicos e parasitologicos segundo fonte de dgua natural.

FONTE RESULTADOS BACTERIOLOGICOS RESULTADOS PARASITOLOGICOS
Coliformes totais Coliformes fecais

1-S Enterobacter sp Negativa Negativo
Citrobacter sp

2-S Enterobacter sp Escherichia coli Larvas de diferentes morfologias
Citrobacter sp

IBY Enterobacter sp Escherichia coli Negativo
Citrobacter sp
Proteus sp

2V Klebisiella sp Escherichia coli Formas cisticas de amebideos
Proteus sp

3V Enterobacter sp Escherichia coli Ovos da superfamilia Oxyuroidea
Citrobacter sp Cistos Endolimax nana
Klebisiella sp Larvas de diferentes morfologias

Oocistos de Cryptosporidium sp
4V Enterobacter sp Escherichia coli Negativo

Citrobacter sp
Klebisiella sp

5V Enterobacter sp Escherichia coli Larvas de diferentes morfologias
Citrobacter sp

Todas amostras apresentaram- se negativas para pesquisa de Sa/monella sp
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ABSTRAT. Studies that are accomplished to check the occurrence, epidemiology and risk factors to
outbreaks of intestine diseases of hydric transmission such as the bacterial and viral gastroenteritis have
made it possible to use strategies and control of these infections. However, the outbreaks caused by
parasitic agents still need more attentions. The lack of standard methodology to detect them in different
foods and water makes it difficult to clarify and, as a consequence, to subnotify the cases that have
occurred. This study aimed to demonstrate the presence of bacterial and parasitic agents in seven water
from natural springs of public utility located in Sorocaba and Votorantim cities — Sdo Paulo state, analyzing
environmental factors and source maintenance conditions. For the parasitological research were used
different techniques of concentration: sediment was observed by optical microscopy; smears were prepared
and stained by auramina and Kinyoun and were examined with oil immersion objective. The bacteriological
methods were used the “Standart Methods for the examination of water and wastewater”” and “Compendium
of methods for the microbiological examination of foods”. The bacteriologic results showed the
contamination of total coliforms in all samples, the presence of fecal coliforms was in 6 samples. The
parasitologic results showed presence of larvae from different morphologies in 3 samples, one of them
showed Cryptosporidium sp. oocysts, Endolimax nana cysts and oxyuroidea eggs. Another sample
showed amoeboid cysts. All the sources showed precarious conditions of maintenence.

KEY WORDS. Cryptosporidium sp, water from natural springs, bacteriologic analysis.
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