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MARTINS, Felippe Danyel Cardoso Martins. Monitoramento de Giardia e
Cryptosporidium em esgoto bruto e tratado em uma Estacdo de Tratamento de Esgoto,
Londrina/PR, Brasil. 2016. 48 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

Cryptosporidium spp. e Giardia spp. sdo etiologias de doenca gastrointestinal em animais e
humanos, com importancia em jovens e adultos. Cryptosporidium é o segundo maior causador
de diarreia em criancas menores de 5 anos na Africa e Asia e Giardia é o protozoario mais
frequentemente encontrado em humanos. O ciclo de vida se completa em apenas um
hospedeiro, a infeccdo ocorre pela ingestdo de oocistos (Cryptosporidium) e cistos (Giardia)
eliminados nas fezes de seus hospedeiros, a dgua e alimentos sdo importantes vias de
transmissdo. As taxas de incidéncia e prevaléncia destas protozooses em humanos no Brasil
sdo pouco estimadas, ha uma caréncia de estudos moleculares para o melhor entendimento da
epidemiologia molecular destas protozooses. No Brasil estes protozoarios ja foram descritos
em esgoto bruto e tratado, isto sugere uma importante circulacdo destes protozoarios na
populacdo humana, o descarte de esgoto mesmo que tratado representa risco a saude puablica.
O objetivo do presente estudo foi monitorar a ocorréncia de Giardia e espécies de
Cryptosporidium em esgoto bruto e tratado em uma estacdo de tratamento de esgoto de
Londrina, Parana. As amostras de esgoto bruto e tratado foram coletadas no periodo de um
ano, com periodicidade quinzenal e foram concentradas por centrifugacdo e filtragdo,
respectivamente. A ocorréncia destes protozodrios foi caracterizada por meio de extragdo de
DNA seguida de nested-PCR, foram utilizados o gene 18S rRNA de Giardia ssp. e 18S rRNA
de Cryptosporidium spp. A caracterizacdo das espécies de Cryptosporidium foi realizada por
meio de analise por polimorfismo de comprimento do fragmento de restricdo (RFLP) dos
produtos obtidos. Durante o periodo de estudo 50 amostras foram coletadas, 25 de esgoto
bruto e 25 de esgoto tratado. Todas as amostras de esgoto bruto e 76% das de esgoto tratado
foram positivas para Giardia spp. Cryptosporidium esteve presente em 84% das amostras de
esgoto bruto e em 8% do tratado. No esgoto tratado foi encontrado apenas C. muris, ja nas
amostras de esgoto bruto foram detectadas cinco espécies: C. muris, C. hominis, C. baileyi, C.
suis e C. parvum, em 100%, 19,04%, 9,52%, 9,52% e 4,76%, das amostras, respectivamente.
A presenga de espécies mistas foi observada em 19,04% das amostras. Este estudo conclui
gue poucos estudos no Brasil abordam a caracterizacdo molecular destes protozoarios. Ha
ocorréncia de Giardia e Cryptosporidium em esgoto bruto e tratado em Londrina/PR. Foi
possivel a identificacdo de C. muris em esgoto tratado e cinco espécies de Cryptosporidium
em esgoto bruto: C. muris, C. suis, C. hominis, C. parvum e C. baileyi, por meio da
PCRRFLP. A identificacdo de C. muris, C. suis e C. baileyi sugere que ocorra a contaminacao
do esgoto com fezes de roedores, suinos e aves. Nas amostras de esgoto bruto a ocorréncia de
C. hominis prevaleceu sobre C. parvum. Sdo necessarios estudos epidemiolégicos, utilizando-
se ferramentas moleculares, a fim de melhor entender a epidemiologia molecular de
Cryptosporidium na populacdo brasileira, além de investigar o papel de espécies como C.
muris e C. suis na criptosporidiose humana.

Palavras-chave: Doencas Negligenciadas. Diarreia. Contaminacdo Ambiental. PCR-RFLP.
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ABSTRACT

Cryptosporidium spp. and Giardia spp. are causes of gastrointestinal diseases in animals and
humans, with importance in young and adults. Cryptosporidium is second largest
diarrheacausing in children under 5 years in Africa and Asia and Giardia the parasite most
found in humans. The life cycle is completed in only one host, the infection occurs by
ingestion of oocysts (Cryptosporidium), and cysts (Giardia) eliminated in feces of their hosts,
water and food are important routes of transmission. The incidence and prevalence of these
protozoan infections in humans from Brazil are poorly estimated, there is a lack of molecular
studies to better understand the molecular epidemiology of these protozoans. The presense of
these protozoans in raw and treated sewage has been described in Brazil, and suggests a
significant occurrence in human population, the sewage disposal even if treated causes a risk
to public health. The aim of this study was to perform a surveillance in the occurrence of
Giardia and species of Cryptosporidium in raw and treated sewage in a wastewater treatment
plant in Londrina, Parana. Samples of raw and treated sewage were collected within a year,
bimonthly, and concentrated by means of centrifugation and filtration respectively. The
occurrence of these protozoans was achieved based in DNA extraction followed by nested
PCR, targeting the Giardia 16S rRNA and Cryptosporidium 18S rRNA gene. The species
characterization in positive Cryptosporidium samples were performed by restriction fragment
length polymorphism (RFLP). Twenty-five samples were collected of both, raw and treated
sewage. For Giardia, all raw sewage samples and 76% of treated sewage were positive.
Cryptosporidium was positive in 84% of raw and 8% of treated sewage. C. muris was the only
species found in treated sewage, in raw sewage we found five species: C. muris, C. hominis,
C. baileyi, C. parvum and C. suis in 100%, 19.04%, 9,52%, 9.52% and 4.76%, respectively.
Multiple species were observed in 19.04%. This study concludes that few studies in Brazil
address the molecular characterization of these protozoa. Giardia and Cryptosporidium were
found in both raw and treated sewage in Londrina/PR. The identification of C. muris in
treated wastewater and five species of Cryptosporidium in raw sewage: C. muris, C. suis, C.
hominis, C. parvum and C. baileyi, were achieved by means of PCR -RFLP. The
identification of C. muris, C. suis and C. baileyi suggests that sewage is contaminated with
feces from rodents, pigs and poultry. In raw sewage the occurrence of C. hominis prevailed
against C. parvum. Therefore, epidemiological studies using molecular tools are necessary in
the Brazilian population in order to better understand the molecular epidemiology, and to
investigate the role of species such as C. muris and C. suis in human cryptosporidiosis

Keywords: Neglected Diseases. Diarrhea. Environmental Pollution. PCR-RFLP.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1.Possivel ciclo de Cryptosporidium spp. em ambiente sem célula
NOSPEUBITA. ... bbbt re e 12
Figura 2. Ciclo bioldgico classico de Cryptosporidium SPP .......cceeeererererieniereneseseeeseneas 13

Figura 3. Ciclo biol0gico de Giardia SPP .....veeeeieeierieeresie e esie e e sie e ee e e sneeneeas 16



DNA
rRNA
PCR-RFLP
OMS
SIDA
gPCR

PCR

HIV

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Deoxyribonucleic Acid

Ribosomal Ribonucleic Acid

Polimerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism
Organizacdo Mundial de Saude

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

Quantitative Polimerase Chain Reaction

Polimerase Chain Reaction

Human Immunodeficiency Virus



2.1

2.2

2.3

2.4

3.1
3.2

5.

SUMARIO

LN EEI0] 5161070 J OO 10
REFERENCIAL TEORICO ..ottt 11
CRYPTOSPORIDIUM SPP.. ..ceveteieieieieeteeeeeeeeeeeeteeeeeeesesssessssesssssesesesssessssesseseaesesssesaaesaaeseeens 11
L] 1Y T 1N == 15

VEICULACAO HIDRICA DE CRYPTOSPORIDIUM E GIARDIA E SURTOS

RELACIONADOS ... vveeeeee et eeeeeeeeeaeeeseaeaeeeeseessaeeseesnseeseeessseessessseessessaseessesseeeseesnseesns 18
GIARDIA E CRYPTOSPORIDIUM EM ESGOTOS DOMESTICO «.vveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeens 20
(@] 23] =3 B A V@ 1T S U UR USSR 23
OBUIETIVO GERAL . ..ot eeee et eeeeeee e s e e e eeeaeeaseeseesseeesesessseessseeseessereesseesssessseeseseesreesnnes 23
OBIETIVOS ESPECTFICOS ..vututttttttetttueeseesessseessessnsssssnsssssssssssssssssnsnsssssssssssssssssssssnsssnnnnns 23
Y = [ (€10 T SRRSO 24
(010 N[0 I U 157X FT TSRO 39

REFERENCIAS ... e e et et e r e ettt et e s s e e e s e s erer e eneeas 40



10

1. INTRODUCAO

Cryptosporidium spp. e Giardia spp. sd0 organismos que se caracterizam
por causarem doenca gastrointestinal em animais e humanos, de carater zoon6tico ou ndo,
antes com importancia em animais e humanos jovens e/ou imunocomprometidos, hoje com
importancia também em animais e humanos higidos (FAYER, 2004; XIAO et al, 2004;
RYAN; HIJJAWI, 2015).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) relata que as mortes por diarreia
somaram 10% do total em 2010 para criangas menores de cinco anos de idade em todo o
mundo. Neste cenario, o Cryptosporidium é o segundo maior causador de diarreia em
criancas menores de 5 anos na Africa e Asia e Giardia é o protozoario mais frequentemente
encontrado em humanos (HAQUE etal., 2007; RYAN; FAYER; XIAO, 2014).

Estes protozoarios possuem ciclo de vida que se completa em apenas um
hospedeiro, produzem oocistos (Cryptosporidium) e cistos (Giardia) que se caracterizam pela
resisténcia no meio ambiente e sdo eliminados nas fezes em grandes quantidades (FAYER,
2010). A infeccdo ocorre ap6s ingestdo de cistos e oocistos, dos quais a dgua e os alimentos
sdo importantes vias de transmissdo (SMITH et al., 2007).

Atualmente no Brasil as taxas de incidéncia e prevaléncia destas
protozooses em humanos sdo pouco estimadas. Os poucos estudos que a descrevem sao
realizados em grupos fechados como criancas atendidas em creches e adultos portadores de
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), portanto, existe uma caréncia de estudos
moleculares para o melhor entendimento da epidemiologia molecular destas protozooses em
humanos (COUTO; LIMA; BOMFIM, 2014; DAVID et al., 2015).

Estudos realizados em amostras de esgoto no Brasil revelam a presenca
destes protozoarios em esgoto bruto e tratado e sugerem que ocorra uma circulagdo
importante destes protozoarios na populagdo humana, jA que o descarte de esgoto mesmo que
tratado nos corpos hidricos pode representar risco a saude publica (FARIAS; GAMBA,;
PELLIZARI, 2002; SANTOS etal.,, 2011; TONANI et al., 2013).

Portanto sdo necessarios estudos para melhor compreender a complexa
epidemiologia, os aspectos moleculares, e ainda para conhecer o risco relacionado a salde

publica que estes protozoarios representam nos diversos ambientes.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 CRYPTOSPORIDIUM SPP.

Cryptosporidium € um protozoario pertencente ao filo Apicomplexa,
subclasse Coccidia e ordem Eucoccidiorida, porém recentemente novas evidéncias sugerem
que o género Cryptosporidium estd mais proximo da subclasse Gregarina (CLODE; KOH,;
THOMPSON, 2015). As principais evidéncias que motivam essa mudanca séo: a localizagéo
dos estdgios de desenvolvimento no hospedeiro (intracelular, extracitoplasmatico); a forma
de ligagdo do parasita a célula do hospedeiro (organela alimentar na base do vacuolo
parasitoforo); a ocorréncia de dois tipos de oocistos (parede fina e parede grossa); 0 pequeno
tamanho dos oocistos que ndo possuem estruturas como esporocisto, micrépila e grénulos
polares; a refratariedade frente aos anticoccidios; reacdo cruzada de anticorpos monoclonais
para Cryptosporidium spp. com gregarinas; e a evidéncia de novos estagios extracelulares
semelhantes aos gamontes, e encontrados nos ciclos de vida das gregarinas (CLODE; KOH,;
THOMPSON, 2015; RYAN; HIJJAWI, 2015).

Cryptosporidium € conhecido por infectar células epiteliais do trato
gastrointestinal, e pode causar infecgbes extra-intestinais nos pulmdes, pancreas, ductos
biliares e wvesicula biliar; as co-infecgdes virais desencadeiam agravamento dos casos
(CHALMERS; DAVIES, 2010). A caracterizacdo dos novos estagios extracelulares e o
sucesso no cultivo em meio de cultura sem células, motivou a revisdo do ciclo do
Cryptosporidium para assimilar essas novas formas evolutivas. Ha evidéncias de que existam
dois ciclos distintos: um intracelular e extracitoplasmético e outro extracelular. O ciclo
extracelular (Figura 1) tornou-se evidente a partir da descoberta da multiplicacdo de

Cryptosporidium em biofilme de Pseudomonas aeruginosa (KOH et al., 2013).
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Figura 1. Possivel ciclo de Cryptosporidium spp. em ambiente sem célula hospedeira.
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A disseminagdo do parasita ocorre pela eliminagdo de oocistos infectantes
nas fezes de seus hospedeiros e consequente contaminacdo do meio ambiente. Os oocistos sdo
capazes de permanecerem viaveis por longo periodo de tempo no ambiente, sdo resistentes a
salinidade do mar e ao pH baixo do solo. O ciclo se completa com a ingestdo de oocistos, pelo
hospedeiro suscetivel, geralmente associada a agua e aos alimentos (FAYER, 2004). A dose
infectante para este protozoario é baixa, em condicfes experimentais humanos saudaveéis
desenvolveram quadro diarreico com apenas 30 oocistos e 0 ndmero de oocistos eliminados
alcancaram valores de 10° oocistos durante o periodo de infeccdo, e em bezerros os valores
chegam a 107oocistos/grama de fezes (CHAPPELL et al., 1996; SMITH et al., 2006).

O ciclo classico descrito com infeccdo pela ingestdo de oocistos e
multiplicacdo do protozoario no intestino de seus hospedeiros esta presente na figura 2.
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Figura 2. Ciclo bioldgico classico de Cryptosporidium spp.
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O género Cryptosporidium € composto por 26 espécies e mais de 60
genotipos. Destes, 17 espécies ja foram encontradas em humanos (C. hominis, C. parvum, C.
meleagridis, C. felis, C. canis, C. cuniculus, C. ubiquitum, C. viatorum, C. muris, C. suis, C.
fayeri, C. andersoni, C. bovis, C. scrofarum, C. tyzzeri, C. erinacei) e trés gendtipos
(Cryptosporidium horse, skunk e chipmunk 1) (RYAN; FAYER; XIAO, 2014). No entanto C.
hominis, C. parvum e C. meleagridis s&o os mais frequentemente detectados (CACCIO et al.,
2005; RYAN; FAYER; XIAO, 2014), sendo, C. parvum reconhecido como o mais frequente
em mamiferos e, portanto, com maior potencial zoon6tico (SMITH et al., 2007).

Estudos demonstram diferencas na epidemiologia desta doenca; questdes
culturais, climaticas e geograficas resutam em mudangas na ocorréncia e distribuicdo de
espécies, e por consequéncia nas vias de transmissdo (CAMA et al., 2006, 2007; XIAO;
FENG, 2008). A distribuicdo de C. viatorum demonstra essas diferencas epidemioldgicas;
esta espécie € relatada em pessoas que residem ou visitaram o sub-continente indiano, Quénia

e Guatemala. No Pais de Gales e Inglaterra a espécie mais relatada ¢ C. hominis seguida de
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C. parvum, nestes paises as infeccdes esporadicas por espécies de Cryptosporidium,
principalmente por C. viatorum, estdo relacionadas as viagens ao sub-continente indiano. A
transmissdo desta espécie parece ndo ocorrer na Europa, as diferencas encontradas entre
paises desenvolvidos e em desenvolvimento sdo o principal fator epidemiologico apontado
(ELWIN et al., 2012a, 2012b; LEBBAD et al., 2013). Por isso a importancia de estudos
moleculares em diferentes regibes, para melhor compreender a complexa epidemiologia deste
protozoario.

Quanto & distribuicdo de espécies conhecidamente frequentes como C.
parvum e C. hominis, a primeira € relatada com maior frequéncia em populacdes de areas
rurais por efeito de bovinos jovens serem os principais hospedeiros desta espécie, ja C.
hominis € mais frequente no ambiente urbano devido ao contato préximo entre humanos
(LEARMONTH et al., 2004).

No Brasil, os poucos estudos que relatam a infeccdo por Cryptosporidium
spp. em humanos sdo restritos as criancas e imunossuprimidos. Rolando et al. (2012)
realizaram um estudo com 1.197 amostras de fezes de criancas coletadas durante dez anos em
uma creche e dois hospitais do Rio de Janeiro. Os autores relataram positividade em 3,17%
(38/1197) das amostras por meio de microscopia e coloracdo de Kinyon modificada e todas
as amostras foram confirmadas por gPCR. Assis et al. (2013), em estudo envolvendo 59
pacientes HIV positivos atendidos em um hospital de referéncia, encontraram, por meio de
microscopia e coloragdo de Ziehl-neelsen modificada, oocistos de Cryptosporidium em
10,10% (6/59) dos pacientes, mas sé realizaram a confirmacdo por PCR em dois casos.

Entretanto, a grande parte dos estudos brasileiros utilizaram como método
de triagem para Cryptosporidium a microscopia Optica aliada aos métodos de coloracéo
diferencial, considerada de baixa sensibilidade quando comparada as técnicas moleculares. A
utilizacdo de ferramentas moleculares pode levar ao melhor conhecimento da ocorréncia
deste protozoario mesmo quando 0s oocistos estdo em baixo nimero nas amostras bioldgicas
(ELSAFI etal., 2013).

Os dados disponiveis sobre a distribuicdo de espécies de Cryptosporidium
em humanos no Brasil demonstram que nas populagdes estudadas (HIV positivos e criancas)
o C. hominis é mais frequente frente ao C. parvum. Em estudos que abrangem a
caracterizacdo molecular de amostras de fezes positivas para Cryptosporidium spp., a espéecie
C. hominis é encontrada em frequéncias de 40% a 90% em pacientes HIV positivos e 57,1%
a 73,6% em criancas; ja para C. parvum as frequéncias variam de 10% a 20% em HIV
positivos e 10,5% a 42,9% em criancas (BUSHEN et al, 2007; ARAUJO et al., 2008;



15

LUCCA et al, 2009; ROLANDO et al, 2012). Os dados publicados de caracterizacdo
molecular em amostras positivas para Cryptosporidium spp. em humanos do Brasil estdo

sumarizados no Quadro 1.

Quadro 1. Frequéncia de Cryptosporidium hominis, Cryptosporidium parvum e outras
espécies de Cryptosporidium em amostras humanas positivas para
Cryptosporidium spp. no Brasil.

Populacéo Cryptosporidium Cryptosporidium | Outras N° de
Referéncia . [
Estudada hominis parvum espécies | amostras
(BUSHEN et al., .
Criangas 57,1% 42,9% - 42
2007)
(ARAUJO et al., HIV Positivos 40,0% 20,0% 40,0%2 5
2008 -
) Criangas 66,6% 33,4% - 9
(LUCCA etal,,
HIV Positivos 63,0% 14,8 22,2%" 27
2009)
(ROLANDO etal.,, HIV Positivos 90,0% 10,0% - 10
2012) Criancas 73,6% 10,6% 15,8%¢ 38

Fonte: Elaborado pelo autor.

aCryptosporidiummeleagridis, °Cryptosporidiumfelis (18,5%) e Cryptosporidiumcanis (3,7%), °N&o
diagnosticado
A ocorréncia de C. felis, C. canis e C. meleagridis em amostras fecais de
pacientes HIV positivos ja foi relatada no Brasil, demonstrando que além de C. parvum

outras especies de transmissdo zoonotica estdo presentes (LUCCA et al., 2009).

2.2 GIARDIA SPP.

Giardia spp € um protozoario que necessita de apenas um hospedeiro para
completar seu ciclo, o qual culmina na producdo e eliminagdo de cistos nas fezes de seus
hospedeiros, formas ambientais responsaveis por novas infeccdes. A transmissdo ocorre por
via fecal-oral de forma direta ou indireta, e nesta, a veiculacdo hidrica e o consumo de
hortalicas contaminadas sdo as mais relatadas (THOMPSON, 2004) O ciclo biologico de

Giardia spp. estd contido na Figura 3.
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Figura 3. Ciclo bioldgico de Giardia spp

Eleammahon of water, food, or
{ hands/farmites with infective cysts.

Trophozoites are also
passed in steol but

they do not survive in
the environ rrent.I/"

A\ = infeciive Stage
A= Diagnostic Stage

Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (2016).

A taxonomia de Giardia estd em constante estudo afim de melhor alocar
este género dentro dos eucariotos. Sua estrura celular e metabdlica difere de eucariotos
comuns, ha auséncia de peroxissomos, diferencas no complexo de Golgi e auséncia de
mitocondria (MARTI et al., 2003). Atualmente o género Giardia esta inserido no reino
Excavata, filo Metamonada, subfilo Trichosoa, superclasse Eopharyngea, classe
Trepomonadea, subclasse Diplozoa, ordem Diplomonadida e familia Giardiidae (ADL et al.,
2012).

Seis espécies de Giardia sdo descritas: G. duodenalis, G. muris, G. microti,
G. ardeae, G. psittaci e G. agilis; e trés delas, G. duodenalis, G. muris e G. microti, sdo
infectantes para os mamiferos. Apenas G. duodenalis é capaz de infectar uma ampla gama de
mamiferos, incluindo os humanos, os animais de producdo e os de companhia, 0 que a
configura como a Unica espécie de interesse na salde pulblica (READ; MONIS;
THOMPSON, 2004). A associacdo entre cultura in vitro e analises moleculares mostrou
diferencas entre os isolados da espécie G. duodenalis, que passaram a ser enquadrados em
agrupamentos ou assemblages (A, B, C, D, E, F, G e H), nos quais hd pequenas variacoes
morfologicas e 0 agrupamento se baseia em andlises de proteinas e polimorfismos no DNA
(CACCIO etal., 2005; XIAO; FAYER, 2008; RYAN; CACCIO, 2013).
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Somente os assemblages A e B compartiham hospedeiros humanos e
animais e, portanto, sdo considerados com potencial zoonotico. Analises de variabilidade
genética do assemblage A mostraram que € dividido em quatro sub-assemblages: Al, All,
Alll e AIV. Quando avaliada a distribuicdo nos hospedeiros, descobriu-se que isolados
humanos pertencem aos sub-assemblages Al e All, enquanto que isolados de outros
mamiferos pertencem aos sub-assemblages Al, Alll e AIV (THOMPSON, 2004, RYAN;
CACCIO, 2013). O assemblage B é sub-dividido em BI, Bll, Blll e BIV; os isolados
humanos pertencem aos sub-assemblages Blll e BIV, e os isolados de outros mamiferos
(primatas ndo humanos e cées) pertencem aos sub-assemblages Bl e BIl (FENG; XIAO,
2011; RYAN; CACCIO, 2013).

Estudos buscam caracterizar a transmissdo zoonotica e confirmar o0s
principais hospedeiros de interesse na salde publica (THOMPSON, 2013). Trabalhos
realizados com amostras de cées relatam a ocorréncia de assemblages A e B, porém as
assemblages mais frequente encontradas s@o a C e D (SOMMER et al., 2015). H& hipoteses
de que a ocorréncia de assemblages A e B em cdes seja devido a alta ocorréncia de
contaminacdo ambiental por humanos, desencadeando a transmisséo do homem ao animal
(zooantropondtica) (THOMPSON; ASH, 2016).

A giardiase nos estagios iniciais de vida é conhecida por causar ma nutricdo
e retardo de crescimento (BERKMAN et al, 2002). No Brasil, estudos que relatam a
ocorréncia da infeccdo por G. duodenalis em criangas sdo vastos. Mascarini € Donalisio em
2006 relataram prevaléncias entre 21,4% e 23,7%, em criancas institucionalizas em creches
da cidade de Botucatu, S&o Paulo. Lopes et al., em 2006 relataram prevaléncia de 14,4% em
escolares de uma cidade proxima a Londrina, e o principal fator associado a parasitoses foi
banhar-se em rios lagos ou cOrregos. Estes estudos demonstram a caracteristica endémica
desta protozoose em criangas brasileiras.

O uso de metodos multilocus na caracterizacdo de Giardia revelaram
discordancia entre os loci ultilizados na discriminagdo de assemblages, acredita-se que possa
ocorrer viés na PCR por amplificacdo preferencial quando ha mistura de assemblages. Estas
evidéncias sugerem que a infeccdo pode ocorrer com um complexo de cepas de diferentes
assemblages (ALMEIDA; POZIO; CACCIO, 2010; BONHOMME et al, 2011). Em
ambientes com alta taxa de transmissdo, ha maior discordancia das assemblages em
diferentes marcadores, geralmente atribuidas a presenca de misturas de espécies (BECK et
al., 2012).
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A epidemiologia molecular para Giardia em humanos é pouco explorada no
Brasil e ha uma caréncia de dados concretos sobre assemblages e sub-assemblages (COLLI
et al, 2015; DAVID et al., 2015). No estado de Sdo Paulo, David et al. (2015) estudaram a
epidemiologia molecular de Giardia em uma populacdo assintomatica de baixa renda e
encontraram G. duodenalis em 15% dos humanos e em 12,2% dos cdes. Quando
caracterizaram estes isolados, relataram assemblages A e B em humanos e A, C e D em cdes,
devido a alta presenca de Giarda e a variabilidade observada, os autores concluiram que esta
populagdo estava exposta as multiplas fontes de infeccdo e vias de transmiss&o.

Portanto, visto as caracteristicas dos estudos realizados no Brasil é
necessario a abordagem mais abrangente da epidemiologia molecular destes protozoarios,
para melhor compreender criptosporidiose e giardiase na populacdo brasileira e revelar o real

impacto destas doencas.

2.3 VEICULAGAO HIDRICA DE CRYPTOSPORIDIUM E GIARDIA E SURTOS RELACIONADOS

Estes protozoérios encontram-se frequentemente envolvidos em surtos
(CALDERON; CRAUN, 2006). Dentre os surtos, destaca-se a importancia da veiculacdo
hidrica, j& que estes protozoarios sdo eliminados em grandes quantidades por seus
hospedeiros, e sdo resistentes as condices ambientais e aos processos comumente utilizados
no tratamento de agua (KARANIS; KOURENTI; SMITH, 2007).

Surtos de veiculagdo hidrica de protozoarios sdo relatados mundialmente.
Entre 1946 e 2010 foram relatados 524 surtos de veiculacdo hidrica por protozoarios, destes
54,3% foram causados por Cryptosporidium e 38,5% por Giardia (KARANIS; KOURENTI;
SMITH, 2007; BALDURSSON; KARANIS, 2011). No Brasil, as notificagdes de surtos de
veiculagdo hidrica devido aos protozoarios apontam como agente etiologico Toxoplasma
gondii e Cyclospora cayetanensis, ambos ocorridos no estado do Parana (DIAS; FREIRE,
2005; DE MOURA et al., 2006; FRANCO, 2007). Mesmo com subnotificacdo de casos no
Brasil, um surto de Cryptosporidium foi relatado em uma creche em Sao Paulo, porém sem a
identificacdo dos protozoérios em agua de consumo (GONCALVES et al., 2006).

Em surtos de criptosporidiose e giardiase por veiculacdo hidrica um dos
principais fatores de risco apontados é a contaminacdo dos mananciais por esgoto ndo
tratado. O esgoto tratado também pode contaminar 0S mananciais Visto que esses

protozodrios sdo resistentes aos processos de tratamento comumente utilizados e, mesmo que
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a taxa de remogdo de matéria organica atinja 99%, ainda ndo hd a eliminacdo total dos
protozoarios (ROBERTSON et al., 2000; NYGARD et al., 2006).

Também sdo relatadas outras formas de contaminacdo dos recursos hidricos
como o desague de fezes de animais devido ao carreamento por agua da chuva (APPELBEE
et al, 2003; SMITH et al., 2007). A importancia desta forma de contaminacdo varia de
acordo com as caracteristicas das bacias hidrograficas e depende do tipo de exploracdo
presente a montante da captacdo (JIANG; ALDERISIO; XIAO, 2005). A contaminacdo de
poc¢os rasos por dispersdo destes protozoarios (GAUT et al, 2008) e a contaminagdo de
reservatorios publicos ou domésticos representam um perigo para a populacdo, pois ndo ha
barreiras entre 0s reservatorios € o consumidor e, geralmente, um reservatorio atende uma
parcela grande da populagdo (PULESTON etal., 2014).

Devido ao potencial para causar surtos de grandes proporgdes, de
sobreviverem ao tratamento convencional da agua e esgoto e de serem resistentes no meio
ambiente (FAYER, 2004), esses dois protozoarios zoondticos sdo estudados no Brasil quanto
a presenca em mananciais de abastecimento e em agua para consumo humano. Franco,
Rocha-eberhardt e Cantusio Neto (2001) relataram a presenca de oocistos de
Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. em aguas do Rio Atibaia, em Campinas/SP.
Também em Campinas/SP, Franco e Cantusio Neto (2002) encontraram oocistos de
Cryptosporidium spp. em amostras de agua mineral engarrafadas e comercializadas. No
municipio de Maringd/PR, ambos protozoarios foram identificados em amostras de agua ndo
tratada captada pela estacdo de tratamento local e em amostras de agua de abastecimento de
um territdrio indigena (NISHI et al., 2009a, 2009b). J4 na cidade de Londrina/PR, Almeida et
al. (2015) em estudo realizado em uma estacdo de tratamento de agua, encontraram a
presenca de Cryptosporidium parvum e Giardia duodenalis em 2/24 amostras de agua de
captacéo.

Esses estudos demonstram a extensa disseminagcdo desses parasitas em
ambientes variados no Brasil, essa ocorréncia evidencia que possam ocorrer surtos de
veiculacdo hidrica por estes protozoarios (FRANCO; BRANCO; LEAL, 2012). E necessario
avaliar o potencial infectante destes protozoarios encontrados em amostras ambientais através

da avaliacdo da viabilidade para conhecer o real risco que estes representam a salde publica.
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2.4 GIARDIA E CRYPTOSPORIDIUM EM ESGOTOS DOMESTICO

Estudos relatam frequentemente a presenca de Cryptosporidium e Giardia
tanto em esgoto bruto quanto tratado. O interesse pela presenca destes protozoarios comegou
a ser relatada a partir da emergéncia de Cryptosporidium durante a década de 80 (FAYER,
2004). O surto ocorrido na cidade de Milwaukee nos Estados Unidos em 1993 evidenciou a
capacidade de Cryptosporidium causar surtos extensos, e assim elevou o interesse na
pesquisa deste protozoario em amostras ambientais (MAC KENZIE et al., 1994).

A caracteristica emergente da Giardia e a presenca de estagios resistentes
em seu ciclo, fez com que este protozoario também passasse a ser pesquisado em agua e
esgoto (JAKUBOWSKI et al,, 1991). Mesmo havendo diferencas expressivas na taxonomia
de Cryptosporidium e Giardia, os estudos de ocorréncia tendem a estuda-los juntos, a forma
de transmissdo e caracteristicas semelhantes dos estagios ambientais estdo entre as razoes.

A resisténcia destes protozoarios aos métodos de tratamento empregados no
esgoto é outro fator que desencadeou a pesquisa da presenca destes protozoarios
(ROBERTSON et al., 2000). Para se obter altas taxas de remocdo destes protozodrios,
técnicas caras e avancadas devem ser utilizadas. Métodos alternativos e com menor custo sdo
extensivamente testados (CANTUSIO NETO; SANTOS; FRANCO, 2006; LIM; WAN
HAFIZ; NISSAPATOM, 2007; FU et al., 2010) e no Brasil, estes protozoarios ja foram
identificados em esgoto tratado mesmo quando empregada a desinfeccdo por luz ultravioleta
(SANTOS etal., 2011).

A eficiéncia de remocdo de Cryptosporidium e Giardia no tratamento de
esgoto, considerando 1 log a remocdo de 99% dos protozoarios, em tratamentos primarios
alcancaram valores de 0,12 log para Cryptosporidium e 0,18 log para Giardia. Nos
tratamentos secundarios, 0s processos oxidativos alcancaram valores de 2,17 log para
Cryptosporidium e 2,60 log para Giardia, os anaerdbios 1,79 log e 2,04 log e lodos ativados
de 1,52 log e 1,68 log. Em processos terciarios, a ultrafitracdo alcangou valores de 1,84 log e
2,40 log e a floculacdo seguida de filtracdo 1,69 log e 1,62 log. A escolha de qual
combinacdo utilizar representa um grande desafio aos gestores, ja que qualidade do efluente
de cada processo influencia o subsequente (FU et al., 2010).

A dispersdo destes protozodario apos o desague de esgoto tratado em rios ou
lagos eleva o risco do uso destes para: captacdo, recreacdo, dessedentacdo animal e irrigacao
(YANG et al, 2008). O maior surto de Cryptosporidium relatado no mundo, ocorrido em

Milwaukee 1993, foi apontado como causa o mal funcionamento da estacdo de tratamento de
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agua aliado a contaminacdo de mananciais com C. hominis, provenientes da contaminacao
por esgoto (MAC KENZIE et al., 1994; CRAUN et al., 2010).

A caracterizacdo molecular e a enumeracdo destes protozoarios em esgoto
bruto podem ser utilizadas como ferramenta na identificacdo de surtos, na identificacdo de
espécies presentes em certas regides, na identificacdo de sazonalidade da infeccdo e ainda
como monitoramento da entrada de novas espécies e/ou gendtipos em uma regido (FENG et
al., 2009; WIDERSTROM et al., 2014).

Estas protozooses sdo consideradas negligenciadas, portanto, em muitos
paises ndo sdo de notificacdo obrigatoria e seu diagndstico é realizado de forma tardia
(SAVIOLI; SMITH; THOMPSON, 2006). Em casos de emergéncia em salde publica a
rapidez no diagnostico € de suma importancia para se estipular medidas que limitem o seu
avanco. Nesse sentido, o monitoramento em esgoto pode representar uma boa ferramenta na
caracterizacio de emergéncias ocasionadas por essas protozooses (NYGARD et al., 2006).
Na Suécia, foi possivel identificar a dindmica na quantidade de oocistos no esgoto bruto
durante um surto de C. hominis, a quantidade antes da ocorréncia do surto era menor que 200
oocistos/10L, durante o periodo de aumento dos casos foi de 1.800 oocistos/10L e apos treze
dias, no pico de aparecimento dos casos, foi de 270.000 oocistos/10L (WIDERSTROM et al.,
2014). O constante monitoramento propicia a estipulacdo de valores padrdes de
endemicidade e, caso ocorra um aumento anormal destes valores, verifica-se a ocorréncia de
um surto ainda ndo notificado (ZHOU et al., 2003).

A identificacdo de espécies no esgoto elucida a ocorréncia destes
protozodrios sem a necessidade de busca ativa em hospedeiros (BERTRAND;
SCHWARTZBROD, 2007). Um estudo desenvolvido na China, com o objetivo de verificar a
distribuicdo de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em quatro grandes cidades, descreveu
alta ocorréncia de C. hominis em duas cidades e Giardia assemblage All nas quatro cidades,
sugerindo que o ciclo antropondtico ocorre em maior frequéncia. Especies zoonoticas como
C. meleagridis, conhecida por parasitar aves e humanos, e C. cuniculus, conhecida por
parasitar coelhos e humanos, também foram encontradas porém em baixa frequéncia (LI et
al., 2012).

No Brasil, os estudos apontam apenas para a presenca de 0ocistos e cistos
sem a caracterizacdo de espécies e genétipos. Em Séo Paulo/SP, foram relatados oocistos de
Cryptosporidium spp em todas as amostras de esgoto bruto coletadas no periodo de seis
meses, e com concentragfes entre 80 e 912 oocistos/L (FARIAS; GAMBA; PELLIZARI,

2002). Santos et al. (2011) encontraram oocistos de Cryptosporidium em 6,4% das amostras
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de esgoto bruto e cistos de Giardia frequentemente durante dois anos. Com a vasta extenséo
territorial brasileira, a caracterizacdo molecular em amostras de esgoto bruto pode auxiliar no
estudo da distribuicdo destes protozoarios.

A auséncia de estudos de epidemiologia molecular sobre estes parasitas em
humanos no Brasil aliada a importancia em salde publica, apontam para a necessidade de
estudos que abordem a epidemiologia molecular destas protozooses. A grande disseminacdo
destes protozoarios em diferentes ambientes aquaticos e a importdncia como agentes
etioldgicos em surtos de wveiculagdo hidrica revelam a possibilidade da ocorréncia de surtos
destas doencas no Brasil. A resisténcia aos métodos rotineiramente utilizados no tratamento
de esgoto e a conhecida ocorréncia em esgoto bruto e tratado no Brasil demonstram a
ocorréncia destes protozodrios e eleva a preocupacdo do uso de corpos receptores de esgoto
tratado. A caracterizagdo molecular destes protozoérios em amostras de esgoto bruto pode
revelar as espécies e assemblages presentes na populacdo atendida e auxiliar na
caracterizacdo da epidemiologia destas protozooses, j& 0 conhecimento de espécies e
assemblages no esgoto tratado revela o real risco a salde publica do uso de corpos

receptores de esgoto tratado.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Monitorar a ocorréncia de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em esgoto

bruto e tratado de uma Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) em Londrina, Parana.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Detectar Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em amostras de esgoto
bruto e tratado de uma estacdo de tratamento de esgoto de Londrina por

meio de extracdo de DNA e PCR.

b) Identificar por meio de PCR-RFLP as espécies de Cryptosporidium

presentes nas amostras de esgoto positivas.
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4 ARTIGO

Monitoramento de Giardia e Cryptosporidium em esgoto bruto e tratado em uma Estacao

de Tratamento de Esgoto em Londrina/PR, Brasil.?

! Artigo redigido sob normas do periddico Applied and Environmental Microbiology. Instrucdes aos
autores em: http://aem.asm.org/site/misc/journal-ita_org.xhtmHlink00
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Monitoramento de Giardia e Cryptosporidiumem esgoto bruto e tratado em uma Estacéo

de Tratamento de Esgoto em Londrina/PR, Brasil

Surveillance of Giardia and Cryptosporidium in Raw and Treated Sewage in a

Wastewater Treatment Plant in Londrina/PR, Brazil.

Felippe Danyel Cardoso Martins*

RESUMO

Cryptosporidium spp. e Giardia spp. sdo protozoarios causadores de diarreia e conhecidos por
causarem surtos veiculacdo hidrica. A caracterizacdo molecular destes protozoarios em esgoto
revela dados a respeito da epidemiologia e do potencial de contaminacdo dos recursos
hidricos. A caracterizacdo molecular destes protozoarios em esgoto pode prover dados ainda
desconhecidos da ocorréncia de espécies no Brasil. O objetivo do presente estudo foi
monitorar a ocorréncia de Giardia e espécies de Cryptosporidium em esgoto bruto e tratado
em uma estacdo de tratamento de esgoto (ETE) de Londrina, Parand. As amostras de esgoto
bruto e tratado foram coletadas no periodo de um ano, com periodicidade quinzenal e foram
concentradas por centrifugacdo e filtragdo, respectivamente. Foram coletadas durante o
periodo de estudo vinte e cinco amostras de esgoto bruto e vinte e cinco de tratado. A
ocorréncia destes protozoarios foi caracterizada por meio de extracdo de DNA seguida de
nested-PCR, foram utilizados o gene 18S rRNA de Giardia e 18S rRNA de Cryptosporidium.
A caracterizacdo das espécies de Cryptosporidium foi realizada por meio de analise por
polimorfismo de comprimento do fragmento de restricdo (RFLP) dos produtos obtidos. Para
Giardia, todas as amostras de esgoto bruto e 76% das de esgoto tratado foram positivas.
Cryptosporidium esteve presente em 84% das amostras de esgoto bruto e em 8% do tratado.
No esgoto tratado foi encontrado apenas C. muris, ja nas amostras de esgoto bruto foram
encontradas cinco especies: C. muris, C. hominis, C. baileyi, C. suis e C. parvum em 100%,
19,04%, 9,52%, 9,52% e 4,76%, respectivamente. A presenca de espécies mistas foi
observada em 19,04% das amostras. Este estudo descreve a presenca de Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. em esgoto bruto e tratado em uma ETE em Londrina/PR, Brasil,
demonstra a ocorréncia de C. muris em esgoto tratado e C. muris, C. hominis, C. baileyi, C.
suis e C. parvum em esgoto bruto. Demonstra que a ocorréncia de C. hominis prevalece sobre
C. parvum nas amostras de esgoto bruto. Enfatiza o problema do uso de corpos hidricos que
recebem efluiente de ETE e aponta a necessidade da caracterizacdo de especies de
Cryptosporidium em humanos do Brasil para avaliar o papel de espécies como C. suis e C
muris na criptosporidiose humana.

Palavras-chave: Doengas Negligenciadas. Diarreia. Contaminacdo Ambiental. PCR-RFLP.

* Mestrando em Ciéncia Animal - Universidade Estadual de Londrina. Email: fmartins@uel.br
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ABSTRACT

Cryptosporidium spp. and Giardia spp. are protozoans that causes diarrhea, are known as
causes of waterborne outbreaks. The molecular characterization of these protozoans in sewage
reveals data about the epidemiology and the potential contamination of water resources.
Molecular characterization of these protozoa in sewage might provide unknown data
concerning the species occurrence in Brazil. The aim of this study was to perform a
surveillance in the occurrence of Giardia and species of Cryptosporidium in raw and treated
sewage in a wastewater treatment plant (WWTP) in Londrina, Parand. Samples of raw and
treated sewage were collected within a year, bimonthly, and concentrated by means of
centrifugation and filtration respectively. The occurrence of these protozoans was achieved
based in DNA extraction followed by nested PCR, targeting the Giardia 18S rRNA and
Cryptosporidium 18S rRNA. The species characterization in positive Cryptosporidium
samples were performed by restriction fragment length polymorphism (RFLP). We collected
twenty-five samples of both, raw and treated sewage. For Giardia, all raw sewage samples
and 76,00% of treated sewage were positive. Cryptosporidium was positive in 84,00% of raw
and 8,00% of treated sewage. C. muris was the only species found in treated sewage, in raw
sewage we found five species: C. muris, C. hominis, C. baileyi, C. parvum and C. suis in
100%, 19.04%, 9,52%, 9.52% and 4.76%, respectively. Multiple species were observed in
19.04%. This study describes the presence of Giardia spp. and Cryptosporidium spp in raw
and treated sewage in a WWTP in Londrina/PR, Brazil, demonstrates the occurrence of C.
muris in treated sewage and C. muris, C. hominis, C. baileyi, C. suis and C. parvum in raw
sewage. The occurrence of C. hominis prevailed over C. parvum in raw sewage samples. The
results emphasize the problem of the use of water bodies that receive effluent from WWTP
and indicates the need for characterization of Cryptosporidium species in humans of Brazil in
order to evaluate the role of species such as C. suis and C. muris in human cryptosporidiosis.

Key words: Neglected Diseases. Diarrhea. Environmental Pollution. PCR-RFLP.

Introdugédo

Cryptosporidium spp. e Giardia spp. sdo protozoarios causadores de doenca diarreica,
com transmissdo zoondtica ou antroponoética, de carater oportunista ou ndo, integram a lista de
doencas negligenciadas da Organizacdo Mundial de Salde e sdo descritos como 0s principais
causadores de surtos de protozooses de veiculacdo hidrica no mundo (1-4).

No Brasil, estes parasitas foram identificados em diversos ambientes como: agua
bruta, agua de fontes naturais, dgua engarrafada, esgoto bruto e tratado, lodo de esgoto e
hortalicas (5-10). Devido ao carater negligente, as dificuldades técnicas e o alto custo, faltam
dados moleculares sobre a distribuicdo de espécies, gendtipos e assemblages encontrados para

melhor avaliar a disseminacdo, a dindmica de transmissao e o risco a salde publica (11).



27

A caracterizacdo molecular de amostras clinicas de diferentes hospedeiros é de suma
importancia no estudo da epidemiologia destas protozooses, pois 0 conhecimento de espécies
e assemblages revela dados sobre a biologia e taxonomia, essenciais para estipular medidas de
prevencdo no entanto, grande parte dos estudos que utilizaram a caracterizagdo molecular
destes protozoarios no Brasil foram realizados em animais (12-17).

Considerando Cryptosporidium, em amostras de fezes humanas obtidas de criancas e
imunossuprimidos, demonstrou-se que C. hominis é mais frequente frente ao C. parvum (18).
Ha ainda relato da ocorréncia de infeccdo por C. meleagridis, C. felis e C. canis em
imununossuprimidos, porém em baixa frequéncia (19). Os estudos abrangendo a
caracterizacdo molecular de Giardia em humanos no Brasil focam na comprovacdo da
ocorréncia de ciclo zoonético, as sub-assemblages de Giardia duodenalis frequentemente
detectadas sdo Al, All e BIV (17, 20).

Em amostras ambientais, a deteccdo de assemblages de Giardia e espécies de
Cryptosporidium em amostras de esgoto bruto tem sido utilizada para o monitoramento da
ocorréncia destes protozoarios e, para a caracterizacdo da forma de transmissdo por meio da
epidemiologia molecular. Visto a caréncia de dados sobre a ocorréncia de Cryptosporidium e
assemblages de Giardia em humanos no Brasil, a caracterizacdo molecular destes protozoario
em esgoto bruto pode prover dados ainda desconhecidos (21-24).

O objetivo deste estudo foi monitorar a ocorréncia de Cryptosporidium e Giardia e
caracterizar as espécies de Cryptosporidium em esgoto bruto e tratado em uma estacdo de

tratamento de esgoto (ETE).

Material e métodos
Descricdo da area de estudo
O estudo foi desenvolvido no municipio de Londrina (23° 18' 36" S 51° 09' 46" O) que

se localiza na regio norte do Parand. E 0 segundo maior municipio do estado e o quarto do
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sul do Brasil. Possui 548.249 mil habitantes, a regi@do metropolitana contempla mais de 1
milhdo de pessoas e apresenta IDH de 0,778. Ha ocorréncia de chuvas ao longo de todo ano e

a pluviosidade anual média é de 1429 mm (25).

Caracteristicas da Estacao de Tratamento de Esgoto

A estacdo de tratamento de esgoto investigada (ETE-Sul), é responsavel pelo
tratamento das aguas servidas em uma area com aproximadamente 245.000 habitantes. A
ETE-Sul recebe em média 3,4 x 103 md/dia e realiza tratamento preliminar, primario e
secundario, compostos por: gradeamento, desarenador, decantador primario, reator anaerébio
de fluxo ascendente, filtro percolado submerso e decantador secundario. O efluente desagua
no ribeirdo Cambezinho, considerado classe Il de acordo com a portaria 357/05 do Conselho
Nacional do Meio ambiente (CONAMA) que classifica os rios de acordo com a qualidade da

agua.

Coleta das amostras

A coleta foi realizada quinzenalmente entre dezembro de 2014 e novembro de 2015.
Foram coletados 1 L de esgoto bruto, apds o desarenador, e 2 L de esgoto tratado, antes do
desague no ribeirdo Cambezinho. No total foram coletadas 25 amostras de esgoto bruto e 25
de esgoto tratado. As amostras foram acondicionadas em bombonas plasticas, higienizadas e
enxaguadas com Tween® 80 0,1% e transportadas em caixa isotérmica ao Laboratério de

Protozoologia da Universidade Estadual de Londrina para o processamento em até 24 horas.

Concentragéo das amostras

Do total coletado foram concentrados 500 mL de esgoto bruto por meio de
centrifugacdo (5). As amostras foram distribuidas em tubos de 50 mL contendo 5 mL de
Tween® 80 1% (v/v), homogeneizadas e submetidas a centrifugacdo a 1500 x g por 15

minutos em rotor do tipo swing sem freio; o sobrenadante foi retirado com pipetas estéreis
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descartaveis e o sedimento ressuspenso em Tween® 80 0,1% (v/v), acondicionado em um
tubo de 50 mL e submetido a nova centrifugacdo como descrito anteriormente. Novamente o
sedimento foi ressuspenso em Tween® 80 0,1% (2-4 mL) e armazenado a 4°C com 50 ng de
gentamicina e estreptomicina, e 0,02U de penicilina por mL de concentrado, até momento da
extracdo do DNA.

Para o0 esgoto tratado, as amostras de 1,2L foram concentradas por filtracdo e
centrifugacdo (5). As amostras foram filtradas em membranas de éster de celulose 1,2 pm de
porosidade e 47 mm de didametro em suporte de filtracdo tipo manifold; as membranas foram
eluidas em Tween® 80 0,1% (v/v) por meio de raspagem e o eluido centrifugado a 1500 x g
por 15 minutos; o sedimento foi ressuspenso em Tween® 80 0,1% (v/v) e novamente
centrifugado; o sedimento final foi ressuspenso em Tween® 80 0,1% (1-2mL) e armazenado a
4°C com 50 ng de gentamicina, estreptomicina e 0,02U de penicilina por mL de concentrado

até a realizacdo da extracdo de DNA.

Extracédo de DNA

Das amostras concentradas, foram utilizados 200 pL para a extracdo de DNA por
meio de Kit comercial NucleoSpin Tissue® (Macherey-Nagel) seguindo o protocolo do
fabricante, com o incremento de trés ciclos de gelo/degelo antes da etapa de lise, a fim de

proporcionar a ruptura dos (oo)cistos (26).

Reacdo em cadeia da polimerase para deteccéo de DNA de Cryptosporidium e Giardia

Para a deteccdo de Cryptosporidium spp. foi realizado a nested-PCR em triplicata para
a amplificacdo de um fragmento de 823 a 840 pares de bases do gene 18S rRNA (27),
constituida de: 1X PCR Buffer Invitrogen®; 200 uM de dNTPs; 2,5 mM de MgClz; 400 nM
de cada oligonucleotideo; 1,25 U de Platinum® Taqg DNA Polimerase; 200 nM BSA; 2,0 uL

do DNA extraido e agua ultra pura para compor o volume final de 25 pL. O produto da
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primeira reacdo foi diluido em 50uL de agua ultrapura para dar sequéncia a segunda reac&o.
As condicbes de amplificacdo para ambas as reagOes foram: 5Smin a 95°C; seguidos por 35
ciclos de 45s a 94°C; 45s a 55°C; 60s a 72°C e 5min a 72°C.

Para deteccdo de Giardia spp. foi realizada a nested-PCR em triplicata para a
amplificacdo de um fragmento do gene 18S rRNA (28, 29), constituida de: 1X PCR Buffer
Invitrogen®; 200 uM de cada dNTPs; 1,5 mM de MgClz; 200 nM de cada oligonucleotideo;
5% de DMSO (dimetilsulféxido); 1,25 U de Platinum® Taq DNA Polimerase; 1,5 pL de DNA
e agua ultra pura para compor um volume de 25 pl. O produto da primeira reacdo foi diluido
em 50 pL de agua ultrapura para dar sequéncia & segunda reacdo. As condicOes de
amplificacdo foram: 5min a 95°C; seguidos por 35 ciclos de 45s a 94°C; 45s a 58°C na
primeira reacdo e 55°C na segunda reacéo; 60s a 72°C e 5min a 72°C.

O diagnostico foi realizado em triplicata a fim de aumentar a sensibilidade analitica do
método (30). Foram utilizados controles negativos compostos por agua ultrapura e controles
positivos compostos por DNA de C. parvum. Os produtos foram submetidos a eletroforese

em gel de agarose 1,5%, corados com SYbR Safe® e fotodocumentados.

Discriminacdo das espécies de Cryptosporidium por meio da PCR-RFLP

Os produtos da segunda reacdo, quando positiva para Cryptosporidium spp., foram
submetidos & andlise por polimorfismo de comprimento do fragmento de restricdo (RFLP)
com as enzimas Sspl, Asel, Ddel e Mboll para a descriminagdo das espécies (27). As reacdes
de digestdo foram realizadas separadas e consistiam de: 1X NEB® Buffer; 5U de enzima (Sspl
e Mboll) ou 3U (Asel e Ddel); 5 yL do produto da segunda reacdo de PCR e agua ultrapura
completando o volume de 20 pL. O tempo utilizado nas clivagens foi de uma hora a 37°C e 15
minutos a 65°C. As reacOes foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 2,5%, corados
com SYbR Safe® e fotodocumentadas. Os padrdes de bandas foram comparados com imagens

padrdo contidas no Cryptodb (http/Avww.cryptodb.org) e no caso da suspeita de
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contaminacdo mista foram comparados aos padrfes de clivagem gerados pelo NebCutter v2.1

(31) com sequéncias de referéncia importadas do GenBank.

Resultados

Entre as amostras de esgoto bruto, todas foram positivas para Giardia spp. e 84%
(21/25) para Cryptosporidium spp. No esgoto tratado a ocorréncia dos protozoérios foi menor:
76,00% (19/25) das amostras foram positivas para Giardia spp. e 8,00% (2/25) para
Cryptosporidium spp. Giardia foi mais frequente frente a Cryptosporidium durante o periodo
estudado.

Considerando as réplicas das amostras de esgoto bruto, para Giardia 88% (22/25) das
amostras apresentaram sucesso na amplificacdo em todas as réplicas e em 12% (3/25) a
amplificacdo ocorreu em duas. Para Cryptosporidium, 19,04% (4/21) das amostras
apresentaram amplificacdo em todas as réplicas; 38,09% (8/21) em duas e 42,85% (9/21) em
uma. No esgoto tratado, para Giardia obteve-se trés réplicas positivas em 26,31% (5/19) das
amostras; duas positivas em 31,57% (6/19) das amostras e uma positiva em 42,10% (8/19) das
amostras. Para Cryptosporidium nas duas amostras positivas apenas uma réplica foi positiva.

A identificacdo das espécies de Cryptosporidium foi alcancada por meio da PCR-
RFLP em todas as amostras positivas de esgoto bruto e tratado. Cinco espécies foram
encontradas em esgoto bruto: C. muris, C. hominis, C. baileyi, C. suis e C. parvum. Foi
observada alta frequéncia de C. muris nas amostras, ja que todas as positivas para
Cryptosporidium continham, em alguma réplica, o padrdo condizente com esta espécie.
Considerando as outras espécies C. hominis foi encontrado em 19,04% (4/21), C. suis e C.
baileyi em 9,52% (2/21) e C. parvum em 4,76% (1/21). Em esgoto tratado foi identificado
apenas C. muris.

Foi observada a presenca de espécies mistas em 19,04% (4/21) das amostras de esgoto

bruto positivas. As misturas encontradas em réplicas foram: C. muris/C. hominis; C.
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hominis/C. parvum; C. suis/C. baileyi/C. hominis e C. suis/C. baileyi/C. hominis/C. muris. Em
todas as amostras com mistura de espécies houve diferenca nas espécies encontradas entre as
réplicas. Em apenas uma réplica de uma amostra o diagnostico ndo foi possivel devido a
grande quantidade de bandas resultantes da mistura de muitas espécies. Os resultados das

espécies mistas encontradas por amostra e réplicas estdo sumarizados na Tabela 1.

Discussao

O presente estudo demonstra a ocorréncia de Giardia spp. e espécies de
Cryptosporidium em amostras de esgoto bruto e tratado no municipio de Londrina, Sul do
Brasil. Varios estudos relatam a presenca destes protozoarios em esgoto (24, 32-34), porém
poucos caracterizaram a ocorréncia de mltiplas espécies visto que o0s principais métodos
utilizados, como a reacdo de imunofluorescéncia direta e a PCR seguida de sequenciamento,
ndo discriminam as espécies presentes dentro de uma mesma amostra.

A presenca de Giardia em todas amostras de esgoto bruto sugere a caracteristica
endémica deste protozoario nesta regido. A ocorréncia de Giardia no esgoto tratado lancado
em um ribeirdo eleva a importancia na escolha de corpos hidricos receptores de esgoto tratado
e do monitoramento dos mesmos. Colli et al. (20) descreveram a presenca de Giardia em
humanos, cdes e hortalicas no Brasil e, por meio da identificacdo genotipica dos isolados,
observaram relacdo entre eles; a negligncia no uso de fontes de agua para irrigacdo favoreceu
a manutencdo do ciclo da doencga na populagéo.

O método empregado no presente estudo para a discriminacdo das espécies de
Cryptosporidium foi primariamente aplicado a amostras ambientais por Xiao et al. (21) em
amostras de esgoto bruto e de rios receptores de esgoto tratado nos Estados Unidos. No
presente estudo, obteve-se resultados semelhantes principalmente quanto as espécies

encontradas em esgoto bruto: C. muris, C. parvum e C. hominis. Feng et al. (22), com 0 uso
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da PCR-RFLP em amostras de esgoto bruto na China, também relataram a presenca de C. suis
e C. baileyi, e em 15,87% das amostras positivas havia a presenca de espécies multiplas.

Ruecker et al. (35) avaliaram a PCR-RFLP com o objetivo de verificar a eficacia desta
metodologia na discriminagdo de mdltiplas espécies em uma mesma amostra. Os autores
concluram que a PCR-RFLP é capaz de discriminar a contaminagdo mista, porém em
algumas amostras podem haver dificuldades devido a presenca de muitas espécies, fato
observado em apenas uma réplica do presente estudo. Alguns autores sugerem limitar as
sequencias alvo antes da PCR-RFLP ou PCR seguida de sequenciamento a fim de elucidar as
espécies mistas, porém estes métodos demandam o uso de muitas réplicas e podem resultar
em padrdes ainda mistos, cromatogramas com sobreposicdo de picos e ndo amplificacdo
devido a variacdo aleatoria (24, 30, 35).

A ocorréncia de C. muris em todas as amostras positivas sugere a contamina¢do por
fezes de roedores, ja que sdo os principais hospedeiros desta espécie e estdo presentes no
sistema de esgoto (24, 36). Estudos na Europa e Estados Unidos também observaram C. muris
em amostras de esgoto bruto e associaram a presenca de roedores (21, 24, 37). A presenca no
esgoto tratado evidencia a passagem desta espécie de Cryptosporidium pelo tratamento e
sinaliza que outras espécies podem ser lancadas no ambiente elevando o risco a saude publica.
C. muris é descrito com baixa frequéncia em humanos e em sua maioria imunossuprimidos
(38) porém, experimentalmente em humanos, mostrou infectividade e causou diarreia branda
resutando em quadros de infeccdo persistente e assintomatica (36). Desta maneira, ha a
possibilidade da presenca de C. muris na populacdo da regido.

C. muris presente em todas as amostras positivas, sugere maior abundancia desta, o
que pode subestimar a presenca das outras espécies. A presenca de mistura de espécies pode
ocasionar a amplificacdo apenas da mais abundante (30). No entanto, encontrou-se C. suis, C.

hominis, C. parvum e C. baileyi.
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A ocorréncia de C. suis pode levar a duas interpretacdes: (I) a presenca de dejetos de
origem ndo humana no esgoto doméstico; ex. efluentes de abatedouros e escoamento de fezes
em decorréncia de chuvas (Il) a infeccdo por esta espécie ocorrer na populacdo humana da
regido em estudo, no entanto isto é pouco provavel. Este resultado, aliado a ocorréncia de C.
muris, suporta a necessidade de estudos aprofundados da popula¢do higida e imunossuprimida
para melhor conhecer a epidemiologia da infeccdo por Cryptosporidium spp., ja que estas
espécies ndo sdo frequentes em humanos (38, 39).

A espécie C. baileyi é reconhecida por causar doenga em aves (40), sua presenca no
esgoto pode ser explicada pela abundéncia de aves sinatrdpicas na regido urbana da cidade em
sua maioria da espécie Zenaida auriculata, podendo 0s protozoarios serem carregados ao
sistema de esgoto por infiltracdo de agua da chuva com fezes destes animais.

C. parvum e C. hominis sdo as duas principais espécies que acometem humanos sendo
a primeira relatada como zoondtica e a segunda antroponotica (2). A ocorréncia de C. hominis
nas amostras de esgoto bruto sugere a infeccdo em humanos na regido, ja a presenca de C.
parvum pode sugerir a ocorréncia de ciclo zoondtico. Esta espécie ja foi encontrada em &gua
bruta na regido (7), porém devido a alta gama de hospedeiros de C. parvum ndo se pode
confirmar que a eliminacdo ocorreu por humanos, nem que a transmissdo ocorreu entre
animais e humanos. A maior ocorréncia de C. hominis frente a C. parvum concorda com 0S
dados epidemioldgicos destes protozoarios no Brasil, a infeccdo por C. hominis é mais

frequente que por C. parvum (18).

Concluséao

Este estudo descreveu a presenca de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em esgoto
bruto e tratado de uma ETE em Londrina, Parana, Brasil e demostrou a ocorréncia de C. muris
em esgoto tratado e C. muris, C. hominis, C. baileyi, C. suis e C. parvum em esgoto bruto. C.

muris, C. suis e C. baileyi sugerem a contaminacdo do esgoto com fezes de roedores, suinos e
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aves, respectivamente, ou ainda a infeccdo de humanos por C. muris e C. suis. A ocorréncia
de C. hominis prevaleceu sobre C. parvum nas amostras de esgoto bruto. Dessa forma,
enfatiza-se o problema do uso de corpos hidricos que recebem efluente de ETE e aponta a
necessidade da caracterizacdo de espécies de Cryptosporidium em humanos do Brasil para

avaliar o papel de espécies como C. suis e C. muris na criptosporidiose humana.
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Tabela 2. Amostras de esgoto bruto (EB) com presenca de espécies mistas para
Cryptosporidium identificadas por PCR-RFLP, coletadas quinzenalmente entre dezembro de
2014 e novembro de 2015 em uma estacdo de tratamento de esgoto, em Londrina, Parana,

Brasil.

Amostras Positivas N° Réplicas

ara Espécies encontradas Espécies encontradas por
para Positivas P réplica
Cryptosporidium
C muris
EB6 3 C. muris e C. hominis C muris e C hominis
C muris e C hominis
C. muris, C. baileyi, C. suise
C. muris, C. baileyi, C. C hominis
EB12 2 suis e C hominis . . ..
C. baileyi, C. suis e C hominis
C. muris e C hominis
C. muris, C. baileyi, C.
EB14 3 suis 6 C hominis C. baileyi, C. suis € C hominis
C. baileyi, C. suis e C hominis
. .. C. muris
EB20 5 C. muris, C. hominis, C.

parvum

C. hominis e C. parvum
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5. CONCLUSAO

H& poucos estudos no Brasil que abordem a caracterizacdo molecular destes
protozoédrios, portanto ha uma caréncia de dados para melhor caracterizar a epidemiologia
molecular destas protozooses, e avaliar 0s riscos a salde publica diante dos achados
ambientais.

Ha ocorréncia de Giardia e Cryptosporidium em esgoto bruto e tratado em
Londrina/PR.

Foi possivel a identificacdo de C. muris em esgoto tratado e cinco espécies
de Cryptosporidium em esgoto bruto: C. muris, C. suis, C. hominis, C. parvum e C. baileyi,
por meio da PCR-RFLP.

A identificacdo de C. muris, C.suis e C. baileyi sugere que ocorra a
contaminacdo do esgoto com fezes de roedores, suinos e aves.

A ocorréncia de C. hominis prevaleceu sobre C. parvum, nas amostras de
esgoto bruto.

Ha necessidade de estudos epidemioldgicos com ferramentas moleculares na
populacdo Brasileira a fim de melhor entender a epidemiologia molecular de

Cryptosporidium, e o papel de espécies como C. muris e C. suis na criptosporidiose humana.
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