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1. INTRODUCAO (justificativa e objetivos)

A 4gua é uma substancia de importancia vital para os seres vivos, porém, devido a
acado antropica, inameros microrganismos sdo disseminados para ambientes
aquaticos. Sabe-se que 0s microrganismos dotados de potencial acdo patogénica
chegam aos ambientes aquaticos através das excrecdes intestinais do homem e
de outros animais. Assim, uma atencdo especial deve ser dada as analises de
qualidade das aguas potaveis, pois a agua proporciona um meio de veiculagcéao
destes patdgenos. Recentes pesquisas tém demonstrado a utilizacdo de outros
indicadores bacterianos, como o Helicobacter pylori, (bactéria oportunista) que
pode gerar além de quadros de gastrite, neoplasias digestivas (SANTANA Jr,
2005). Em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento €& notdria a
precariedade e a ineficiéncia no tratamento de agua e esgoto, acarretando sérios
problemas de saude publica. Neste sentido, uma maior importancia deve ser
destinada aos parasitos, uma vez que, no Brasil, sdo o0s principais agentes
causadores das gastrenterites. Dentre os parasitos, 0s protozoarios (oportunistas)
ocasionam importantes problemas de contaminacdo das &guas consideradas
“potaveis”. Alguns protozoarios como o Cryptosporidium parvum e Giardia lamblia
sdo bons exemplos de importantes agentes biol6gicos contaminantes da agua e
que acarretam diarréias em vérias partes do mundo. (Garcia-Zapata, 2003). No
entanto os surtos causados por agentes parasitarios ainda necessitam de maior
atencao, e a inexisténcia de metodologia padronizada para detec¢cdo em aguas,
dificultam o esclarecimento e consequentemente ha sub-notificacdo de casos.
Este estudo tem por objetivo avaliar a qualidade da a4gua de uso humano da
cidade de Goiania-Goias, com relacdo a presenca de protozoarios emergentes
oportunistas potencialmente infectantes para o0 homem, com énfase na pesquisa
dos coccideos e dos microsporidios intestinais. Sera feito ainda o monitoramento
de dois lagos da cidade, o Bosque dos Buritis e o Parque Vaca Brava.



2. METODOLOGIA

2.1 Area de estudo

- O Rio Meia Ponte nasce na serra dos Brandfes, ho municipio goiano de Itaucu
de uma regido de caracteristica rural com atividades predominantes de pecuaria
leiteira e pequenas lavouras, denominadas Mato Dentro, na altitude de 983
metros. Localiza-se no centro-sul de Goias, dando afluéncia para o Rio Paranaiba
na divisa de Goias e Minas Gerais. O rio tem uma extensédo de aproximadamente
432 quildbmetros, desembocando no Paranaiba com vazdo média em torno de 12
m3/s. Sua importancia se da por ser um dos principais mananciais de
abastecimento de Goiania, capital do Estado, onde, além de suprir cerca de 45%
da populacédo da capital, € também o receptor de todo esgoto sanitario ali gerado.
E o principal manancial de abastecimento publico das cidades de Itauct, Inhumas
e Brazabrantes. Além disso, o Rio Meia Ponte estd na area mais densamente
povoada de Goias. Seu uso como receptor do esgoto sanitario da capital vem
crescendo nos ultimos anos, produzindo um impacto negativo na qualidade
ambiental de toda essa regiao.

- O Ribeirdo Jodo Leite, cuja vazdo média situa-se na faixa de 6 m3/s, é um dos
principais afluentes, da margem esquerda do Rio Meia Ponte. Nasce na Serra do
Sapato Arcado, Municipio de Ouro Verde, seus principais tributarios sdo o corrego
das pedras, a noroeste, e o cOrrego Jurubatuba, a nordeste, que confluem
formando o curso principal. E um dos componentes da bacia hidrografica do Rio
Paranaiba, abrangendo partes dos Municipios de Goiania, Anapolis, Ouro Verde,
Neropolis e Goianapolis, com uma area de 751,51 km? e extensao aproximada de
130 quildmetros. Os impactos e agressdes ambientais, verificadas na sua bacia
sao resultantes da olericultura na area de suas nascentes, despejos domeésticos e
industriais originados da cidade de Anapolis e carreados por seu principal afluente
(corrego Jurubatuba). No seu trecho médio, registram-se impactos oriundos das
atividades relacionadas a agricultura de pequeno porte, pecuéria leiteira e de
Servigos.

- Os dois lagos da cidade, o Bosque dos Buritis e o Parque Vaca Brava.

- Estacao de agua tratada da estacdo Jaime Camera.

2.2 Colheita e processamento das amostras

As amostras estdo sendo coletadas em 2 galBes para volume de 5,0 Litros cada,
perfazendo um total de 10 litros de 4gua, em seis (6) pontos pré — estabelecidos:
-Os dois primeiros pontos de coleta serd no Ribeirdo Jodo Leite; antes da
captacdo da SANEAGO, e o segundo, ponto € antes do municipio de Goiania, nos
cruzamentos do corrego Jenipapo com corrego da Posse.

-Outros dois pontos serdo no Rio Meia Ponte, com a primeira coleta na jusante e
a segunda no montante da E.T.E. (Estacdo de Tratamento de Esgoto).

-O quinto e sexto pontos séo os lagos, Bosque dos Buritis e o Parque Vaca Brava.
-O ultimo ponto de coleta € a Estacdo de agua tratada da estacdo Jaime Camera,
sendo coletada diretamente de uma torneira de agua das ruas que abastece as




caixas de agua da capital. As analises serdo realizadas pela Unidade de
Protozoologia do IPTSP/UFG e no Laboratério de Diagnostico Genético e
Molecular — ICB/UFG.

-O diagnoéstico esta sendo realizado de acordo com o0 método da membrana
filtrante preconizados pelo ‘Standard Methods for the Examination of water and
wastewaster”, para pesquisa de bactérias do grupo coliformes, coliformes de
origem fecal e Salmonella.sp.

2.3 Procedimentos:

-A agua esta sendo filtrada imediatamente apds a coleta em membrana Millipore
HA Ester de celulose, 0,45u de poro, 47 mm de diametro, branca e lisa. Estas s&o
colocadas em frascos de vidro de boca larga com tampa rosqueada contendo 10
ml de solucdo PBS com 1/100 Tween 80. Apos eluicdo do material retido na
membrana por agitacdo manualmente, a amostra € aliquotada e conservada a -
20°C.

-Uma parte, 50 ml da agua é dividida em dois calices de 25 ml para (método de
Hoffman Pons e Janner modificado) para pesquisa de ovos, larvas de helmintos
e/ou cistos de protozoarios.

-Uma aliquota da amostra (10 ml) da dgua € centrifugada durante 10 minutos a
1.500 rpm em tubos (15 ml) com tampa de vaco.

-Parte do sedimento (10 pl) é feito esfregaco para coloracdo especifica para o
diagnéstico de Coccidios (Cryptospodios, Cyclospora e Isopora) utilizando as
técicas de Kinyoun a quente e Ziehl-Neelsen modificado e observado em
microscopia Optica comum com objetiva de imersao.

-Para pesquisa especifica de Cryptosporidium sp e Giardia lamblia esta sendo
utilzada a técnica de Imunofluorescéncia Direta pelo Kit de diagndstico
imunolégico MeriFluor®.

-Para a pesquisa de Microsporidios intestinais é utilizada a técnica de Kokoskin et
al. (1994) e Gram-Crométropo (Moura et al., 1996)

-Para andlise molecular, uma aliquota do material sera tratada com enzima
hidrolitica liticase e proteinase k (100 mg/ml), incubados por 3 minutos.

-O DNA sera extraido com solucdo de Isoticianato de Guanidina associado a
resinas cationicas.

-Os Primers V1 (5'-CAC CAG GTT GAT TCT GCC TGA C-3) e PMP2 (5-CCT
CTC CGG AAC CAA ACC CTG-3’) serao usados para amplificar um fragmento de
DNA 250-pb de SSU rRNA do especifico do Enrerocytozoon bieneusi e outro
fragm%nto de DNA 270-pb especifico de Encephalitozoon intestinalis anelando a
60°C..

-Os produtos da PCR seréao separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%
corado com brometo de etideo na concentracdo de 20mg/ml e visualizados
diretamente sob luz UV em transluminador.

-Para amplificacdo diferencial DNA Cyclospora e Cryptosporidium, serdo definidos
Primers apartir da analise da sequiéncia dos rDNAs dos dois Géneros. O conjunto
de Primers assim definido sera utilizado para a reacdo de PCR utilizando uma
fracdo do DNA extraido e analisado em gel conforme descrito acima.

-Para amplificacdo diferencial DNA Cyclospora e Cryptosporidium, serdo definidos
Primers apartir da andlise da sequiéncia dos rDNAs dos dois Géneros.




-O conjunto de Primers assim definido sera utilizado para a reacdo de PCR
utilizando uma fragcdo do DNA extraido e analisado em gel conforme descrito
acima.

2.4 - Analise estatistica: Os resultados obtidos seréo repassados para um banco
de dados, com posterior andlise pelo Programa EPINFO versédo 6.4d. A analise
estatistica realizada sera através do Teste X%, com margem de erro de 0,5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados preliminares apresentados correspondem ao periodo de fevereiro a
agosto de 2006 num total de 26 amostras coletadas 11(42,3%) estavam positivas
para ovos e/ou larvas de helmintos (método de Hoffman), os quais estdo sendo
identificados, sendo que desses, 1(2,6%) foi identificado como sendo ovo de
Hymenolepis diminuta . As laminas que foram coradas para os coccideos, e
microsporidios e analisadas, 15(57,6%), foram negativas. Para a técnica de
Mariflour, 8(30,7%) foram negativas. Espera se que com o desenvolvimento e
aprimoramento dessas técnicas esse estudo seja viavel para determinacéo,
identificacéo e especificacdo desses parasitos.

4. CONCLUSAO

Nas analises realizadas, até o momento, foram encontrados ovos de helmintos e
dentre os ja identificados verificou-se ovos de Hymenolepis diminuta, e apesar de
ndo ter sido verificados ainda nenhuma amostra positiva para 0s protozoarios
oportunistas, talvez seja necessario uma melhor adaptacdo as técnicas
empregadas. Outro ponto relevante é quanto a dificuldade no reconhecimento
desses parasitos devido a alteracbes morfoldgicas em consequéncia de fatores
ambientais adversos que podem alterar a morfologia dos cistos e oocistos. E
possivel, ainda, um maior indice de positividade devido as contaminacdes,
impactos, e agressdes ambientais verificadas nas extensdes dos rios em estudos
e que sdo resultantes da olericultura na area de nascentes, despejos domésticos e
industriais, bem como esgotos clandestinos observados nas extensfes desses
rios. Espera-se, entdo, uma contribuicAo no conhecimento da biologia destes
parasitos, permitindo melhor investigacao dos casos clinicos das criptosporidioses,
bem como a ocorréncias destes parasitos no meio ambiente, estabelecendo novos
parametros qualitativos para a caracterizacdo das aguas pluviais e tratadas.
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