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RESUMO

A agua é um dos principais veiculos de patdégenos que causam doengas na
populacdo. Em muitos paises em desenvolvimento a infraestrutura para
fornecimento de agua potavel & incompleto ou ausente e existem elevados niveis
endémicos de doengas transmitidas pela agua. Os protozoarios zoondticos
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. possuem uma grande capacidade de impactos
negativos na populagdo humana e animal. Ambas as espécies resistem ao
tratamento convencional da agua. O risco representado pela presenga de
Cryptosporidium e Giardia tornou-se uma grande preocupagao para as autoridades
sanitarias e empresas responsaveis pelo fornecimento de agua potavel para
consumo humano e animal. A Portaria 2914/11 do Ministério da Saude exige um
padrdo de auséncia desses dois protozoarios em aguas destinadas ao consumo
humano. O objetivo desse estudo foi detectar Cryptosporidium spp. e Giardia spp.
em agua bruta e tratada em um sistema publico de tratamento de agua, situado no
municipio de Londrina, Parana, Brasil. Entre setembro de 2012 e setembro de 2013,
foram coletadas amostras de agua bruta (30L) e &agua tratada (100L),
quinzenalmente, em um total de 48 amostras. As amostras foram examinadas por
meio da Técnica da Membrana Filtrante, utilizando-se membranas com 47mm de
didmetro e 1,2um de porosidade e um kit portatil de filtragdo a vacuo ajustado para
4L /min. O material retido na membrana foi mecanicamente extraido pela raspagem
da sua superficie, eluido em solugéo de Tween 80 a 1%, centrifugado duas vezes e
o sedimento resultante utilizado para as analises. A partir das amostras foi realizada
a imunofluorescéncia direta para oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de
Giardia spp., utilizando-se o kit comercial Merifluor® (Meridian Bioscience).
Realizou-se a extragdo de DNA com o kit comercial NucleoSpin Tissue® (Macherey-
Nagel) e a reacdo de nested-PCR (n-PCR) para a detecgdo dos protozoarios e
eletroforese em gel de agarose. Os genes alvos foram o 18S rRNA para
Cryptosporidium (produto final de 819-825 pares de bases) e 16S rRNA para Giardia
(produto final de 292-297 pares de bases). Na imunofluorescéncia as amostras de
agua bruta foram positivas, sendo detectada Giardia spp. em 2/24 (8.33%) amostras
analisadas. Na n-PCR, 6/24 (25%) das amostras de agua bruta foram positivas para
Giardia spp. e 2/24 (8.33%) para Cryptosporidium spp. Das amostras de agua
tratada, na n-PCR, 1/24 (4.16%) foi positiva para Giardia spp. e todas foram
negativas para Cryptosporidium spp. O sequenciamento demonstrou C. parvum em
ambas as amostras de agua bruta. Apds o sequenciamento foi identificada DNA de
Giardia duodenalis em duas amostras de agua bruta. Nas trés amostras de agua
bruta e na amostra de agua tratada inicialmente positivas a n-PCR, apds o
sequenciamento, demonstrou-se que o DNA pertencia a bactéria ambiental
Nakamurella multipartita. Houve correlagdo moderada entre turbidez (r = 0.5422; p =
0.0061) e cor (r = 0.4491; p = 0.0277) e a presenca de Cryptosporidium spp. na agua
bruta, e entre turbidez (r = 0.5809; p = 0.0029) e a presencga de Giardia spp. em



agua bruta. A presengca desses protozoarios em aguas de manancial de
abastecimento aponta a real necessidade de monitoramento e especial atencédo das

companhias de tratamento de agua da regido, considerando a Portaria 2914/11 do
Ministério da Saude.

Palavras-chave: Protozoarios. ETA. Nested-PCR. Sequenciamento.



ALMEIDA, JC. Detection and Molecular Characterization of Cryptosporidium spp.
and Giardia spp. in Raw and Treated Water in A Public Water-Treatment System.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2013.

ABSTRACT

Water is one of the main sources of pathogens that cause diseases in the population. In
many developing countries the infrastructure for providing safe drinking water is
fragmentary or absent and there are high endemic levels of waterborne disease. The
zoonotic protozoan Cryptosporidium spp. and Giardia spp. have a great infective
capacity of causing a negative impact on human and animal health. Both parasites are
resistant to conventional water treatment. The risk posed by the presence of
Cryptosporidium and Giardia has become a major concern for the sanitary authorities
and companies responsible for providing safe drinking water supplies for human and
animal consumption. The Brazilian law n.2914/11 from Ministry Health requires a
standard of absence of these two protozoans in water for human consumption. The aim
of this study was to detect the occurrence of Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in
raw and treated water in a public water treatment system, located in Londrina city,
Parana State, Brazil. From September 2012 to September 2013, samples of raw (30L)
and treated water (100L) were collected every two weeks, in a total of 48 samples. The
samples were examined by Membrane Filtration Technique, using membranes with
47mm in diameter and 1.2um porosity with a filtration kit and a portable vacuum pump,
adjusted to 4L/min. The material retained on the membrane was mechanically extracted
by scraping its surface with a solution of 1% Tween 80 for elution. The material was
centrifuged twice and the sediment resulting was analyzed. Was performed direct
immunofluorescence for Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts, using the
commercial kit Merifluor® (Meridian Bioscience) Also performed DNA extraction using a
commercial kit NucleoSpin Tissue® (Macherey-Nagel). The DNA extracted was
submitted to nested-PCR reaction (n-PCR) for the detection of protozoans and
electrophoresis in agarose gel. The target genes were 18S rRNA for Cryptosporidium
(final product 819-825 base pairs) and 16S rRNA for Giardia (final product 292-297 base
pairs). In the immunoflurescence, samples of raw water were positive to Giardia spp. in
2/24 (8.33%) from the analyzed samples. In n-

PCR, raw water samples were positive in 6/24 (25%) for Giardia spp. and in 2/24
(8.33%) for Cryptosporidium spp. In treated water 1/24 (4.16%) of the samples was
positive to Giardia spp. and all samples were negative for Cryptosporidium spp. The
sequencing showed C. parvum DNA in both samples of raw water. After the sequencing
was identified G. duodenalis DNA in two samples of raw water. Three positive samples
of raw water and the positive sample of treated water to Giardia spp. in n-PCR, after
sequencing, showed DNA concerning to the environmental bacteria Nakamurella
multipartita. There was moderate correlation between turbidity (r = 0.5422; p = 0.0061)
and colour (r = 0.4491; p = 0.0277) and presence of Cryptosporidium spp. in raw water
and between turbidity (r = 0.5809; p = 0.0029) and presence of Giardia spp in raw water.
The n-PCR proved to be a highly sensitive technique for the diagnosis of
Cryptosporidium spp. and Giardia spp. The presence of these protozoans in the water
supply indicates the need of monitoring and special attention considering the law
n.2914/11 by water treatment companies of region.

Key-words: Protozoans. WTS. Nested-PCR. Sequencing.
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REVISAO

Qualidade da Agua

A disponibilidade e qualidade da agua sdo fatores determinantes para a
qualidade da vida e da estabilidade da sociedade do século XXI, para o seu
desenvolvimento econémico, para a qualidade de vida das populacdes humanas e
para a sustentabilidade dos ciclos no Planeta. Portanto o uso dos recursos hidricos
requer profunda reflexao ética dos governos e da sociedade (RESTELLO, 2007).

Aproximadamente 25% da populacéo terrestre ndo dispde de &gua ou, quando a
possui, ndo apresenta os padrées minimos de potabilidade (Figura 1), sendo, essa

uma das mais importantes causas de mortalidade humana (UNESCO, 2001).

Figura 1 — Proporcdo de domicilios nas grandes cidades do mundo ligadas a
sistemas de abastecimento de agua e coleta de esgotos.

I House or yard connection for water
Connected to sewer

100

80
60
Yo
40
20
D,
Africa Asia Latin Oceania Europe North
America America

& Caribbean

Fonte: WHO/UNICEF, 2000.

Somente 2.53% da agua do Planeta estédo disponiveis como agua-doce e, desse
total, 66% estdo congelados nas calotas polares, em estado solido (UNESCO,

2003). A distribuicdo de agua por regido é mostrada na Figura 2.
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Figura 2 — Distribuicdo em porcentagem dos recursos hidricos e da distribuicdo da

populacdo humana por regido do Planeta.

Fonte: UNESCO, 2003.

Até mesmo os paises que possuem grandes reservas de agua-doce ja enfrentam
problemas, como é o caso do Brasil. De maneira geral, o Brasil € um pais
privilegiado quanto ao volume de recursos hidricos, abrigando 13.7% da agua doce
do mundo. O problema é que a disponibilidade desses recursos nao € uniforme
(Quadro 1). Mais de 73% da agua doce disponivel no pais encontra-se na bacia
Amazonica, que € habitada por menos de 5% da populagéo (UNESCO, 2003).
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Quadro 1- Informacgdes basicas sobre as bacias hidrograficas brasileiras.

Area Populagao* Dispon;hilidad Disponibilidad
No|  Buasboowic | 103 ||| ':;'L""::‘df \:::7: Hidrica** | | c‘;pita
km? km;{an % | m3/hab.ano
1 Amazonica** 3.900 |45,8| 6.687.893 | 4,3 1,7 133.380| 4206 | 73,2 628.940
2 Tocantins 757 |89 | 3.503.365 | 2,2 4,6 11.800 372 6,5 106.220
3a | Atlantico Norte/Nordeste | 1.029 |12,1| 31.253.068 199’ 30,4 9.050 285 5,0 9.130
4 Sdo Francisco 634 |74 |11.734966 |7,5 18,5 2.850 90 1,6 7.660
5 Atlantico Leste 545 | 6,4 | 35.880.413 282! 65,8 4.350 137 2,4 3.820
ba Paraguai** 368 |43 | 1.820.569 (1,2 49 1.290 4 0,7 22.340
6b Parana 877 110,3| 49.924.540 3;’ 56,9 11.000 347 6,0 6.950
7 Uruguai** 178 | 2,1 | 3.837.972 |24 21,6 4.150 131 2,3 34.100
8 Atlantico Sudeste 224 | 2,6 112427377 |79 55,5 4.300 136 2,4 10.910
BRASIL 8.512 (100 157'0370'16 100 18,5 18%17 5.745 | 100 36.580

Fonte: SIH/ANEEL, 1999.

Apenas 27% dos recursos hidricos brasileiros estdo disponiveis para as demais
regides, onde residem 95% da populacdo do pais (LIMA, 1999). A maior parte das
regides brasileiras ja apresentam problemas sérios de poluicdo de mananciais, de
falta de &agua, processos de desertificacdo e de seca. A Figura 4 mostra a

distribuicdo dos recursos hidricos no Brasil por regiéo.
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Figura 3 — Grafico da distribuicdo dos recursos hidricos da superficie e da populagéo
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Fonte:http://www.mma.gov.br/estruturas/sedr_proecotur/_publicacao/140_publicacac0906200902591
0.pdf. Acesso em 08 de novembro 2013.

Nas ultimas décadas, o crescimento urbano acelerado e acima da média
mundial, tem causado impactos sobre todo o aparelhamento urbano relativo a
recursos hidricos: abastecimento de agua, transporte e tratamento de esgotos
cloacal e urbano. Além disso, o crescimento das cidades modifica a cobertura
vegetal e, como consequéncia, transforma os componentes do ciclo hidrolégico
natural. A tendéncia do desenvolvimento urbano é a contaminag¢do dos corpos
hidricos por esgotos cloacais e pluviais, muitas vezes poluindo mananciais que
resultardo em fontes captadoras de agua para outras cidades (UNESCO, 2001)

A protecdo dos mananciais de recursos hidricos deve ser questdo de alta
prioridade na sociedade atual. Estes mananciais situam-se em corregos, rios, lagos
e lagunas ou aquiferos subterraneos e sdo utilizados para suprir a maioria das
atividades béasicas e rotineiras da populacdo humana. Evitar a contaminacdo de
fontes de agua potavel é importante para uma adequada Saude Publica, pois reduz
0s gastos com o tratamento de doencas de veiculagéo hidrica, e também assegura a
integridade e manutencgao da vida silvestre (GOULART e CALLISTO, 2003).

Os mananciais destinados ao abastecimento publico devem apresentar uma
distancia das cidades a serem abastecidas, viaveis em termos econdmicos sem

nunca esquecer a importancia de sua preservagdo. Esta relativa proximidade
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apresenta um sério dilema quando considerada a expansdo espontanea da
urbanizacdo sobre os referidos mananciais, com sua inevitavel degradacéo. Esta
dindmica resulta no abandono dos investimentos realizados e o surgimento de
verdadeiros cadaveres hidricos, que poluem e envergonham as cidades. Por maior
que seja a distancia, a definicdo de uma bacia como manancial de abastecimento
define a mais nobre e importante aptiddo desta é&rea: produzir dgua de boa
qualidade a qual, todos os demais usos devem estar subordinados (ANDREOLI et
al., 2000).

Vérios sdo os fatores com impacto sobre a qualidade dos corpos hidricos
(domésticos, industriais e agricolas), trazendo como consequéncias problemas com
relacdo aos aspectos da vida diaria da populacédo, a economia regional e nacional e,
naturalmente, a saude humana. A precariedade ou, até mesmo, a auséncia de
saneamento afeta a salude uma vez que o saneamento é o controle de todos os
fatores do meio fisico do homem, que exercem ou podem exercer efeito deletério
sobre seu bem estar fisico, mental e social (CASTRO et al., 1996).

O controle de qualidade de agua destinada ao consumo dos seres humanos,
desde os sistemas produtores (mananciais, captacéo, tratamento) aos sistemas de
distribuicdo (reservatorio, redes), normalmente € realizado pela empresa
responsavel de saneamento local (BRASIL, 1990). Porém, ndo se conhece a
qualidade de agua nos reservatorios domiciliares, de onde o produto tratado e
monitorado € realmente consumido pela populacdo. A manutencédo da qualidade da
agua distribuida requer recursos de pessoal especializado para chegar potavel ao
consumidor, no entanto, leigos no assunto administram, no dia-a-dia, os prédios e a
maioria das residéncias (d’AGUILA et al., 2000).

Doencas de Veiculagdo Hidrica

A agua destinada ao consumo humano e animal deve estar isenta de
contaminantes quimicos e biolégicos, além de apresentar certos requisitos de ordem
estética (SOUZA et al., 1983).

A finalidade priméaria para a exigéncia de qualidade da agua é a protecédo a
Saude Publica. A agua de consumo humano é um dos importantes veiculos de
enfermidades diarreicas de natureza infecciosa, o que torna primordial a avaliagao
de sua qualidade microbiolégica (ISAAC-MARQUEZ et al.,1994).
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Diversas doencas de origem infecciosa e parasitaria apresentam no meio
ambiente uma fase de seu ciclo de transmissdao como, exemplo, uma doenca de
veiculacdo hidrica, com transmisséo oral-fecal. A implantacdo de um sistema de
saneamento, nesse exemplo, significa interferir no meio ambiente, de maneira a
interromper o ciclo de transmisséo da doenca (RESTELLO, 2007).

Entre os diferentes tipos de contaminantes biol6gicos sé@o citados organismos
patogénicos compreendendo bactérias, virus, protozoarios e helmintos, que uma
vez, veiculados pela agua podem, através da sua ingestdo, infectar o organismo
humano ou animal. E crescente o interesse pela reavaliagio do papel
desempenhado pela agua na transmissdo de agentes causadores de zoonoses
(SOUZA et al., 1983).

As doencas infecciosas veiculadas pela agua podem ser classificadas conforme
0s modos de sua propagacdo e englobadas dentro de quatro categorias basicas
(HESPANHOL,1999):

1. Com suporte na agua: quando 0s organismos patogénicos sao carreados
passivamente na agua que € consumida por uma pessoa (ou animal)
causando assim a infeccdo. Exemplos tipicos: colera e febre tifoide (Vibrio
cholera e Salmonella typhi, respectivamente), que possuem baixa dose
infectante e facil transmissdo hidrica. As medidas preventivas nesse caso
envolvem a melhoria da qualidade de agua através, principalmente, de
desinfeccdo adequada, e evitar que consumidores utilizem fontes alternativas
de 4gua que possam estar contaminadas.

2. Associadas a higiene: infec¢des consequentes a falta de dgua e que podem
ser controladas através da disponibilidade de agua e melhoria de hébitos
higiénicos. Sao exemplos praticos doencas de pele e doencas diarreicas. O
controle é obtido por meio da provisao de quantidade suficiente de agua para
banho, lavagem de maos, e de utensilios domésticos. A quantidade deve ser
proporcionada em adicdo a agua disponivel para bebida. O mero acesso a
disponibilidade de agua e alguns preceitos basicos de higiene reduzem a
transmissao de doencas dessa classe.

3. De contato com a agua: infec¢des transmitidas por um animal invertebrado
gue vive na agua, ou que passa parte de seu ciclo vital em moluscos
aquaticos ou outros animais aquéticos, podendo causar infeccdo atraves de

contato com a pele. Essas infecgbes nédo sdo passivamente transmitidas de
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pessoa para pessoa, através da agua. Ou seja, as larvas ou ovos que
chegam a agua ndo sdo imediatamente infectantes ao homem, mas séo
prontamente infectantes a espécies invertebrados, sobretudo crustaceos e
moluscos que, apos curto periodo nesses hospedeiros chamados
intermediarios, tornam-se infectantes ao homem através da ingestdo com a
agua, ou através de contato com a pele. Um exemplo classico € a
esquistossomose, causada pelo Schistossoma mansoni.

4. Associadas a vetores desenvolvidos na agua: infecgbes transmitidas por
organismos patogénicos, atraves de insetos com desenvolvimento na agua ou
nas proximidades da agua. No Brasil, as infeccbes associadas a vetores
desenvolvidos na agua sao: a malaria, febre amarela e a dengue.

A provisdo de agua segura e de sistemas, mesmo simplificados, de saneamento

bésico, reduz a incidéncia das doencas infecciosas citadas acima.

Muitos estudos sobre parasitos transmitidos por veiculacao hidrica tém sido feitos
em varios paises, entretanto, no Brasil, dados sobre a frequéncia destes patdgenos
no meio ambiente ainda séo escassos (HELLER et al., 2004).

Além de doencas de origem bioldgica, segundo CASTRO et al. (1996) a a4gua
pode ainda ser veiculo de inUmeras substancias quimicas, capazes de provocar
problemas graves para a saude do individuo que os consumir durante um periodo
prolongado ou em quantidades elevadas.

Dentre os quimicos com acdo prejudicial sobre a saude humana tém-se o0s
inorganicos (arsénio, cadmio, chumbo, cianetos, cromo, fluoretos, mercdrio, nitratos
e prata) e 0s organicos, na sua maioria sintéticos e presentes em agrotoxicos (aldrin,

benzeno, clordano, lindano e o DDT).

Protozoonoses de Veiculacdo Hidrica

As doencas de veiculagdo hidrica, principalmente aquelas causadas pelos
protozoarios intestinais, emergiram como um dos principais problemas na area da
Saude Publica nos ultimos anos, contrapondo-se da adocdo de regulamentos e
medidas cada vez mais restritivas e dos avangos em tecnologia de tratamento
(SMITH et al., 2006).

Antes da década de 80, febre tiféide e paratifdide e a disenteria eram as

principais doencas correlacionadas a agua, contudo 0s avang¢os nos processos de
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tratamento de agua, notadamente a cloragdo, foram altamente eficazes em diminuir
os patdégenos entéricos de origem bacteriana (SMITH et al., 2006). Apdés 1980, os
protozodrios parasitos Cryptosporidium spp. e Giardia spp. surgiram como 0S
principais contaminantes de veiculacdo hidrica: no minimo, 325 surtos epidémicos
associados aos protozodrios parasitos e transmitidos pela agua foram reportados,
globalmente (KARANIS et al., 2007).

Esses dois protozoarios destacam-se por permanecerem viaveis por varios
meses na agua entre 4 e 10°C (HSU et al.,1999). As principais fontes de
contaminacdo de mananciais por oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de
Giardia lamblia, sdo os esgotos sanitarios, bem como os dejetos e efluentes de
atividades agropecudrias, principalmente nos paises em desenvolvimento (HELLER
et al., 2004).

Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium é um protozoario pertencente ao filo Apicomplexa, classe
Sporozoa e a familia Cryptosporidiidae. Atualmente, sdo reconhecidas 30 espécies
de Cryptosporidium (SLAPETA, 2013). E um parasito coccideo entérico obrigatorio,
que infecta as células epiteliais do trato gastrointestinal, podendo também causar
infeccbes extra-intestinais no pancreas, vesicula biliar, ductos biliares e pulmdes,
figurando como um dos patdégenos entéricos mais importantes dentro do género
(LOPES, 2002).

C. parvum, apresenta um aspecto que merece ser ressaltado: aparentemente é a
espécie que apresenta menor especificidade de hospedeiro uma vez que foi
identificada em camundongos, rebanhos, humanos, cavalos e outros hospedeiros
mamiferos, sendo considerado zoonético e de grande interesse em Saude Publica
(FAYER, 2004).

No Quadro 2 encontram-se descritas as espécies de Cryptosporidium, seus

respectivos hospedeiros e sua respectiva importancia na Saude Publica:
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Quadro 2 — Espécies de Cryptosporidium, seus respectivos hospedeiros e interesse

na Saude Publica.

ESPECIE PRINCIPAIS INFECQAO EM INTERESSE NA
HOSPEDEIROS HUMANOS SAUDE PUBLICA
. Mamiferos e :
C. muris . sim Pequeno
passaros

C. parvum Mamiferos sim Pequeno
C. andersoni Mamiferos sim Pequeno
C. canis Mamiferos sim Pequeno
C. suis Mamiferos sim Pequeno

C. fayeri Mamiferos sim Pequeno
C. ubiquitum Mamiferos sim Pequeno
C. scrofarum Mamiferos sim Pequeno
C. meleagridis Mar,mferos € sim Moderado

passaros

C. cuniculus Mamiferos sim Moderado
C. felis Mamiferos sim Moderado

C. viatorum Mamiferos sim Moderado
C. hominis Mamiferos sim Importante
C. pestis Mamiferos sim Importante
C. wrairi Mamiferos nao Nenhum
C. agni Mamiferos nao Nenhum
C. bovis Mamiferos nao Nenhum
C. serpentis Mamlfer_os € nao Nenhum

répteis

C. nasoris Peixes nao Nenhum
C. baileyi Passaros nao Nenhum
C. varanii Répteis nao Nenhum
C. cichlidis Peixes nao Nenhum
C. reichenbachklinkei Peixes nao Nenhum
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C. ducismarci Répteis nao Nenhum
C. galli P&ssaros nao Nenhum

C. molnari Peixes nao Nenhum
C. scophthalmi Peixes nao Nenhum
C. ryanae Mamiferos nao Nenhum

C. fragile Nao definido nao Nenhum

C. macropodum Mamiferos nao Nenhum

Fonte: adaptado de SLAPETA (2013).

Existem vérios gendtipos diferentes de C. parvum (gendtipo 1, gendtipo 2,
gendtipo guinea pig, gendtipo Monkey e Koala) com significante importancia
epidemioldgica. O gendtipo 1 é a cepa considerada responséavel pela maioria das
infeccdes humanas, enquanto o gendtipo 2 provavelmente € o que mais ocorre no
ambiente, podendo infectar animais e homens. Assim, dois grandes genotipos
estariam associados com os dois diferentes ciclos de transmissao, um dos quais
sendo por transmissdo antroponética e 0 outro por transmissdo zoondtica,
significativamente do bovino ao homem (XIAO et al.,1999).

O ciclo de vida deste protozodrio tem inicio através da ingestdo do oocisto pelo
hospedeiro e apds a excistacdo, quatro esporozoitos séo liberados no interior do
intestino e invadem as células epiteliais do trato gastrointestinal e do trato
respiratério. Os estadios que se seguem sao intracelulares, contudo o parasito esta
na superficie da microvilosidade da célula epitelial hospedeira, em uma posi¢cao
extracitoplasmatica. Desse modo, Cryptosporidium spp. consegue ficar livre da
resposta imunol6gica do hospedeiro. O desenvolvimento assexuado se da por meio
de duas geracdes sucessivas de merogonia, liberando oito e quatro merozoitos,
respectivamente. Os quatro merozoitos liberados da segunda merogonia dao origem
aos estadios de desenvolvimento sexuado: 0s micro € macro-gamontes 0s quais,
apos unirem-se, formam o zigoto. Esse zigoto sofre duas divisbes, completando o
ciclo com a formacéo do oocisto que possui parede dupla. Os oocistos sofrem uma
multiplicacdo assexuada, a esporulacdo, e dentro de cada oocisto formam-se quatro
esporozoitos livres, ou seja, ndo ha esporocisto. Os oocistos sdo eliminados ja

infectantes juntamente com as fezes do hospedeiro e séo resistentes as condigdes
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ambientais, garantindo desse jeito a continuidade do ciclo em novos hospedeiros.
Dois tipos de oocistos sdo formados: aqueles de parede fina, responséveis pela
autoinfeccdo do hospedeiro (cerca de 20% da producéo total) e aqueles de parede
espessa, liberados nas fezes ou no trato respiratorio, resistentes as condicdes
ambientais adversas (equivalente a 80% do total). A Figura 4 ilustra o ciclo biol6gico
desse protozoario. Um hospedeiro infectado, em fase sintomatica pode eliminar
aproximadamente 10 oocistos (TZIPORI e WARD, 2002, ALMEIDA 2004). A
ingestdo de poucos oocistos pode causar infeccdo. De acordo com Chappell et al
(2006) a dose infectante é de 9 a 1.042 oocistos, dependendo da cepa de
Cryptosporidium.

Os oocistos medem cerca de 3-8,5 ym, tem formato esférico ou oval contendo
guatro esporozoitos no seu interior, alongados e dispostos com formato de meia-lua.
A parede externa do oocisto, que circunda 0s esporozoitos, proporciona protecdo
sob condi¢fes extremas de temperatura e umidade por varios meses (FAYER, 2004;
LOPES, 2002). Os oocistos de Cryptosporidium spp. sdo capazes de resistir a
desinfeccdo por cloro utilizada no tratamento convencional de agua (MULLER,
2000), a ozonizacdo e ao método de filtracdo (LIMA e STAMFORD, 2003).
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Figura 4 — Ciclo biologico do Cryptosporidium spp.
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Fonte: Disponivel em: http://www.cdc.gov/parasites/crypto/biology.html. Acessado em 08 de
novembro de 2013.

A criptosporidiose pode provocar surtos diarréicos de grande magnitude e deixou
de ser considerado apenas um problema de pacientes imunocomprometidos. O
estado imunoldgico ndo esta relacionado a presenca da doenca, uma vez que a
infeccdo pode ocorrer em individuos saudaveis, 0s quais apresentam um quadro
clinico auto-limitante. Isso torna preocupante a ocorréncia de portadores
assintomaticos para a Saude Publica (LIMA e STAMFORD, 2003).

Em individuos imunocompetentes, ap6s um periodo de incubacgéo de 4 a 14 dias,
0 paciente € acometido por uma diarréia aquosa profusa acompanhada de colicas
abdominais. Estas manifestacées, de modo geral, persistem por uma a duas
semanas e desaparecem espontaneamente. Uma pequena percentagem relata
nauseas, vomitos, anorexia e febre baixa (LOPES, 2002). JA em hospedeiros

imunocomprometidos (portadores do HIV, hipogamaglobulinemia congénita, em
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quimioterapia oncoldgica e transplantados), a sintomatologia é semelhante a dos
hospedeiros normais, porém a diarréia € notadamente mais severa clinicamente
semelhante a diarreia causada pela toxina colérica, com perda de fluidos entre 1-17
L/dia, podendo permanecer de forma persistente ou remitente durante o resto da
vida (CLARK e SEARS, 1996).

A criptosporidiose ainda € uma doenga pouco conhecida e diversos fatores
contribuem para a falta de conhecimento sobre sua epidemiologia, destacando-se a
auséncia da pratica de notificacdo da doenca por médicos e laboratorios e a
utilizacdo de técnicas diagnosticas pouco sensiveis. Assim, ha o risco de sua
prevaléncia ser subestimada em nosso meio (WIEBBELLING et al., 2002).

Entre 1983 a 1998, 64 epidemias de origem hidrica foram associadas ao
Cryptosporidium spp. em todo mundo, atingindo aproximadamente 460 mil pessoas
(GARRIDO, 2003). O primeiro registro de surto de criptosporidiose vitimou 79
pessoas e ocorreu em 1984 no Texas (EUA), sendo diagnosticado por um estudo
epidemioldgico, portanto sem a confirmacéo do parasito na agua de poco suspeita.
Na sequéncia outros casos foram reportados, e dentre aqueles de maior impacto
estdo os surtos que ocorreram: na Georgia (EUA) em 1987 com 13.000 pessoas
foram afetadas; em Saitama (Japédo), em 1996, envolvendo 8.705 individuos, sendo
o Cryptosporidium spp. detectado na agua tratada e nao-tratada; no Oregon (EUA)
com 15.000 casos de criptosporidiose, com o0 parasito sendo detectado na agua em
processo de tratamento; Milwaukee e Wisconsin (EUA), no ano de 1993,
Cryptosporidium spp. foi encontrado na agua de gelo e infectou 403.000 pessoas.

Dentre as fontes de contaminacdo das &guas destaca-se a contaminacao
cruzada de &guas de poco ou encanada por agua de esgoto, falha nos
procedimentos operacionais, desvios do filtro de areia, contaminacdo de aguas
superficiais por esterco bovino, e influéncias de efluentes industriais e agricolas nas
aguas de recreacdo (SMITH, 1998).

No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude, a ocorréncia da criptosporidiose
em portadores do virus HIV, no periodo de 1980 a abril de 1999, foi de
aproximadamente 4.691 casos em 155.590 portadores. Segundo dados da
Secretaria da Saude do Estado de S&o Paulo foram notificados entre 2000 e 2001,
2070 casos na cidade de Santos e 1013 casos na cidade de Sao Paulo,

principalmente, em portadores do virus HIV (GARRIDO, 2003). Na cidade de Recife,
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a frequéncia de infeccdo pelo C. parvum nesses pacientes chegou a um percentual
de 21,8% (ARCOVERDE, 2004).

Utilizando a Reacdo de Imunofluorescéncia Direta (RIFD) para pesquisa desse
parasito, Newman et al. (1994), na cidade Fortaleza, e Gamba et al. (2000), em
Itaquaquecetuba-SP, revelaram a presenca de Cryptosporidium spp. em aguas de
pocos (subterranea) utilizadas para o consumo observando a ocorréncia de 22,2%
(18 pocos pesquisados) e 100% (oito pocos pesquisados), respectivamente.
Utilizando a RIFD para a investigacdo do Cryptosporidium spp. na Regido
Metropolitana de S&o Paulo, Farias (2000) encontrou 22,91% de amostras positivas
em Estacdes de Tratamento de Agua com 100% de positividade no municipio de
Araras. Franco e Neto (2002), através da RIFD, encontraram oocistos em duas
amostras das 13 marcas de agua mineral engarrafada para consumo e, utilizando a
mesma técnica, foi encontrada positividade de 100% em amostras de &agua
coletadas do rio Atibaia, no municipio de Campinas-SP (FRANCO et al., 2001).

Giardia spp.

Giardia spp. é um protozoario flagelado que pertence a Classe
Zoomastigophorea e Ordem Diplomonadida e esta presente no trato intestinal de
praticamente todas as espécies de vertebrados (THOMPSON, 2004). Este
enigmatico protozoario possui algumas caracteristicas incomuns, tais como a
auséncia de mitocondrias e peroxissomos e apenas uma organela: um disco ventral
de succ¢édo (THOMPSON, 2009).

A taxonomia atual desse protozodrio ainda ndo esta totalmente elucidada devido
as inumeras variacbes genéticas relacionadas a espécie Giardia duodenalis —
sinonimia Giardia intestinalis/Giardia lamblia — (THOMPSON e MONIS, 2004).
Existem atualmente seis espécies conhecidas de Giardia. Trés delas, G. duodenalis,
G. muris e G. microti sdo infectantes para os mamiferos, mas apenas a G.
duodenalis apresenta uma ampla gama de hospedeiros, sendo capaz de infectar
uma grande variedade de mamiferos inclusive os seres humanos, além dos animais
de producdo e de companhia e € a Unica espécie de interesse na Saude Publica
(THOMPSON e MONIS, 2004)
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Estudos realizados revelaram divisbes genéticas na espécie G. duodenalis,
demonstrando que nao se trata de uma espécie uniforme, mas sim de um complexo
de espécies que compreende uma grande variedade de genotipos, com diferencas
na especificidade dos hospedeiros e sdo denominados como assemblages
(THOMPSON, 2004).

Nos Quadros 3 e 4 estdo apresentadas as diferentes espécie e genoétipos de
Giardia, bem como seus respectivos hospedeiros e a distribuicdo por espécie:

Quadro 3 - Espécies de Giardia, seus respectivos grupos e hospedeiros.

Espécie Assemblage Principais Hospedeiros
Humanos, primatas, caes, gatos,
G. duodenalis A roedores, gado bovino e mamiferos
selvagens
G. duodenalis B Humanos, primatas, caes, cavalos e gado
bovino
G. duodenalis C Caes
G. duodenalis D Caes
. Gado bovino e outros animais da Ordem
G. duodenalis E S
dos Artiodatilos
G. duodenalis F Gatos
G. duodenalis G Roedores
G. agilis ok Anfibios
G. muris *k Roedores
G. microti *k Almiscareiros* e ratos silvestres
G. psittaci ** Passaros
G. ardeae *k Passaros

* mamifero asiatico da familia dos ruminantes que secreta almiscar;
** nd0 possui assemblages.
Fonte: LOPES, 20009.
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Quadro 4 — Distribuicdo em porcentagem(%) dos diferentes assemblages de Giardia
duodenalis dentro de cada espécie.

FELINOS | BOVINOS | CANINOS CO/:/F')'\FL?NSOZ HUMANOS | SUINOS | AGUA SS_’:I/ILAQIIESI\I s
A 43 23 23 17 43 21 10 32
B 2 2 1 56 0.7 30 62
C 3 0 32 0 0.1 0 0 0
D 2 0 36 0 0.2 0.7 0 0
E 1 75 1 82 0.2 78 0 5
F 49 0 0 0 0.2 0 0 0
G 0 0 0 0 0 0 0 0

Fonte: adaptado de SPRONG et al. (2009).

Através de andlises laboratoriais utilizando enzimas de restricdo foram
encontrados sub-assemblages dentro dos assemblages A e B sendo classificados
em Al, All e Alll e Blll e BIV (MONIS et al., 1996; ROBERTSON et al., 2007). Entre
0os animais de companhia e de producdo, 75% das sequéncias de DNA de G.
duodenalis encontradas e analisadas pertenciam ao sub-assemblage Al e 25% ao
All. Nos seres humanos essas prevaléncias sao exatamente opostas: 75% dos
achados pertenciam ao sub-assemblage All e 25% ao Al. O sub-assemblage Alll foi
mais frequentemente encontrado entre animais selvagens, bovinos e, isoladamente,
em felinos, mas nao foi descrito em humanos.

Quantos aos sub-assemblages Blll e BIV, foram encontrados com prevaléncias
similares entre humanos e nas demais espécies animais (CACCIO et al., 2008).
Desse modo, quanto aos sub-assemblages da G. duodenalis, os tipos Al, All, Blll e
BIV séo potencialmente zoonéticos (SPRONG et al., 2009).

Encontram-se resumidos no Quadro 5 os sub-assemblages e sua distribuicdo por

espécie.




Quadro 5 — Distribuicdo em porcentagem (%) dos diferentes sub-assemblages de

Giardia duodenalis dentro de cada espécie.
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CAPRINO E . ANIMAIS
FELINO BOVINO CANINO HUMANO SUINO
OVINO SELVAGENS
Al 69 62 73 78 25 86 44
All 25 35 27 22 75 14 3
Alll 5 4 0 0 0 0 52
Bl 43 43 27 43 56 43 6
BIV 57 57 73 57 44 57 94

Fonte: adaptado de SPRONG et al. (2009)

A freqUéncia de casos de giardiase varia: nos paises desenvolvidos, a taxa €
relativamente baixa, e 0 aumento destas taxas deve-se a surtos que ndo configuram
um problema crénico com freqiéncias constantemente elevadas; no caso de paises
em desenvolvimento, sabe-se que a frequéncia € muito maior (HILL, 1993).

A transmissdo de Giardia de humano-humano pode ocorrer indiretamente por
meio da ingestdo acidental de cistos em agua ou alimentos contaminados, ou
diretamente em ambientes nos quais 0s niveis de higiene estejam comprometidos
(THOMPSON, 2004).
cistos (ORTEGA e ADAM,1997)

Apés a ingestdo dos cistos, a exposicdo aos acidos estomacais e aos sais

A dose infectante capaz de causar doenca é inferior a 10

biliares estimula o processo de excistacdo. Os trofozoitos alcangcam o intestino
delgado, dividem-se por fissdo binaria e colonizam a sua superficie. Conforme véao
passando pelo intestino delgado, encistam e sdo eliminados posteriormente nas
fezes (OLSON et al.,, 2004). Os trofozoitos sdo estruturas moveis, com simetria
bilateral, de formato piriforme a elipsoidal, com dimensdes entre 8-12um de
comprimento e de 6-8 um de largura. O ciclo biolégico da Giardia spp. encontra-se

ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 — Ciclo biologico da Giardia spp.
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Fonte: Disponivel em http://www.cdc.gov/parasites/giardia/biology.html. Acessado em 8 de novembro
de 2013.
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Os sintomas da giardiase compreendem diarréia, dores abdominais, perda de
peso e, em criancas, pode interferir no desenvolvimento fisico e cognitivo
(THOMPSON, 2000). Surgem apo6s 6-15 dias da infeccdo e cessam apos 2 — 4 dias,
caracterizando-se como uma infeccdo auto-limitante em mais de 85% dos casos,
desde que nao haja comprometimento imune do paciente (THOMPSON, 2009)

O sinal clinico mais evidente em pequenos animais é a diarréia de carater agudo
ou crbnico, e auto-limitante, intermitente ou continua (THOMPSON, 2009). A diarréia
crobnica € uma conseqUéncia da adesdo do parasito as criptas intestinais,
provocando irritagcdo superficial ou agravando uma inflamacgéo existente (FORTES,
2003). A ocorréncia da doenca clinica esta associada com animais jovens com até 1
ano de idade, agrupados em grande numero, em condicdes de baixa higiene e com
deficiéncia nutricional. Em gatos a prevaléncia relatada varia de 1,4 a 11% (ROSEZ
et al., 2002). Ferreira et al. (2013) relataram prevaléncia de 8,65% em caes do
municipio de Londrina-PR. Em ruminantes a infeccdo € geralmente assintomatica,
mas pode estar associada a presenca de diarréia e retardo no ganho de peso em
bezerros, representando um impacto econémico (THOMPSON, 2009). Em equinos
no noroeste e norte do Parana a ocorréncia de Giardia duodenalis foi estimada em
21,1% (MENDES e RIGOLON, 1998).

No Brasil, a giardiase ainda € uma doenca negligenciada. Considerando a
frequéncia na populacdo em geral, as taxas de giardiase ndo sao significativamente
elevadas, quando comparadas com taxas da populacdo pediatrica (MACHADO et
al., 1999).

Dados de diversos pesquisadores demonstram altas taxas de prevaléncia (entre
9% e 50%) de Giardia duodenalis, em estados como S&o Paulo, Minas Gerais,
Paraiba, Rio Grande do Norte, Distrito Federal e Sergipe, principalmente entre
criancas acima dos quatro anos de idade (VIDAL e CATAPANI, 2005). Mascarini e
Donalisio (2006), realizaram exames coproparasitolégicos em criancas de creches
do municipio de Botucatu-SP, e encontraram prevaléncia de G. duodenalis de
23,7%, em 2002; e 21,4% em 2003. Gioia (1992) encontrou freqiéncia de 4,5% de
giardiase na populacdo de uma unidade basica de saude, entre os anos de 1986 e
1990, em Campinas-SP. Cardoso et al. (1995) encontraram taxas de giardiase de
até 63,3% em creches de Aracaju-SE.

Considerando-se apenas a frequiéncia da doenca entre criancas, as variagdes

sao interessantes quanto a distribuicdo entre as faixas etarias, uma vez que criancas
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em idade pré-escolar sdo mais acometidas por giardiase (MACHADO et al., 1999).
Criangas de nagdes em desenvolvimento ou de comunidades isoladas representam
o principal grupo de risco para Giardia spp. Nesse grupo é possivel identificar

atrasos no desenvolvimento fisico e cognitivo. (THOMPSON, 2009).

Saulde Publica

A Portaria 2914/11 do Ministério da Saude (BRASIL, 2011), determina o
monitoramento em seu padrdo microbiolégico de potabilidade da agua a
inclusdo de pesquisa de organismos patogénicos, com o objetivo de atingir um
padrédo de auséncia, dentre outros, de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de
Giardia spp.

O reconhecimento da existéncia desses parasitos patogénicos em diversas
fontes de 4guas usadas para consumo humano evidencia a necessidade de avancar
na protecdo das aguas superficiais e subterraneas, bem como otimizar 0s processos
dos sistemas de tratamento de agua, além de manter uma distribuicdo que garanta a
seguranca e a saude da populacdo (FREGONESI, 2012)

A incerteza dos reais riscos de saude decorrentes da presenca de reduzidas
densidades de protozoarios em aguas tratadas, evidéncias disponiveis tém chamado
atencdes no caso do Cryptosporidium, e reacendido outras, no caso da Giardia, no
gue se refere a necessidade de se aprofundarem os conhecimentos sobre as fontes
de contaminacdo, a distribuicdo de protozoarios em mananciais de abastecimento e
a eficiencia de remocdo desses organismos pelos processos de tratamento
(HELLER et al., 2004).

Com base no exposto fica evidente que os protozoarios Cryptosporidium spp. e
Giardia spp. encontram-se frequentemente envolvidos em surtos de veiculacao
hidrica, apresentando importancia relevante na Saude Publica. Desse modo s&o
necessarios maiores estudos sobre a real ocorréncia desses parasitos no ambiente

e informacdes epidemioldgicas e de qualidade parasitologica da agua.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar a circulacdo de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em aguas de

captacdo e e pos-tratamento em uma Estagdo Publica de Tratamento de Agua.

Obijetivos Especificos

Identificar e quantificar oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp.,

em agua tratada e nao tratada, com uso da Técnica de Imunofluorescéncia Direta.

Identificar a presenca de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em agua tratada e

nao tratada por meio da nested-PCR.

Determinar as espécies de Cryptosporidium spp. e Giardia spp., das amostras de

agua positivas, por meio de sequenciamento genético.

Determinar parametros fisico-quimicos, dados de sazonalidade no periodo
correspondente a cada coleta e verificar a associacdo quanto a presenca de

Cryptosporidium spp. e Giardia spp.
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ARTIGO PARA PUBLICACAO

DETECCAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Cryptosporidium spp. E
Giardia spp. EM AGUA BRUTA E TRATADA DE UMA ESTACAO PUBLICA DE
TRATAMENTO DE AGUA.
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi detectar Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em agua
bruta e tratada em um sistema publico de tratamento de agua, situado no municipio
de Londrina, Parand, Brasil. Foram coletadas amostras de agua bruta (30L) e agua
tratada (100L), a cada duas semanas, em um total de 48 amostras. As amostras
foram examinadas pela Técnica da Membrana Filtrante, usando membranas com
47mm de didmetro e 1,2um de porosidade A partir das amostras foi realizada
imunofluorescéncia direta para oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia
spp. Também foi realizado extracdo de DNA usando um kit comercial. O DNA
extraido foi submetido a reacdo de nested-PCR (n-PCR) para a deteccdo dos
protozoarios. Na imunofluorescéncia, 2/24 (8,33%) das amostras de agua bruta
foram positivas para Giardia spp. Na n-PCR, 6/24 (25%) das amostras de agua bruta
foram positivas para Giardia spp. e 2/24 (8,33%) para Cryptosporidium spp. Das
amostras de agua tratada, na n-PCR, 1/24 (4,16%) foram positivas para Giardia spp.
e todas foram negativas para Cryptosporidium spp. O sequenciamento demonstrou
C. parvum em ambas amostras de agua bruta. Apos o sequenciamento foi
identificada DNA de Giardia duodenalis em duas amostras de agua bruta. Trés
amostras de agua bruta e a agua tratada positivas na n-PCR, ap6s o
sequenciamento, demonstrou que o DNA pertencia a bactéria ambiental
Nakamurella multipartita. Houve correlagdo moderada entre turbidez e cor e a

presenca de Cryptosporidium spp. na agua bruta e entre turbidez e a presenca de
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Giardia spp. em agua bruta. A presenca desses protozoarios em aguas de
manancial de abastecimento aponta a real necessidade de monitoramento e
especial atencdo das companhias de tratamento de agua da regido, considerando a
Portaria 2.914/11 do Ministério da Saude.

Palavras-chave: protozoarios, ETA, nested-PCR, sequenciamento.

ABSTRACT

The aim of this study was to detect the occurrence of Cryptosporidium spp. and
Giardia spp. in raw and treated water in a public water treatment system, located in
Londrina city, Parana State, Brazil. Samples of raw (30L) and treated water (100L)
were collected every two weeks, in a total of 48 samples. The samples were
examined by Membrane Filtration Technique, using membranes with 47mm in
diameter and 1.2um porosity. From the samples was performed direct
immunofluorescence for Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts. Also performed
DNA extraction using a commercial kit. The DNA extracted was submitted to nested-
PCR reaction (n-PCR) for the detection of protozoans and electrophoresis in agarose
gel. In the immunoflurescence, 2/24 (8.33%) samples of raw water were positive to
Giardia spp. In n-PCR, raw water samples were positive in 6/24 (25%) for Giardia
spp. and in 2/24 (8.33%) for Cryptosporidium spp. In treated water 1/24 (4.16%) of
the samples was positive to Giardia spp. and all were negative for Cryptosporidium
spp. The sequencing showed C. parvum DNA in both samples of raw water. After the
sequencing was identified G. duodenalis DNA in two samples of raw water. Three
positive samples of raw water and the treated water to Giardia spp. in n-PCR, after
sequencing, showed DNA concerning to the environmental bacteria Nakamurella
multipartita. There was moderate correlation between turbidity and colour and
presence of Cryptosporidium spp. in raw water and between turbidity and presence
of Giardia spp in raw water; moderate correlation was observed between pH and
presence of Giardia spp. in raw water. The n-PCR proved to be a highly sensitive
technique for the diagnosis of Cryptosporidium spp. and Giardia spp. The presence
of these protozoans in the water supply indicates the need of monitoring and special
attention considering the Ministry Health law n.2914/11 by water treatment

companies of region.
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INTRODUCAO

Doencas de veiculacdo hidrica causadas por protozoarios tem distribuicdo
mundial e ocorrem tanto em paises desenvolvidos como naqueles em
desenvolvimento, sendo causa de epidemias e endemias em seres humanos
(Cotruva et al., 2004).

As doencas parasitarias de veiculacdo hidrica mais prevalentes que causam
diarreia nos seres humanos sdo a criptosporidiose e a giardiase (Lane e Lloyd,
2002). Cryptosporidium spp. e Giardia spp. produzem formas infectantes (oocisto e
cisto, respectivamente) que sao eliminados junto com as fezes do hospedeiro
infectado e sdo transmitidos através da agua ou alimentos contaminados ou pelo
contato direito (Jex et al., 2011; Caccio e Thompson, 2005). Ambos os parasitos
possuem diferentes espécies e subtipos caracterizados por métodos moleculares
(Xiao et al.,, 2001a), muitos dos quais identificados como infecciosos para a
populacdo humana (Chalmers 2001; Fayer, 2011).

Aproximadamente, 325 surtos de transmissdo hidrica documentados em todo o
mundo sdo atribuidos a protozoéarios. Dentre os agentes etiolégicos, Giardia
duodenalis foi responsavel por 132 surtos seguida por Cryptosporidium parvum
como agente causador de 165 dos casos registrados (Karanis et al., 2007).

No Brasil, a Portaria 2.914/11 do Ministério da Saude, dispbe sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da &gua para consumo
humano e seu padrdo de potabilidade. Essa portaria determina que diante de uma
média geométrica anual maior ou igual a 1.000 Escherichia coli/100mL deve-se
realizar monitoramento de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp.
no(s) ponto(s) de captacdo de &gua, com o objetivo de atingir um padrdo de
auséncia (Brasil, 2011).

No entanto, faltam dados relatando a verdadeira ocorréncia de Cryptosporidium e
Giardia em mananciais destinados ao abastecimento, com especial atengdo aos
paises em desenvolvimento, levando a subestimacéo de casos de criptosporidiose e
a associacdo de surtos com outros patdogenos (Lima e Stamford, 2003). O objetivo

do presente trabalho foi detectar a presenca de Cryptosporidium spp. e Giardia spp.
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em agua bruta e tratada em uma Estacdo Publica de Tratamento de Agua, no

municipio de Londrina, Parand, Brasil.

MATERIAL E METODOS

1. Local do Estudo

Londrina € o segundo maior municipio do estado do Parana, Brasil, com uma
populagcéo de 537.566 habitantes. (IBGE, 2013). Possui latitude entre 23°08'47” e
23°55’46” Sul e longitude entre 50°52°23” e 51°19’11” Oeste; 608 metros de altitude,
clima subtropical imido, com chuvas em todas as estacfes. A pluviosidade anual é
de aproximadamente 1417 mm com temperatura meédia anual igual a 21,6°C.
(Londrina, 2013).

Existem duas Estacdes Publicas de Tratamento de Agua (ETA) no municipio de
Londrina e apenas uma delas foi escolhida para a realizacdo do estudo. A ETA
escolhida é responséavel por atender 32% da populacdo do municipio, realizando o
tratamento completo da &gua através dos processos de aducédo, coagulacéo,
floculacdo, decantacao, filtracdo, desinfeccao por cloracéo, fluoretacdo, estocagem
e distribuicdo (Sanepar, 2010).

O manancial utilizado pela ETA é o Ribeirdo Cafezal, que de acordo com o artigo
4° da Resolucdo 357/05 do Conselho Nacional do Meio Ambiente, ap6s o tratamento
convencional pode ser destinado ao consumo humano (Conama, 2005). A bacia
hidrografica do Ribeirdo Cafezal situa-se entre as latitudes 23°16°30” e 23°22°30” Sul
e as longitudes 51°11°40” e 51°23’30” Oeste (Neto e Limberger, 2002).

2. Coleta das Amostras

Foram coletados 100 litros de agua tratada e 30 litros de agua bruta, com
periodicidade quinzenal entre setembro de 2012 a setembro de 2013, totalizando
24 amostras de agua bruta e 24 amostras de agua tratada. As amostras foram
acondicionadas em bombonas plasticas e transportadas até a Universidade

Estadual de Londrina.
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3. Concentracdo das Amostras de Agua

Foi realizada a Técnica da Membrana Filtrante, com membranas de acetato de
celulose com 47 mm de diametro e 1,2 um de porosidade (Millipore®). Foi utilizado
um sistema de bomba a vacuo, com velocidade de filtracdo ajustada para 4 L/min.
e seguindo os protocolos propostos por Dawson et al. (1993), Aldom e Chagla
(1995) e Cantusio-Neto e Franco (2004).

4. Reacéo de Imunofluorescéncia Direta

Aliquotas de 10ul de cada amostra foram utilizados para realizar a Reacédo de
Imunofluorescéncia Direta (RIFD) através do kit Merifluor® Cryptosporidium/Giardia
(Meridian Bioscience), de acordo com o protocolo do fabricante.

O filtro de excitacdo para a visualizacdo a RIFD era 450 a 490 nm e filtro de
barreira de 520 (Redlinger et al., 2002). Os critérios para identificacdo de oocistos e
cistos considerados foram: imunofluorescéncia definida pela cor verde-maca
brilhante; auséncia de poros ou apéndices; tamanho e formato compativeis: 8-12um
de tamanho e forma oval para os cistos de Giardia spp. e 3-8,5um de didmetro e
formato esférico e presenca (ndo obrigatéria) de sutura no oocisto para
Cryptosporidium spp. (Redlinger et al., 2002).

Apos a enumeracdo dos cistos e oocistos presentes nas amostras, o célculo de
estimativa do numero de cistos e oocistos/L baseou-se na féormula proposta por
Cantusio Neto e Franco (2004):

X

numero de (00) cistos X volume do pellet obtido (1ImL)

volume do pellet avaliado (uL) volume filtrado da amostra(L)

5. Nested-PCR de Cryptosporidium spp. e Giardia spp.

Todas as amostras foram submetidas ao processo de extracdo de DNA atravées
de kit comercial NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel), conforme protocolo do
fabricante.

Para pesquisa de Cryptosporidium spp. fragmentos do gene 18S rRNA foram

amplificados usando uma reagdo de nested-PCR. Os primers (Invitrogen) da
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primeira reagao foram 5-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3 e 5'-
CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3 amplificando um produto de 1.325 pares de
bases (Xiao et al., 1999). Na segunda reacdo os primers utilizados foram o 5'-
GGAAGGGTTGTATTTATTAGAT-3' e 5-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3,
gerando um fragmento de 819-825 pares de bases (Xiao et al., 1999). A primeira
reacdo de PCR consistia de 7,75uL de dgua ultrapura autoclavada, 2,5uL de solucéo
tampéo 10X concentrado, 0,5uL de dNTP (10mM), 1,25uL de MgCl, (50mM), 1puL
de cada primer (forward e reverse), 0,25uL de Taq Polimerase (5U/ pL) e 2,5uL do
DNA extraido de cada amostra teste, compondo um volume final de 25uL. Na
segunda reacdo de PCR alteravam-se apenas os volumes de agua ultrapura
autoclavada (9,25uL) e do DNA (1pL). Era realizada um aguecimento inicial a 95°C
for 5min., e um total de 35 ciclos, cada um consistindo de 94°C por 45seg.
(desnaturacdo), 55°C por 45seg. (anelamento) e 72°C por 60seg (extensdo). Foi
inclusa uma etapa de extenséo final a 72°C por 5min. O limiar de deteccdo da
técnica padronizada era de aproximadamente 10 oocistos/mL.

Para pesquisa de Giardia spp. fragmentos do gene 16S rRNA foram amplificados
usando uma reacdo de nested-PCR. Os primers (Invitrogen) da primeira reagao
foram Gia2029 (5-AAGTGTGGTGCAGACGGACTC-3') e Gia2150c (5'-
CTGCTGCCGTCCTTGGATGT-3’) amplificando um produto de 497 pares de bases
(Appelbee et al.,, 2003). Na segunda reacdo os primers foram o RH11 (5-
CATCCGGTCGATCCTGCC-3’) e RH4 (5-AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCAGG-
3’), gerando um fragmento de 292-297 pares de bases (Hopkins et al., 1997). Cada
reacdo de PCR consistia de 17,25uL de agua ultrapura autoclavada, 2,5uL de
solucdo tampdo 10X concentrado, 0,5uL de dNTP (10mM), 0,75uL de MgCl,
(50mM), 1uL de cada primer (forward e reverse), 1,25uL de DMSO (dimetil sulféxido)
5%, 0,25 uL de Taqg Polimerase (5U/uL) e 1,5 uL do DNA extraido de cada amostra
teste, perfazendo um volume final de 25uL. Era realizado um aquecimento inicial a
95°C for 5min., e um total de 35 ciclos, cada um consistindo de 94°C por 45seg.
(desnaturacdo), 58°C por 45seg. (anelamento) e 72°C por 60seg. (extens&o). Foi
inclusa uma etapa de extensao final a 72°C por 5min. A segunda reaco era idéntica
a primeira. O limiar de deteccao da técnica padronizada era de aproximadamente 2
cistos/mL.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(Ultrapure™ Agarose; Invitrogen) 1,5% corado com SYBR® Safe (DNA Gel Stain;
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Invitrogen, Brasil), durante 45 minutos para Cryptosporidium spp. e 30 minutos no
caso de Giardia spp. e visualizados através de luz ultravioleta e fotodocumentados
utilizando o programa LPix Image ST (Loccus Biotecnologia).

A partir do gel de agarose foram realizadas a extracao e purificacdo das bandas
positivas, através do kit comercial QIAquick Gel Extraction. O sequenciamento foi
realizado em um sequenciador ABI3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) e com o kit comercial BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Foram sequenciadas
as fitas forward e reverse.

As sequéncias de nucleotideos foram comparadas com sequéncias padrao de
Cryptosporidium e Giardia depositadas no Genbank, por meio do sistema BLAST
(Basic Local Alignment and Search Tool) e por alinhamento manual através do

programa BioEdit (Biological Sequence Alignment Editor).

6. Parametros Fisico-Quimicos

A turbidez foi calculada usando um turbidimetro HACH 2100Q, o pH foi
mensurado utilizando um pHmétro Digimed DM-2P e a cor foi calculada usando um
espectrofotometro HACH DR/890 Colorimeter.

7. Parametros de Sazonalidade

Os dados de sazonalidade (pluviosidade, umidade relativa do ar e temperatura)

foram retirados do site do Instituto Agronémico do Parana (IAPAR, 2013).

8. Andlise Estatistica

Para verificar correlacdo entre a presenca de Cryptosporidium spp. e Giardia
spp. com sazonalidade e parametros fisico-quimicos da é&gua foi usado o
Coeficiente de Correlacdo de Pearson (r), calculado por meio do pacote estatistico
BioEstat 5.0. Na definicdo da intensidade de correlacdo adotou-se a seguinte forma:
fraca (0 < r < 0,40); moderada (0,40 <r < 0,7) e forte (0,70 < r < 1,0) (Figueiredo
Filho e Silva Junior, 2009).
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RESULTADOS

Considerando os resultados da RIFD, oocistos de Cryptosporidium spp. nao
foram detectados nas amostras de agua bruta e tratada. No entanto, cistos de
Giardia spp. foram detectados em 8.33% (2/24) amostras de agua bruta e ausentes
em agua tratada. As concentracdes de cistos de Giardia spp. foram de 0,42 cistos/L
e 4,2 cistos/L.

Por meio da técnica de nested-PCR, Cryptosporidium spp. foi encontrado em
8,33% (2/24) das amostras de agua bruta e, através do sequenciamento, ficou
evidenciada a presenca de Cryptosporidium parvum. Todas as amostras de agua
tratada foram negativas.

A positividade encontrada para Giardia spp. a nested-PCR foi de 20,83% (5/24)
das amostras de &agua bruta e de 4,16% (1/24) de agua tratada. ApOs
sequenciamento, ficou evidenciado que o DNA presente em 2/5 das amostras de
agua bruta pertencia a Giardia duodenalis. Em 3/5 das amostras de 4gua bruta e na
amostra de 4gua tratada positivas na n-PCR, o sequenciamento revelou que o DNA
encontrado pertencia a bactéria ambiental Nakamurella multipartita (Tice et al.,

2010). A comparacao entre os resultados das trés técnicas encontra-se na Tabela 1.
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Tabela 1 — Comparacao dos resultados obtidos na reacdo de imunofluorescéncia
direta (RIFD), nested-PCR e sequenciamento para os protozoarios Cryptosporidium
spp. e Giardia spp em amostras de agua bruta e tratada de uma Estacéo Publica de

Tratamento de Agua, em Londrina, Parana, Brasil, entre setembro de 2012 a
setembro de 2013.

COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS

RIFD nested-PCR Sequenciamento
Cryptosporidium spp. negativo positivo positivo
negativo positivo positivo
Giardia spp. negativo* positivo* negativo*
negativo positivo negativo
negativo positivo negativo
negativo positivo negativo
positivo negativo --
positivo positivo positivo
negativo positivo positivo

* amostra de agua tratada; -- ndo realizado

Quanto aos parametros fisico quimicos, as médias para pH, cor e turbidez na
agua bruta foram: 9,55+12,24, 250,54+1198,85 e 59,20+£59,26, respectivamente; na
agua tratada as médias encontradas foram: 6,38+0,22, 4,91+1,23 e 0,40+0,1,
respectivamente. As médias de temperatura, umidade relativa do ar e pluviosidade
foram: 21,46+4,17, 70,43+13,51 e 4,16+6,95, respectivamente.

Foi encontrada correlacdo entre cor (r = 0,4491; p = 0,0277) e turbidez (r =
0,5422; p = 0,0061) e a presenca de Cryptosporidium spp. e entre turbidez (r =
0,5809 ; p = 0,0029 ) e positividade para Giardia spp. (Tabela 2)
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Tabela 2 — Coeficiente de Correlacdo de Pearson (r) entre os parametros fisico-
guimicos e de sazonalidade para Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em agua bruta
de uma Estacdo Publica de Tratamento de Agua em Londrina, Parana, Brasil,
setembro de 2012 a setembro de 2013.

PARAMETROS AVALIADOS Cryptosporidium spp. Giardia spp.
pH P= 10,7535 P=0,7803
r=-0,0676 r=-0,0600
Cor P=0,0277 P=0,0621
r=0,4491* r=0,3863
Turbidez P=0,0061 P=0,0029
r=0,5422* r=0,5809*
Temperatura P=0,2929 P=0,0461
r=0,2238 r=-0,4108
Umidade P=0,9336 P=0,3328
r=-0,0179 r=0,2065
Pluviosidade P=0,6157 P=0,6157
r=-0,1079 r=-0,1079

*correlacéo significativa.

DISCUSSAO

O presente trabalho identificou a presenca dos protozoarios Cryptosporidium spp.
e Giardia spp. no manancial de abastecimento pesquisado, resultado este
semelhante a outras pesquisas que tém demonstrado a ocorréncia desses
protozodrios em mananciais de abastecimento nas diferentes regides do planeta
(Mahmoudi et al., 2013; Julio et al., 2012; Neto et al., 2010; Nishi et al., 2008).

Por meio do sequenciamento genético foi identificada a presenca de
Cryptosporidium parvum em 2/2 amostras positivas de agua bruta. C. parvum
apresenta menor especificidade de hospedeiro, sendo considerado zoonético e de
grande interesse em Saude Publica (Fayer, 2004). De acordo com Fayer et al.

(2000) o consumo de agua contaminada, surge como a principal via de infeccéo
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humana e, pelo menos, 165 surtos epidémicos registrados nos ultimos anos
ocorreram devido ao consumo de agua contendo oocistos do C. parvum.

Na China, Xiao et al. (2013) encontraram oocistos do protozoario em 86,4%
(57/66) dos locais de coleta de agua, Lee et al. (2013) em rios da Malasia relataram
prevaléncia de 23,1% (9/39). No Brasil, Aradjo et al. (2011) descreveram a
circulacdo do protozoéario em 30% (9/30) das amostras de agua da regido de Sao
Paulo-SP enquanto que Osaki et al. (2013), na regido de Curitiba-PR, encontraram
Cryptosporidium spp. em 2/4 dos pontos de coleta de dguas de captacdo de um
sistema de tratamento de agua.

Diferentes trabalhos envolvendo anélise molecular e sequenciamento de
amostras positivas para Cryptosporidium spp. vém sendo conduzidos com o intuito
de compreender melhor a epidemiologia ambiental do parasito. Foram relatadas as
ocorréncias de C. meleagridis, C. hominis, C. parvum e C. andersoni em amostras
de &gua (Arauvjo et al., 2011; Lee et al., 2013; Ruecker et al., 2013).

Entre as amostras positivas na reacdo de n-PCR e confirmadas no
sequenciamento, 2/5 das amostras positivas de agua bruta foram confirmadas como
Giardia dudodenalis. Existem seis espécies conhecidas de Giardia, mas apenas a G.
duodenalis apresenta uma ampla gama de hospedeiros e é a Unica espécie de
interesse na Saude Publica (Thompson e Monis, 2004), evidenciando a importancia
dos achados no presente trabalho. Giardia spp. apresenta um significativo impacto
na Saude Publica porgue além da sua alta prevaléncia e dos custos para tratamento
da doenca, € capaz de causar grandes surtos, afetar o crescimento e o
desenvolvimento cognitivo infantil (Feng e Xiao, 2011). A importancia da ocorréncia
desse protozoario em &guas destinadas ao consumo humano pode ser
exemplificada: o maior surto de giardiase com veiculacdo hidrica ocorreu na
Noruega, em 2004, envolvendo aproximadamente 1500 individuos e foi causado
pela G. duodenalis (Robertson et al., 2006).

Nesse estudo foi também possivel quantificar o grau de contaminagédo da agua
através da RIFD, com a observacgéo de concentragdes de cistos de Giardia spp. de
0,42 cistos/L e 4,2 cistos/L, em duas amostras de agua bruta. A dose infectante para
o ser humano € relativamente baixa: 10 cistos podem causar infecgdo (Steiner,
Thielman e Guerrant, 1997).

Descricbes sobre a ocorréncia desses protozodrios em amostras de agua ja

foram relatadas anteriormente. Foram descritas prevaléncias de cistos de Giardia
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spp. de 92,3% em &agua de rio, 55,5% em reservatorios de agua, 45,2% e 26,9%,
respectivamente, em agua bruta de empresas de tratamento de dgua pequenas e
convencionais, 19,2% em pequenas instalacdes de tratamento de agua e em 26,8%
da agua de torneira de municipios que realizavam apenas a cloracdo da agua
(Carmena et al., 2007). No Japao, Haramoto et al. (2012), coletaram 64 amostras de
aguas de rio em 16 estacdes de tratamento e encontraram prevaléncia de 36%.

Estudos de sequenciamento de amostras de agua positivas para Giardia spp.
também vém sendo conduzidos para determinar a espécie envolvida. Giardia
duodenalis foi descrita em amostras de agua de cisternas com fins de consumo e
em um surto de diarreia em seres humanos devido ao consumo de agua potavel
(Ahmed et al., 2010; Cheun et al., 2013)

O sequenciamento genético dos isolados no presente trabalho apontou a
presenca de Cryptosporidium parvum e Giardia duodenalis em amostras de agua
bruta, ambos de carater zoondtico e responsaveis por prejuizos a Saude Publica,
enfatizando a necessidade de acbes de carater preventivo de surtos de origem
hidrica. Nos dltimos anos tém crescido o interesse na transmissdo zoondtica de C.
parvum e G. duodenalis, sobretudo em relacdo a transmisséo realizada pelo gado
bovino e outros animais de producgéo (Coklin et al., 2007). As prevaléncias relatadas
de ambos protozoarios sdo elevadas em gado leiteiro, particularmente entre os
bezerros (O’Handley, 2000). Esse fato explicaria a ocorréncia de ambos os
protozoarios no manancial analisado, uma vez que o Ribeirdo Cafezal engloba
propriedades de bovinocultura leiteira ao longo do seu curso até a ETA.

Outro ponto que deve ser ressaltado € a demonstracdo na PCR de reacbes
cruzadas entre Giardia spp. e a bactéria ambiental N. multipartita, deixando claro a
necessidade da confirmacdo de amostras positivas através de sequenciamento e da
associacdo das duas técnicas melhorando a sensibilidade do diagnéstico e
garantindo maior confiabilidade dos resultados. Em vista dos resultados falsos
positivos na n-PCR, é evidente a importancia do uso da técnica de sequenciamento
para, de fato, poder assegurar resultados positivos para protozoarios em amostras
de agua.

Valores baixos de turbidez sdo fundamentais para um melhor desempenho do
processo de desinfeccdo da agua nas estagfes de tratamento (Cerqueira, 2008).

Encontrou-se correlagdo moderada para cor e turbidez para presenca de
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Cryptosporidium spp. em agua bruta e correlacdo moderada para turbidez e
presenca de Giardia spp em agua bruta.

Correlacbes para 0os mesmos parametros analisados e a presenca de Giardia
spp. e Cryptosporidium spp. também foram descritas por Lopes et al. (2009),
Nieminski et al. (2008), Nishi et al. (2009), Cantusio Neto e Franco (2004) e Ahmad
et al. (1997).

O sistema de tratamento de agua aplicado pela ETA avaliada foi eficiente,
garantindo a remocao de (oo)cistos presentes em amostras de agua bruta, uma vez
que nas amostras de agua tratada ndo foram encontrados tracos dos parasitos.
Independente da negatividade dos resultados em amostras de agua tratada é
necessario que as empresas responsaveis pelo tratamento de agua adotem um
método eficaz para o monitoramento continuo desses protozoarios em amostras de
agua, atendendo a Portaria 2.914/11 do Ministério da Saude.

Elevadas concentracfes desses dois protozoarios na agua bruta tém sido
correlacionadas a concentracdes elevadas ou deteccBes frequentes em agua
tratada. Desse modo, o monitoramento da agua bruta deve ser um importante
instrumento de controle e vigilancia da qualidade da agua tratada (Heller et al.,
2004). Além disso, Cryptosporidium e Giardia sdo refratarios aos tratamentos
convencionais utilizados nas estacdes de tratamento de agua, tornando-os ainda
mais importantes dentro da Saude Publica (Karanis et al., 2007). Desse modo,
determinar fontes de contaminacdo e manter a qualidade da agua sao pontos
fundamentais (Fayer, 2004; Thompson e Monis, 2004; Austin et al., 2012).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) prop6s o Método
1623 para detectar Cryptosporidium e Giardia em agua, sendo reconhecido
internacionalmente por sua alta eficiéncia. O Método 1623 inclui fases de
concentracdo, separacdo imunomagnética e microscopia de imunofluorescéncia.
Uma das desvantagens do método é que, embora identifique o0s géneros,
Cryptosporidium ou Giardia, € incapaz de apontar qual a espécie e, dessa forma,
nao pode determinar viabilidade ou infectividade de (oo)cistos detectados e carater
zoonotico dos isolados (USEPA, 2005). Para solucionar essa desvantagem do
Método 1623, tém sido associados métodos moleculares, apresentando melhoras na
capacidade de deteccdo de baixos niveis de contaminacdo por protozoarios em

amostras de agua (Betancourt e Rose, 2004). Porém, até o presente momento, ndo
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ha um método de eleicdo mundial para pesquisa de Cryptosporidium e Giardia em

agua (Fregonesi et al., 2012).

CONCLUSAO

Este € o primeiro relato da ocorréncia de Cryptosporidium parvum e Giardia
duodenalis em agua de manancial destinadas ao abastecimento da populacdo do
municipio de Londrina, Parana, Brasil.

O uso da nested-PCR para auxiliar nas pesquisas desses dois parasitos em
amostras de agua, se mostrou valida. A utilizacdo adicional do sequenciamento
genético validou os resultados encontrados na nested-PCR, além de apontar quais
eram as espécies presentes nas amostras, ficando evidente o carater zoonotico dos
isolados.

A observacéo de resultados falsos positivos na nested-PCR aponta a importancia
da confirmacédo, por meio do sequenciamento, de amostras positivas, assegurando a
confiabilidade do diagndstico final.

A circulacdo de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. ha
regido estudada reforca a necessidade do cumprimento da Portaria 2.914/11 do
Ministério da Saude por parte das companhias de tratamento de agua, para garantir
o fornecimento seguro de agua para a populacdo atendida, evitando eventuais

surtos de origem hidrica e impactos negativos na Saude Publica.
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CONCLUSAO

Esse é o primeiro trabalho a descrever a ocorréncia de Cryptosporidium parvum
e Giardia duodenalis em agua bruta de uma Estac&o Publica de Tratamento de Agua
no municipio de Londrina, PR, Brasil.

O uso da Reacgédo de Imunofluorescéncia Direta permitiu identificar e quantificar a
presenca de cistos de Giardia spp. em &gua bruta, fornecendo o grau de
contaminacéo da agua.

Por meio das técnicas de nested-PCR e sequenciamento genético foi possivel
detectar os protozoarios Cryptosporidium parvum e Giardia duodenalis no manancial
estudado, ambos de carater zoondtico e de grande interesse e impacto na Saude
Pulblica, reforcando a necessidade de adequacdo das empresas de tratamento de
agua a Portaria 2.914/11 do Ministério da Saude.

O sequenciamento genético das amostras provou ser uma ferramenta vélida para
confirmar resultados positivos na nested-PCR, assegurando a qualidade do
diagnéstico final.

Foi encontrada correlacdo entre cor e turbidez e a presenca de oocistos de
Cryptosporidium spp. e de turbidez para a presenca de cistos de Giardia spp. A
turbidez é um importante parametro para o sucesso do tratamento de 4gua e pode

orientar acdes de prevencao contra esses dois parasitos.
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ANEXO A

NORMAS PARA SUBMISSAO DA REVISTA VECTOR-BORNE AND ZOONOTIC
DISEASES.

INSTRUCTIONS FOR AUTHORS
Vector-Borne and Zoonotic Diseases is a peer-reviewed journal that includes articles
on diseases transmitted to humans by mosquitoes, ticks, and other arthropod vectors
or directly by other animals. The Journal emphasizes the following topics: ecology,
entomology, microbiology, immunology, and wildlife biology, as well as other subjects
relevant to the transmission of infectious diseases to humans directly from the
environment or through vectors. A primary goal of this peer-reviewed journal is the
integration of field, laboratory, and clinical sciences for the purpose of establishing
causal relationships between clinical medicine and the environment that will lead to
improved understanding of this group of neglected but important diseases and
contribute to their successful management and prevention. The Journal develops and
encourages publication standards to foster effective and reliable data collection,
analysis, interpretation, and communication. The Journal does not publish articles

that have been submitted elsewhere or have been previously published.

Formats. Original research manuscripts should not exceed 3,000 words and must
be presented in the standard format described below. Short reports and case
studies should not exceed 1,000 words with no more than 10 references and one
table or figure. Editorials and commentaries may be on any issue relevant to the
field, but must be brief and appropriately documented by data. Reviews papers, of
up to 5,000 words in length, are summaries of developments in the field. All
submissions are subject to peer-review. To help defray the cost of printing the
Journal requests page charges of $75 per printed page be paid by all authors who
have funds available from research grants or from their institutions. It should be
noted that ability to pay page charges is not a prerequisite for publication in the

Journal.

Please read all the instructions to authors before submitting.
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significant part of the manuscript. All authors and co-authors should have taken part
in writing the manuscript, reviewing it, and revising its intellectual and technical
content, and all must sign the cover letter accompanying the manuscript. Any
author whose name appears on a paper assumes responsibility and accountability
for the results.

Preparation of Manuscripts

Manuscripts should be submitted double-spaced and leave ample margins on both
sides, top and bottom. Submit a running title of about 45 characters (including
spaces), and the full contact information for the corresponding author. Also provide a

structured abstract of no more than 300 words.
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