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1. INTRODUGAO

A agua é uma substancia vital para os seres vivos, porém, devido a agao antrépica,
inumeros microrganismos sao disseminados para ambientes aquaticos. Sabe-se que os
microrganismos dotados de potencial agdo patogénica chegam aos ambientes
aquaticos através das excrecgoes intestinais do homem e de outros animais. Assim, uma
atengado especial deve ser dada as analises de qualidade das aguas potaveis, pois a
agua proporciona um meio de veiculagdo destes patdogenos. Recentes pesquisas tém
demonstrado a utilizagdo de outros indicadores bacterianos, como o Helicobacter pylori,
que pode gerar além de quadros de gastrite, neoplasias digestivas. Dentre os parasitos,
os protozoarios (oportunistas) ocasionam importantes problemas de contaminagao das
aguas consideradas “potaveis”. Alguns protozoarios como o Cryptosporidium parvum e

Giardia lamblia sdo bons exemplos de importantes agentes biolégicos contaminantes
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da agua e que acarretam diarréias em varias partes do mundo (Garcia-Zapata, 2003).
Apesar desta relevancia, ha uma inexisténcia de metodologias para a detecgao destes
em aguas, o que dificulta o esclarecimento, e consequentemente ocorre a sub-
notificagdo de casos. Para a avaliagdo das condi¢cées de portabilidade de uma agua
utilizam-se bactérias do grupo coliforme, onde a presenga destas na agua indica
poluicdo, com o risco potencial de presenga de microrganismos patogénicos. Contudo,
bactérias do grupo coliformes (coliformes fecais e coliformes totais) e Streptococos sp.
nao oferecem correlagcdo significativa com importantes patégenos de importancia
médico-sanitaria, como os protozoarios de disseminagao fecal-oral. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi padronizar e comparar técnicas parasitolégicas e moleculares
na deteccdo e avaliacdo da qualidade das aguas tratadas do Municipio de Goiania-
Goias em relagdo a ocorréncia de protozoarios oportunistas (Cryptosporidium sp) e

correlacionar com ocorréncia de coliformes fecais.

2. MATERIAIS E METODOS

A coleta das amostras de aguas tratadas (AT) foi realizada mensalmente nos meses de
fevereiro e marco de 2011 perfazendo um total de 32 amostras. Para a pesquisa dos
parasitos foram empregadas as técnicas de imunofluorescéncia Direta (IFA) utilizando
kit MeriFluorJ anti-Cryptosporidium/Giardia, (Meridian Bioscience, Cincinnatti, Ohio) e
ELISA (RIDASCREENUO-Cryptosporidium), que € um ensaio imunoenzimatico para a
deteccdo qualitativa de antigenos nas amostras. Para o estudo dos coliformes foi
utilizado o Kit da Alfakit — Tecnobac que analisa coliformes totais, fecais e salmonela,
minimo detectavel de 60 UFC/100 mL. As andlises foram realizadas no Nucleo de
Pesquisa de Agentes Emergentes e Re-emergentes (NUPEREME)-UFG e no
Laboratorio de Genética Molecular (LGM)-UFG.

Concentragao da amostra

Imediatamente apds a coleta, as diversas amostras foram encaminhadas para analise
na Unidade de Protozoologia do IPTSP/UFG e ao Laboratério de Diagnéstico Genético
e Molecular — ICB/UFG para a realizag&o da filtrag&do (Silva, et al., 2010) e analises das

amostras.



Diagnéstico imunolégico
Uma aliquota do concentrado das amostras foi utilizada para realizagdo da técnica de

Imunofluorescéncia Direta pelo Kit MeriFluor® seguindo metodologia da bula do kit.

Diagnostico imuno-enzimatico

Outra aliquota do concentrado foi utilizada para realizagdo de ensaios Imuno-
enzimaticos (ELISA RIDASCREEN®-Cryptosporidium) seguindo metodologia da bula
do kit.

Extracao de DNA

Para a extragdo do material genético foi utilizado o método de Sambrook & Russel
(2001). As aliquotas foram armazenadas a —80°C para posterior realizagdo de ensaios
moleculares (PCR, pPCR e Real-time PCR).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 32 amostras analisadas, 65,63% (21/32) foram positivas para Cryptosporidium sp.
utilizando kit MeriFluor(l e 15,63% (5/32) utilizando o kit ELISA RIDASCREEN®.
18(56,25%) foram positivas para coliformes totais ou fecais utilizando a metodologia
Alfa kit — Tecnobac (Figura 1). Apesar da metodologia do kit MERIFLUOR apresentar
maior indice de positividade em relagdo a metodologia do kit ELISA, estatisticamente
nao foi significativo (p=0,027), mostrando que as duas metodologias podem ser
utilizadas de forma ainda complementar para detec¢cdo de Cryptosporidium sp. em
amostras ambientais (Tabela 1). A adaptagdo da ELISA para ensaios ambientais para
deteccao de Cryptosporidium carece ainda de estudos, uma vez que ha possibilidade
de interferéncia de materiais diversos presentes na agua, como sais, proteinas, etc.
Verificou-se ainda que quando comparado o indicador coliforme com as metodologias
kit MERIFLUOR e kit ELISA, nas condicbes experimentais, o kit MERIFLUOR se
mostrou mais sensivel ou adaptado para analises ambientais com indices de

positividade mais coerentes com os indices de contaminagao por coliformes fecais.
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Figura 1 — Ocorréncia de patégenos de acordo com as metodologias avaliadas.

Tabela 1 - Comparagao das metodologias de detecc¢ao de Cryptosporidium sp. nas

amostras avaliadas.

Amostras positivas (%)

IC 95%
Coliformes/alfa kit Negativo % Positivo % p OR Min Max
MERIFLUORL!
Negativo 8 57,1 3 16,7
Positivo 6 42,9 15 83,3
Total 14 100,0 18 100,0 0,027 6,67 1,31 34,03
ELISA
Negativo 12 85,7 15 83,3
Positivo 2 14,3 3 16,7
Total 14 100,0 18 100,0 1,000

Teste Exato de Fisher

4. CONCLUSAO

Os resultados revelam a presengca de agentes infecciosos (re)emergentes e/ou

oportunistas nas aguas de abastecimento publico de Goiania (AT) mostrando a

necessidade de re-avaliar o nivel de potabilidade da agua que é baseado apenas no

indice de coliformes fecais. As metodologias avaliadas para a deteccdo de



Cryptosporidium sp. mostraram-se rapidas e de facil uso. O Kit MERIFLUOR
demonstrou maior sensibilidade para a analises ambientais, todavia, considerando a
robustez das duas técnicas (padrdo gold), ha necessidade de maiores estudos de

validagao, sobretudo no método da ELISA.
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