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RESUMO

Os protozoarios Cryptosporidium parvum e Giardia lamblia tém emergido como principais
causadores de doengas veiculadas a agua, tanto em paises desenvolvidos quanto naqueles em
desenvolvimento. A presenca destes parasitos em agua tem chamado a atencdo das
organizacOes internacionais de salde para uma intervencao nos padrdes de qualidade da dgua
para abastecimento publico. Os cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium sao
resistentes as pressdes ambientais, podendo sobreviver por VArios meses no ambiente
aquatico, além resistir ao cloro no processo convencional de desinfeccdo. A pesquisa foi
realizada no periodo de abril de 2008 a mar¢o de 2009, e teve como objetivo avaliar a
ocorréncia de Giardia e Cryptosporidium em dois sistemas de tratamento de agua da regido
da Grande Vitéria, no Estado do Espirito Santo. O sistema Carapina (A) tem duas opc¢des de
tratamento na mesma planta, filtracdo direta e flotofiltracdo, sendo esta Ultima operada em
situacOes de turbidez > 30 uT na agua bruta. O sistema Vale Esperanca (B) possui duas linhas
independentes de tratamento, uma por filtracdo direta e outra por tratamento convencional. As
técnicas de concentracdo de protozoarios por floculagio com CaCO; e filtragdo em
membranas foram avaliadas através de testes de eficiéncia relativa em diferentes matrizes
(&gua bruta, filtrada e destilada), para definir qual técnica apresenta melhor desempenho na
recuperacdo dos protozoarios. A floculacdo foi melhor para Giardia (48,30%), mas
semelhante a filtracdo na recuperacdo de Cryptosporidium (p > 0,05), sugerindo que em
pesquisas dos dois protozoarios na mesma amostra deve-se utilizar a floculacdo com CaCOs.
Os cistos e oocistos foram visualizados por imunofluorescéncia direta e contraste de fase. Os
dois mananciais estudados ndo apresentaram diferencas no nivel de contaminacdo dos
protozoarios (p > 0,05). O tratamento convencional teve o melhor desempenho na remogéo
dos protozoarios, pois ndo foi detectada a presenca dos parasitos no seu efluente filtrado. Na
agua filtrada da flotofiltracdo identificou-se a maior freqtiéncia de cistos (50,00%) e oocistos
(66,67%). No efluente da filtracdo direta do sistema B, Giardia e Cryptosporidium foram
detectados em 16,67% e 41,67% das amostras, respectivamente. A flotofiltracéo e a filtracdo
direta do sistema B apresentaram turbidez > 0,5 uT na agua filtrada em 100% e 58,33% das
amostras, respectivamente. No efluente da filtragdo direta do sistema A ndo foram
identificados oocistos de Cryptosporidium, somente cistos de Giardia em 16,67% das
amostras. Na agua tratada dos reservatorios ndo se detectou os parasitos, porém os resultados
podem estar subestimados devido as limitacdes das técnicas de deteccdo. A remocao dos
protozoarios por flotofiltracdo variou de 1,00 a 2,36 log e na filtragdo direta nos sistemas A e
B ficou entre 0,39 e 1,91 log sendo que na maioria dos meses ndo foi possivel enquadrar a
eficiéncia de remocéo na recomendacéo feita pela USEPA (3,0 log para Giardia e 2,0 log para
Cryptosporidium) devido a concentracdo encontrada em agua bruta e o limite de deteccéo dos
métodos. CorrelacOes significativas foram observadas na agua bruta, entre os protozoarios e
0s parametros turbidez, coliformes totais, E.coli, cor verdadeira e aparente. O presente
trabalho foi importante para mostrar a real situagdo dos sistemas de tratamento de agua na
regido da Grande Vitoria, ES, quanto a remog&o de protozoarios patogénicos, evidenciando a
importancia do monitoramento de Giardia e Cryptosporidium em &guas destinadas ao
abastecimento publico.

PALAVRAS-CHAVE: Cryptosporidium, Giardia, &gua, abastecimento, remoc&o.



Abstract

The protozoa Cryptosporidium parvum e Giardia lamblia have emerged as the main causes of
waterborne outbreaks, in developed and developing countries. The presence of these parasites
in water has drawn the attention of international health organizations to intervent in the
patterns of water quality. The Giardia cysts and Cryptosporidium oocysts are environmentally
robust and can survive in aquatic environments for several months. Cysts and oocysts are
resistant to standard chlorination disinfection used for drinking water treatment. The aim of
this study was to evaluate the occurrence of Giardia and Cryptosporidium in two water
treatment systems in the city of Vitoria, state of Espirito Santo. The study was conducted from
April 2008 to March 2009, on samples of raw water, filtered effluents and treated water. The
Carapina system (A) has two treatment options in the same plant: direct filtration and
flotofiltration (operated when the raw water turbidity was > 30 uT). Vale Esperanca system
(B) has two water treatment plants, by direct filtration and conventional treatment. The
relative performance of flocculation and membrane filtration methods were evaluated for
recovery of Giardia lamblia cysts and Cryptosporidium parvum oocysts seeded in distilled,
filtered and raw water. The flocculation was better for Giardia (48.30%) but similar to the
filtration in the recovery of Cryptosporidium (p > 0.05), suggesting that in same sample the
two protozoa must be concentrated by flocculation. Cysts and oocysts were identified by
direct immunofluorescence assay and the presence was confirmed by phase contrast
microscopy. The raw water from systems A and B were not different in the level of the
protozoa contamination (p > 0,05). The conventional treatment had the best performance in
the removal of protozoa, because the presence of parasites on its effluent was not detected.
The higher frequency of cysts (50.00%) and oocysts (66,67%) were identified at flotofiltration
effluent. Giardia and Cryptosporidium were detected in 16.67% and 41.67%, respectively, of
the direct filtration system B samples. In the filtered water of flotofiltration and direct
filtration the turbidity was > 0.5 uT at 100% and 58.33% of the samples. At the effluent from
direct filtration of system A, Cryptosporidium oocysts were not identified, only Giardia cysts
in 16.67% of the samples. In treated water from reservoirs the parasites were not detected.
The removal rates of protozoa by flotofiltration ranged from 1.00 to 2.36 log and
by direct filtration (systems A and B) was between 0.39 and 1.91 log. That in most months
was not possible to frame the efficiency of recommended removal by the USEPA (3.0 log for
Giardia and 2.0 log Cryptosporidium), because the concentration found in raw water and
detection limit of the methods. Significant correlations in the raw water were observed
between the protozoa and the parameters turbidity, total coliforms, E.coli, true color and
apparent color. The results of monitoring may be underestimated, because the detection
techniques don’t have 100% recovery. This study was important to show the real situation of
water treatment systems in Vitoria city, when it comes to the protozoa pathogens removal.
Monitoring protozoa is very important to ensure the distribution of drinking water to the
population.

Keywords: Cryptosporidium, Giardia, water, removal.
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1 — Introducdo 17

1. INTRODUCAO

O abastecimento publico de dgua € uma preocupacdo constante da sociedade, uma vez que a
escassez do recurso agua, acompanhada do aumento da demanda e deterioracdo dos corpos
hidricos, encontra-se em niveis alarmantes. O desenvolvimento industrial, crescimento
demogréafico, urbanizacdo e a ocupacdo do solo de forma desordenada e intensa tém
provocado o comprometimento da qualidade da agua destinada ao consumo humano e a

recreacdo, levando ao aumento dos riscos de doencas de veiculacdo hidrica.

Segundo a “World Health Organization” (WHO, 2003), cerca de quatro milhdes de pessoas
morrem anualmente, devido as doencgas associadas ao consumo da agua contaminada e ao
esgotamento sanitario inadequado. Os principais problemas de contaminacdo da agua estdo
relacionados aos agentes bioldgicos patogénicos introduzidos ocasionalmente, representados
principalmente pelas bactérias, virus e parasitos.

A emergéncia, nas ultimas décadas, dos protozoarios Cryptosporidium parvum e Giardia
lamblia como principais causadores de doencas gastrintestinais relacionadas ao consumo de
adgua em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, tem chamado a atencdo das
organizacOes internacionais de salde para uma intervencao nos padrfes de qualidade da dgua
para abastecimento publico. A criptosporidiose e a giardiase acometem, principalmente,
criancas, idosos e pessoas imunodeficientes, apresentando sintomas diversos (diarréias
severas, dores abdominais, nauseas, febre e dores de cabeca), e em alguns casos, podendo
levar ao 6bito. A Giardia tem a importancia de ser o parasita mais diagnosticado em humanos,

e o Cryptosporidium destaca-se por ser recentemente documentada sua transmisséo pela agua.

A veiculacdo hidrica de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia é facilitada pelo
longo periodo que permanecem viaveis no ambiente, pela baixa dose infecciosa, resisténcia a
cloracdo, e no caso dos oocistos, pelo tamanho reduzido que facilita sua passagem pelo leito
filtrante. A qualidade da agua potavel distribuida a populacdo deve ser assegurada pelo
conceito de madltiplas barreiras, que envolve desde a protegdo das fontes (superficiais ou
subterraneas), até a otimizacdo dos processos de tratamento e manutencdo adequada dos

sistemas de distribuig&o.

Alguns paises desenvolvidos ja estabeleceram limites de aceitacdo para cistos de Giardia e
oocistos de Cryptosporidium em agua para abastecimento. A “United States Environmental

Protection Agency” (USEPA, 1999), estabeleceu como meta a auséncia de protozoarios, e
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define que o limite de remocdo com inativacdo de cistos e oocistos deva ser de 3 e 2 log,
respectivamente. Em termos de transmissdo, nos Estados Unidos é tolerado um risco anual de
infeccéo de 1:10.000 (10™). J& no Reino Unido, o “Drinking Water Inspectorate” (DWI, 2005)

indica que o limite méximo adotado é de um oocisto em 10L, com risco anual de 1:10 (10°).

No Brasil, o Ministério da Salde através da Portaria N° 518/2004, apenas recomenda a
pesquisa de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia com o objetivo de atingir um
padrdo de auséncia. A ndo exigéncia do monitoramento destes protozoarios patogénicos em
agua para abastecimento publico no Brasil pode estar colocando em risco a saude da
populacdo, uma vez que a associagdo com os principais indicadores de qualidade da dgua nédo
é bem entendida.

A utilizacdo de técnicas mais sensiveis e especificas para a identificacdo de cistos de Giardia e
oocistos de Cryptosporidium tem sido um grande desafio para as pesquisas relacionadas a
estes protozoarios em agua. O custo elevado e o nimero de etapas sdo considerados fatores
limitantes para a implantacdo das metodologias de deteccdo de Giardia e Cryptosporidium em
laboratdrios de controle de qualidade da agua. No entanto, uso de técnicas alternativas de
maior simplicidade e de baixo custo, mas com rigoroso controle de qualidade, ¢ uma saida

para os laboratdrios que sdo desprovidos de altos investimentos.

A regido da Grande Vitdria € abastecida por dois mananciais superficiais, 0 Rio Jucl e Santa
Maria da Vitoria, cujas aguas sdao captadas pelos sistemas de tratamento Vale Esperanca e
Carapina, respectivamente. Segundo o Instituto Estadual de Meio Ambiente e Recursos
Hidricos (IEMA, s/d), as duas bacias apresentam problemas semelhantes que prejudicam a
qualidade da &gua, como o desmatamento, assoreamento, uso indiscriminado de agrotoxicos,
lancamento de efluentes domésticos e industriais, atividades pecuaristas nas margens dos rios,

e despejo de residuos sélidos domésticos e hospitalares.

Considerando a escassez de trabalhos associados a presenca de Cryptosporidium e Giardia em
estacOes de tratamento de agua no Estado do Espirito Santo, a presente pesquisa teve como
objetivo investigar a ocorréncia dos protozoarios em aguas destinadas ao abastecimento
publico na regido da Grande Vitoria. O trabalho foi realizado por um periodo de 12 meses,
através de amostragens mensais da dgua bruta, filtrada e tratada de dois sistemas de tratamento

de &4gua que abastecem a regido.
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2.OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

A presente pesquisa tem como objetivo geral avaliar a presenca e a remogdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. nos dois principais sistemas de tratamento de

agua na regido da Grande Vitoria, ES.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Auvaliar a sensibilidade das técnicas de concentracao por floculagdo com carbonato de
calcio e filtragdo em membranas na recuperacdo dos protozoarios;

= Comparar qualitativamente 0os mananciais superficiais em termos de concentracdo de
cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium;

= Relacionar a presenga e/ou auséncia de oocistos e cistos com indicadores fisico-
quimicos e bacterioldgicos de qualidade da agua, e indice pluviométrico, visando
buscar parametros que possam ser utilizados como medida indireta da presenca de
00Cistos e Cistos;

= Avaliar a remocao de oocistos e cistos nos diferentes sistemas de tratamento de agua,

indicando a opc¢éo de tratamento com melhor eficiéncia na remog¢édo dos protozoarios.
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3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cryptosporidium E Giardia: UMA QUESTAO DE SAUDE PUBLICA

As doencas relacionadas ao consumo de &gua sdo responsaveis pela grande maioria das
patologias que acometem os seres humanos. Mais de 40% da populagdo mundial ndo tém
acesso aos Servicos sanitarios aceitaveis e, como consequéncia, cerca de quatro milhdes de
pessoas morrem anualmente, devido as doencas associadas ao consumo da agua contaminada

e ao esgotamento sanitario inadequado (WHO, 2003).

Os protozoarios e o0s virus tém substituido as bactérias patogénicas como agentes de maior
preocupacdo na transmissdo de doencas de veiculacdo hidrica e, de modo geral, sdo mais
infecciosos do que os agentes bacterianos (GALE & STANFIELD, 2000). A emergéncia de
um novo grupo de protozodrios presentes na agua, responsaveis por diversos casos doencas
gastrintestinais em seres humanos, e que tém sido registrados em varios paises, demonstra que
a qualidade microbioldgica da agua ndo pode mais ser determinada simplesmente pela

contagem de bactérias do grupo coliformes.

O Criptosporidium e a Giardia séo parasitas responsaveis pelas doencas criptosporidiose e
giardiase, respectivamente. Estes géneros de protozoarios sdo capazes de causar doengas em
animais e humanos, e tém sido associados a numerosos surtos de doengas gastrointestinais em
diversos paises. Nos EUA, segundo Moore et al. (1993), dos 23 surtos associados a ingestdo
de agua em que foram identificados os agentes etiologicos, a maioria estava relacionada com

os parasitas Giardia e Cryptosporidium.

Na populacdo humana existem subgrupos com diferentes susceptibilidades ao parasitismo
causado pelos protozoarios patogénicos, que incluem criancas, idosos, pessoas desnutridas,
prejudicadas por outras doencgas (ex. diabetes), e imunocomprometidos (pacientes com SIDA,
transplantados e que realizam quimioterapia). O Cryptosporidium aparece com maior
patogenicidade em individuos imunocomprometidos do que em outros grupos, apresentando
altas taxas de mortalidade (50%) (ROSE, 1997; ADDISS, et al., 1995; JURANEK,1995).

As doencas causadas por estes protozoarios representam o principal problema de saude
publica, no que se refere ao consumo de agua. Segundo Rose (1997), o Cryptosporidium €
reconhecido como um dos contaminantes da agua mais importantes. As vias de contaminacao
e contato sdo amplamente conhecidas, no entanto surtos ocorrem anualmente em varios
paises, desde zonas tropicais a temperadas (O’DONOGHUE, 1995).
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Os principais casos de criptosporidiose e giardiase estdo associados a dgua de abastecimento
publico. Isto ocorre porque os cistos de Giardia e, especialmente, 0s oocistos de
Criptosporidium sdo capazes de ultrapassar a etapa de filtracdo, possuem resisténcia a
cloracdo e pressdes ambientais, tem potencial zoonotico e a dose infectante € baixa. Apesar
dos protozoarios estarem em elevadas concentragdes no material fecal, sua deteccdo em agua

é dificultada devido as grandes limitacdes das técnicas de identificacéo.

A presenca de Cryptosporidium spp e Giardia sp. ja foi relatada por diversos estudos, em
aguas ambientais e tratadas, tanto em paises em desenvolvimento quanto nos desenvolvidos
(FRANCO et al., 2001; HASHIMOTO et al., 2002; MULLER, 1999). Pesquisas indicam que
o Cryptosporidium spp. esteve presente em 65% a 97% das &guas superficiais monitoradas
(ROSE, 1988; ROSE et al., 1991; LE CHEVALLIER et al., 1991). Um aumento dramatico na
incidéncia de criptosporidiose em diversos paises evidenciou que oocistos de

Cryptosporidium podem sobreviver aos processos convencionais de tratamento de agua.

Os protozoérios apresentam ainda outros meios de transmissao, como &gua de recreacdo, agua
subterranea, alimentos contaminados (especialmente aqueles consumidos crus), animais-
pessoas e pessoa-pessoa. Kramer et al.(1996 e 2001) relataram a presenca de cistos de
Giardia e/ou oocistos de Cryptosporidium em &guas recreacionais de 12 localidades
diferentes, oito somente dos EUA. As investigacOes nestes lugares foram realizadas apds se
detectar casos de giardiase ou criptosporidiose. A &gua do mar também pode apresentar
riscos, ja que Leal et al. (2008) e Johnson et al. (1995) detectaram a presenca de Giardia e
Cryptosporidium neste tipo de agua. No Brasil, Leal et al. (2008) relataram a presenca de

oocistos de Cryptosporidium em ostras e berbigbes destinados ao consumo.

Varios estudos tém documentado surtos associados ao consumo de alimentos, como 0s casos
relatados nos estados de Maine e Nova lorque (EUA) devido a ingestdo de cidra fresca
prensada (MILLARD et al., 1994, FAYER e MORGAN, 2000), leite mal pasteurizado no
Reino Unido (GELLETLIE et al., 1997), salada de frango no estado do Minnesota (CDC,
1996), cebolas verdes mal cozidas em Washington (CDC, 1998), e vegetais e frutas
contaminadas pela manipulagdo de cozinheiros em uma cafeteria em Washington (QUIROZ
et al., 2000).

No Brasil, a portaria n°® 518/04 do Ministério da Saude recomenda a pesquisa de oocistos de
Cryptosporidium spp e cistos de Giardia sp, com exigéncia de auséncias em todas as amostras
coletadas. Entretanto, pouco se tem registrado no pais sobre a real extensdo do problema,

incluindo informacgdes epidemioldgicas sobre estes parasitas. Apesar da importancia e
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urgéncia de controle destes protozoarios em sistemas de abastecimento de agua, a deteccdo
dos mesmos passa a ser um fator importante na implementacdo de ag¢fes preventivas, devido a

dificuldade metodoldgica de deteccao.

3.2 CASOS DE CRIPTOSPORIDIOSE E GIARDIASE ASSOCIADOS A AGUA

Casos de giardiase tém sido relatados desde a década de 40, mas os registros dos primeiros
surtos foram na década de 60. Na década de 70, Giardia lamblia foi o agente etioldgico mais
identificado em agua para abastecimento nos EUA. J& os relatos de Cryptosporidium como
causador de doencas gastrintestinais de via hidrica sdo mais recentes, documentados em
meados dos anos 80. Apesar de hoje as tecnologias de tratamento de agua estar difundidas em
quase todos os paises, surtos de veiculacao hidrica continuam acontecendo (CARDOSO et al.,
2002). A tabela 1 apresenta a ocorréncia de surtos em varios paises.

Problemas metodologicos de identificacdo de Giardia e Cryptosporidium sdo uns dos
principais impasses na detec¢cdo de um surto ocasionado por estes protozoarios. Muitas vezes,
em episodios de surtos de criptosporidiose via hidrica, os parasitas ndo sao identificados na
agua distribuida a populagdo. Mas em alguns casos, a deteccdo dos protozoarios em agua
tratada tornasse evidente a origem e gravidade dos surtos de doengas gastrintestinais causadas

pelos parasitas.

De 1983 a 1999, foram relatados 69 surtos de criptosporiose em paises como EUA, Reino
Unido, Canada, Japdo, Nova Zelandia e Austrdlia. Somente na América do Norte, de 1985 a
1997, 12 surtos foram registrados, sendo que em dois destes (em Milwaukee e Las Vegas) as
taxas de mortalidade em pessoas imunocomprometidas variou de 52 a 68% (ROSE, 1997). O
surto ocorrido em Milwaukee (1993) foi 0 que teve maior repercussao, atingindo cerca de
400.000 pessoas. Estes surtos ocorreram em localidades nas quais a qualidade da agua
distribuida a populacéo atendia aos padrdes de potabilidade exigido pela legislacdo, e em trés
delas o tratamento de agua superficial captada incluia filtracdo (CARDOSO et al., 2002).
Durante o surto acontecido em Milwaukee (EUA), foram registradas 73 mortes de pacientes
portadores de SIDA (33 com Cryptosporidium), e os hospitais da regido atenderam pacientes
com sintomas caracteristicos de infeccdo por este protozoario por cerca de 440 dias,
representando um custo médico adicional de US$ 760.000,00 (GILSON, et al., 1994).
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A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), em 1999, relatou que 10% dos registros de surtos
de doencas ocasionadas pela 4gua contaminada na Europa, tinham como responsaveis 0s
protozoarios Cryptosporidium parvum e Giardia lamblia. Segundo Kramer e colaboradores
(2001), nos EUA estes mesmos parasitas foram responsaveis por 20% das doencas
relacionadas a agua. Dados do “Center for Disease Control and Prevention” (CDC, 2008)
descrevem o aumento do numero de casos de criptosporidiose de 3.411 em 2004, para 8.300
em 2007. Somente o Estado de Utah foi responsavel por 1.902 casos, registrados entre os

meses de junho e dezembro de 2007, e a principal causa foi associada a aguas de recreacao.

Tabela 1. Registros de surtos de criptosporidiose e giardiase em varios paises (Fonte:

BERINO, 2004).

Referéncia Local Parasita Fonte Ocorréncias
Akim e Jakubowski Colorado, EUA Giardia AB 123 casos
(1986)
Rose (1990) Inglarerra Cryptosporidium AB 16 casos (1983)
Rose (1990) Inglarerra Cryptosporidium AB 50 casos (1 1985)
Rose (1990) EUA Cryptosporidium AB 2.006 casos (1984)
Rose (1990) EUA Cryptosporidium AB 13.000 casos (1987)
Rose (1990) Escécia Cryptosporidium AB 27 casos (1988)
Swendon/ -
Rose (1990) Cryptosporidium AB 5.000 casos (1989)
Oxford

Richardson et al. -
(1991) Inglarerra Cryptosporidium AT 19 surtos
Rose et al. (1991) EUA Cryptosporidium  AR/AT 106 casos (entre 1965-1988)
Kramer et al. (1996) Indiana, EUA Giardia AR 80 casos em piscina (1994)
Kramer et al. (1996) Mag)L/JIan, Giardia AR 12 casos em lago (1993)
Kramer et al. (1996) Missouri, EUA  Cryptosporidium AR 101 casos em piscina (1994)
Kramer et al. (1996) Novgd;rsey, Giardia AR 43 casos em lago (1993)
Kramer et al. (1996) Novgd;rsey, Cryptosporidium AR 418 casos em lago (1994)
Kramer et al. (1996) WasngJngton, Giardia AR 6 casos em rio (1993)
Kramer et al. (1996) Wiscosin, EUA  Cryptosporidium AR 174 casos em piscina (1993)
Kramer et al. (1996) Minesota, EUA  Cryptosporidium AT 27 casos em lagos (1993)
Kramer et al. (1996) Nevada, EUA  Cryptosporidium AT 103 casos em lagos (1993)

Pensylvania, N 20 casos em &gua subterranea
Kramer et al. (1996) EUA Giardia AT (1993)
Kramer et al. (1996) SOUIEBZkOta’ Giardia AT 7 casos em &gua subterranea (1993)
Kramer et al. (1996) Tenessee, EUA Giardia AT 304 casos em reservatorio (1994)

New 18 casos em reserv. e 36 em lagos
Kramer et al. (1996) Hampshire, Giardia AT X 9
(1994)
EUA

Kramer et al. (1996) Washington, Cryptosporidium AT 7 casos em &gua subterranea (1993)

EUA
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Washington,

134 casos em agua subterranea

Kramer et al. (1996) EUA Cryptosporidium AT (1994)
Kramer et al. (1996) Wiscosin, EUA  Cryptosporidium AT 403000 casos em lagos (1993)

- 13 surtos de Criptosporidiose e 1
Kramer et al. (2001) Inglarerra Crypto e Giardia AR/AT de giardiase (1986/96)
Kramer et al. (2001) Malta Giardia AR/AT 1 surto (1996)
Kramer et al. (2001) Eslovénia Giardia AR/AT 2 surtos (1996)

N 1 surto de criptosporidiose e 7 de
Kramer et al. (2001) Espanha Crypto e Giardia AR/AT giardiase (1996)

L N 1 surto de criptosporidiose e 4 de
Kramer et al. (2001) Suécia Crypto e Giardia AR/AT giardiase (1996)
Outbreak (2000) Florida, EUA  Cryptosporidium AR 170 surtos
Barwick et al. (2000) EUA (97/98)  Cryptosporidium AR 49 eventos; 4211 doentes; 5 mortes
Hellard et al. (2000) Austrélia Cryptosporidium AR 11 casos em 7 familias
Cartwright e A - . .
Colbourne (2001) Mediterraneo  Cryptosporidium AR 172 turistas briténicos afetados
Craun et al. (1998) EUA Cryptosporidium AT 19 surtos
. - 1.476 episadios de diarréia

Newman et al. (1999) Brasil (NE) Cryptosporidium AT (criancas)
Slifko et al. (2000) EUA Cryptosporidium AR 9 casos (1997-98)
Rose e Huffman (2002) Inglarerra Cryptosporidium - 5.794 casos em 2000 e 3681 em

2001

AB — 4gua bruta.
AR — &gua recreacional.
AT — 4gua tratada.

No Brasil, segundo Wuhib et al. (1994), o protozoarios Cryptosporidium foi 0 mais comum
causador de diarréia em pacientes com SIDA e sugere que as transmissdes pela agua sofreu
influéncias da sazonalidade, sendo a maioria dos casos associados a episodios de chuvas. As
mudangas climéticas podem direta ou indiretamente potencializar as incidéncias de doencas
de veiculacdo hidrica. Fortes chuvas, enchentes e inundacbes favorecem a dispersdo e o

contato do hospedeiro com os parasitas.

Dados de ocorréncia e surtos destes patdgenos na populacdo brasileira ainda sdo escassos.
Fagundes Neto e Oliva (1996) relataram que o0s protozoarios Giardia lamblia e
Cryptosporidium spp. estdo entre os enteropatdgenos mais frequentemente envolvidos com as
doencas diarréicas no Brasil. Gennari-Cardoso et al. (1996), em pesquisa feita em fezes
diarréicas de 94 criancas, entre 0 e 12 anos, identificaram oocistos de Cryptosporidium em
4,26% pacientes. No nordeste do pais, Weikel et al. (1985) relataram que Cryptosporidium foi
0 quarto patdogeno mais comum associado com diarréia. Nesta mesma regido, Newman et al.
(2001) identificaram Giardia lamblia em 27,4% (43/157) das criangas pesquisadas. Em um
hospital de referéncia no Municipio de Vitdria, ES, Sadovsky (2005) detectou, em criancas de
até trés anos com diarréia aguda, a prevaléncia de 11,4 e 14,8% de Cryptosporidium spp. e

Giardia lamblia, respectivamente.
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3.3 O PARASITO CRYPTOSPORIDIUM
Historico

O género Criptosporidium compreende protozodrios parasitas que receberam grande atencéo
nos dltimos 20 anos como patégenos humanos clinicamente importantes. Foi descrito pela
primeira vez por Ernest Edward Tyzzer em 1907. Por muito tempo pensou-se que fossem
patdgenos de animais de ocorréncia raras e oportunistas. O primeiro caso de criptosporidiose
humana foi relatado nos Estados Unidos em 1976 e envolveu uma crianga de 3 anos residente

em area rural, que sofria de uma severa gastrenterite.

Com base na morfologia e em estudos de transmissao cruzada, sdo reconhecidas as seguintes
espécies do género Cryptosporidium: C. hominis, responsavel por mais de 70% das doencas
causadas por Cryptosporidium em criancas de paises em desenvolvimento; C. parvum,
causador de infec¢des intestinais e respiratorias nos mamiferos; C. muris, que tem sido
descrito por infectar apenas o estbmago de roedores; C. baileyi, que infecta as aves;
C.serpentis que infecta os répteis, C. nasorum, infeccioso para os peixes e C. felis capaz de
infectar felinos. Portanto, os animais silvestres e domésticos podem constituir reservatérios da

infecgdo humana, uma vez que esta demonstrada a transmissdo entre animais e humanos.

Os primeiros estudos sobre a ocorréncia ambiental de Cryptosporidium comegaram em 1985,
e em 1988, a USEPA incluiu o Cryptosporidium na “Drinking Water Protection List”
(DWPL), ap6s surtos de criptosporidiose ocorridos no Texas, Georgia e na cidade de
Milwaukee (BUTLER & MAYFIELD, 1996).

Ciclo Biolégico

O ciclo de vida do Cryptosporidium pode ser dividido em seis segmentos distintos: o
desencistamento, a merogonia (assexual), a gametogamia (sexual), a fertilizacdo, a formacao

da parede do oocisto e a esporogonia (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida do Cryptosporidium spp. (Fonte: JURANEK, 2000 apud CDC, 2008).

Os estagios de vida do parasito sdo todos intracelulares. O esporozoito se diferencia em um
trofozoito esférico e em seguida a multiplicacdo assexuada ocorre formando 2 tipos de
merontes (ou esquizontes): o tipo 1 contém 6-8 ndcleos os quais se tornam incorporados em
6-8 merozoitos quando o meronte esta maduro. Cada merozoito é capaz de infectar uma nova
célula hospedeira e depois se desenvolver tanto em um novo tipo 1 de meronte ou em um
meronte tipo 2 o qual contém apenas 4 merozoitos quando maduro. Os merozoitos de tipo 2
também invadem novas células do hospedeiro, e iniciam a multiplicacdo sexual se
diferenciando em estagios macho (microgametocito) e fémeas (macrogametas). ApoOs
fertilizacdo, o macrogameta fertilizado ou zigoto se desenvolve em um oocisto e cada oocisto

contém 4 esporozoitos potencialmente infecciosos (GOODGAME, 1996).

A forma mais importante é a do oocisto esporulado, com diametro de 4 a 6 um, que é

eliminado nas fezes dos hospedeiros. A parede do oocisto & espessa, 0 que confere uma
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protecdo robusta aos esporozoitos em momentos de estresse e, também resisténcia contra os
desinfetantes clorados. Nos mamiferos, a infeccdo ocorre frequentemente no trato
gastrintestinal (FAYER, 1997).

Cada geracao de parasita pode se desenvolver e maturar em um periodo de 12-14 horas. O
ciclo de vida répido somado aos ciclos autoinfectivos podem produzir grandes nimeros de

parasitas no intestino.

Transmissdo

A criptosporidiose é transmitida principalmente pela ingestdo de &agua contaminada, mas
também pode ser veiculada pela ingestdo de alimentos contaminados, através do contato de
animal com pessoas e via contato pessoa-pessoa. Em qualquer destas situacbes, a
probabilidade de transmissdo, mesmo com pequenas quantidades de oocistos, € muito alta.
Segundo Dupont et al (1995), a dose infecciosa minima necessaria para infectar 50% (ID50)
de individuos adultos saldaveis é de apenas 132 oocistos de C. parvum. A ID50 para
individuos imunocomprometidos € de 35 a 50 oocistos, no entanto, alguns trabalhos sugerem

gue apenas dois oocistos sdo capazes de causar infecgao.

Manifestagdes Clinicas

A criptosporidiose pode atingir individuos de todas as idades, mas exige maior preocupacgao
guando atinge criancas, idosos e imunocomprometidos. Os sintomas podem variar desde
portador assintomatico até diarréias severas semelhante a da cdlera, e dores abdominais,
nauseas, anorexia, febre e dor de cabeca (ANDRADE NETO e ASSEF, 1996).

Nos pacientes imunodeprimidos infectados pelo virus da SIDA, o grau de imunodeficiéncia
correlaciona-se com a severidade da infec¢do, podendo ocorrer desequilibrio eletrolitico, ma

absorcdo, emagrecimento acentuado e mortalidade elevada (NEVES, 2000).
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Epidemiologia

O Cryptosporidium tem sido considerado em varios paises o parasita intestinal mais
importante, superando outros protozoarios. A infec¢do por Cryptosporidium ja foi relatada em
mais de 60 paises distribuidos nos seis continentes, acometendo pessoas entre 3 e 97 anos de
idade (ROSE, 1990; FLANIGAN e SOAVE, 1993). As pessoas mais suscetiveis de serem
infectadas pelo Criptosporidium sdo: criangas em creches, pessoas que utilizam agua néo
tratada, pessoas em contato com pacientes contaminados em hospitais, veterinarios em

contato com animais de fazenda, e principalmente individuos imunodeficientes.

Estudos realizados em diversos paises mostraram que a criptosporidiose tem uma prevaléncia
meédia de 1% a 3% nos paises desenvolvidos, e em paises em desenvolvimento os indices
podem variar de 5% a 10%, podendo atingir até 15% em algumas regides. Em algumas
regides do Brasil, os indices chegam acima de 20% para criancas e individuos portadores da
SIDA (LIMA, 2000). Segunda o Ministério da Salde, no periodo de 1980 a abril de 1999
foram notificados 155.590 casos de SIDA, nos quais consta a ocorréncia de criptosporidiose
em 4.691.

Patogénese

A patogenia da criptosporidiose é influenciada por vérios fatores que incluem, entre eles, a
idade, a competéncia imunoldgica do individuo infectado, e a associagdo com outros
patdgenos. Durante algum tempo foi considerada uma doenca que acometia apenas individuos
com algum tipo de imunodeficiéncia, mas nos ultimos anos tem sido observada uma

frequéncia consideravel em pessoas imunocompetentes (LIMA, 2000).

Apdbs o0 processo de excistacdo quatro esporozoitos sao liberados e aderem a superficie da
mucosa intestinal através de um fator de aderéncia identificado como uma lectina. Apds esta
interacdo, alguns estudos sugerem que as células da mucosa intestinal liberam citocinas que
ativam fagocitos residentes. Estas células ativadas liberam fatores solGveis que aumentam a
secrecdo de agua e cloretos do intestino e inibem a sua absorcéo. Assim, as celulas intestinais
seriam danificadas por um dos seguintes processos: a morte das células seria um resultado
direto da invasdo, multiplicacdo e extrusdo do parasito ou de uma resposta inflamatoria que
produziria atrofia das vilosidades e hiperplasia das cristas intestinais (GOODGAME et al,
1996).
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Tratamento

A administracdo de somente nitazoxamida, ou combinada com paramomicina pode ser usada
para o0 tratamento de criptosporidiose, apresentando grande atividade em pacientes
imunocomprometidos por SIDA. Em adultos e criangas imunocompetentes, a nitazoxamida
tem sido recomendada nos EUA (ROSSIGNOL, 2009).

3.4 O PARASITO GIARDIA
Histérico

A Giardia foi, possivelmente, o primeiro protozoario intestinal humano a ser conhecido. A
primeira descricdo foi atribuida a Anton van Leeuwenhock, em 1681, que notou
microrganismos moveis em suas proprias fezes. Nos ultimos 20 anos, a Giardia tem sido

bastante estudada, devido & grande disseminacdo nas populagdes.

O género Giardia é descrito como parasita de varias espécies animais, como a Giardia
duodenalis capaz de infectar espécies de aves, répteis e mamiferos; G. muris, infecta roedores,
aves e répteis; G. agilis, infecta anfibios; G. psittaci, parasita periquitos; e G. ardeae, que
acomete as garcas azuis. A espécie que parasita 0 homem possui trés denominacGes, G.
duodenalis, G. lamblia e G. intestinalis (SOGAYAR e GUIMARAES, 2000).

Ciclo Bioldgico

A Giardia é um parasito monoxénico de ciclo biologico direto. O ciclo inicia-se com a
ingestdo dos cistos e o desencistamento no estdbmago pelo meio acido, completando-se no
duodeno e jejuno, onde ocorre a colonizacdo do intestino delgado pelos trofozoitos. Estes se
reproduzem por divisdo binaria longitudinal (assexuada). O ciclo se completa pelo
encistamento pelo parasito e sua eliminagdo para o meio exterior. Dentro do cisto ocorre a
nucleotomia, podendo apresentar-se entdo com quatro nucleos (figura 2). Recentemente, a
Giardia foi classificada como também de reproducdo sexuada. Algumas pesquisas

demonstraram que espécimes isolados de Giardia duodenalis tem funcionalidade dipldide,
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que apresentam recombinacao ou reproducdo sexual (COOPER, et al., 2007; Morrison et al.,
2007).

Contaminagio da dgua, alimentos e
fomites com cistos infectados.

Eliminacdo do parasito
na forma de cisto e
trofozoito para o meio

A- Estagio Infectante
A- Estagio reprodutivo

Figura 2. Ciclo de vida de Giardia lamblia. (Fonte: CDC, 2008)

Transmisséo

A principal via de infeccdo do homem é através da ingestdo de cistos maduros, que se
transmite principalmente pela ingestdo de &gua contaminada e sem tratamento, ou com
tratamento inadequado (somente cloragéo), alimentos contaminados, e contato pessoa-pessoa
e animal-pessoa. Em voluntarios humanos, verificou-se que um pequeno nimero de cistos (10
a 100) é suficiente para produzir infeccdo (NEVES, 2000).

Manifestagdes Clinicas

A giardiase pode se manifestar de forma assintoméatica em adultos, mas em criangas sdo
freqlientes os sintomas de diarréia cronica podendo persistir por meses, perda de peso,

anemia, e em alguns casos, dor abdominal. As principais complicacfes de giardiase cronica
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estdo associadas a ma-absorcdo de gordura, e nutrientes como vitaminas lipossollveis,

vitamina B12, ferro, xilose e lactose.

Epidemiologia

A giardiase é encontrada em todo mundo, acometendo principalmente criancas de oito meses
a 12 anos. Altas prevaléncias sdo descritas em regides tropicais e subtropicais e entre pessoas
gue ndo tem acesso ao saneamento basico. O cisto é capaz de resistir até dois meses no meio
exterior, em boas condi¢cbes de umidade e temperatura, € ao processo de cloracdo no

tratamento de &gua.

A maior parte dos casos de diarréia ndo-bacteriana na Ameérica do Norte é causada pela
Giardia, onde se estima que 2% da populacdo estejam infectadas pelo protozoario (US-FDA,
2006). Os principais surtos da doenca foram associados ao consumo de agua proveniente de
sistemas que ndo utilizam a filtracdo ou que apresentam deficiéncias no processo de
tratamento. No Brasil, a prevaléncia de giardiase é de 4% a 30% (SOGAYAR e
GUIMARAES, 2000).

Patogénese

Os mecanismos que levam ao quadro clinico de diarréia e ma absorcao causada por Giardia,
ndo sdo bem elucidados. O individuo parasitado pode apresentar mudangas na mucosa
intestinal, atrofia parcial ou total das vilosidades. Os trofozoitos aderidos ao epitélio intestinal
podem romper e distorcer as microvilosidades do lado que o disco adesivo entra em contato
com a membrana da célula. Ha evidéncias de que o parasito libere substancias citotdxicas na
luz intestinal. Entretanto, os processos inflamatdrios desencadeados pelo parasito também
pode ser a causa dos principais sintomas. O atapetamento da mucosa intestinal pelos

trofozoitos, também é citado como contribuinte para a ma absorcao e episodios de diarréias.
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Tratamento

A giardiase pode ser tratada efetivamente com nitroimidazol, metronidazol ou tinidazol,
utilizando uma Unica dose. Albendazol e nitazoxamida também sdo efetivos no tratamento da

giardiase, mas requerem multiplas doses (ROSSIGNOL, 2009).

3.5 DISSEMINACAO E SOBREVIVENCIA NO AMBIENTE AQUATICO

Diversos estudos tém divulgado a ocorréncia de Giardia e Cryptosporidium em aguas
destinadas ao abastecimento. Os protozoéarios estdo presentes no ambiente na forma de cistos
e oocistos, que lhes conferem a capacidade de sobreviver sob as mais variadas condic¢oes
ambientais (BUTLER e MAYFIELD, 1996). A presenca destes microorganismos na dgua se
deve ao lancamento de esgoto sanitario ndo tratado nos corpos hidricos, descartes de aguas
residuarias, residuos de abatedouros, deposicdo direta de fezes de animais, e indireta pela
lixiviagdo do solo contaminado com fezes de animais domésticos e silvestres, podendo ser
intensificada quando ha episodios de precipitacdo intensa (XIAO et al., 2001; GARY et al.,
1983; JELLISON, et al., 2002).

A contaminacdo do ambiente aquatico por oocistos de Cryptosporidium tem sido fortemente
associada a deposicdo de fezes de animais, através do lancamento direto ou lixiviagdo,
considerando que um Gnico bezerro infectado pode eliminar de 10° a 10" oocistos por grama
de fezes, e um animal adulto 10* oocistos por grama de fezes. Os cistos de Giardia sdo
encontrados com maior frequéncia em fezes humanas do que em dejetos de animais, podendo
ser eliminados em concentracbes de 1010 cistos por dia por apenas um paciente
(ATHERHOLD et al., 1998). O lancamento de esgoto e a lixiviagdo de solos contaminados
por fezes de animais sdo fontes significantes de Giardia e Cryptosporidium viaveis, ja que o
material fecal protege os cistos e oocistos de dessecagédo, prolongando a viabilidade no

ambiente.

Além da deteccdo de Giardia e Cryptosporidium em &guas superficiais, 0s protozoarios
também podem ser encontrados no ambiente marinho. O langcamento de esgoto sanitario,
tratado ou ndo, nos oceanos é uma pratica comum em todo mundo. Apesar da salinidade

reduzir a viabilidade dos cistos e oocistos, em oceanos que apresentam temperatura frias, 0s
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protozodarios sdo significantemente mais resistentes, fato que pode representar sérios riscos a
salide de banhistas e consumidores de frutos do mar (JOHNSON et al.,1997; ROSE, 1997).

A sobrevivéncia destes protozoarios em ambientes aquaticos pode ser afetada por diferentes
fatores ambientais (LIM et al.,1999; OLSON et al.,1999; NASSER et al.,2003). A
temperatura é a varidvel ambiental que mais afeta a sobrevivéncia dos patégenos entéricos,
que em casos extremos, pode facilmente reduzir a viabilidade dos protozoéarios (ROSE, 1997).
Temperaturas abaixo de 0°C e acima de 60°C sdo capazes de eliminar a maioria dos
protozodarios presentes, mas nao completamente. O estudo realizado por Robertson e
colaboradores (1992) demonstrou que uma pequena proporcdo de oocistos de
Cryptosporidium permaneceu vidvel apds exposicdo a temperaturas inferiores a -22°C por

longos periodos (775h).

Assim como temperaturas extremas influenciam na viabilidade dos patdgenos, altos e baixos
valores de pH também sdo capazes de afetar a sobrevivéncia dos protozoarios. Campbell et al.
(1992) relatou que a exposicao por 1h em pH proximo de 1 ou 13 inativa significantemente os
oocistos de Cryptosporidium. O aumento da acidez e temperatura & capaz elevar a
permeabilidade da parede dos cistos e oocistos, permitindo a transducao de sinais externos em
toda a parede para 0s esporozoitos, acarretando uma resposta intracelular parasito-especifica
que da inicio a excistacdo (SMITH et al., 2005).

3.6 CISTOS DE Giardia E OOCISTOS DE Cryptosporidium EM AGUA DESTINADA AO
ABASTECIMENTO PUBLICO

Diante dos diversos casos relatados de giardiase e criptosporidiose relacionados com o
consumo de agua, fatos que foram documentados principalmente nos EUA, as autoridades de
salde publica alertaram-se para a importadncia da obtencdo de dados de ocorréncia e
distribuicdo destes parasitas, tornando-se necessario o estabelecimento de medidas de controle
e vigilancia da agua para o consumo humano. Atualmente, um grande desafio para a producéo
de agua de elevado padrdo de qualidade é o monitoramento de patogenos, como Giardia,

Cryptosporidium e virus entéricos (HELLER et al., 2007).

No Brasil, a Portaria n°® 518/2004 do Ministério da Saude propde a utilizacdo de indicador
ndo-bioldgico complementar como a turbidez, para garantir agua isenta de Giardia e

Cryptosporidium. Nesse instrumento, a turbidez é admitida como parametro de natureza
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sanitaria, assumindo-se que baixa turbidez, por um lado, propicia maior eficiéncia da
desinfeccdo na eliminacdo de bactérias e virus e, por outro, é indicativa da remoc¢do de
(oo)cistos de protozoarios pela filtracdo. Sdo recomendados reduzidos valores de turbidez
para agua filtrada (<0,5 uT), “com vistas a assegurar a adequada eficiéncia de remocado de
enterovirus, cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp.” em instalacGes
compostas por filtros rapidos.

No Reino Unido o monitoramento de oocistos de Cryptosporidium na agua tratada é indicado
pela legislacdo que regula a qualidade de agua distribuida a populagdo. Sistemas de
abastecimento de agua que apresentam riscos para Cryptosporidium sdo obrigados a realizar
monitoramentos continuos da agua tratada. O limite estabelecido é de um oocisto em 10 litros
de agua tratada. O monitoramento foi regulamentado apds a pesquisa realizada 201.136
amostras de agua tratada, entre os anos de 2000 a 2004. Os oocistos foram detectados em 16%

das amostras, com concentragdo méaxima de 0,49 oocistos/L (DWI, 2005).

Ocorréncia em Aguas Superficiais

Em aguas de mananciais superficiais, pesquisas tém sido feitas em varios paises com o
objetivo de avaliar o grau de contaminacdo dos ambientes aquéaticos naturais e das fontes de
abastecimento. Os protozoarios Giardia e Cryptosporidium, por serem provenientes de varias
fontes de contaminacdo e considerando a resisténcia as pressdes ambientais, estes
microrganismos sdo frequentemente encontrados em aguas captadas para abastecimento
publico, assim como relatado por inumeros trabalhos. Mas, as limitacGes metodoldgicas e

auséncia de indicadores confidveis ainda dificultam o controle destes parasitos.

Na tabela 2 podem-se visualizar algumas pesquisas de identificacdo de cistos de Giardia e

oocistos de Cryptosporidium realizadas em mananciais superficiais de diversos paises.

Tabela 2. Ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia em mananciais
superficiais.

Amostras  Concentracao
Local/ Fonte Parasito Positivas (o0) cistos/L Referéncia

17 estados EUA/ agua Cryptosporidium 55% 0,43
superficial Giardia 16% 0,03

EUA/ bacias de Malcom e
N5; e Ribeirdo Ashokan

Rose et al. (1991)

Cryptosporidium 88,43% - Jiang et al. (2005)
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British Columbia, Canadé/ 3
mananciais protegidos

EUA/ reservatérios e cursos
d' 4gua; e mananciais
protegidos

14 estados EUA/ mananciais

14 estados e uma provincia
Canada/ mananciais

Utah, EUA/ manancial
Washington e Califérnia
Honduras/ quatro mananciais
Pittsburg, EUA/ manancial
Escdcia

Canadé/ duas bacias

EUA/ Rio Delaware

Costa Rica/ Manancial

Taiwan/ Rio Kau-Ping

Paris, Franca/ Bacias dos rios
Sena e Marne

Russia e Bulgéria/ 18
mananciais superficiais

Alemanha/ 6 mananciais

Espanha/ manancial
Irlanda/ manancial

Taiwan/ manancial

Malasia/ manancial

Japao/ manancial

Canada/ 72 mananciais

Italia/ manancial

Giardia

Cryptosporidium

Giardia
Cryptosporidium
Cryptosporidium

Giardia
Cryptosporidium
Cryptosporidium

Giardia
Cryptosporidium

Giardia
Cryptosporidium
Cryptosporidium

Giardia
Cryptosporidium

Giardia
Cryptosporidium
Cryptosporidium

Giardia
Cryptosporidium

Giardia
Cryptosporidium

Giardia
Cryptosporidium

Giardia
Cryptosporidium

Cryptosporidium

Cryptosporidium
Giardia
Cryptosporidium
Giardia
Cryptosporidium
Giardia
Cryptosporidium
Giardia
Cryptosporidium
Giardia
Cryptosporidium

100%
100%

85,7%
92%
61%

38,89%
94,44%

76,2%

100%

20,83%

90%
ausente
92%
100%
21%
4,5%
57,14%
ausente

0,03;2,29;0,3

99; 2

200
240

48 - 101
67 - 256

240 - 2100
58 - 260
34
31
0,6 -230

05
0,1
1.956
4.776
9,28
2,18
150,71
21,70
0,88
1,16

0,43-1,36

0,02

Issac Renton et al.
(1996)

Rose (1988)

Le Chevalier e
Norton (1995)

Le Chevalier et al.
(1991)

Nieminski e
Orgerth (1995)

Ongerth e Stibbs
(1987)

Solo-Gabriele et
al.(1998)

States et al. (1997)
Smith et al. (1991)
Ong et al. (1996)

Atherholt et al.
(1998)

Luna et al. (2002)

Hsu et al. (2000)

Rouquet et al.
(2001)

Karanis et al.
(2006)

Karanis et al.,
(1998)

Montemayor et al.
(2005)

Chalmers, et al.
(1997)

Hu (2002)

Ahmad et al. (1997)

Hashimoto et al.
(2002)

Wallis et al. (1996)

Vernile et al.
(2008)
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No Brasil, tem-se intensificado as pesquisas referentes a estes patdgenos em &gua,
demonstrando que 0s protozodrios também estdo presentes nos mananciais do pais. Muller
(1999) relatou a presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. em 75 e 73,91% das amostras
de dois mananciais que abastecem a regido metropolitana de Sdo Paulo, quando concentradas
por floculagdo por CaCOs e filtragdo em membranas, respectivamente. A autora encontrou
concentragfes médias de 36,1 oocistos/L pela técnica de floculagdo, e 20,93 oocistos/L pela
filtracdo. Em 2002, a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de S&o
Paulo (CETESB) divulgou os resultados da pesquisa protozoarios realizada em 28 pontos de
captacdo, durante 19 meses. Os resultados obtidos indicaram a presenca de cistos Giardia e
oocistos de Cryptosporidium em 27 e 2,5% das amostras analisadas, respectivamente
(HACHICH, 2004).

No municipio de Campinas, Cantusio Neto (2004) analisou a presenca de protozoarios no Rio
Atibaia e em uma estacdo de tratamento de agua. Detectou cistos de Giardia em 90% das
amostras de agua bruta no primeiro experimento e, em 100% das amostras no segundo
experimento, totalizando uma concentracdo média de 34,3 cistos/L. Nao foram detectados
oocistos de Cryptosporidium na agua bruta. Ainda no Estado de Sdo Paulo, no municipio de
Araras, Dias Junior (1999) descreveu a ocorréncia e circulacdo de oocistos e cistos em 58,4 e
66,7%, respectivamente, das aguas superficiais analisadas. Nos rios Araras e Mogi-Guacu
foram encontradas densidades de cistos que variaram de 10 a 298/L, enquanto que as de

oocistos foram de 6 a 148/L.

Branco (2006), analisando a qualidade parasitoldgica de dguas minerais naturais de nascentes
no municipio de Campos do Jorddo, S@o Paulo, detectou a presenca de Giardia e
Cryptosporidium em 25% das amostras analisadas (3/12). As fontes estudadas apresentaram

concentragdes de 0,2 a 0,3 oocistos/L e 0,07 a 0,1 cistos/L.

Berino (2004) investigou a presenga de cistos e 0ocistos nas aguas brutas de quatro afluentes
do Lago Guaiba, em Porto Alegre, Estado do Rio Grande do Sul. Os seguintes resultados
foram obtidos para os rios Taquari, Cai, Sinos e Gravatai, respectivamente: 75, 42, 33 e 25%
das amostras foram positivas para Cryptosporidium e 92, 83, 67 e 50% para Giardia. Os
valores médios observados foram: 0,8 oocistos e 1,76 cistos/L no rio Taquari; 0,47 oocistos e
0,66 cistos/L no rio Cai; 19 oocistos e 53 cistos / 100L no rio Sinos; e 0,16 oocistos e 0,92
cistos/L no rio Gravatai. O autor afirma que estes resultados podem estar subestimados devido

a baixa recuperacdo dos métodos analiticos empregados.
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No municipio de Vicosa, Minas Gerais, Bastos et al. (2002) e Dias (2007) detectaram cistos
de Giardia e oocistos de Cryptosporidium em duas fontes de &gua destinadas ao
abastecimento publico. Em 2002, no Ribeirdo S&o Bartolomeu foram encontrados 0 — 140
cistos/L e 0 — 510 oocistos/L, e no Rio Turvo 0 — 130 cistos/L e 0 — 330 oocistos /L. Na
primeira campanha realizada por Dias (2007) entre 2003 e 2004, os protozoarios foram
identificados nos quatros trimestres, com concentragdes médias de 20,2 cistos/L e 15,3
oocistos/L. Na segunda campanha, realizada entre os meses de janeiro e junho de 2007, os
protozoarios foram detectados em oitos pontos, com médias de concentracdo de 13,51
cistos/L e 30,54 oocistos/L.

Na cidade de Recife, PE, Machado (2006) identificou oocistos de Cryptosporidium em 5%
das amostras analisadas de quatro mananciais da regido, com concentracGes variando de 16 a
40 oocistos/L. Na mesma regido, Borges e colaboradores (2007) verificaram a ocorréncia de
oocistos de Cryptosporidium na agua do mar destinada & manutencdo dos peixes-boi
marinhos, e encontraram a presenca do protozoario em 66,67% das amostras coletadas, nas
concentracdes de oito a 56 oocistos/L, mesmo depois de esta dgua ter recebido o tratamento

fisico-quimico.

A presenca de Giardia e Cryptosporidium em mananciais superficiais de diversas regides do
pais, como relatado na literatura, demonstra que estes protozodrios estdo disseminados nas
principais fontes de abastecimento de agua do Brasil. A ocorréncia de cistos e oocistos nos
mananciais mostra a importancia do controle e monitoramento destes patégenos na agua

distribuida a populacéo.

Ocorréncia em Estacdes de Tratamento de Agua

A transmissdo de giardiase e criptosporidiose via agua de consumo tem recebido atencdo nas
ultimas décadas pela j& constatada possibilidade de veiculacdo via agua tratada. A ocorréncia
quase que global dos protozoarios em aguas naturais associada as limitagdes dos processos
convencionais de tratamento contribui para aumentar os riscos a saude da populagéo.
Considerando a importancia desses protozoarios como causadores de doencas de veiculagéo
hidrica, varios estudos tém sido realizados com o objetivo de avaliar a fragilidade dos

sistemas de tratamento de 4&gua na remocao de cistos e 00cistos.
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A tabela 3 apresenta a ocorréncia de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium em
estacOes de tratamento de &gua no Brasil e em outros paises.

Tabela 3. Presenca de protozoarios patogénicos em sistemas de tratamento de agua.

Tipo de Agua bruta Agua filtrada Agua tratada
Referéncias Local tratamento Ooc./L Cist./L Ooc./L Cist./L Ooc./L Cist./L

g%%g; al. Taiwan  Convencional * 056 011 0047 004  0.047 0
Kfir et al. Africa do .
(1995) sul ni 6 30 na na 0 2
Hsu et al. Taiwan/ 26 .
(2001) ETAs ni na na na na 0,22 0,79
LeChevallier et Canadé Filtracdo direta na na 0,01 0,04 na na
al. (1991)
Muller (1999) Sag;a:ijllo, Convencional 30,38 na na na 0,26 na
Ali et al. (2004) Egito Convencional 2,5 0,5 nd nd nd nd
Hu (2002) Taiwan Filtracdo direta 0,19 0,09 na na 0,65 0,48
Hashimoto et x .
al. (2002) Japdao Convencional 0,4 0,17 0,001 0,0008 na na
Ahmad et al. - . 21,4;
(1997) Malasia Convencional nd 27 na na nd nd
Vernile et al. - .
(2008) Italia Convencional nd 0,02 na na nd nd
Oliveira (2004) \gf;’ssﬁ Convencional ~ 20.02 30 na na 0 0
?2%532)5 etal. Vigosa, Convencional 70,26 20,18 1,29 0,49 na na

Brasil Filtracdo direta 70,26 20,18 0,21 0,46 na na
Cantusio Neto Séo Paulo, .
(2004) Brasil Convencional nd 34,3 nd nd na na

* Tratamento convencional com utilizagdo de oz6nio.
na — ndo analisada.
nd — ndo detectado.
ni — ndo informado.

3.7 REMOCAO DE PROTOZOARIOS PELOS PROCESSOS DE TRATAMENTO DE
AGUA

A frequéncia de deteccdo de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia em &guas
tratadas, mesmo em baixas concentracGes, e 0s ocasionais surtos de doengas de veiculagéo
hidrica acontecidos nas ultimas décadas, demonstram que 0S processos convencionais de
tratamento de agua ndo sdo completamente efetivos na remocdo ou inativacdo de

protozoarios. A parede espessa e o0 tamanho relativamente pequeno dos oocistos de
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Cryptosporidium sdo os principais fatores determinantes da elevada resisténcia deste

protozoario aos processos de convencionais de tratamento de agua.

As estacdes de tratamento de agua utilizam de uma forma geral, as etapas de clarificacéo e
desinfeccdo para fins de remocao/ inativacdo de organismos patogénicos. A clarificacdo tem o
objetivo de remover particulas em suspensdo (dentre elas os patogénicos) por meio de
combinacéo dos processos de coagulacgéo, floculagéo, sedimentagéo e filtragdo. A desinfecgéo
realizada com produtos & base de cloro, tem a finalidade de inativar os organismos
eventualmente presentes na dgua. Mas a remocao fisico-quimica dos protozoarios patogénicos
tem recebido atencdo especial devido as dificuldades de inativacdo quimica desses
organismos (HUCK et al., 2002).

No entanto, a otimizacdo dos processos de tratamento de dgua para abastecimento poderia
reduzir o numero de oocistos e cistos encontrados na agua tratada. Ha influéncias quanto a
sequéncia de tratamento empregada anterior ao processo de filtragdo, se coagulacdo somente,
se coagulacdo e pré-floculagdo caracterizando a filtracdo direta, se coagulagdo, floculacédo e
sedimentacdo caracterizando o tratamento convencional. A caracteristica do material filtrante

empregado nos filtros também influencia a remocéo destes patdgenos.

No Brasil, a tecnologia de tratamento convencional ou ciclo completo, composta por
coagulacdo, floculacdo, sedimentacdo e filtracdo rapida é a mais difundida, mas observa-se
também a grande presenca de ETAs por filtracdo direta. A escassez de dados sobre a
qualidade da agua bruta captada, grande variacdo da qualidade desta agua e a ndo realizacdo
de experimentos em escala piloto faz com que a opc¢do do tratamento convencional seja mais
utilizada (FAGUNDES, 2006).

A filtracdo direta é mais indicada para tratar aguas com turbidez, cor e algas em
concentragOes reduzidas. Isto porque apresenta algumas vantagens como menor numero de
unidades de tratamento, utilizacdo de menor area fisica, menor consumo de produtos
quimicos, operacdo e manutencdo mais simples e menor producdo de lodo. Entretanto, a
filtracdo direta apresenta menos barreiras sanitarias e limitagbes no tratamento de aguas de
alta turbidez (FAGUNDES, 2006).

O avanco das pesquisas relacionadas ao tratamento de agua acompanhado da difusdo do
conceito de multiplas barreiras contra 0s protozoarios patogénicos tem elevado
significantemente os cuidados com a agua distribuida a populagdo. O sistema por maultiplas

barreiras inclui desde a protecdo das fontes de agua, até a utilizagdo de etapas de tratamento
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de é&gua confiaveis (pré-tratamento, coagulacdo, floculacdo, sedimentacdo, filtragdo,
desinfeccdo), e protecdo das redes de distribuicdo de agua (BERGER e OSHIRO, 2002;
LECHEVALLIER, 2002).

Tratamento Convencional

O tratamento convencional, ou também chamado de tratamento em ciclo completo, é
composto de cinco etapas basicamente, coagulacdo, floculacdo, decantacdo, filtracdo e
desinfeccdo. A denominagdo “tratamento convencional” surgiu em 1890 no estado de Ohio
(EUA) quando foi recomendada por George Fuller a etapa de clarificacdo precedendo a
filtracdo para as aguas turvas do rio Ohio. A partir dai, a tecnologia que abarcasse aplicacdo
de coagulante na unidade de mistura rapida e as etapas de floculacdo, sedimentacédo e filtracao

passaria a ser denominada “convencional” (LIBANIO, 2005).

Neste tipo de tratamento, a &gua bruta é coagulada pelo processo de mistura répida,
geralmente com sais de aluminio ou de ferro no mecanismo de varredura, no qual ocorre
formacdo de precipitados do metal coagulante, nos quais sdo aprisionadas as impurezas. Em
seguida, a agua coagulada é submetida a agitacdo lenta para a formacdo dos flocos com
tamanho e massa especifica suficiente para que sejam removidos por sedimentacdo nos
decantadores, ou por flotacdo com ar dissolvido. A &gua clarificada, produzida nos
decantadores é finalmente filtrada em unidades com escoamento descendente, e
posteriormente clorada no processo de desinfeccdo (DI BERNARDO e DANTAS, 2005). O
tratamento convencional é recomendado para agua bruta que apresenta turbidez e cor
verdadeira com valores elevados, a qual ndo seria possivel ser tratada pelos tratamentos mais
simples. Este tipo de tratamento exige maior consumo de coagulante e area para alocacdo do

decantador.

O tratamento convencional tem sido estudado em diversos paises quanto a remocao de cistos
de Giardia e oocistos de Cryptosporidium. Nieminski (1997) estudou a remocao para cistos
de Giardia e oocistos de Cryptosporidium em sistema por filtracdo direta e convencional de
tratamento de agua e, obteve resultados semelhantes nos diferentes sistemas. Médias de
remocdo de 3,26 log e 3,87 log para Giardia no tratamento convencional e filtracdo direta,
respectivamente. As taxas de remocdo de Cryptosporidium foram menores em ambos 0s
sistemas estudados, com 2,25 log de remocdo no tratamento convencional e 2,79 log na

filtracdo direta. Segundo o pesquisador, a comparagdo das taxas de remocdo nos diferentes
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sistemas de tratamento de agua ndo pdde ser realizada, devido os experimentos terem sido
desenvolvidos em dias diferentes, com consequente variagdo da qualidade da agua bruta.
Mas, obtiveram resultados de correlacdo da remocgdo da turbidez com a remocdo de
protozoarios no sistema convencional e filtracdo direta. Observou que a reducédo da turbidez

no efluente final era acompanhada pela reducgdo da concentracdo dos protozoarios.

Bastos et al. (2002) avaliou a remocéo de Giardia e Cryptosporidium em trés ETAs, duas que
operam por tratamento convencional e uma por filtragdo direta. Uma ETA por tratamento
convencional e a outra por filtracdo direta sdo abastecidas pelo mesmo manancial, e
apresentaram protozoarios nos seus efluentes filtrados. No tratamento convencional a
remocao de Giardia foi de 0,84 a 2,79 log, e Cryptosporidium 0,08 a 3,23 log. Na filtracdo
direta a Giardia foi encontrada somente em uma amostra, com de remocéo de 1,39 log, € 0
Cryptosporidium em apenas duas amostras com taxa de remocéo de 0,94 e 1,38 log. Na outra
ETA por tratamento convencional, abastecida por um manancial diferente, ndo foram
detectados protozoarios no seu efluente filtrado, mesmo quando a &gua captada apresentou
altos niveis de contaminacdo de Giardia (130 cistos/L) e Cryptosporidium (330 oocistos/L) .
Na mesma cidade, Heller et al. (2004) estudaram trés ETAs por tratamento convencional, e
detectaram protozoarios em duas delas, apresentando taxas de remocéao que variaram de 1 a 4
log. O pior desempenho de uma das ETA foi justificada pela reconhecida deficiéncias
operacionais, mais especificamente a deterioracdo acentuada dos leitos filtrantes, além da

inadequacdo da granulometria da areia e da obsolescéncia de alguns equipamentos.

Vernile et al. (2008) relataram boa eficiéncia do tratamento convencional na remocdo de
cistos de Giardia, ndo sendo detectada a presenca de cistos no efluente filtrado. Mas cabe
ressaltar que as concentracbes afluentes foram consideradas baixas. Hashimoto e
colaboradores (2002) avaliaram a eficiéncia de uma ETA por tratamento convencional, e
obtiveram taxas médias de remocéo de Cryptosporidium de 2,47 log (1,88 a 3,00 log), e de
Giardia 2,53 log (1,74 a 3,06 log). Néo constataram correlagdo da remoc¢éo de protozoarios

com a remocéo de turbidez.

Filtracéo Direta

A filtragdo direta ndo apresenta etapa de decantacdo, e em alguns casos a floculacdo nédo €
necessaria antes da filtracdo. Esta tecnologia foi primeiramente mencionada em 1685, pelo

médico italiano Porzio. A coagulacdo € realizada com sais de aluminio ou de ferro, e 0
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mecanismo por neutralizacdo de cargas com menor consumo de coagulante e formacgdo de
flocos menores de grande resisténcia as forgas de cisalhamento durante a filtragdo. Os filtros
podem operar no sentido descendente ou ascendente, com taxas de 360 e 120 m*/m?.dia,
respectivamente. A filtracdo direta é destinada a agua bruta com menor teor de impurezas,
geralmente turbidez menor que 25 uT e cor aparente menor que 20 mg/L Pt-Co. Esta
tecnologia por ndo apresentar a etapa de decantacdo, apresenta significativa reducdo dos
custos de implantacdo e operacédo, exigindo até 50% a menos de area do que o tratamento
convencional (LIBANIO, 2005).

A filtracdo direta por ser bastante difundida no Brasil e em outros paises, ja foi estudada por
diversos pesquisadores quanto a remocdo de protozoarios. LeChevallier et al. (1991), quando
compararam a filtracdo em que se utiliza o filtro de areia, a filtracdo dupla ou a filtracao
mista, foi observado que o nimero de amostras positivas para 0s oocistos de Cryptosporidium
€ maior quando se emprega o tratamento com o filtro de areia, e que o problema com a
filtracdo esta associado ao tamanho dos oocistos de Cryptosporidium spp., que varia de 3 a 6
um, de forma que atravessa facilmente o processo de filtragdo. As unidades de filtragdo com
carvao ativado sdo freqlientemente usadas quando a qualidade da dgua é muito precaria, e 0s
autores demonstraram que mais de 60% dos efluentes filtrados por esse tipo de leito
apresentaram oocistos de Cryptosporidium spp., superior aos filtros de areia, nas quais as
amostras positivas dos efluentes filtrados superaram o valor de 36%.

Hu (2002) estudou o desempenho de uma ETA por filtracdo direta na remocdo de Giardia e
Cryptosporidium, em Taiwan. O autor observou baixas taxas de remocdo de ambos 0s

protozoarios, 0,52 a 0,67 log para Giardia e 0,85 a 1,74 log para Cryptosporidium.

No estudo realizado por Marques (2006) foi demonstrado uma diferenca na eficiéncia da
filtracdo ascendente e descendente na remocdo de cistos de Giardia e oocistos de
Cryptosporidium. O filtro ascendente de areia promoveu uma remocao efetiva de cistos de
oocistos, devido possivelmente a uma pequena porosidade do meio granular, a elevada
espessura do leito filtrante e a taxa de filtracdo reduzida. Ja os filtros descendentes de areia, e
de areia e antracito ndo demonstraram a mesma eficiéncia, sendo encontrados cistos de

Giardia na agua filtrada, e em maior nimero oocistos de Cryptosporidium.

Em estudos em ETAs piloto e escala real, Nieminski e Orgerth (1995) ndo observaram
diferengas significantes entre o tratamento convencional e filtragdo direta. As remocoes
médias dos tratamentos piloto foram as seguintes: 3,4 log de remog&o para Giardia e 2,98 log

para Cryptosporidium com tratamento convencional; 3,3 log para Giardia e 2,97 log para
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Cryptosporidium com filtracdo direta. No sistema de tratamento em escala real, os autores
registraram remocdo de 3,26 log para Giardia e 2,25 log para Cryptosporidium com
tratamento convencional; 2,87 log para Giardia e 2,79 log para Cryptosporidium com

filtracdo direta.

Flotofiltracdo

O tratamento por flotofiltracdo envolve o processo de flotacdo com ar dissolvido na mesma
unidade de filtracdo. A flotofiltracdo € indicada no tratamento de aguas que possuem elevada
concentragdo de algas e cor verdadeira relativamente alta. Para o funcionamento ideal deste
tipo de tratamento a &gua captada deve ter turbidez menor que 25 uT em 90% do tempo e
menor que 100 uT em 100% do tempo, e cor verdadeira menor que 200 mg/L Pt-Co. A agua
bruta é coagulada no mecanismo de varredura e em seguida floculada. Na entrada de cada
unidade de flotofiltracdo tem-se a mistura da dgua de recirculacao (agua filtrada, pressurizada
e com ar dissolvido) na proporc¢do de até 10% da vazdo da agua floculada. O material sélido
flota com a mesma taxa com que o subnadante é filtrado. Em geral, os filtros funcionam com
taxa e nivel de agua constante e o material flotado € raspado periodicamente. (DI
BERNARDO e DANTAS, 2005).

A flotofiltracdo € pouco empregada no Brasil, e os trabalhos relacionados a remocao de cistos
de Giardia e oocistos de Cryptosporidium por este tipo de tratamento s@o escassos. A
tecnologia que utiliza a flotacdo com ar dissolvido em uma unidade separada da filtracdo
(flotadores) é mais difundida e ja apresenta alguns poucos trabalhos de remocdo de

protozoarios.

3.8 DETECCAO DE OOCISTOS DE CRYPTOSPORIDIUM SPP. E CISTOS DE GIARDIA
SP. EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

Um dos principais problemas ao se avaliar as rotas de transmissdo de protozoarios de
veiculacdo hidrica como Criptosporidium e Giardia é a dificuldade de recuperar estes
organismos a partir de amostras ambientais e, os métodos propostos atualmente para a

deteccdo sdo de custo elevado e de eficiéncia limitada. Apesar de existirem diferentes
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métodos conhecidos pela comunidade cientifica, na maioria dos paises ainda ndo s&o
padronizados.

A 21* edigdo do “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (2005)”
(AWWA, 2005) cita as principais técnicas utilizadas para a deteccdo de Giardia e
Cryptosporidium em agua, mas nao determina uma técnica de concentracdo especifica, apenas

expde as limitagdes de cada uma.

O método 1623 preconizado pela USEPA (filtracdo em filtro espuma, eluicado, purificacdo por
separacdo imunomagnética, identificacdo por imunofluorescéncia e confirmacgéo por contraste
diferencial de fase) e o método da ASTM (filtracdo em cartuchos, eluicdo, centrifugacéo,
purificacdo com gradientes de densidade, identificacdo por imunofluorescéncia) apresentam
custo elevado e longo periodo para execucdo. Estas metodologias também possuem
limitac@es, tornando dificil assegurar a qualidade da agua de abastecimento (SMITH e ROSE,
1998). As técnicas de floculagdo com carbonato de célcio (CaCOs) e filtragdo em membranas,
para a concentracdo de amostras é considerada por alguns autores como uma metodologia
simples, eficiente e econémica, tendo grande aceitacdo da comunidade cientifica (VESEY et
al., 1993; SHEPHERD e WYN-JONES, 1996; ALDOM e CHAGLA, 1995; FRANCO et al.,
2001).

Segundo VESEY et al. (1993), um dos problemas associados a concentracao por filtracdo é a
compactacdo de particulas sobre ou ao redor dos cistos e oocistos encobrindo-os e,
conseqiientemente, levando a resultados falso-negativos, ou até mesmo ao actimulo de
particulas autofluorescentes, como as algas, levando ao falso-positivo durante a analises por
imunofluorescéncia. O pesquisador indica um método de concentracdo por floculagdo e
precipitacdo pelo carbonato de calcio, que evita os problemas de compactacdo e agregacdo
das particulas. Os testes realizados por Vesey et al. (1993) mostraram uma recuperacao de
76% para dgua deionizada, 73,7% para agua de torneira e 75,6% para dgua de manancial, mas
outros estudos indicaram que a recuperacdo desta técnica depende da qualidade da agua
empregada nos testes. Fricker e Crabb (1998) relataram recuperacdo entre 30 e 40%.
Shepherd e Wyn-Jones (1996) conseguiram recuperagdes de 71,3 a 73,6% para

Cryptosporidium, e 72,5 a 77,1 % para Giardia com a técnica de floculac&o.

Aldom e Chagla (1995) desenvolveram a técnica de filtragdo em membranas para a detecgédo
de cistos e oocistos em agua tratada, que posteriormente também foi utilizado para
determinacdo em &gua bruta. Consiste na captura de cistos e oocistos em membranas

derivadas de celulose de tamanho de poro compativel com estas formas, seguida de eluicdo
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por dissolucdo das mesmas em acetona e etanol, ou raspagem e lavagem da superficie da
membrana filtrante. A turbidez é o principal fator limitante, pois pode obstruir os poros da
membrana com consequente reducdo do volume filtrado. A etapa de eluicdo com solventes
pode reduzir a infectividade dos cistos e oocistos impossibilitando o estudo de viabilidade
(CARRENO et al., 2001). A filtragdo em membranas é capaz de recuperar até 70,5% dos
protozoarios (ALDOM e CHAGLA, 1995).

Franco et al. (2001) fizeram adaptacGes na técnica de filtragdo em membranas proposta por
Aldom e Chagla (1995), com o objetivo de reduzir os custos e perdas, e agilizar os
procedimentos de eluicdo, mas com taxas de recuperagdo similares. As alteracdes incluiram a
reducdo do tamanho da membrana de 293 mm para 47 mm e, o procedimento de eluicdo
realizado mediante a raspagem e lavagens sucessivas da superficie da membrana. Quando a
metodologia é aplicada a agua bruta, utiliza-se membrana de porosidade de 3,0 um e o
volume filtrado € menor devido a rapida saturacdo da membrana ocasionada pelos solidos
presentes neste tipo de &gua. Para aguas clarificadas, o volume filtrado é de 10 litros e as
membranas utilizadas sdo de 1,2um. As taxas de recuperacao dos protozoarios podem variar
de 25,32 91,8% (FRANCO e CANTUSIO NETO, 2002; CANTUSIO NETO, 2004).

Medema et al. (1998) propuseram a utilizacdo da técnica de citometria de fluxo como método
alternativo para a deteccdo de Giardia e Cryptosporidium em grandes volumes de agua e
analise de imunofluorescéncia em até 2 horas. Interferentes contidos na agua e o custo

elevado dos equipamentos sdo as principais limitacdes para o uso desta técnica.

A técnica de identificacdo por imunofluorescéncia (IFD) tem se mostrado especifica e simples
de ser aplicada, e é considerada um dos procedimentos mais indicados para a pesquisa de
Giardia e Cryptosporidium (VESEY et al., 1993; FAYER, 1997; LEE et al., 1999). O uso de
anticorpos monoclonais dirigidos contra epitopos especificos dos oocistos de
Cryptosporidium e cistos de Giardia evita a reagdo cruzada com outros organismos e forma
um complexo antigeno-anticorpo estavel, facilitando a identificagdo (JONHSON et al, 1995).
A identificacdo por contraste de fase, contraste diferencial por interferéncia (DIC —
“Differential Interference Contrast”) e fluorescéncia do 4,6 diamino 2 fenilindol (DAPI)
também tém sido utilizados como métodos alternativos para deteccdo de protozoarios em
agua, sendo muitas vezes recomendados como testes de confirmacdo para 0 método de

imunofluorescéncia.

A técnica de separacdo imunomagnética (IMS — “Immuno-Magnetic Separation”) para a

purificacdo dos cistos e oocistos € um procedimento interessante para reduzir possiveis
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interferentes contidos nas amostras ambientais e de processos. No entanto, a IMS ainda

apresenta custos elevados, necessitando altos investimentos para sua realizag&o.

Métodos genéticos, considerados mais rapidos e sensiveis, como a técnica de Reacdo em
Cadeia de Polimerase (PCR — “Polymerase Chain Reaction”), tém sido utilizados para
melhorar a efetividade na detecgdo dos cistos e oocistos. Porém, substancias hdmicas
presentes em &guas ambientais, podem inibir e alterar as reagdes por PCR (JAKUBOWSKI et
al., 1996).

De acordo com Nieminski (1997), as influéncias dos diversos fatores de natureza das
amostras sobre 0s processos de recuperacdo de cistos e oocistos devem ser consideradas na
interpretacdo dos resultados, bem como o nimero de etapas envolvidas na deteccdo de
oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia. Os dados obtidos da ocorréncia dos
protozoarios e taxas de remoc¢do devem ser interpretados como resultados esperados, ja que

pode ser subestimados ou superestimados.

Apesar das dificuldades metodoldgicas relatadas na literatura, a pesquisa de protozoarios
torna-se indispensavel para assegurar da qualidade da agua distribuida a populacdo. A
presenca constante de Giardia e Cryptosporidium na maioria dos mananciais superficiais, e a
resisténcia comprovada aos processos convencionais de desinfeccdo evidenciam a
necessidade da implantacéo de tecnologias de deteccdo na rotina dos laboratérios de controle

de qualidade de agua.

Neste trabalho, foram utilizadas as técnicas de concentracdo de protozoarios por floculacéo
com CaCO; e filtracio em membranas, por apresentarem menor custo e eficiéncia

consideravel.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL DE DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

A pesquisa envolveu a coleta de amostras nos sistemas de tratamento de 4gua Carapina e Vale
Esperanca, sob concessdo da Companhia Espirito Santense de Saneamento (CESAN). Os
sistemas sdo abastecidos por mananciais superficiais distintos, e responsaveis pelo
abastecimento da maior parte da Grande Vitoria, ES (Figura 3). As amostras foram analisadas
no Laboratdrio de Saneamento Ambiental - DEA - UFES.

Legenda:

1 Sta. Maria da Vitéria
2 Juct

Figura 3. Localizacdo das bacias do Rio Santa Maria da Vitdria (1) e do Rio Jucu (2), no
Estado do Espirito Santo. (Fonte: SEP, 2008).
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O sistema Carapina, denominado neste trabalho de Sistema A, encontra-se no municipio de
Serra, ES, e faz a captacdo do Rio Santa Maria da Vitoria pertencente a bacia de mesmo
nome. Carapina responde pelo abastecimento da regido norte da Grande Vitoria (lado norte do
municipio de Vitoria, Serra e Fundao). O sistema A possui uma linha de tratamento com duas
opcdes de operacdo na mesma ETA (figura 4), a filtracdo direta (coagulacdo, filtracdo e
desinfeccdo) e flotofiltracdo (coagulacdo, flotacdo associada a filtracdo, e desinfec¢do). A
filtracdo direta é utilizada quando a turbidez da agua bruta encontra-se menor que 50 uT, e

acima deste valor utiliza-se o processo de flotofiltracao.

O Sistema Vale Esperanga, denominado de Sistema B, estd localizado no municipio de
Cariacica/ ES, e capta agua bruta do Rio Jucl pertencente a bacia de mesmo nome. Responde
pelo abastecimento da regido sul da Grande Vitéria (lado sul do municipio de Vitdria,
Cariacica, Vila Velha e Viana). O sistema B possui duas linhas de tratamento, uma ETA com
tratamento convencional (coagulacéo, floculagdo, decantacéo, filtragdo e desinfeccdo) (figura
5) e a outra por filtragdo direta (coagulacéo, filtracdo e desinfeccdo). As duas ETAS operam
paralelamente, recebendo &gua bruta do mesmo ponto de captacdo. A sequéncia de
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tratamentos dos sistemas A e B esta apresentada na Figura 6. Os parametros de projeto das
ETAs estdo apresentados na tabela 4.

<

Figura 5. ETA Vale Esperanca, tratamento convencional.

Filtragdo Direta

Turbidez < 50 uT, (coagulaciio, pré-cloracio, filtracdo e desinfeccio)

Sistema A ou

Flotofiltragdo

Turbidez >50 uT (coagulacdo, pré-cloracdo, flotofiltracdo e desinfeccio)

Tratamento Convencional
(coagulacdo, pré-cloracdo, floculacio, decantacdo, inter-cloracio, filtracéo e
desinfeccdo)

Sistema B E

Filtragdo Direta
(coagulacdo, pré-cloracio, filtracdo e desinfeccio)

Figura 6. Tratamentos de agua efetuados pelo sistema A e B.
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Tabela 4. Parametros de projeto das ETAs dos Sistemas Carapina e Vale Esperanca.

Parametro de projeto

Sistema
Carapina

Sistema Vale Esperanca

Filtracéo direta/
flotofiltracéo

Sistema
convencional

Filtracdo direta

Média da vazao de entrada (L/s)
Média da vazao de saida (L/s)
Capac. Max. de producéo (L/s)

N° de tanques de mistura rapida
Dimensao tanque m. rapida (m)
Tempo detencgéo mistura rapida (s)
N° de floculadores

Agitacéo nos floculadores
Dimenséo dos floculadores (m)
Capacidade dos floculadores (m?)
Tempo detencgéo floculadores (min)
N° de decantadores

Tipo de decantador

Dimenséo decantador (m)
Capacidade decantador (m?)
Tempo detengdo decantador (min)
N° filtros

Tipo de filtro

Composicdo leito filtrante/ altura
camada/ DE

Altura total do leito filtrante (m)
Area dos filtros (m?)
Capacidade filtro (m®)

Tempo detencéo filtro (min)
Taxa de filtracdo (m¥/m?.dia)

N° reservatdrio que abastece

Capacidade dos reservatorios (m®)

Tempo detencéo reserv.1 (min)
Tempo detencgdo reserv. 2 (min)

N° canais dgua bruta

N° canais agua tratada

Oxidante utilizado

Tanque de contato

Capacidade tanque de contato (m®)
Tempo de contato (min)

Meédia consumo diario Cl, (Kg/dia)
N° etapas de cloracéo

Média dosagem diaria Cl, (g/m?®)

Alcalinizante utilizado

Meédia consumo diario Ca(OH), (Kg/dia)

Média dosagem Ca(OH), (g/m°)
Coagulante utilizado

2000
2000
2500
3
3,80x11,69x2,90
Dado ndo fornecido

Répido descendente
Suporte (h 0,34 m;
DE *); Areia (h
0,30m; DE
0,45mm); Antracito
(h 0,80m; DE
1,0mm)

1,44
113,16
162,95
9,05
324,5
3
Carapina: elevado =
1500 (1) e enterrado
=10000 (2)
12,5
83
1
3
Cloro Gasoso Cl,
1
10000
83
620
2
3,58
Hidroxido de célcio
Ca(OH),
1320
7,64
Sulfato de aluminio

2700

1400
1800
Dado néo fornecido
Dado ndo fornecido
0,21
8
Hidraulica
22,85x21,15x 3,2
1546,48
36,4
2
Dado néo fornecido
27,3x22,3%x4,3
2617,8
24,24
5
Répido descendente

Areia (h 0,30m; DE
0,5mm); Antracito (h
0,45m; DE 0,9mm)

0,75
108,5
81,38

3,76

242

5

1200

1500
Dado néo fornecido
Dado néo fornecido
Dado néo fornecido

Répido descendente

Areia (h 0,30m; DE
0,5mm); Antracito
(h 0,90m; DE
1,2mm)

1,20
139,7
167,64
9,31
360
5

Vale Esperanga: Apoiado = 20000 (1) e
Lavagem de filtros = 1500 (2)

123,4
9,25
1 1
5 2
Cloro Gasoso Cl, Cloro Gasoso Cl,
1 1
1000 1000
10 10
878 672
3 2
7,25 6,48
Hidroxido de calcio Hidréxido de calcio
Ca(OH), Ca(OH),
1063,3 691,6
8,79 6,67

Sulfato de aluminio

Sulfato de aluminio
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Aly(SOy)3 Aly(SOy)s Aly(SOq)3
Médie} do consumo diario Aly(SOy); 3104,12 3576.03 1708,01
(Kg/dia)
Média dosagem diaria Al,(SO,)3 (mg/L) 18,58 22,95 10,98
Intervalo médio lavagem filtros (h) 12 22 12
Tempo médio lavagem filtros (min) 5 6 9
Volume médio gasto lavagem filtros (m°) 432 900 600
Limite turbidez inicio flotacdo (uT) 30 - -
Pressdo de saturacdo (mca) 50 - -
Taxa de recirculacéo (%) 10 - -
Tempo de saturacgéo (min) 2 - -
Velocidade ascendente (cm/min) 15 - -

4.2 AMOSTRAGEM

Amostras simples de agua bruta, filtrada e do reservatorio foram coletadas mensalmente nos
sistemas de tratamento de 4gua Carapina e Vale Esperanca, responsaveis pelo abastecimento

da regido da Grande Vitoria, ES, entre os meses de abril de 2008 a mar¢o de 2009.

As analises fisico-quimicas e microbioldgicas das aguas de estudo foram realizadas apés a
chegada das amostras ao Laboratdério de Saneamento Ambiental da Universidade Federal do
Espirito Santo (LABSAN-UFES).

4.2.1 Pontos de coleta

As amostras de agua bruta foram coletadas na chegada da captacdo das ETAs. Para as
amostras de agua filtrada foram realizadas coletas compostas na saida dos filtros, nos pontos
em que os operadores realizam as coletas para controle operacional e sanitario. A agua tratada
foi amostrada na saida dos reservatdrios, nos pontos mais acessiveis das ETAs. No Sistema B,
a amostragem da agua da saida do reservatdrio foi feita na torneira localizada na portaria de
acesso ao sistema de tratamento de &gua, por ser o primeiro ponto localizado a jusante do
reservatorio. No Sistema A, a agua do reservatorio foi coletada em uma torneira localizada a
jusante do reservatorio elevado (Figura 7). Nas figuras 8 e 9 estdo apresentadas fotos dos

pontos de coleta, na forma de mosaicos.

Os horérios de coleta das amostras foram estabelecidos conforme o tempo de detencdo em
cada etapa do tratamento das ETAs estudadas, tendo como objetivo a amostragem da mesma
agua nos diferentes processos de tratamento. As amostras agua bruta dos sistemas pesquisados

foram coletas sempre as 8h da manha. Os efluentes filtrados das ETAs de filtracdo direta e




4 — Materiais e Métodos 52

flotofiltracdo foram coletados apds 10 minutos da coleta da agua bruta, e a &gua filtrada da
ETA de tratamento convencional ap6s 65 minutos (considerando o tempo de detengdo dos
floculadores e decantadores). A agua tratada dos reservatérios foi coletada nos seguintes
tempos: Sistema Carapina, 105 minutos ap0s a coleta de agua bruta; Sistema Vale Esperanca,

198 minutos ap6s a amostragem de agua bruta.

A freqiiéncia das amostragens foi definida em funcdo dos recursos financeiros e do tempo
necessario para a realizacdo das analises das amostras considerando a capacidade do
laboratdrio em termos de equipamentos, vidrarias, armazenamento de amostras e das pessoas

envolvidas no projeto.

Sistema A SistemaB
Manancial A Manancial B
Captacdo |— P- AB Captacdo |— P- AB
P-FD l P-TC
! Filtracao direta — l I
(Turbidez<30uT) | T Tratamento
Filtracao direta C ional
Flotofiltracio onvenciona
(Turbidez>30uT) | P-FT |
] |
Reservatorio apoiado
Reservatorio apoiado
P-TR
Reservatorio suspenso
Distribuicao
P-TR
Distribuicao
Pontos de coleta: )
P-AB = Agua bruta P-FD = Filtraco direta P-TR = Agua tratada

P-FT = Flotofiltracdo P-TC = Tratamento convencional

Figura 7. Fluxograma dos processos de tratamento de agua e pontos de coleta nos sistemas A
e B.
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Figura 8. Pos de Lolété no Sistema Vale Espraga (A — Chegada de agua bruta; B — Ponto
de coleta dos filtros da ETA FD; C — Ponto de coleta dos filtros da ETA TC; D — Ponto de
coleta do reservatorio apoiado).

Figura 9; Pontos de coleta no Sisterha Carapina (A — Chegada de agua bruta; B — Ponto de
coleta de &gua bruta; C — Ponto de coleta dos filtros da ETA FD/FT; D — Ponto de coleta do
reservatorio elevado).
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4.2.2 Coletas para analises fisico-quimicas e bacteriol6gicas

As amostras para analise dos parametros cor verdadeira e aparente, alcalinidade, cloro
residual, turbidez e pH foram coletadas em frascos de polietileno previamente desinfetados
(hipoclorito de sbédio 2%), lavados (detergente neutro, d4gua da torneira e agua
destilada/deionizada) e secos (estufa). A medicdo de temperatura foi realizada em campo, no
momento da coleta. As amostras para as determinac6es de coliformes totais e E. coli foram
coletadas em frascos de polietileno de 125 ml previamente lavados e autoclavados. Nas
amostras cloradas destinadas as analises bacterioldgicas (agua do reservatorio e filtrada)
foram adicionadas 0,5 ml de tiossulfato de sodio 1,8%. Todas as amostras foram conservadas
entre 4 e 8 °C até a chegada ao laboratério e, imediatamente analisadas. Todos 0s
procedimentos de coleta, preparo dos frascos de coleta, transporte e acondicionamento das
amostras destinadas as analises fisico-quimicas e bacteriologicas seguiram as recomendacdes
do “Guia de Coleta ¢ Preservagdo de Amostras de Agua” (CETESB, 1987) e “Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater 21TH ed.” (APHA, 2005).

4.2.3 Coletas para pesquisa de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia

As coletas das amostras para a pesquisa de oocistos e cistos foram realizadas em frascos de
polipropileno, desinfetados com solucdo de hipoclorito de sédio a 10% e perdxido de
hidrogénio a 6%, e previamente lavados com solugdo Tween 80 1%. A concentragdo das
amostras foi realizada por duas técnicas. Para a técnica de floculagdo por carbonato de calcio
foram coletados dez litros em cada amostra. Para filtracdo por membranas também utilizou o
volume de dez litros para a agua filtrada e tratada da saida do reservatorio, exceto para agua
bruta, que foram utilizados dois litros. As amostras foram conservadas a 8 °C até a chegada ao
laboratério. Os procedimentos de coleta, transporte e acondicionamento das amostras
seguiram as recomendacdes do “Method 1623: Cryptosporidium and Giardia in water by

Filtration/IMS/FA” (USEPA, 2001).
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4.3 TECNICAS DE CONCENTRACAO DE PROTOZOARIOS EM AGUA

4.3.1 Floculagéo por carbonato de calcio (VESEY et al., 1993)

O método se baseia na floculagdo promovida pelo carbonato de calcio, que ira precipitar as
particulas em suspensdo, principalmente os cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium,
concentrando-os no fundo do baldo de 12L (Vidrolabor®). O carbonato de célcio é produzido
a partir da adicéo e reacdo do cloreto de calcio com o bicarbonato de sddio e hidroxido de
sodio. Apods o periodo de decantacdo, o sedimento € dissolvido com acido sulfamico e lavado

com solucdo Tween 80 0,01%.

Adicionou-se & amostra de 10L, 100 ml de cloreto de célcio 1M e 100 ml de bicarbonato de
sodio 1M, em bal6es de 12 L (Figura 10). O pH foi ajustado para 10 com hidréxido de sddio
IN e a amostra deixada em repouso por “overnight” em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi aspirado com cuidado para ndo ressuspender as particulas sedimentadas. O
precipitado foi dissolvido em 200 ml de &cido sulfamico 10% com agitacdo vigorosa e,
posteriormente, transferido para tubos de centrifuga de 50 ml. Os baldes de 12L foram
lavados com 200 ml de solucdo Tween 80 0,01% e o liquido transferido novamente para 0s
tubos de centrifuga. Os tubos foram centrifugados a 3000 x g por 10 minutos em temperatura
ambiente, o sobrenadante descartado deixando somente 5 ml e o0 sedimento ressuspendido por
vortex. Este procedimento foi realizado até o volume da amostra ser reduzido para ser
transferida para o tubo de 15 ml. A centrifuga utilizada possui rotor horizontal do tipo “swing
out”. Apoés a ultima centrifugacdo anotou-se o volume do sedimento final, e o sobrenadante
descartado, sendo o sedimento ressuspendido em solucéo eluente (Tween 80 1%, SDS 1%,
PBS 10X, Anti-foam A). Se o sedimento apresentasse volume até 0,1 ml era ressuspendido
para 1 ml em solucdo eluente. Caso o precipitado tivesse volume superior a 0,1 ml era
ressuspendido para 10 ml, para facilitar a diluicio do sedimento e leitura da amostra.
Aliquotas de 10 pL foram transferidas para as laminas para a realizagdo da técnica de

imunofluorescéncia direta (IFD). O restante das amostras foi estocado a 4° C.
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Figura 10. Amostras de agua bruta, filtrada e tratada em repouso para decantacdo dos
protozoarios.

4.3.2 Técnica de filtracdo por membranas (ALDOM e CHAGLA, 1995, adaptado por
FRANCO et al., 2001)

As amostras foram inicialmente filtradas em membranas de éster de celulose utilizando um
sistema de filtracdo que envolve uma bomba de vacuo acoplada a um porta-filtro (Nalgene®),
mantendo-se uma pressao de vacuo de 200 + 10 mmHg. Amostras de dois litros de agua bruta
foram filtradas em membranas de 47 mm de didmetro de porosidade nominal de 3,0 um
(Millipore®), e para as amostras de 10 litros de agua filtrada e tratada foram utilizadas
membranas de 1,2 um de porosidade (Figura 11). Apos a filtracdo, as membranas foram
eluidas por meio de extracdo mecanica utilizando uma alca de inoculagdo de plastico
descartavel e lavada com solucdo de eluicdo contendo Tween 80 1% e Anti-foam A. A seguir
o liquido foi transferido para um tubo de centrifuga de 15 ml e centrifugado a 3000 x g por 10
minutos em temperatura ambiente. A centrifuga utilizada possui rotor horizontal do tipo
“swing out”. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em solucgéo eluente
(Tween 80 1%, SDS 1%, PBS 10X, Anti-foam A). O sedimento final foi ressuspendido para 1
ml em solugdo eluente. Aliquotas de 10 pL foram transferidas para as laminas para a
realizacdo da técnica de imunofluorescéncia direta (IFD). O restante das amostras foi estocado
a4°C.
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Figura 11. Membrana ap0s filtracdo da amostra de dgua bruta.

4.4 1DENTIFICACAO MICROSCOPICA DOS PROTOZOARIOS

4.4.1 Técnica de Imunofluorescéncia Direta (IFD)

O método consiste na utilizacdo de anticorpos monoclonais género-especificos para antigenos
dos cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp., conjugados ao isotiocianato de
fluoresceina (FITC — “fluorescein isothiocyanate™). Os testes de imunofluorescéncia foram
realizados com o kit MeriFluor® para deteccdo de Criptosporidium/Giardia (Meridian
Diagnostics, Cincinati, Ohio, EUA), seguindo o protocolo do kit. Segundo o fabricante, 0
teste apresenta especificidade de 99 e 100% para oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de

Giardia spp., respectivamente, e sensibilidade de 100% para ambos 0s géneros.

As laminas foram devidamente identificadas com a data, numero, tipo e procedéncia da
amostra. Adicionou-se a cada pogo das ldminas aliquotas de 10 pL da amostra e,
posteriormente, foram secas em estufa a 37° C. Ap6s a secagem, as laminas foram fixadas
com 10 pL de metanol absoluto e deixadas secar em temperatura ambiente por 10 minutos.
Adicionou-se em cada po¢o uma gota do reagente de deteccdo contendo anticorpos marcados

com FITC e uma gota do contra-corante (solucdo negro de ericromo). As gotas foram
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homogeneizadas com o auxilio de al¢a de inoculagéo e colocadas em repouso por 30 minutos,
em temperatura ambiente e cdmara escura. Retirou-se o excesso de reagentes com a lavagem
das laminas com solucédo de lavagem do kit e, posteriormente, aspirado com o auxilio de uma
micropipeta. Adicionou-se uma gota do meio de montagem (contendo glicerol, formalina e
antiquedante) em cada pogo, cobrindo com uma laminula evitando bolhas no espaco entre a
lamina e laminula. Para cada amostra foram preparadas duas laminas, e a contagem foi

realizada por dois analistas.

Os cistos de Giardia sp. e oocistos de Criptosporidium spp. apresentam-se com formas
arredondadas ou ovaladas, e coloracdo fluorescentes verdes brilhantes com 8-12 e 4-6 um,
respectivamente. As laminas foram examinadas em microscopio de epifluorescéncia (ZEISS
TM Axioplan HBO 50, com filtros de 450-490nm de excitacdo e 510nm de supressdo) com
um aumento de 200X, 400X e imersdo em 630X (Figura 12). Para cada rodada de analises

realizadas foi feita uma lamina com controle positivo e negativo do kit.

Figura 12. Microscépio de Epifluorescéncia utilizado para identificacdo de protozoarios
(ZEISS TM Axioplan HBO 50, com filtros de 450-490nm de excitacdo e 510nm de
supressao).
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4.4.2 Teste de confirmacgéo por Contraste de Fase

A microscopia de contrate de fase foi adotada como método de confirmacdo para a
identificacdo dos cistos Giardia sp e 0s oocistos de Cryptosporidium spp., utilizando as
mesmas laminas observadas por IFD. Nesta técnica foi possivel visualizar a parede e as
estruturas internas, como suturas nos oocistos e, 0 axonema e nucleos nos cistos. A
visualizacéo foi feita por iluminacéo transmitida no microscopio ZEISS TM Axioplan HBO

50, em aumento de 400X e imersdo 630X.

4.5 QUANTIFICACAO DE CISTOS E OOCISTOS NAS AMOSTRAS AMBIENTAIS

Para a quantificacdo dos cistos e oocistos foram preparadas trés laminas para cada amostra.
Em cada lamina utilizou-se dois pocos para a contagem. A leitura foi feita percorrendo todos
0s campos de cada poco, conforme USEPA (2001). A contagem das laminas foi realizada por
duas pessoas, em seguida calculada a média aritmética, e aplicada a equacdo (1) a seguir
(PALMATEER et al., 1996):

N° (oo)cistos/L = Média da contagem de (0o)cistos x Vol. total final (ml) x 100 @
Volume total da amostra (L)

4.5.1 Critérios de positividade

Para a identificacdo de oocistos e cistos foram considerados 0s seguintes critérios de
positividade:

Imunofluorescéncia Direta

- Grau de fluorescéncia definida pela intensidade verde-magcé brilhante (comparavel aquela

exibida por mais de 50% dos oocistos e cistos presentes nas suspensdes controles positivos).

- Tamanho e formato compativeis: 4-6 um de didmetro para oocistos e forma esférica; para

cistos, 8-12 um e forma ovalada (Figura 13).
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Contraste de Fase

- Estruturas internas como a presenca de sutura e parede para oocistos; para cistos, a presenca

de axonema, visualizacdo dos nacleos (1 a 4) e parede (Figura 14).

A B

Figura 13. Oocistos de Cryptosporidium (A), em aumento de 400 X, e cistos de Giardia (B),
em aumento de 630 X, visualizados por IFD.

Figura 14. Cistos de Giardia visualizados por contraste de fase.

Nas situacbes em que a turbidez da &gua bruta esteve consideravelmente aumentada, a
visualizagdo microscopica dos protozoarios foi prejudicada, principalmente pela técnica de
contraste de fase, devido a presenca de particulas suspensas nas amostras que encobrem 0s

cistos e oocistos.
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4.6 AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DAS TECNICAS DE CONCENTRACAO DE
PROTOZOARIOS

Nos testes de sensibilidade das metodologias foram utilizados oocistos de Cryptosporidium
purificados a partir de fezes de bezerros recém-nascidos em gradiente de sacarose, lavados em
agua e tampdo-fosfato, e suspensos em solucdo tampéo-fosfato (PBS) contendo antibioticos
(PEN/STREP — 10.000 pg/mL) e Tween 20 0,01%. Os oocistos foram adquiridos do
Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro,
Uberaba-MG. Os cistos de Giardia foram purificados a partir de fezes humanas por técnica de
gradiente de sacarose 1.0 M e 0.75 M, e suspensos em solucdo tampéo-fosfato (PBS)
contendo miconazol (25ug/ml) e enrofloxacina (125ug/ml), segundo Roberts-Thompson et
al,(1976). Os cistos foram fornecidos pelo Departamento de Patologia Basica da Universidade

Federal do ParanA.

Os ensaios foram realizados através da inoculacdo de cistos de Giardia e oocistos de
Cryptosporidium purificados em trés matrizes diferentes: dgua bruta, filtrada e destilada. A
agua bruta foi coletada no sistema Carapina, por localizar-se mais proximo do Laboratério de
Saneamento Ambiental da UFES. A &gua filtrada foi coletada na ETA de tratamento
convencional do sistema Vale Esperanca, por produzir efluente filtrado mais clarificado que

0S 0utros processos de tratamento e apresentar menos interferentes.

A inoculacéo foi feita, em triplicata, nas concentracdes de 10%/L e 10%/L. 10L de agua bruta,
filtrada e destilada foram utilizados para a técnica de floculagdo por carbonato de célcio. Ja
para filtragdo em membrana, utilizou 2L para a agua bruta e 10L para a agua filtrada e

destilada.

Para reduzir os erros de quantificacdo nos testes realizados na agua bruta e filtrada, devido a
possibilidade das matrizes estarem contaminadas naturalmente, foram realizadas analises em
de paralelos para a detecgéo de cistos e oocistos nas mesmas amostras utilizadas nos testes de
sensibilidade. A concentragdo de protozoarios encontrada naturalmente nas amostras foi
descontada no numero de cistos e/ ou oocistos recuperados. Os procedimentos realizados
nestes ensaios foram os mesmos adotados para concentracao e identificagdo das amostras das

aguas de estudo, segundo os itens 4.4, 4.5 e 4.6.

A eficiéncia de recuperacdo (ER) de cada técnica de concentracdo foi estimada através da

porcentagem recuperada a partir da concentracdo inoculada. Utilizou-se a seguinte equacao

(2):
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ER (%) = n° (00)cistos recuperados x 100 2
n° de (0o)cistos semeados

4.7 CONTROLE POSITIVO E NEGATIVO

Para controle positivo foi utilizado os cistos e oocistos fornecidos no kit de identificacéo,
seguindo os mesmos procedimentos descritos no item 4.5. O controle negativo foi realizado

com agua destilada estéril processada de acordo com os itens 4.4, 4.5 e 4.6.

4.8 INDICADORES BACTERIOLOGICOS DE QUALIDADE DA AGUA

Para a analise de coliformes totais e E. coli foi utilizado o método de substrato
cromofluorogénico (Colilert® Idexx) em cartelas com 97 pocos (Quanti-Tray/2000® Idexx),
conforme o método 9223 do “Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater”, APHA, AWWA, WEF, 21° ed., 2005. A figura 15 apresenta uma cartela com 0s
critérios de positividade.

Figura 15. Cartelas positivas. A - Coliformes totais (pocos amarelos); e B - E.coli (pogos
azuis fluorescentes).
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4.9 INDICADORES FiSICO-QUIMICOS DE QUALIDADE DA AGUA

Os parédmetros fisico-quimicos avaliados nas amostras de agua bruta, filtrada e tratada estdo
relacionados na tabela 5. Todas as analises fisico-quimicas foram realizadas a 20 + 2 °C. As

especificacbes dos equipamentos utilizados para as analises fisico-quimicas das amostras

estdo descritas no anexo A.

Tabela 5. Descrigdo das andlises fisico-quimicas realizadas nas aguas de estudo.

Parémetro Método Referéncia Equipamento Faixa de trabalho
- 0 Turbidimetro
Turbidez Nefelométrico 2130 B- APHA 20 ® 0a1000uT
ed., 1998 HACH® 2100P
. s 2120 C- APHA 20° Espectrofotdmetro
Cor verdadeira Colorimétrico ed., 1998 HACH® DR2700 3a500 mg/L PtCo
S 2120 C- APHA 20° Espectrofotdmetro
Cor aparente Colorimétrico ed. 1998 HACH® DR2700 3 a 500 mg/L PtCo
H Potenciométrico 4500 B- APHA 20° Phmetro 0al4
P ed., 1998 QUALXTRON® 8010
0a20;e
- 0 ’
Alcalinidade Titulométrico 2320 B- APHA 20 Vidrarias >20 mg/L
ed., 1998
CaCO;
Termdmetro de 2550 B- APHA 20° Termdmetro de o
Temperatura mercrio ed., 1998 mercurio 0aloo™C
. Colorimétrico 4500 CI- APHA 21° Espectrofotdmetro
Cloro residual DPD ed., 2005 HACH® DR2700 0,01 a4 mg/L

4.10 DADOS PLUVIOMETRICOS

Os dados de precipitacdo pluviométrica foram adotados com o objetivo de avaliar, através do
teste de correlagcdo de Spearman, a associacdo da presenca de cistos de Giardia e oocistos de
Cryptosporidium com o volume de chuva acumulado nos Gltimos sete dias que antecederam
cada coleta. O volume acumulado de chuva foi utilizado devido a influéncia prolongada das
precipitaces na qualidade da &gua das bacias. Os dados pluviométricos foram obtidos atraves
de uma estagdo meteoroldgica automatica localizada no Municipio de Vitoria, ES (Lat.: -
20.3156° Long.: -40.3172° Alt.: 9.00 m), monitorada pelo
Meteorologia — INMET.

Instituto Nacional de




4 — Materiais e Métodos 64

4.11 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados dos testes de sensibilidade das técnicas de concentracdo de cistos de Giardia e
oocistos de Cryptosporidium foram avaliados pela estatistica descritiva e analise de variancia
(ANOVA), com o objetivo de se comparar a eficiéncia das técnicas de concentracdo de
protozoarios por floculagdo com CaCOj; e filtragdo em membranas. A comparacdo da
concentragdo de cistos e oocistos nos mananciais foi avaliada pelo teste t de amostras
independentes e estatistica descritiva. Os efluentes filtrados foram avaliados através da
estatistica descritiva. Para a determinacdo de associacéo de cistos e oocistos com indicadores
fisico-quimicos e bacteriolégicos de qualidade da agua, e indices pluviométricos, utilizou-se o
teste ndo-paramétrico de correlacdo de Spearman (rs). A eficiéncia de remogdo de cistos e
oocistos foi avaliada através de estatistica descritiva. As analises estatisticas, graficos e
tabelas foram feitas nos softwares SPSS 11.5.0 e Microsoft Excel 2007.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TESTES DE SENSIBILIDADE DAS TECNICAS DE CONCENTRACAO

5.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas das matrizes

A tabela 6 apresenta os resultados dos parametros fisico-quimicos analisados nas matrizes em
cada batelada de testes. Considerando as limitagdes de materiais e pessoas, 0s testes foram
realizados nas duas técnicas simultaneamente, e uma concentracdo e agua por vez, portanto

houve variacdo nos parametros de qualidade de cada &gua testada.

Tabela 6. Parametros fisico-quimicos analisados nas matrizes em cada ensaio.

Parametros
) In6culo Turbidez pH Condut. Cor verd. Cor apar.
Agua (org./L) (uT) (US/cm) (U PtCo) (U PtCo)
_ 10° 0,12 6,84 0,96 ND ND
Destilada 10° 0,09 6,86 0,85 ND ND
_ 10? 0,19 6,23 48,70 ND 0,44
Filtrada 10° 0,39 6,12 50,43 0,53 4,63
10? 95,60 7,55 41,26 140,1 364,16
Bruta 10° 36,10 6,68 40,26 74,23 146,51

ND — Nao detectado.

5.1.2 Recuperacdo de cistos e oocistos quanto as técnicas de concentracao (floculacéo

com CaCOs e filtracdo em membranas)

A eficiéncia das técnicas de concentragcdo de protozoarios foi avaliada através da estatistica
descritiva (tabela 7) e do teste ANOVA (tabela 8), no qual se analisou 0 desempenho da
floculacdo e filtracdo (fontes de variagcdo) na recuperacdo de Giardia e Cryptosporidium
(variaveis). Os resultados detalhados da recuperagdo dos protozoarios em cada ensaio podem

ser visualizados no anexo B.
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Tabela 7. Andlise descritiva dos testes de sensibilidade das técnicas de concentracdo por
filtracdo em membranas e floculagdo com CaCO3 para recuperagéo de cistos e 00Cistos.

Cryptosporidium (%) Giardia (%)
Técnica N Média DP DPR Média DP DPR
Filtracdo 18 29,01 16,68 57,50 25,81 19,23 74,50
Floculagédo 18 28,24 16,31 57,75 48,30 22,72 47,04

DP - Desvio padrao.
DPR — Desvio padrao relativo.

Tabela 8. Teste ANOVA do desempenho das técnicas de concentracdo em cada protozoario
pesquisado.

Variavel Fonte de variacao F p —valor *
Cryptosporidium Técnicas 0,030 0,865
Giardia Técnicas 20,093 0,000

* Nivel de significancia de 5%.

O protozoario Cryptosporidium teve recuperacdo de 29,01% pela técnica de filtragdo em
membranas e 28,24% pela floculagdo com CaCOs;. Os resultados dos testes ANOVA
revelaram ndo haver diferenca entre as técnicas na recuperacdo deste parasito (p > 0,05),
corroborando os resultados apresentados por Muller (1999), Farias (2000) e Ongerth e Stibbs
(1987). Muller (1999) obteve recuperacdo de oocistos de 37,95% na floculagéo e 37,72% na
filtracdo utilizando &gua destilada e bruta; e Farias (2000) relatou recuperacdo de oocistos de
44,4% na filtracdo e 44,6% na floculacdo, utilizando um litro de agua destilada para cada
indculo. Por outro lado, Shepherd e Wyn-Jones (1996) observaram diferencas entre as
técnicas na recuperacdo de oocistos de Cryptosporidium, a floculacdo teve resultados
melhores que a filtragdo, 72,45 e 29,85% respectivamente. Os testes foram realizados em agua

bruta e tratada.

A média da recuperacdo de oocistos para as duas técnicas testadas (floculacdo por CaCOj3 e
filtracdo em membrana) enquadraram-se nos critérios de aceitacdo de controle de qualidade
para Cryptosporidium estabelecidos pela USEPA (2001), que é de 24 a 100%. Mas, a precisao
das técnicas de floculagdo por CaCOs; (57,75%) e filtragdo em membrana (57,50%),
representada pelo desvio padrdo relativo (DPR), foi insatisfatoria, estando pouco acima do
valor de aceitacdo (55%). Com base nos resultados de média de recuperacdo, ambas as
técnicas podem ser utilizadas para a pesquisa de oocistos de Cryptosporidium em agua de

qualidade semelhante as testadas, desde que seja corrigida a precisdo das técnicas.

Ja para os cistos de Giardia, a eficiéncia das técnicas de concentracdo foi diferente

significativamente (p < 0,05), a floculagdo quimica recuperou 48,30% e a filtragdo em
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membranas 25,81% (tabela 6). Shepherd e Wyn-Jones (1996) também relataram a maior
eficiéncia na floculacdo com CaCO3; do que na filtracdo em membranas, as recuperacoes
foram de 74,8 e 58,45%, respectivamente. Os testes foram realizados em agua bruta e tratada.
Segundo Farias et al. (2002), a filtracdo em membranas promove a compactacdo das
particulas presente na agua dificultando a eluicdo dos protozoarios. Acredita-se que a
floculacdo com CaCOj3 pode ter melhor recuperagdo dos parasitos, porque promove menor

compactacao e agregacdo das particulas.

A média da recuperacdo de cistos para as duas técnicas testadas (floculacdo por CaCOj; e
filtracdo em membrana) enquadraram-se nos critérios de aceitacdo de controle de qualidade
para Giardia estabelecidos pela USEPA (2001), que é de 24 a 100%. A preciséo da técnica de
floculacdo por CaCOg3 (47,04%) também esteve dentro dos padrdes de aceitacdo (49%), por
outro lado, a precisdo da filtracdo em membrana (74,50%) foi inaceitavel. Com base nos
resultados de média de recuperacdo e precisdo, sugerem que a técnica de floculacdo com
CaCOj3 seja mais indicada para pesquisa de cistos de Giardia em agua.

De acordo com os resultados obtidos nos testes de sensibilidade de cada técnica de
concentracdo sugere-se para pesquisas de Cryptoporidium e Giardia, em aguas com qualidade
semelhante as testadas, a utilizacdo da técnica de floculagdo com CaCOs3 para concentragdo
das amostras, considerando que os procedimentos laboratoriais sdo simples, de menor custo e
melhor eficiéncia na recuperacdo de Giardia. Caso seja pesquisado somente 0 protozoario
Cryptosporidium, tanto a filtracdo em membranas quanto a floculacdo quimica poderiam ser
utilizadas, visto o desempenho semelhante de ambas as técnicas para este parasito. Em aguas
clarificadas, a filtragdo em membranas permite a utilizacdo de um volume maior de amostra, 0

que poderia possibilitar o aumento da sensibilidade da técnica.

5.1.3 Desempenho das técnicas de floculagdo com CaCOj e filtracdo em membranas

considerando as matrizes utilizadas

A tabela 9 apresenta os resultados da estatistica descritiva das técnicas de concentracao por
floculacdo com CaCOs e filtragdo em membranas, nas matrizes estudadas (agua bruta, filtrada
e destilada). O teste ANOVA foi utilizado para avaliar o desempenho das matrizes testadas

quanto a recuperacao de cada protozoério (tabela 10).
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Tabela 9. Estatistica descritiva da recuperacdo dos protozoarios em cada matriz concentrada
por floculagdo com CaCO; e filtragdo em membranas.

Cryptosporidium (%) Giardia (%0)

Desvio Desvio

Técnica Agua N Media padrado Media padrado
Destilada 6 13,49 4,95 10,46 8,41
Filtracdo Filtrada 6 34,75 18,54 24,07 11,79
Bruta 6 38,78 11,60 42,90 20,27
Destilada 6 18,49 10,60 36,29 23,84
Floculacgéo Filtrada 6 23,24 8,86 35,92 7,90
Bruta 6 43,00 17,56 72,71 7,28

Tabela 10. Teste ANOVA do desempenho das matrizes em cada protozoarios pesquisado.

Variavel Fonte de variacao F p —valor *
Cryptosporidium Matrizes 10,458 0,000
Giardia Matrizes 17,667 0,000

* Nivel de significancia de 5%.

A floculacdo com CaCOj; teve melhor recuperacdo de protozoarios na maioria das matrizes
(tabela 9). Exceto na agua filtrada, na qual o Cryptosporidium foi mais bem recuperado pela
técnica de filtracdo (34,75%) do que a floculagédo (23,24%).

O teste ANOVA revelou que as matrizes apresentaram diferencas significativas na
recuperacdo de ambos os protozoéarios (p < 0,05). Através da estatistica descritiva foi possivel
indicar a agua bruta como a matriz que melhor recuperou os cistos de Giardia e oocistos de
Cryptosporidium, tanto pela técnica e floculacdo quanto pela filtracdo. De acordo com Le
Chevallier et al. (1995), a presenca de particulas suspensas na agua bruta auxilia a
precipitacdo dos organismos junto ao sedimento, aumentando a recuperacao, principalmente
quando se utiliza a floculagdo com CaCOs. Por outro lado, o excesso de particulas pode
encobrir os cistos e oocistos impedindo a ligagdo antigeno-anticorpo e, conseqlientemente,
levando a resultados falso-negativos (VESEY et al. 1993). A dificuldade na visualizagéo dos
protozoarios, ocasionada pela turbidez, acontece principalmente quando € utilizada a técnica

de concentracgéo por filtracdo em membranas.

Shepherd e Wyn-Jones (1995) estudaram a recuperacdo de Cryptosporidium em dois tipos de
agua (bruta e tratada), concentradas pelas mesmas técnicas deste estudo, e relataram maior

recuperacdo de oocistos em gua tratada. Os autores, em outra pesquisa realizada no ano de
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1996, ndo detectaram diferencas significativas entre as dguas na recuperacdo de Giardia e

Cryptosporidium.

As concentragdes de 10° e 10% (oo)cistos/L utilizadas nos testes de sensibilidade nao
apresentaram diferencas significativas na recuperacdo de ambos os protozoarios (p > 0,05),
sugerindo que a concentracdo do indculo ndo influenciou na recuperacdo de cistos e oocistos
(tabelas 11 e 12).

Tabela 11. Estatistica descritiva da recuperacdo dos protozoarios em cada concentracdo
testada por floculagcdo com CaCOj e filtragdo em membranas.

Cryptosporidium (%) Giardia (%0)
Técnica Concentracdo N Meédia Desvio Padrdo  Média Desvio Padrao
Filtrago 10§/|_ 9 22,95 9,07 18,35 10,02
10°/L 9 35,07 20,65 33,26 23,68
Floculacio 10§/|_ 9 3541 17,62 53,99 23,81
10°/L 9 21,07 11,80 42,61 21,39

Tabela 12. Teste ANOVA para o desempenho das concentrages de inoculo em cada
protozoarios pesquisado.

Variavel Fonte de variacdo F p —valor *
Cryptosporidium Concentracéo 0,062 0,805
Giardia Concentracao 0,123 0,728

* Nivel de significancia de 5%.

A dificuldade da comparagdo dos resultados dos testes de sensibilidade com os dados da
literatura existe, devido a variabilidade da qualidade das matrizes utilizadas nos diferentes
estudos, do tempo de armazenamento das aguas, forma de conservacao, habilidades do corpo
técnico, e as diferentes técnicas de contagem adotadas. Segundo Fricker e Crabb (1998),
dados das porcentagens de recuperagdo sdo normalmente apresentados nos trabalhos, porém,

poucas sdo as informacdes sobre a qualidade da agua utilizada.

Em conclusao, os testes de sensibilidade mostraram que para recuperacéo de cistos de Giardia
a técnica de concentracdo por floculagdo com CaCOj3 apresentou melhores resultados. Ja para
0s oocistos de Cryptosporidium a filtragdo em membranas teve melhores resultados na agua
filtrada, o que contribuiu para que esta técnica se equiparasse a floculacdo com CaCOj3; na
recuperacao deste parasito. Com relacdo aos tipos de agua testados, a recuperacao de cistos e

oocistos foi melhor na agua bruta.
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5.2 OCORRENCIA DE CISTOS DE Giardia E OOCISTOS DE Cryptosporidium NOS
SISTEMAS DE ABASTECIMENTO DE AGUA

De acordo com os resultados obtidos nos testes de sensibilidade realizados previamente,
optou-se por utilizar a técnica de floculacdo com CaCO3 para a concentracdo das amostras.
Nesta pesquisa foram coletadas 12 amostras mensais de agua bruta e filtrada, e 10 amostras de
agua tratada do reservatério, dos sistemas de abastecimento de agua Carapina (A) e Vale

Esperanca (B).

5.2.1 Mananciais Superficiais

Os resultados da frequéncia encontrada de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia na
agua bruta dos sistemas A e B estdo apresentados na tabela 13. A tabela 14 mostra a
estatistica descritiva dos resultados da deteccéo de cistos e oocistos. Os resultados detalhados
da pesquisa de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium, e de todos os parametros de

qualidade de &4gua analisados podem ser consultados nos anexos C e D.

Tabela 13. Frequéncia de ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia na
agua bruta dos sistemas Carapina e Vale Esperanca.

Sistema n Giardia Cryptosporidium
Carapina (A) 12 9 (75,00 %) 8 (66,67 %)
Vale Esperancga (B) 12 12 (100,00 %) 10 (83,33 %)

Tabela 14. Estatistica descritiva dos resultados da pesquisa de oocistos de Cryptosporidium e
cistos de Giardia na agua bruta dos sistemas Carapina e Vale Esperanca.

Cistos de Giardia/ L Oaocistos de Cryptosporidium/ L

Desvio Desvio

Sistema n Max Min Meédia padrdo Max Min Meédia padréo
Carapina (A) 12 400,00 ND 130,62 140,79 562,50 ND 105,62 200,29

Vale Esperanga (B) 12 333,33 25,00 127,77 92,40 700,00 ND 160,41 203,51

ND — Nao detectado.

A 4gua bruta do sistema B apresentou a maior positividade de protozoarios, os cistos de
Giardia e oocistos Cryptosporidium foram encontrados em 100 e 83,33%, respectivamente,
das amostras analisadas. A concentracdo de Giardia na dgua bruta do sistema B variou de 25

a 333,33 cistos/L, e de Cryptosporidium de ndo detectavel a 700 oocistos/L. Na agua bruta do
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sistema A, os cistos foram detectados em 75% das amostras e 0s oocistos em 66,67%. As
concentragcOes Giardia variaram de ndo detectavel a 400 cistos/L e o Cryptosporidium de ndo

detectavel a 562,5 oocistos/L.

O teste t de amostras independentes foi utilizado com o objetivo de apontar se existe ou ndo
diferengas entre os dois mananciais estudados, quanto a presenca dos protozoarios (tabela 15).
A analise estatistica demonstrou que os mananciais utilizados para abastecimento encontram-
se no mesmo nivel de contaminacdo, ndo apresentando diferencas entre si quanto a

concentracao dos protozoarios (p > 0,05).

Tabela 15. Teste t de amostras independentes da concentracdo dos protozoarios nos dois
mananciais estudados.

Protozodrio t p - valor*
Giardia 0,092 0,928
Cryptosporidium - 0,873 0,401

* Ao nivel de significancia de 5%.

As frequéncias de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium encontradas na agua bruta
dos sistemas A e B indicam que estes protozoarios estdo disseminados nos mananciais que
abastecem a regido da Grande Vitéria, ES. Segundo dados do IEMA (s/d), as bacias dos rios
Santa Maria da Vitoria e Jucl estdo sujeitas ao lancamento de aguas residuérias sem
tratamento, atividades pecuaristas e desmatamento nas proximidades dos rios, o que pode
contribuir para a presenca dos parasitos nas aguas dos mananciais. Le Chevallier et al. (1991)
associaram maior concentracdo de oocistos e cistos em aguas de rios que recebem descargas
de esgoto e efluentes industriais. Hansen e Ongerth (1991) observaram que a concentracao de
oocistos foi consideravelmente maior no ambiente aquatico de areas que recebiam influéncia

de fazendas de gado bovino.

Os resultados da presenca de protozoarios em mananciais superficiais corroboram os dados
publicados por outras pesquisas realizados no Brasil (HELLER et al., 2004; HACHICH,
2004; BASTOS et al., 2002; MULLER, 1999; CANTUSIO NETO, 2004; BERINO, 2004;
DIAS JUNIOR, 1999) e em outros paises (ROSE et al., 1991; LE CHEVALIER e NORTON,
1995; JIANG et al., 2005; KARANIS et al., 2006; HASHIMOTO et al., 2002). Dias Junior
(1999) detectou a ocorréncia de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium em 58,4 e
66,7%, respectivamente, das amostras de aguas superficiais no municipio de Araras, SP. Em

2002, a CETESB identificou a presenca de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium
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em 27 e 2,5 %, respectivamente, dos 28 pontos de captacdo analisados no estado de S&o
Paulo. No Japdo, Hashimoto e colaboradores (2002) identificaram Giardia em 92% das
amostras, e Cryptosporidium em todas as amostras analisadas. Ong et al. (1996) detectaram

cistos e oocistos em todas as amostras de duas bacias no Canada.

As concentracBes dos protozoarios encontradas no presente estudo, nos dois diferentes
mananciais estudados, corroboram os resultados de trabalhos publicados no Brasil e em outros
paises (LE CHEVALIER e NORTON, 1995; SOLO-GABRIELE et al. 1998; HSU et al.,
1999; BASTOS et al.,, 2002). Le Chevalier e Norton (1995) encontraram concentragdes
médias de Giardia de 200 cistos/L e de Cryptosporidium de 240 oocistos/L. Hsu e
colaboradores (1999) detectaram concentracGes ainda maiores em um manancial abastecedor
em Taiwan, 1.956 cistos/L e 4.776 oocistos/L. Em dois mananciais superficiais do municipio
de Vicosa-MG, Bastos et al. (2002) relataram concentragdes maximas de Giardia de 140
cistos/L, e de Cryptosporidium de 510 oocistos/L. Outros estudos detectaram concentragdes
menores dos parasitos em &gua de mananciais, demonstrando que as concentragdes
encontradas na presente pesquisa devem servir de alerta e indicando consideravel grau de
contaminacdo fecal. Atherholt et al. (1998) detectaram concentracGes médias de 0,5 cistos/L e
0,1 oocistos/L; Karanis et al. (1998), 0,88 cistos/L e 1,16 oocistos/L; Vernille et al. (2008),
0,02 cistos/L e nédo detectou oocistos de Cryptosporidium; e Dias (2007), 20,2 cistos/L e 15,3
oocistos/L.

Estudos tém apontado vérios fatores que podem influenciar na concentracdo de cistos e
oocistos na agua de mananciais, como as caracteristicas das bacias, variacdes pluviométricas,
carga de efluentes domésticos e industriais, temperatura, distribuicdo ndo homogénea,
atividade humana no entorno do manancial e metodologias utilizadas para analise (LE
CHEVALIER et al., 1991; LE CHEVALIER e NORTON, 1995 apud CANTUSIO NETO,
2004). Rose et al. (2002) indica a precipitacdo pluviométrica como principal fator de
influéncia na dispersdo dos parasitos que estdo presentes no solo; e Atherholt et al. (1998)
acrescenta que chuvas intensas podem promovem a ressuspensdo de solidos e de material
fecal presentes no leito dos rios. Porém, Thurman et al. (1998) indica que a ocorréncia dos

protozoarios na dgua nao obedece a padrdes de sazonalidade.

No Brasil e em outros paises, ainda ndo foram estabelecidos limites aceitaveis para de cistos e
oocistos em aguas superficiais para abastecimento publico. A USEPA estabeleceu em 1996 o
limite de 10 cistos/oocistos por litro para dguas superficiais captadas para abastecimento nos

EUA. Torna-se importante a definicdo de limites para estes protozoarios em &guas de




5 — Resultados e Discussdo 73

mananciais destinadas ao abastecimento, a fim de assegurar a compatibilidade dos tipos de
tratamento utilizados e avaliar os riscos de contaminagdo caso estas dguas sejam utilizadas
para recreacdo. A concentracdo media dos protozoarios encontrada nos mananciais estudados
estd cerca de 10 vezes maior que o limite estabelecido pela USEPA, sugerindo que o0s

processos de tratamento de 4gua podem estar sujeitos ao transpasse de protozoarios.

Em algumas amostras de agua bruta foi detectada a presenca de algas que reagiram
positivamente com anticorpos fluorescentes dos kits de identificacdo. Para evitar resultados
falso-positivos foi utilizada a microscopia de contraste de fase para a confirmacédo da presenca
de cistos e oocistos, atraves da analise da morfologia interna e da parede dos cistos e oocistos.
Mas, em &guas de alta turbidez a confirmacdo foi prejudicada pelo excesso de material
suspenso depositado na lamina, o que dificultou a visualizacdo dos cistos e oocistos por luz
transmitida (contraste de fase), barrando a passagem do feixe luminoso e encobrindo 0s

organismos, assim como relatado por BRIANCESCO et al. (1999).

5.2.2 Estacbes de Tratamento de Agua

Os resultados da frequéncia dos protozoéarios Giardia e Cryptosporidium nas aguas filtradas e
tratadas podem ser visualizados na tabela 16. A tabela 17 apresenta a estatistica descritiva das
concentragcOes de cistos e oocistos nas aguas em foram detectados. Os resultados detalhados
da pesquisa de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium, e de todos os parametros de
qualidade das &guas filtradas e tratadas podem ser consultados nos anexos C e D.

Tabela 16. Frequéncia de ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia na
agua filtrada e tratada dos sistemas Carapina e Vale Esperanca.

Sistema n Giardia Cryptosporidium

Carapina (A)
Filtrada FD 6 1 (16,67 %) ND
Filtrada FT 6 3 (50,00 %) 4 (66.67 %)
Tratada 10 ND ND

Vale Esperanca (B)
Filtrada FD 12 2 (16,67 %) 5 (41,67 %)
Filtrada TC 12 ND ND
Tratada 10 ND ND

FD = filtracdo direta.

FT = flotofiltracdo.

TC = tratamento convencional.
ND = néo detectado.
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Tabela 17. Estatistica descritiva dos resultados da pesquisa de oocistos de Cryptosporidium e
cistos de Giardia nas aguas em que foram encontrados.

Cistos de Giardia/ L Oocistos de Cryptosporidium/ L

Desvio Desvio

Sistema n Max Min Média padrdo Max Min Média  Padrdo

Carapina (A)
Filtrada FD 6 7,50 ND 1,25 3,06 ND ND ND ND
Filtrada FT 6 5,00 ND 1,67 2,04 1750 ND 5,00 6,52
Vale Esperanca (B)

Filtrada FD 12 20,00 ND 2,71 6,52 2250 ND 3,33 6,42

FD = filtracdo direta.
FT = flotofiltracdo.
ND = néo detectado.

Na &gua filtrada do tratamento convencional e tratada dos reservatérios dos dois sistemas de
tratamento ndo foi detectada a presenca dos protozoarios Giardia e Cryptosporidium. Ja o
efluente filtrado do tratamento por flotofiltracdo do sistema A apresentou maior positividade
de protozoarios dentre as &guas filtradas analisadas. Neste tipo de tratamento foram
identificados cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium em 50,00 e 66,67% das
amostras, respectivamente. As concentra¢fes de Giardia variaram de ndo detectavel a 5

cistos/L, e Cryptosporidium de ndo detectavel a 17,50 oocistos/L.

No efluente filtrado do tratamento por filtracdo direta do sistema B também foi detectada a
presenca dos parasitos, mas com menor frequéncia do que na flotofiltracdo. Os cistos
estiveram presentes em 16,67% e 0s oocistos de 41,67% as amostras. A maior concentracdo
de Giardia (20 cistos/L) foi encontrada no efluente filtrado desta ETA. O Cryptosporidium foi

encontrado em concentragfes que variaram de ndo detectavel a 22,50 oocistos/ L.

Na agua filtrada do tratamento por filtracdo direta do sistema A ndo foram identificados
oocistos de Cryptosporidium. E os cistos de Giardia estiveram presentes em somente uma

amostra (16,67%), com concentracdo de 7,50 cistos/L.

As maiores frequéncias de protozoarios foram encontradas nos efluentes filtrados da
flotofiltracdo e filtracdo direta do sistema B, o que podem ser explicadas pela turbidez maior
que 0,5 uT encontrada em 100 e 58,33% das amostras, respectivamente (anexos E e F), e por
estar operando com agua bruta de turbidez acima dos limites recomendados por Di Bernardo e
Dantas (2005) para estes tipos de tratamento de agua (filtragdo direta < 25 uT, em 100% do

tempo; flotofiltragdo <25 uT, em 90% do tempo).
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A carreira curta de filtracdo nestas ETAs, devido a auséncia da etapa de clarificacdo
antecedente a filtracdo, pode ser outro fator que potencializa os riscos. A maior frequéncia de
lavagem dos filtros deixa o tratamento vulneravel a passagem de cistos e oocistos, ja que 0S
filtros entram em operagdo normal, aproximadamente, 1,5h apds a lavagem (LIBANIO,
2005). Ja a melhor eficiéncia da ETA filtracdo direta do sistema A, dentre aquelas que nao
possui etapa de clarificacdo antes da filtracdo, se deve a manutencdo de baixa turbidez no
efluente filtrado na maioria das amostras, ocasionada pela turbidez reduzida do afluente (dgua

bruta), que também ocasiona tempos maiores de carreira de filtracao.

O Ministério da Saude, através da Portaria n°® 518/2004, recomenda que a turbidez de
efluentes filtrados de tratamentos por filtracdo rapida seja inferior a 0,5 uT, em 95% das
amostras, para se atingir o padrdo de auséncia de Giardia e Cryptosporidium. A USEPA
(2003) preconiza a manutencgdo de turbidez dos efluentes filtrados abaixo de 0,3 uT, em 95 %
das amostras, e nunca ultrapassar turbidez de 1 uT. Os valores de turbidez maiores que o
recomendado, encontrados na maioria das amostras de efluentes filtrados das ETAs por
flotofiltracdo e filtracdo direta do sistema B, demonstra que estes tipos de tratamento possam
estar incompativeis com a qualidade da &gua bruta captada ou apresentam problemas
operacionais, que possibilitam o transpasse de protozoarios quando ha picos de turbidez e de

protozoarios.

A presenca dos parasitos em aguas com turbidez inferior a 0,5 uT, como registrado no
tratamento por filtracdo direta dos dois sistemas, indica que o padrdo de auséncia de
protozoarios, medido pela limite de turbidez de 0,5 uT, ndo garante a auséncia de riscos a
populacdo. Hsu et al. (2001) e Hashimoto et al. (2002) também relataram a presenca de cistos
de Giardia e oocistos de Cryptosporidium em aguas filtradas de baixa turbidez, indicando que
o limite de aceitacdo para a turbidez deveria ser ainda menor. O estudo realizado por Patania e
colaboradores (1995) revelou que a remocdo efetiva de cistos e oocistos s6 foi garantida
quando o efluente filtrado apresentou turbidez de 0,1 uT, e quando a turbidez esteve maior
que 0,2 uT foi detectada a presenca de Giardia e Cryptosporidium no efluente filtrado. Outros
pesquisadores (HUCK et al., 2001 e 2002; EMELKO, 2001) também obtiveram conclusées
similares, e acrescentam que no final dos ciclos de filtracdo a qualidade dos efluentes pode
deteriorar possibilitando a passagem de oocistos de Cryptosporidium. Huck et al. (2001 e
2002) e Patania et al. (1995) relataram o aumento da passagem de oocistos de

Cryptosporidium pelos filtros durante a primeira hora de operacéo apos a lavagem.




5 — Resultados e Discusséo 76

Na amostras de efluentes filtrados em que foram identificados cistos de Giardia, a
concentragdo deste protozoario esteve superior ao “nivel de alerta” de 0,03 a 0,05 cistos/L,
sugerido por Wallis et al. (1996) para que ocorra riscos de surtos. Os oocistos de
Cryptosporidium também estiveram em concentragdes superiores ao “nivel de alerta” de 0,1 a
0,3 oocistos/L (HAAS e ROSE, 1995), em todas amostras em que foram identificados. A
USEPA sugere medidas ainda mais restritivas, recomenda o nivel de risco de infeccdo de
1:10.000 (10™). Segundo Rose et al. (1991), para atingir este nivel as concentracdes de cistos
de Giardia e oocistos de Cryptosporidium nido deve exceder 107 cisto/L e 6x10” oocisto/L na

agua tratada.

A ndo deteccdo dos protozoarios na &gua tratada dos reservatorios e efluente filtrado do
tratamento convencional pode enquadrar estas aguas nos requisitos estabelecidos pelas
normas nacionais e internacionais de controle de qualidade da &gua, assim como também
demonstrado por Cantusio Neto (2004) e Bastos et al. (2002), em estudos com tratamento
convencional. Mas, a ndo identificacdo de cistos e oocistos nestas aguas ndo deve ser
encarada como auséncia total dos protozoarios. Cabe ressaltar, que as técnicas utilizadas para
a concentracao de cistos e oocistos ndo apresenta 100% de recuperacédo e utilizam pequenos
volumes de amostras, podendo os resultados de auséncia estar subestimados (VERNILLE et
al., 2008; ALLEN et al., 2000). O limite de deteccdo estimado de protozoarios nas
metodologias utilizadas foi de 1,67 (oo)cistos/L. Além disso, diversos trabalhos tém
identificado a presenca de Giardia e Cryptosporidium em efluentes filtrados e tratados de
ETAs por tratamento convencional (MULLER, 1999; NIEMINSKI, 1997), fato que indica
que este tipo de tratamento também pode ser vulneravel ao transpasse de protozoarios.

Dados de literatura, que demonstram a resisténcia dos cistos de Giardia e, principalmente, dos
oocistos de Cryptosporidium aos processos convencionais de desinfeccao, reforcam a idéia de
subestimacdo dos resultados. Korich et al. (1990) afirma que sdo necessarias altas
concentracdes de cloro (80 ppm), acima das usualmente dosadas nas ETAS, por tempo
prolongado (90 minutos) para atingir 90% de inativacao.

Segundo USEPA (2001), os compostos quimicos utilizados nos processos de tratamento de
agua, tais como coagulantes de ferro e aluminio e polimeros, podem resultar em interferéncia
adicional. O processo de cloragcdo também pode interferir na detec¢do dos parasitos, Moore et
al. (1998) afirmam que pode ocorrer remocdo dos epitopos especificos da parede dos cistos e
oocistos pelo cloro sem necessariamente ocorrer inativacdo, impedindo que 0s anticorpos

marcados com o reagente de deteccdo se aderem a superficie dos microrganismos. Isto pode
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ter ocorrido tanto na agua tratada quanto no efluente filtrado do processo de tratamento
convencional, j& que neste ultimo ocorrem duas outras adi¢es de cloro antes da etapa de

desinfeccéo (pré-cloracdo e inter-cloracao).

A morfologia de alguns cistos e oocistos, encontrados nas amostras de agua bruta e filtrada,
apresentava-se levemente alterada ou distorcida. Muller (1999) afirma que estas alteracdes
morfolégicas podem ser devidas a perda de viabilidade ou inativacdo dos parasitos em

consequéncia de fatores ambientais ou dos processos de tratamento.

Em agua filtrada os oocistos apresentavam parede levemente identificavel. Para facilitar a
identificacdo dos protozoarios, as confirmacBes da presenca de cistos e oocistos eram

realizadas na objetiva de maior aumento na presenca de dois analistas.

Os resultados obtidos demonstram que ETAs por filtracdo direta e flotofiltracdo operadas com
agua bruta de turbidez superior a recomendada para estes tipos de tratamento, podem estar
sujeitas ao transpasse de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium. Mas quando
operadas dentro das recomendacgdes para cada tratamento, podem garantir a auséncia de
parasitos nos seus efluentes e reduzir os riscos associados. O tratamento convencional
manteve a qualidade de seu efluente dentro dos limites aceitaveis mesmo quando a dgua bruta

apresentou turbidez elevada.

5.3 CORRELACAO DE CISTOS E OOCISTOS COM OS INDICADORES DE
QUALIDADE DA AGUA

O coeficiente de correlacdo de Spearman (rs) foi utilizado para avaliar a associacdo dos
protozoarios com os indicadores fisico-quimicos e bacterioldgicos de qualidade da agua, e 0s
dados pluviométricos. Para o teste de correlacdo foram utilizados os resultados da técnica de
concentracdo por floculagdo com CaCOs, por apresentar melhor desempenho nos testes de
sensibilidade. Os coeficientes de correlacdo para todos os parametros analisados estdo
apresentados no anexo E. Os graficos de dispersdo dos parametros correlacionados na agua

bruta dos dois sistemas de tratamento de agua estudados estdo apresentados no anexo F.

Os protozoarios identificados na &gua bruta do sistema A apresentaram correlagdo positiva
entre si e com outros cinco parametros analisados. A Giardia correlacionou-se com

Cryptosporidium (rs = 0,633), coliformes totais (rs = 0,689) e cor verdadeira (rs = 0,677) ao
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nivel de significancia de 5%; e com turbidez (rs = 0,829), E. coli (rs = 0,841) e cor aparente
(rs = 0,813) ao nivel de significancia de 1%. Os oocistos de Cryptosporidium tiveram
correlacdo com turbidez (rs = 0,717) ao nivel de significancia de 1%, e com coliformes totais
(rs = 0,622), E. coli (rs = 0,603), cor verdadeira (rs = 0,681) e cor aparente (rs = 0,670), ao

nivel de significancia de 5%.

Na &gua bruta do sistema B, os cistos de Giardia apenas se correlacionaram com a turbidez (rs
= 0,594), e o Cryptosporidium com coliformes totais (rs = 0,688), E.coli (rs = 0,671) e
turbidez (rs = 0,625), ao nivel de significancia de 5%. Os parametros pH, alcalinidade,
temperatura e precipitagdo pluviométrica ndo apresentaram correlacdo com 0s protozoarios
nos dois sistemas estudados. Ndo foi possivel realizar os testes de correlagdo com 0s
resultados obtidos nas aguas filtradas das ETAs, devido ao baixo nimero de amostras

positivas para cistos e oocistos.

O coeficiente de correlacdo da concentragdo dos protozoarios com os valores de turbidez
encontrado nos dois mananciais revelou que em episddios de turbidez elevada, os cistos e
oocistos sao encontrados em maior concentracdo. Alguns pesquisadores (HU, 2002; HSU et
al., 2000; CARMENA et al., 2007) também relataram a associacdo significativa dos valores
de turbidez com a presenca de protozoarios na dgua bruta. A correlacdo com turbidez sugere
uma atencdo maior na operacgédo das ETAs, principalmente naquelas que ndo apresentam etapa
de clarificacdo, que em momentos de picos de turbidez na &dgua captada podem apresentar
riscos de transpasse de parasitos, devido ao aumento também da concentracdo dos

protozoarios no afluente.

Por outro lado, ha trabalhos que mostram néo existir associacdo de turbidez com a presenca
de Giardia e Cryptosporidium em agua bruta (THURMAN et al., 1998; AHMAD et al., 1997;
HSU et al., 2001), indicando que o parametro turbidez deve ser utilizado com cuidado para
estimar estes organismos. A presenca de protozoarios em &guas com valores de turbidez
dentro dos limites estabelecidos pelo Ministério da Salde, e os relatos da literatura (Hsu et al.,
2001; Hashimoto et al., 2002) fica evidente que o controle de turbidez ndo é a melhor forma
de eliminar os riscos. Estas informac@es reforcam a idéia de que o monitoramento constante
dos protozoéarios na dgua destinada ao abastecimento ndo deve ser substituido pelo controle de

turbidez no efluente filtrado.

Cabe ressaltar, que a equacdo utilizada para quantificacdo de cistos e oocistos (Equacéo 1)
considera o volume de sedimento final (“pellet”) da amostra, sendo este pardmetro

diretamente proporcional a concentracdo dos protozoérios aplicada na equacgdo. Portanto, 0s
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resultados de correlacdo de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium com turbidez
podem estar subestimados ou superestimados devido a influéncia do volume do sedimento

obtido apos centrifugacdo na quantificacao final dos organismos.

A correlacdo de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium com 0s parametros
bacterioldgicos foi observada na 4gua bruta do sistema B. Ja no sistema A houve associacao
somente de Cryptosporidium com coliformes totais e E.coli. Vernile e colaboradores (2008)
também observaram correlacdo da concentracdo de Giardia com parametros bacterioldgicos.
Atherholt et al. (1998) observaram uma correlacdo significativa entre as concentracfes de

Giardia e Cryptosporidium com coliformes totais, termotolerantes e Clostridium perfringens.

Contrariamente, muitos trabalhos demonstram néo haver correlagdo entre os cistos e 0ocistos
com os parametros bacterioldgicos, indicando que a presenca dos protozoarios também néo
pode ser estimada por apenas a contagem de bactérias do grupo coliformes, ja que estes
organismos tém diferentes comportamentos no ambiente aquéatico e sdo menos resistentes que
os protozoarios (LEMARCHAND e LEBARON, 2003; HANNINEN et al., 2005; HSU et al.,
2001; THURMAN et al., 1998; BASTOS et al., 2002; MULLER, 1999). Segundo Kramer et
al. (1996), nos EUA ocorreram varios surtos de cryptosporidiose associados a agua de
consumo humano, mesmo quando os padrdes bacteriol6gicos estavam de acordo com a

legislacéo.

Os parametros de cor verdadeira e aparente apresentaram correlagdes com as concentracoes
de cistos e oocistos somente na dgua bruta do sistema Carapina. No sistema Vale Esperanca e
nos dados da literatura ndo foi encontrada associacdo dos valores de cor com a presenca de
protozoarios, sugerindo ndo ser adequada a utilizacdo destes parametros para estimar a
concentragéo de cistos e oocistos.

No presente estudo, a precipitacdo pluviométrica ndo apresentou correlacdo com o0s
protozodarios, mas observou-se que os picos de cistos, oocistos, turbidez e contagem de
bacterias do grupo coliformes nas aguas brutas foram no periodo chuvoso (outubro a margo).
Thurman et al. (1998) e, Skerrett e Holland (2000) também ndo encontraram correlacdo de
cistos e oocistos com dados pluviométricos, no entanto identificaram picos de protozoarios
apos periodos de chuva forte. Altherholt e colaboradores (1998) pesquisaram protozoarios no
Rio Delaware, USA, e revelaram que a chuva foi um fator significante para o aumento da
concentracdo de Giardia e Cryptosporidium, devido ao aumento da turbidez causada pela

ressuspensdo do sedimento do rio e escoamento superficial.
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Davies et al. (2004), em experimento piloto, observaram que em episédios de chuvas fortes
em solos sem cobertura vegetal, a 4gua da enxurrada apresentou maior concentracdo de
oocistos do que em solo cobertos. A lixiviacdo de cistos de Giardia e oocistos de
Cryptosporidium, provenientes de dejetos de animais, pode ser uma consideravel fonte de
contaminacdo dos mananciais, ja que as bacias estudadas recebem precipitacdo anual média
de 1500 mm, com episodios de chuvas fortes e constantes no verdo (IEMA, s/d).

O pequeno numero de amostras positivas nos efluentes filtrados impossibilitou a realizacdo
dos testes de correlacdo dos cistos e oocistos com os parametros indicadores de qualidade de
agua. Apesar de a turbidez ser utilizada como medida para se garantir a auséncia de
protozoarios em agua em paises como Brasil e EUA, dados da literatura relatam auséncia de
correlacdo entre a concentracdo e remocdo dos protozoarios com turbidez (BASTOS et al.,
2002; MENGE et al., 2001; HASHIMOTO et al., 2002). Por outro lado, Nieminski (1997)
encontrou correlacdo entre a remocado de turbidez com a remocéo dos protozoarios em uma
ETA por tratamento convencional e outra por filtracdo direta. Eles observaram que a reducéo

dos valores de turbidez era acompanhada pela reducdo da concentracao de protozoarios.

As dificuldades reconhecidas de deteccdo de Giardia e Cryptosporidium em agua, em termos
de custo e limitagBes metodoldgicas, estimulam a busca de indicadores indiretos de presenca
destes protozoarios. Mas, a determinacdo de indicadores confiaveis também é considerada um
problema, ja que a comunidade cientifica ainda ndo reconheceu parametros alternativos que
indiguem precisamente a ocorréncia de Giardia e Cryptosporidium. A discrepancia dos
resultados dos trabalhos publicados, quanto a correlacdo da remocéo e concentracdo de cistos
de Giardia e oocistos de Cryptosporidium com outros indicadores de qualidade de 4gua, pode
ser explicada pela diferenca da qualidade das aguas examinadas ou diferenca nos métodos e

equipamentos analiticos utilizados para deteccdo dos parasitas (VERNILE et al., 2008).

54 AVALIACAO DA EFICIENCIA DE REMOCAO DE CISTOS E OOCISTOS PELOS
PROCESSOS DE TRATAMENTO DE AGUA ESTUDADOS

A eficiéncia dos processos de tratamento de agua foi avaliada através da estatistica descritiva
das concentragOes de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium em cada ponto
amostrado (tabela 18), e da remocéo (log) dos protozoarios nos processos de tratamento em

que foram detectados no efluente filtrado (anexo G). A analise da remocdo de cistos e
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oocistos foi realizada com os resultados obtidos pela técnica de concentragdo por floculagéo
com CaCOs, por apresentar melhor desempenho nos testes de sensibilidade.

Tabela 18. Resultados da estatistica descritiva da concentracdo de protozoarios nos diferentes
processos de tratamentos de &gua.

Parametro Tratamento Agua N valido Média Desvio padréo
Bruta 10 97,50 60,61
Convencional Filtrada 10 ND ND
Tratada 10 ND ND
Bruta 15 98,33 92,32
Giardia Filtracdo direta  Filtrada 15 0,50 1,93
Tratada 15 ND ND
Bruta 5 130 102,16
Flotofiltracdo Filtrada 5 1,00 1,37
Tratada 5 ND ND
Bruta 10 82,50 71,73
Convencional Filtrada 10 ND ND
Tratada 10 ND ND
. Bruta 12 60,00 67,34
Cryptosporidium Filtracdo direta  Filtrada 12 0,83 1,81
Tratada 12 ND ND
Bruta 5 137,5 238,48
Flotofiltracdo Filtrada 5 2,50 2,50
Tratada 5 ND ND

ND — Néo detectado.

5.4.1 Tratamento Convencional

De acordo com a estatistica descritiva, o tratamento convencional foi o processo com melhor
eficiéncia na remocdo de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium, pois em seus
efluentes filtrados ndo detectados protozoarios. Os resultados corroboram os dados
encontrados por Cantusio Neto (2004), que também ndo detectou os parasitos na agua filtrada
de duas ETAs de tratamento convencional na cidade de Campinas, SP. A “Health Canada”
(2004), através do “Guidelines for Canadian Drinking Water Quality”, relata que o tratamento
em questdo pode apresentar média de remocédo de cistos e oocistos de 3,0 log. A USEPA
(2006) estabelece minimo de remocdo dos protozoarios para tratamentos com filtragdo, 3,0

log para Giardia e 2,0 log para Cryptosporidium.

Nieminski (1997) encontrou remocdo de 3,26 log para Giardia e 2,25 log para
Cryptosporidium, enquadrando-se nas recomendacfes da USEPA. Bastos et al. (2002)
estudaram a remocdo de Giardia e Cryptosporidium em duas ETAS por tratamento

convencional, e observaram remocao de 100% de Giardia e Cryptosporidium em uma destas
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ETAs. A outra apresentou remocéo de 0,84 a 2,79 log para a Giardia e 0,08 a 3,23 log para
Cryptosporidium. Os pesquisadores associaram a presenca de protozodrios no efluente filtrado
as deficiéncias operacionais, mais especificamente a deterioracdo acentuada dos leitos
filtrantes e obsolescéncia de alguns equipamentos, além da inadequacéo da granulometria da

areia.

A boa eficiéncia do tratamento convencional na remocéo de protozoarios se deve ao maior
numero de etapas de clarificacdo que antecede a filtragdo, fazendo com que os filtros sejam
poupados, em parte, das particulas em suspensdo presentes na agua, e operem dentro das
condigdes otimas (EMELKO, 2003; JAKUBOWSKI e CRAUN, 2002). O presente estudo
ndo avaliou a remocdo na 4gua decantada, mas de acordo com a “WHO” (2004) as etapas de
coagulacao, floculacdo (com adigdo de polimeros) e sedimentacdo podem contribuir com até
1,6 log de remocdo. De acordo com os resultados da presente pesquisa, a ndo deteccdo de
protozoarios no efluente filtrado demonstra que este tipo de tratamento atende as
recomendacdes do Ministério da Salde e dos 6rgdos internacionais. Mas, a ndo detec¢do dos
parasitos ndo implica a auséncia dos parasitos, pois se deve considerar os interferentes
quimicos adicionados no processo de tratamento (sulfato de aluminio e cloro), a eficiéncia da
técnica de concentracdo de cistos e oocistos, principalmente na recuperacdo dos protozoarios,
e o limite de deteccao.

5.4.2 Filtragéo Direta

A filtracdo direta do sistema A teve remocdo de cistos de 1,37 log, e 0s oocistos ndo foram
detectados no efluente deste processo de tratamento. A filtracdo direta do sistema B
apresentou remoc¢do média de 0,91 log para Giardia e 1,47 log para Cryptosporidium (Anexo
G). A remocao de protozoarios observada revelou que para as condi¢fes de tratamento, para o
namero de protozoarios presentes e para o limite de deteccdo ndo foi possivel enquadrar a
eficiéncia dos sistemas as recomendacdes da USEPA (3,0 log para Giardia, e 2,0 log para
Cryptosporidium). No entanto, os resultados de remocéo dos protozoarios (log) podem estar
subestimados, uma vez que ndo foi possivel a deteccdo dos parasitos em concentracGes

inferiores ao limite de deteccdo (1,67 cistos e oocistos/L).

Bastos et al. (2002) também observaram baixa remocao de protozodrios em uma ETA por
filtracdo direta, quando estes foram detectados no efluente filtrado, 1,39 log para cistos de

Giardia e 1,16 log para oocistos de Cryptosporidium. Hu (2002) estudou o desempenho de
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uma ETA por filtracdo direta na remogéo de Giardia e Cryptosporidium, em Taiwan. O autor
observou baixa remocdo de ambos os protozoérios, 0,52 a 0,67 log para Giardia e 0,85a 1,74
log para Cryptosporidium. J& Nieminski e Orgerth (1995) observaram melhor desempenho da

filtracdo direta, 2,87 log para Giardia e 2,79 log para Cryptosporidium.

Apesar da filtragdo direta do sistema A apresentar 1,37 log de remogdo de Giardia, este
protozoéario foi encontrado somente em uma das seis amostras do efluente filtrado. A baixa
positividade de cistos de Giardia na agua filtrada da filtracdo direta do Sistema A e,
principalmente, de oocistos de Cryptosporidium pode ser explicada pela ndo deteccédo e/ ou
baixa concentracdo dos protozodrios na agua bruta nos momentos das amostragens. Cabe
ressaltar, que esta linha de tratamento do sistema A esteve em operacdo no periodo em que
foram registrados os menores valores de turbidez (3,33-8,50 uT), e em momentos que nao
detectou-se protozoarios no afluente. Portanto, a eficiéncia deste processo de tratamento pode

ter sido influenciada pela qualidade da 4gua bruta captada.

A filtracdo direta do sistema B operou durante os 12 meses da pesquisa, e recebeu cargas
continuas de protozoarios provenientes da agua captada. Na agua bruta deste sistema foi
detectada a presenca de protozoarios em todos os meses estudados, portanto o processo de
tratamento empregado recebeu cargas de cistos e oocistos com maior frequéncia. Apesar da
média de remocdo de Giardia estar abaixo da recomendada, este parasito esteve presente em
duas das 12 amostras de agua filtrada. O Cryptosporidium foi encontrado com maior
frequéncia (em cinco das 12 amostras), 0 que sugere que este tipo de tratamento € vulneravel
ao transpasse de oocistos. O tamanho reduzido dos oocistos de Cryptosporidium (3 a 4um) e a
operacdo da ETA em condigdes de turbidez acima da recomendada para este tipo de
tratamento, podem representar os principais fatores que influenciam na vulnerabilidade da
filtracdo direta. Cabe ressaltar, que as ETAs por filtracdo direta estudadas ndo apresentam a
etapa de floculagdo, o0 que pode contribuir para o transpasse de cistos e oocistos nos filtros,

devido a formacao de flocos pequenos que sdo pouco retidos no leito filtrante.

Mesmo que a remogdo média de protozoarios foi baixa nos momentos de pico de turbidez e
de parasitos na agua bruta, pode-se afirmar que este tipo de tratamento possui potencial de
remocdo para atingir as recomendagOes das normas, desde que seja operado dentro das
condi¢des recomendadas. Isto demonstra que para garantir a eficiéncia do tratamento os
procedimentos de operacdo devem ser otimizados e a qualidade da dgua bruta estar dentro dos

limites estabelecidos para este tipo de tratamento.
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5.4.3 Flotofiltracdo

A média de remogdo de oocistos de Cryptosporidium foi a menor (1,45 log) dentre os
processos de tratamento que ndo apresentam a etapa de decantacdo, por outro lado a remocao
de cistos de Giardia foi maior (1,77 log) (Anexo G), mas também néo foi possivel verificar o
padrdo de remocdo recomendado pela USEPA (3,0 log para Giardia e 2,0 log para
Cryptosporidium). Os resultados de remocdo dos protozoarios (log) neste tipo de tratamento
também podem estar subestimados, uma vez que ndo foi possivel a deteccdo dos parasitos em

concentracgdes inferiores ao limite de deteccéo.

O desempenho da flotofiltragdo pode estar relacionado as condi¢des de operacdo que séo
aplicadas, principalmente quando operada em momentos de pico de turbidez na agua bruta. A
dificuldade de se atingir turbidez < 0,5 uT no efluente filtrado, nas condi¢cBes em que é
colocada em funcionamento, evidencia as limitacdes na remocéo de cistos e oocistos. Apesar
da média de remocdo de Cryptosporidium estar abaixo da recomendada, no més de novembro
de 2008 a remocdao foi de 2,36 log, respectivamente. Isto demonstra que este processo de
tratamento também tem potencial para remover protozoarios, desde que esteja operando
dentro das condicGes 6timas de funcionamento. A densidade baixa dos oocistos também pode
ter contribuido para a remogdo nos meses de abril e novembro estarem dentro das
recomendacdes, ja que o tratamento depende da flutuabilidade das particulas. Este tipo de
tratamento deve ser testado em momentos de turbidez menores que < 50 uT, para permitir a

avaliacdo do processo nas condi¢des recomendadas para este tipo de tratamento.

As menores remocdes de oocistos de Cryptosporidium na flotofiltracdo podem ter sido
influenciadas pela auséncia da etapa de floculagdo, que impossibilita a formacéo do floco de
tamanho e densidade ideal para garantir a eficiéncia do tratamento. A literatura relata que este
tipo de tratamento deve ser composto pelas etapas de coagulagéo, floculagéao, flotofiltracéo e
desinfeccdo para que seja operado com seguranca (DI BERNARDO e DANTAS, 2005;
PADUA, 2006).

A flotofiltracdo é pouco empregada no Brasil, e os trabalhos relacionados a remogéo de cistos
de Giardia e oocistos de Cryptosporidium por este tipo de tratamento sdo escassos. A
tecnologia que utiliza a flotagdo com ar dissolvido em uma unidade separada da filtragcdo
(flotadores) e mais difundida e apresentam alguns trabalhos de remocéo de protozoarios, mas

ndo permitem compara-los com os resultados da presente pesquisa.
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6. CONCLUSOES

Considerando a delimitacdo do trabalho, principalmente, no que diz respeito a0 nimero de

amostras coletadas e as limitagdes metodoldgicas, pode-se concluir que:

e Nos testes de sensibilidade realizados para as duas técnicas adotadas para
concentracdo de protozoarios, a floculagdo com CaCOj se destacou em relacdo a
filtracio em membrana por apresentar maior eficiéncia, podendo ser recomendada

como técnica de concentracao de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium;

e Os resultados indicam que os cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium estdo
amplamente disseminados no ambiente aquatico dos rios Santa Maria da Vitoria e
Jucd, ndo havendo diferenca significativa entre estes, podendo oferecer riscos a salude

caso os tratamentos de &gua ndo sejam eficientes na remocao destes protozoarios;

e A presenca de protozoarios apresentou correlacdo com os parametros de qualidade
coliformes totais, E.coli, turbidez, cor aparente e verdadeira na dgua bruta, mas para
obtencdo de resultados mais consistentes seria necessario um numero maior de

analises;

e A ndo deteccao de protozoarios no efluente filtrado do tratamento convencional sugere
que este processo de tratamento é o mais indicado para a remocdo de cistos de Giardia
e oocistos de Cryptosporidium. J& a presenca de parasitos nos efluentes filtrados da
filtracdo direta e flotofiltracdo indica que estes processos de tratamento sao
vulnerdveis e devem ser otimizados para se evitar os riscos a saude publica,

considerando que a cloracdo € apontada como ineficaz na inativacdo dos protozoarios;

e O presente trabalho foi importante para mostrar a real situacdo de dois sistemas de
abastecimento de &gua na regido da Grande Vitoria quanto a presenca de cistos de
(valores inferiores a 400/L) e oocistos (valores inferiores a 700/L) e remocao destes
protozoarios patogénicos, evidenciando a importancia do monitoramento de Giardia e

Cryptosporidium em &guas destinadas ao abastecimento publico.
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7.RECOMENDACOES

e Monitoramento dos mananciais com tempo minimo de dois anos para se definir o
tratamento adequado ou otimizacdo dos processos ja existentes na remocdo de Giardia e

Cryptosporidium.

e Pesquisar cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium na agua de lavagem de filtros,

para se determinar o risco do reuso.

e Monitorar a qualidade da agua bruta, filtrada e tratada em momentos de chuva intensa, a

fim de identificar picos de protozoarios e otimizar os processos de tratamento.

e Realizacdo de testes de sensibilidade em agua tratada, para definir a taxa de recuperacao

dos protozoérios neste tipo de matriz.

e Realizacdo de ensaios em escala de bancada e piloto com objetivo de avaliar a

compatibilidade dos tipos de tratamento propostos com a qualidade da dgua captada.

e Utilizacdo de técnicas de purificacdo de Giardia e Cryptosporidium, buscando eliminar os

interferentes analiticos que possam geram resultados falso-positivos ou falso-negativos.

e Utilizacdo de técnicas mais sensiveis, que permitam a quantificacdo dos protozoarios em
concentracdes inferiores ao limite de deteccdo encontrado nesta pesquisa (1,67 cistos e

oocistos/L).

e Realizacdo da Andlise Quantitativa de Risco Microbiol6gico (AQRM), com o objetivo de

estimar numericamente as consequéncias de exposicao aos protozoarios patbgenicos.

e Pesquisar continuamente cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium nos sistemas de
abastecimento publico de agua, a fim avaliar riscos e controlar a eficiéncia dos processos

de tratamento na remocao destes protozoarios.
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ANEXOS

ANEXO A — ESPECIFICACOES DOS EQUIPAMENTOS
UTILIZADOS NAS ANALISES FISICO-QUIMICAS

Especificacdes do turbidimetro.

Equipamento Exatiddo Resolucdo  Repetiti- Luz Padroniza- Céluladas Faixa
vidade dispersa ¢éo amostras
Turbidimetro Padrdes
. . formazina e .
mais luz e;1uT  ou 0,01 secundarios  00MmM; 1000
. ®
dispersa uT Gelex largura uT
(<0,02 25mm
uT)
Especificacdes do espectrofotdmetro.
Equipamento Acuracia Repetiti-  Resolugdo Disperséo da Linearidade  Célula das
fotométrica vidade luz fotométrica  amostras
Espectrofotom
et':o HacH® ~ 0,005abs  <0,1nm 1nm <0,1% Tem 05%em  Altura
DR2700 em 0,0 — 500nmcom <2abs; < 150mm
0,5 abs; filtro 1% em>2 largura
1% em 0,5- 0G570/3 abs 10mm
2,0 abs

Especificacdes do peagametro.

Faixa Faixa

Equipamento Precisao Resolugéo Eletrodo Padronizagéo
pH temperatura
Phmetro +0,05 (a 0.000 — 0.1: 0.01: Vidro Solucgdes
QUALXTRON®  temperatura 1’4 000 0,1-100°C ’0’00’1 ' combinado; e  tampéo pH 4,01

8010 ambiente) temperatura e 7,00
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ANEXO B - RESULTADOS DETALHADOS DOS TESTES DE
SENSIBILIDADE DAS TECNICAS

Agua

Ensaio

Floculacéo por CaCO3

Filtracdo em membrana

Crypto

Giardia

Crypto

Giardia

10?

10°

10°

10°

10?

10°

10?

10°

Destilada

22,73%
13,64%
13,64%

12,27%
8,64%
10,00%

9,09%
4,55%
27,27T%

5,91%
7,271%
8,64%

13,64%
31,82%
27,27%

22,73%
11,82%
3,64%

27,27%
59,09%
72,73%

26,36%
16,82%
15,45%

Filtrada

33,65%
9,62%
24,04%

51,52%
60,44%
29,23%

12,90%
19,34%
9,67%

29,50%
37,50%
35,50%

38,46%
28,85%
14,42%

18,08%
19,07%
20,56%

24,18%
29,02%
40,30%

38,75%
45,75%
37,50%

Bruta

48,80%
31,97%
68,99%

47,50%
56,00%
40,00%

20,31%
28,21%
33,85%

73,75%
60,00%
41,25%

65,70%
57,49%
41,06%

47,29%
25,67%
20,78%

75,00%
83,33%
75,00%

66,65%
62,50%
73,75%
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ANEXO C - RESULTADOS DAS ANALISES MICROBIOLOGICAS E FiSICO-QUIMICAS DAS AMOSTRAS
DO SISTEMA CARAPINA (A), E DADOS DE PRECIPITACAO PLUVIOMETRICA DO PERIODO DE

ESTUDO.
FLOCULACAO
Giardia Crypto C. totais E.coli g‘:};?:_ Temp. C(On:g;/lg:d C(cr)r:gAlft?r Cloro R. Precip.
Data cistos/ L | oocistos/ L | (NMP/100ml) | (NMP/100ml) | Turb. CaCO,) (°C) Coll) Coll) (mg/L) aCL_JmuIada 7
coleta Amostra (uT) | pH dias (mm)
Bruta 400 500 9,8x10° 8,4 x 10° 478 |7,16| 19,85 26,5 48 120 0
14/04/2008 | Filtrada FT 5 175 0 0 089 [531] 138 255 0 0 0,31 2,2
Tratada - - - - - - - - - - -
Bruta 17,5 5 2,13 x 10° 2,0 x 10° 643 | 71| 2242 23 22 35 0
28/05/2008 | Filtrada FD 0 0 0 0 02 |6,85 13 22 0 0 0,02 04
Tratada - - - - - - - - - - -
Bruta 325 50 1,61 x 10° 3,1x10° 531 [6,97| 21,16 21 51 60 0
16/06/2008 | Filtrada FD 0 0 0 0 02 |68] 1532 20,5 25 0,02 0
Tratada 0 0 0 0 0,6 |7,43 26,75 21 19 1,16
Bruta 175 0 2,03 x 10° 6,3 x 10° 85 |714| 1982 22 25 51 0
08/07/2008 | Filtrada FD| 7,5 0 0 0 047 |658| 1583 20,5 15 25 0,04 5,2
Tratada 0 0 0 0 04 |738| 2583 20,3 9 16 1,83
Bruta 0 0 1,35 x 10° 2,0x10° 43 |731] 19,28 21 38 57 0
05/08/2008 | Fjjtrada FD 0 0 0 0 015 [7,01| 1522 20 25 32 0,01 2,6
Tratada 0 0 0 0 03 [922| 37,94 21 9 15 1,52
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Bruta 0 0 2,13 x 10° 8,4 x 10" 3,33 |7,09| 19,66 27 12 25 0

09/09/2008 | Fjjtrada FD 0 0 0 0 026 |7,07| 1484 25 9 0,01 0
Tratada 0 0 0 0 046 |7,81| 28,92 25 6 0,95
Bruta 0 25 1,6 x 10° 10 x 10* 6,21 |7,09] 2193 28 28 35 0

06/10/2008 | Fjjtrada FD 0 0 0 0 084 [7,14| 156 25,5 12 19 0,01 0,8
Tratada 0 0 0 0 0,88 |951| 338 27 9 9 11
Bruta 125 562,5 6,7 x 10* 9,7x10° 324 |642| 14,94 25 489 1291 0

11/11/2008 | Fijtrada FT 2,5 2,5 0 0 532 [522| 5,03 25 6 28 0,008 "
Tratada 0 0 0 0 12 |757 29,89 25 6 12 1,27
Bruta 300 50 2,41 x 10° 4,1 x 10 41,8 |652| 18,01 24 129 212 0

08/12/2008 | Filtrada FT 0 0 0 1,08 |6,12| 6,88 23 2 6 0,02 22,4
Tratada 0 0 0 183 |7,82| 24,98 23 5 7 1,77
Bruta 125 50 2,59 x 10°* 3,1x10° 109 [643| 10,72 25 143 357 0

06/01/2009 | Filtrada FT | 2,5 5 13,2 0 464 [507| 2,14 23 2 13 0 60,2
Tratada 0 0 0 0 8,74 |6,58 9,8 25 3 27 1,31
Bruta 50 25 488x10° |7,5x107 284 | 67| 1413 29 55 94 0

09/02/2009 | Filtrada FT 0 0 0 181 | 6 5,52 27 4 0,04 0,4
Tratada 0 0 0 1,76 |7,02| 1852 28 5 2,16
Bruta 50 0 4,14 x10° 4,1 x 107 309 | 61| 13,61 28 36 76 0

10/03/2009 | Filtrada FT 0 0 0 1,06 |6,06| 965 26,5 3 0,01 7.8
Tratada 0 0 0 048 |6,72| 18,52 28 1 1,59
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ANEXO D - RESULTADOS DAS ANALISES MICROBIOLOGICAS E FISICO-QUIMICAS DAS AMOSTRAS
DO SISTEMA VALE ESPERANCA (B), E DADOS DE PRECIPITAGAO PLUVIOMETRICA DO PERIODO

DE ESTUDO.
FLOCULACAO
Cor Cor
Giardia 0%222;2 y C. totais E.coli E/;\“r!;?:_ Temp. | Verd. 'A(‘Ig]zr CIF(:ro a:urﬁfllj?é d
. o ,
cistos/ L L (NMP/100ml) | (NMP/100ml) Turb. CaCOy) O (gg“l:c- Pt (mg/L) | a7 dias
Data coleta | Amostra (uT) | pH Co/L) (mm)
Bruta 333,3 700 1.11 x 10* 8.6 x 10° 70.72 | 6.21 18.03 25 124 410 0
Filtrada TC 0 0 0 0 0.10 | 5.18 15.24 26 0 6 0.11 26.2
22/04/2008 ) '
Filtrada FD 12,5 22,5 7.4 0 1.38 | 5.16 16.31 25 0 9 0.04
Tratada - - - - - - - - - - -
Bruta 225 400 9.34x10° 1.2x10° | 4556 | 6.73 | 23.72 | 215 98 257 0
Filtrada TC 0 0 0 0 0.32 | 5.64 11.04 21 0 3 0.09 0
12/05/2008 .
Filtrada FD 0 5 0 0 1.1 5.34 9.9 21 0 16 0.11
Tratada - - - - - - - - - - -
Bruta 125 50 2.11 x 10° 5.2 x 10° 18.20 | 7.12 21.73 20 102 159 0
Filtrada TC 0 0 0 0 0.31 | 6.31 10.57 20 16 19 0.10 06
23/06/2008 ; '
Filtrada FD 0 0 0 0 0.30 | 6.46 9.77 20 2 25 0.09
Tratada 0 0 0 0 1.02 | 7.63 28.45 22 4 7 1.02
Bruta 175 75 2.31x10° 3.1x 10? 14.60 | 6.67 18.03 19.5 54 241 0
Filtrada TC 0 0 0 0 0.37 | 6.33 8.74 19 6 15 0.18 02
21/07/2008 ) :
Filtrada FD 0 2,5 0 0 0.39 | 6.75 9.22 19 6 28 0.28
Tratada 0 0 0 0 0.34 | 7.44 27.62 21 3 5 0.75
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Bruta 50 175 4.87 x 10° 1 x 10? 11.60 | 7.02 | 21.93 21 44 73 0
Filtrada TC 0 0 0 0 0.18 | 6.80 | 14.62 21 12 0.02 192
18/08/2008 - ,
Filtrada FD 0 0 0 0 044 | 662 | 1657 21 9 0.01
Tratada 0 0 0 1.02 |10.82 | 53.62 22 4 1.14
Bruta 25 0 2.08 x 10° 2.0 x 10? 3730 | 6.61 | 21.43 21 105 292 0
Filtrada TC 0 0 0 0.48 | 6.07 | 14.96 21 3 0.03 8
25/09/2008
Filtrada FD 0 0 0 153 | 6.11 | 16.78 21 6 0.01
Tratada 0 0 0 0.38 | 7.72 | 28.90 22 6 1.09
Bruta 75 25 7.85x 10° 2.0 x 10? 9.99 | 6.67 | 2271 25 38 130 0
Filtrada TC 0 0 0 0 029 | 6.16 | 10.72 25 0 12 0.02 13.8
20/10/2008 — ’
Filtrada FD 0 0 0 0 0.30 | 5.80 8.34 25 3 12 0.08
Tratada 0 0 0 0 051 | 6.13 | 11.48 25 3 3 2.08
Bruta 75 50 1.58 x 10° 3.0x10? 65.0 | 5.78 3.53 23 6 305 0
Filtrada TC 0 0 0 0.97 | 5.08 39 22 2 5 0.02 346.2
27/11/2008 ) ’
Filtrada FD 5 0 0 447 | 494 1.46 22 1 11 0.02
Tratada 0 0 0 0.80 | 5.68 3.70 22 1 2 1.46
Bruta 150 100 3.23x 10* 3.1x10