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RESUMO

O despejo de esgoto sem tratamento ou tratado em rios e mares compromete a
qualidade destes corpos hidricos, pois pode introduzir patégenos entéricos humanos ou
animais e contribuir para a elevacéo dos niveis de nutrientes organicos nestas areas. O
objetivo do presente trabalho foi correlacionar os dados biométricos e parasitologicos
obtidos de moluscos bivalves coletados na Ponta do Tingui, Mangaratiba, RJ além de
utilizar os oocistos do género Cryptosporidium como biomarcador de contaminacao
ambiental em moluscos bivalves coletados na mesma regido. Um total de 100
mexilhdes foi encaminhado ao laboratério para, inicialmente, serem submetidos a
avaliacdo dos parametros biométricos, através da mensuracdo das valvas quanto a
espessura, largura e comprimento, e verificacdo do peso total e de biomassa. Em
seguida foram realizadas as analises parasitologicas através das técnicas de
concentracdo e coloracdo, para observar a presenca de oocistos de Cryptosporidium.
Para determinagcédo de Cryptosporidium como biomarcador de contaminagdo ambiental
foi realizada a retirada das conchas e em seguida a maceracdo manual dos mexilhdes
em grau com o auxilio de um pistilo. O macerado foi diluido em agua destilada e filtrado
obtendo-se uma solu¢do agua-biomassa que foi processada de acordo com a técnica
de centrifugo-sedimentacdo formaldeido-éter. Uma aliquota do sedimento de cada
amostra foi colocada entre [amina e laminula para posterior avaliagdo em microscopia
de campo brilhante, sendo as amostras positivas submetidas a técnica de coloracéo de
safranina-azul de metileno, com o intuito de confrontar o diagnéstico. Em todas as
amostras da biomassa dos mexilhdes processadas e submetidas a avaliagdo
parasitologica foi observado a presenca de oocistos de Cryptosporidium. Quando
correlacionado, através do coeficiente de Spearman, os dados biométricos e
parasitologicos foram observados uma correlagdo negativa entre os dados analisados,
especialmente, quando confrontado o peso total e da biomassa com a quantidade
média de oocistos de Cryptosporidium, caracterizando uma relacdo inversamente
proporcional entre o peso total e de biomassa encontrado, e 0 niumero de oocistos
presentes nessa biomassa. A correlacdo negativa entre os dados biométricos e
parasitoloégicos demonstra que a contaminagdo ambiental presente na area estudada,
esta diretamente relacionada com a taxa de crescimento dos mexilhdes, uma vez que
estes animais se alimentam por filtragcdo, sendo esta realizada sem nenhuma
capacidade seletiva. Em relacdo aos parametros de diametro maior, menor e indice



morfométrico, um total de 100 oocistos de Cryptosporidium foi mensurado e
identificado. As medidas dos oocistos avaliados foram uniformes em sua distribuicao.
Porém, apesar desta regularidade, a similaridade da morfometria dos oocistos entre as
diferentes espécies do género Cryptosporidium impede a conclusdo de que apenas
uma unica espécie estivesse presente nos oocistos mensurados. Contudo, fica
caracterizada através da presenca de oocistos de Cryptosporidium na biomassa dos
mexilhdes, a contaminacdo ambiental, seja por dejetos humanos ou animais, da area
estudada.

PALAVRAS-CHAVE. Cryptosporidium. Morfometria. Mexilhdes. Contaminacao

ambiental. Coeficiente de Spearman. Baia de Sepetiba.



ABSTRACT

The dumping of untreated or treated sewage into rivers and seas affect the quality of
these water bodies, it can introduce enteric pathogens humans or animals and
contribute to increased levels of organic nutrients in these areas. The objective of this
study was to correlate the biometric data obtained from parasitological and shellfish
collected in Ponta Tingui, Mangaratiba, RJ addition to using the Cryptosporidium genus
as a biomarker of environmental contamination in shellfish collected in the same region.
A total of 100 mussels were sent to the laboratory to initially be submitted to the
evaluation of biometric parameters by measuring the valves on the thickness, width and
length, and verification of the total weight or biomass. Then parasitological tests were
performed through the techniques of concentration and staining, to observe the
presence of Cryptosporidium. For determination of Cryptosporidium as a biomarker of
environmental contamination was performed shelling and then manually mussels
soaking. The macerate was diluted in distilled water and filtered resulting in a biomass-
water solution that has been processed according to the technique of centrifugal
formaldehyde-ether sedimentation. An aliquot of each sediment sample was placed
between slide and coverslip for further evaluation in bright field microscopy, and positive
samples submitted to staining of safranin-methylene blue in order to confront the
diagnosis. In all samples of the biomass of mussels processed and submitted to
parasitological assessment noted the presence of Cryptosporidium. When correlated by
the Spearman correlation coefficient, biometric data and parasitological observed a
negative correlation between the data analyzed, especially when confronted with the
total weight of biomass and the average number of Cryptosporidium, featuring an
inversely proportional relationship between the total weight and biomass found, and the
number of oocysts present in this biomass. The negative correlation between
parasitological and biometric data shows that the environmental contamination present
in the study area is directly related to the growth rate of mussels as they filter-feeding
animals, which is performed without any selective capacity. In relation to the parameters
of larger diameter, smaller and shape index, a total of 100 Cryptosporidium was
measured and identified. The measurements of the oocysts were evaluated uniform
distribution. However, despite this regularity, the similarity of the morphology of oocysts
between the different species of the genus Cryptosporidium prevents the conclusion that
only a single species was present in oocysts measured. However, it is characterized by



the presence of Cryptosporidium in the biomass of mussels,

environmental
contamination, whether by human or animal waste, the study area.

KEY WORDS. Cryptosporidium. Morphometry. Mussel. Environmental contamination.
Spearman coefficient, Sepetiba’s bay.



1 INTRODUCAO

A degradacdo dos ambientes naturais € originaria das atividades humanas em
diferentes vertentes. Além da contaminacéo do solo, diminui¢cdo da cobertura vegetal e
perda da biodiversidade relacionada a alteracdo de ecossistemas, a contaminacdo de
cursos d’agua por poluentes de diversas naturezas também se inclui como uma das
mais preocupantes formas de agressdo ao meio ambiente. Dentre o0s poluentes,
podem-se destacar aqueles oriundos de dejetos humanos e de animais ocasionados
pela falta de saneamento basico ou mesmo de infra-estrutura junto as grandes criacfes
de animais. A matéria organica gerada por eles, qguando ndo tratadas, podem ser
carreadas, para corregos vizinhos, muitos deles transformados em valas negras, que
por sua vez, sdo despejados em grandes rios por seus tributarios. Desta maneira estes
residuos ndo tratados chegam das areas estuarinas aos manguezais.

Dentro destes manguezais existe toda uma fauna e flora adaptadas a este tipo
de ecossistema onde, moluscos bivalves caracterizados como filtradores séo capazes
de reter minuUsculas particulas oriundas dos dejetos eliminados previamente por
humanos e/ou animais. Essa contaminacdo pode comprometer toda a viabilidade do
desenvolvimento da aquicultura ou contaminar o consumidor final dos crustaceos e
moluscos, interferindo assim, diretamente com a saude da populacdo que utiliza estes
animais em sua alimentacao.

A expectativa de crescimento desta atividade, como fonte de alimento, torna
evidente a necessidade e importancia do controle da qualidade das aguas destinadas a

criacAo de moluscos bivalves, bem como o controle sanitario desses organismos
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visando garantir a qualidade deste produto no mercado (RODRIGUES, 1998).
Sobretudo, considerando a crescente preocupacdo dos consumidores quanto a
sanidade dos produtos alimenticios e o fato dos produtos pesqueiros, de maneira geral,
serem altamente pereciveis e susceptiveis a contaminacéo proveniente do meio no qual
estdo inseridos.

Avaliagbes da qualidade sanitaria de aguas e mariscos tém sido realizadas
através de programas de monitoramento de microrganismos indicadores
(bioindicadores microbiolégicos), que avaliam as respostas da exposicdo destes aos
contaminantes (MELANCON, 1995). Desta forma, os indicadores da qualidade
ambiental tém sido utilizados para detectar a existéncia ou auséncia de organismos
patogénicos tanto no ambiente como nos produtos dele provenientes (REGAN;
MARGOLIN; WATKINS, 1993; BARARDI; SANTOS; SIMOES, 2001; MUJIKA et al.,
2003).

Dentre os marcadores de contaminacdo do produto, alguns protozoarios sao
indicadores especificos e apresentam elevada correlacdo positiva com a contaminacao
fecal por animais de sangue quente e, a alimentacdo por filtracdo realizada pelos
mexilhGes, concentra 0s microorganismos presentes no ambiente marinho (PADUA,
2003). O objetivo desse trabalho foi identificar marcadores de contaminacéo biol6gica
em moluscos bivalves nos manguezais das areas costeiras da baia de Sepetiba,Rio de

Janeiro.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BAIA DE SEPETIBA

A Baia de Sepetiba é considerada um dos mais importantes ecossistemas
aguaticos do estado do Rio de Janeiro, por constituir rea de criagcdo de peixes e
crustaceos de importancia econémica local (COSTA, 1992). Sua forma é alongada,
limitando-se a Norte e a Leste pelo continente, ao Sul pela Restinga de Marambaia e a
Oeste pela Baia de llha Grande (Fig. 1). Seu maior comprimento € de 43 Km no sentido
Leste-Oeste e sua maior largura € de 17 km no sentido Norte-Sul, com profundidade
méaxima de 30 m préxima a llha de Itacurucd, sendo que 40% de sua area apresenta
profundidade média de 5 m (COELHO; CARVALHO, 1973).

Embora néo tenha atingido um grau de degradacdo comparativo a outras baias,
como a baia de Guanabara, a de Sepetiba é atualmente um centro de desenvolvimento
de atividades industriais. Nela os aportes de rejeitos industriais sdo mais expressivos do
gue os de residuos domésticos, que ainda assim, atualmente séo consideraveis e estao
sendo avolumados (WASSERMAN, 2005).
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Figura 1- Baia de Sepetiba, RJ, com a indicacdo das estacbes de coleta. Zona interna: 1 — Laje das
Enxadas, 2 — Ilha do Socb, 3 — Ilha Bonita. Zona externa: 4 — Costa do Guandu, 5 — Canal da Restinga, 6
— Meio da Baia, 7 — Fundo da Baia e 8 — Ponta do Tingui (adaptado de ARAUJO et al., 1998).

As bacias de drenagem que afluem a baia de Sepetiba possuem uma superficie
de 2617 km? e contam com uma populacdo que abrange integralmente os municipios
de Itaguai, Mangaratiba, Queimados, Japeri e Miguel Pereira. Inclui-se ainda nas
bacias de drenagem desta baia as populacdes de parte dos municipios do Rio de
Janeiro, Nova Iguacu, Rio Claro, Pirai, Engenheiro Paulo de Frontim e Vassouras). As
areas urbanas cobrem aproximadamente 9% da superficie total das bacias e 19,7% da
superficie é constituido por areas protegidas, incluindo manguezais.

Segundo Oliveira (2009), o aumento da participacdo da aquicultura na producéo
de pescado em nivel mundial, em grande parte, é devido a estagnacdo da pesca
extrativista. Ao longo das Ultimas quatro décadas, as estatisticas mostram uma
acentuada reducdo da atividade pesqueira proveniente da pesca extrativista e a
ascensdo da aquicultura, que evidencia seu potencial para atender aos desafios da
seguranca alimentar, ou seja, podera dispor da metade do pescado consumido pela
populacdo humana mundial, da geracdo de empregos e renda, principalmente em
paises em desenvolvimento. No ano de 2006, este segmento do setor pesqueiro foi
responsavel por 47% do pescado consumido no mundo gerando um consumo per

capita de 7,8 kg.
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No cenario brasileiro a aquicultura também se encontra em plena ascensao,
sendo o segmento da malacocultura (cultivo de moluscos) a segunda atividade mais
expressiva da maricultura brasileira destacando-se na economia do pais. O estado de
Santa Catarina € o maior produtor nacional de moluscos bivalves detendo 93% da
producdo no pais. Ja o estado do Rio de Janeiro a atividade vem se destacando
através do cultivo de moluscos bivalves (mexilhGes, ostras e vieiras), principalmente em
funcdo da potencialidade do litoral fluminense para o seu desenvolvimento (areas
abrigadas, temperaturas amenas), do baixo custo de producéao inicial, da padronizacao
e fornecimento constante do produto e rentabilidade. Na baia de Sepetiba, a producao
de bivalvos compreende o cultivo de mexilhdes da espécie Perna perna (Linnaeus,
1758) e de vieiras Nodipecten nodosus (Linnaeus, 1758). A producdo média anual
ainda é modesta, mas a atividade é de importante cunho social e econdmico para a
regido porque € geradora de alimento e empregos, atuando na complementagdo da
renda de pescadores artesanais contribuindo para a fixagdo das populagbes

tradicionais em seus locais de origem (OLIVEIRA, 2009).

2.2 MEXILHAO

O Filo Mollusca € o segundo maior filo animal com mais de 100.000 espécies
vivas e é um importante filo na linha evolutiva dos invertebrados protostémios,
compreendendo de oitenta a cem mil espécies, que ocupam todos o0s habitat
conhecidos, é o maior grupo de animais, depois dos insetos (MAGALHAES,1985).
Aristételes ja realizava estudos sobre esse filo na antigliidade (STIX; STIX; ABBOTT,
1984), porém foi no século XIX que realmente foram impulsionados, recebendo entéo o
nome de malacologia (ABBOTT, 1993). No mar, os moluscos séo encontrados desde a
zona de marés até profundidades de oito mil metros. S&o animais que vivem,
normalmente, apoiados a um substrato (BOFFI, 1979).

Os moluscos (do latim molluscus, mole) séo invertebrados, com um corpo nao

segmentado, de simetria bilateral e que essencialmente esta composto por quatro
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regibes: cabeca, pé, saco visceral e manto. Os moluscos da classe bivalvia vivem
exclusivamente na agua, possuem concha formada por duas valvas unidas dorsalmente
por um ligamento, geralmente sdo de sexos separados, raramente ocorrendo
hermafroditismo, sua fecundagcédo ocorre livremente na agua, (LUNETTA, 1969). Em
todo o mundo existem classificadas mais de 20.000 espécies de moluscos bivalves
(GOTTING, 1974; LINDNER, 1989).

Segundo Henriques (2004) o termo mexilhdo € comumente utilizado na
denominacéo de diversas espécies de bivalves pertencentes a familia Mytilidae, sendo
mais aplicado aquelas que, pelo seu sabor e conteido de carne, sdo empregadas em
larga escala na alimentacdo humana, representando fonte de proteina animal de baixo
custo e de alto valor nutricional (CARMO; COSTA & SIQUEIRA, 1984). Tém sido
utilizados pelo homem como alimento desde a antiguidade sendo considerados por
algumas culturas, como 0s gregos e romanos, um alimento nobre, uma verdadeira
iguaria, que somente era servido em ocasibes muito importantes (FERREIRA,
MAGALHAES 2003).

No Brasil, os mitilideos de interesse econbmico sao: Mytilus edulis platensis,
espécie tipicamente oceanica que habita o litoral do Rio Grande do Sul; Mytella
guyanensis e M. falcata, espécies de aguas estuarinas, que se distribuem desde o
Amapa até Santa Catarina € P. perna. No litoral do Estado de S&o Paulo os mitilideos
mais abundantes s&o: Perna perna que ocorre nos costbes rochosos em aguas
oceanicas e M. falcata e M. guyanensis, nos estuarios (HENRIQUES, 2004).

A espécie P. perna, ndo possui sinus palial nem o musculo adutor posterior. As
valvas apresentam linhas de crescimento bem definidas. Sua distribuigcdo geografica vai
desde a Venezuela até o Uruguai, sendo muito abundante entre o Rio de Janeiro e
Santa Catarina (KLAPPENBACH, 1965). Sua forma fixacdo se da através do bisso a
substratos duros da zona intertidal, tanto em locais com forte arrebentacdo como em
pontos mais abrigados, sendo, porém sédo bastante abundantes em costées rochosos
expostos a acdo das ondas. Como vivem principalmente na regido de entre marés,
estdo adaptados a permanecer por longos periodos expostos ao ar e ao sol.

Quando os mexilhdes estdo reunidos em colbnias fixadas aos costdes rochosos,

sdo chamados bancos naturais, constituindo um rico ecossistema que abrange nao sé
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os mexilhdes, mas também um grande nimero de organismos vegetais e animais que
vivem a eles associados, principalmente cracas, poliquetas, anfipodes, pequenos
caranguejos e gastropodes, bem como algas verdes, pardas e vermelhas. A maior
concentracdo dos mexilhdes ocorre na parte inferior da regido entre marés, até um
metro de profundidade, regido do banco natural em que o recrutamento (fixacdo de
individuos jovens) é mais intenso (MARQUES, 1988).

Fenotipicamente, os mexilhdes sdo constituidos por duas conchas calcarias ou
valvas, as quais encerram o0 corpo propriamente dito. A principal medida utilizada na
determinacao do crescimento dos mexilhées é o comprimento das valvas, definido com
a maior dimensé&o do animal, correspondendo ao eixo que vai do umbo (porg&o terminal
anterior) a linha que tangencia a extremidade posterior das valvas. Em moluscos
bivalves o crescimento é avaliado preferencialmente pelo comprimento, e ndo pelo
peso, devido aos frequentes erros de pesagem causados pela 4gua retida dentro das
valvas (MARQUES, 1998).

As valvas sdo abertas pelo ligamento e fechadas por acdo dos musculos
adutores. Em sua superficie contém linhas de crescimento que representam as etapas
de crescimento do animal. Essas linhas de crescimento séo visiveis a olho nu e podem
ser lisas e suaves (Mitilideos) ou muito asperas (Ostreideos). A regido oposta ao umbo
€ a posterior onde estdo localizados os sifées, inalante e exalante. Na regido ventral
esté localizado o bisso. Essa estrutura esta presente em muitas espécies e serve para a
locomocéo ou fixacdo do animal ao substrato (HELM et al., 2004; LEAL, 2008).

Perna perna € o maior mitilideo brasileiro (KLAPPENBACH, 1965), podendo sua
valva atingir até 140 mm de comprimento. Popularmente recebe varios nomes, como
mexilhdo, marisco das pedras, ostra de pobre, marisco preto, etc.. Nao apresenta
dimorfismo sexual externo. Os machos podem ser distinguidos das fémeas,
internamente quando estdo sexualmente maduros, pela coloracdo das gbnadas que se
apresentam branco leitosas, enquanto que nas fémeas a coloracdo é vermelho tijolo
(HENRIQUES, 2004).

A reproducado ocorre através de fecundacdo externa, no ambiente aquatico. Na
desova a emissdo dos gametas € estimulada por fatores fisicos ou climaticos,

ocorrendo principalmente pelo aumento na concentracdo de nutrientes no meio e pela
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variagdo repentina da temperatura ou da salinidade da &agua. Os casos de
hermafroditismo nessa espécie sédo bastante raros (HENRIQUES, 2004).

CLASSIFICAGAO TAXONOMICA DA ESPECIE
Filo Mollusca
Classe Bivalvia
Subclasse Pteriomorphia
Superordem Mytilida
Ordem Mytiloida
Familia Mytilidae
Género Perna

Espécie Perna perna (Linnaeus, 1758)

2.3 GENERO Cryptosporidium

2.3.1 Historico

Tyzzer (1907) relatou a infecgdo por um protozodrio frequentemente encontrado
nas glandulas gastricas de camundongos de laboratorio, sugerindo a denominacgéao de
Cryptosporidium muris. Descreveu, ainda, estadios de desenvolvimento assexuados,
sexuados e esporogonia, todos de localizacdo intracelular, porém extra citoplasmatico,
além da eliminacdo de oocistos esporulados nas fezes. Ja em 1910, o0 mesmo autor
descreveu essa espécie com maiores detalhes, classificando-a como C. muris e ainda
sugeriu que esporozoitos oriundos de oocistos que se desenvolveram no epitélio
gastrico podem ser fonte de auto-infeccao.

Este mesmo autor em 1912 observou um protozoario semelhante a C. muris no

intestino delgado de camundongos e através da producdo de infeccdo experimental



21

com C. muris e com o isolado do intestino, estabeleceu infec¢des isoladas no estbmago
com C. muris, e no intestino, com essa nova espécie, que foi denominada C. parvum.

O primeiro relato da infeccdo em aves foi feito pelo mesmo Tyzzer (1929) no
epitélio cecal de pintos. Nessa ocasido o parasito foi descrito como morfologicamente
idéntico a C. parvum, sendo considerada, por esse autor, uma variedade biologica de
uma Unica espécie.

Em 1955, Slavin relatou a infeccdo na parte terminal do intestino delgado de
perus que tiveram quadro clinico de diarréia. Com auxilio de raspados de mucosa
corados pelo método de Mac Neal, descreveu morfologicamente os estadios
endogenos do parasito e o denominou como C. meleagridis.

Desde o relato de Slavin (1955), a criptosporidiose foi diagnosticada nas aves em
1974 por Proctor e Kemp, e em 1975 por Fletcher et al. Desde entdo, constitui uma das
principais infecgbes por protozoarios nas aves (GOODWIN; BROWN, 1988), sendo
diagnosticada nos tratos intestinal, respiratério e urinario de 11 espécies aviarias
(GOODWIN, 1989).

Foi somente na década de 70, apds o primeiro relato da infeccdo em bovinos
(PANCIERA et al., 1971) e em humanos (MEISEL et al., 1976; NIME et al., 1976), que a
criptosporidiose veio a despertar interesses médico e veterinario, passando de uma
infeccdo supostamente rara e oportunista, a uma importante causa de infeccoes
intestinais e respiratdrias em mamiferos e aves (TZIPORI, 1983; GOODWIN,1989).

Levine (1980) descreveu as espécies C. rhesi relatada por infectar macacos
Rhesus, e C. serpentis por ser patogénica para cobras. Um ano depois, (HOOVER et
al., 1981) denominaram C. nasorum como uma espécie nova encontrada em Naso
lituratus. Mais tarde, Current et al. (1986) descreveram C. baileyi, localizado na bursa
de Fabricius e cloaca dos frangos. Definindo ainda a caracterizacdo morfolégica e o
ciclo bioldgico completo.

Com o avanco da biologia molecular na década de 90, Champliaud et al., (1998)
avaliaram a similaridade entre C. meleagridis e C. parvum. Porém, estudos prévios
determinaram que as duas espécies ndo eram responsaveis por transmissao cruzada
entre aves e mamiferos. No mesmo ano, Sargent et al. (1998), através de dados

morfobioldgicos e evidéncia molecular sugeriram que C. felis seja uma espécie distinta,
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0 mesmo acontecendo para C. canis (FAYER et al.,, 2001). Anteriormente, Pavlasek
(1999) caracterizou morfometricamente uma espécie localizada no proventriculo de
frangos, descrevendo-a como C. galli. Mais recentemente Ryan et al. (2003)
redescreveram esta espécie, adicionando dados biolégicos e moleculares que
sustentam a descricdo feita anteriormente, e a distingui completamente de C. baileyi.

Morgan et al. (2002) descreveram C. hominis para humanos, como um genétipo
da espécie C. parvum previamente determinado. Em suinos, dados genéticos e
biolégicos suportaram a descricdo de C. suis por Ryan et al. (2004) como um dos dois
gendtipos encontrados neste animal.

Os relatos da criptosporidiose tém aumentado consideravelmente nas varias
espécies animais nos ultimos 20 anos, inclusive no homem, gerando um aumento
proporcional no numero de pesquisas visando a elucidacdo de varios aspectos
relacionados a infeccdo, principalmente no que se refere a taxonomia, especificidade,
epidemiologia, patogenia, diagndstico e tratamento.

2.3.2 Classificagéao

Vérias classificacfes taxiondmicas ja foram propostas desde a descoberta das
primeiras formas do protozoario e das varias espécies descritas até o presente
momento. A classificacdo apresentada por Corliss (1994), apesar de ser a mais

simplificada, representa a classificacdo proposta atualmente, a saber:

Império Eukariota
Reino Protozoa
Filo Apicomplexa
Classe Coccidia
Familia Cryptosporidiidae

Género Cryptosporidium
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2.3.3 Ciclo biolégico

O ciclo biolégico do Cryptosporidium é similar ao de outros coccidios, consistindo
basicamente nos estagios de esquizogonia, gametogonia e esporogonia localizados na
planura estriada (FAYER; UNGAR, 1986).

Apoés a ingestéo de oocistos pelo hospedeiro, ocorre a excistagdo destes que ao
contrario do que ocorre em outros coccidios, ndo necessita da presenca de enzimas
digestivas, condicbes redutoras e sais biliares (FAYER; LEEK, 1984), embora a
presenca de bile aumente a percentagem de excistacdo (SUNDERMANN et al., 1987).
Devido a essa diferenca, infeccBes respiratorias e em outros sitios extra-intestinais
podem resultar da excistacdo na auséncia de condicbes necessdrias para que a mesma
ocorra em outros coccidios (FAYER; LEEK, 1984).

Cryptosporidium foi considerado como um parasito de localizacdo extracelular
(TYZZER, 1912), até que em observacles realizadas por Birt e Smith (1980), foi
comprovado que sua localizacdo é intracelular, porém extracitoplasmatica, dentro de
um vacuolo parasitéfago formado por uma membrana derivada das microvilosidades da
célula epitelial do hospedeiro (ITAKURA et al., 1985; MARCIAL; MADARA, 1986).

Segundo O’Donoghue (1995) apdés a excistagdao, os esporozoitos aderiram a
superficie da célula epitelial e logo se diferenciaram em trofozoitos. Esses ultimos
através de divisdo nuclear maturam, dando origem a merontes de primeira geracdo com
oito merozoitos, que no caso de C. parvum (CURRENT; REESE, 1986) e C. baileyi
(CURRENT et al. 1986), puderam ter desenvolvimento ciclico dando origem mais de
uma vez a merontes de primeira e de segunda geragdo com quatro merozoitos.
Cryptosporidium baileyi, além destas, apresenta ainda uma terceira geracdo de
merontes com oito merozoitos (CURRENT et al., 1986).

Merozoitos de segunda ou de terceira geracdo se diferenciaram a estadios
sexuais representados por microgametocitos e macrogametocitos, que formardo
respectivamente, microgametas e macrogametas. Apos fecundacdo formam-se os

zigotos que por sua vez passam a oocistos (TZIPORI, 1998).
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Aproximadamente 20% dos oocistos de Cryptosporidium ndo formaram uma
parede de duas camadas resistente ao ambiente externo e sim uma Unica membrana
envolvendo os quatro esporozoitos (CURRENT, 1985). Esses oocistos de parede
delgada foram responsaveis pela excistacdo ainda no hospedeiro, dando origem aos

merozoitos de primeira geragéo, por auto-infeccdo (CURRENT et al., 1986).

2.3.4 Diagnéstico laboratorial

O tamanho dos oocistos e outros estadios de desenvolvimento de
Cryptosporidium sdo consideravelmente pequenos quando comparados a outros
coccidios, além de serem morfologicamente similares a células leveduriformes.
Portanto, métodos qualitativos e quantitativos tém sido descritos para a deteccdo de
estagios de desenvolvimento de espécies do género Cryptosporidium em tecidos e
fezes (CURRENT, 1990; WEBSTER, 1993).

A Estadios teciduais

Durante muito tempo, o diagndéstico da criptosporidiose baseou-se nos achados
dos estagios endégenos em cortes histologicos principalmente nos tecidos do intestino,
tragquéia, e rim obtidos por biépsia ou necropsia (KIRKPATRICK; FARREL, 1984).

Nos cortes histologicos, os estadios endogenos do Cryptosporidium apareceram,
quando corados pela hematoxilina e eosina (HE), como pequenos corpos basofilicos na
superficie das células epiteliais. Amostras provenientes de bidpsias ou necropsias
deveriam ser rapidamente fixadas para impedir o desenvolvimento de autélise,
descamacdo do epitélio e consequente despreendimento dos estadios parasitarios
(O'DONOGHUE, 1985).
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Vérias técnicas de coloracdo podem ser utilizadas para identificacdo do parasito
em tecidos, como Hematoxilina e Eosina (HE) (MEUTEN et al.,, 1974; GOODWIN;
BROWN, 1988a), Giemsa e azul de toluidina (MEUTEN et al., 1974), acido periodico de
Schiff (PAS), Grocott (BIRD; SMITH, 1980) e Ziehl-Neelsen modificado (BEGNESCU,
1987).

O exame através de microscopia eletrbnica de transmissdo permitiu que o0s
varios estadios endogenos fossem identificados, revelando a estrutura interna deste
agente etioldgico parasito (BIRD; SMITH, 1980).

B Oocistos

Véarios métodos de coloracdo tém sido empregados para deteccdo de oocistos
de Cryptosporidium nas fezes, com a vantagem de serem simples, mais baratos, mais
rapidos e usualmente mais sensiveis que o exame de cortes histologicos (CURRENT,
1985).

Segundo Current (1985) Cryptosporidium, qguando armazenado sob refrigeracao
em dicromato de potassio a 2,5% ou formalina a 10%, permanece viavel para fins de
diagnéstico, por pelo menos um ano.

Ao utilizar o método de concentracdo em solugdo de “Sheather” e coloragéo de
esfragacos com Giemsa, Anderson (1981) encontrou um maior numero de oocistos e
uma melhor preservagédo de sua morfologia na técnica de concentragdo, enquanto que
na técnica de Giemsa houve distor¢do e retragdo dos oocistos, algumas vezes com
dificuldade de observacado das estruturas internas permanecendo como forma negativa
do oocisto no esfregacgo de fezes (BOMFIM, 1989).

Henriksen e Pohlenz (1981) utilizaram a coloragéo de Ziehl-Neelsen modificado
para diferenciar leveduras de oocistos e com isso evitar diagndsticos falsos positivos.

Nesta técnica, 0s oocistos apareceram como corpos vermelhos, claramente distinguidos
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contra um fundo verde. Alguns oocistos sdo evidenciados por um numero variavel de
pontos azul escuro ou amarronzado, sendo que as leveduras nao se coraram.

A coloracéo pela técnica da safranina-azul de metileno, foi utilizada por Baxby et
al. (1984) e mostrou ser mais sensivel que as técnicas alcool-acido resistentes e a de
Giemsa. Os oocistos se coraram de laranja-r0seo e 0s esporozoitos adquiriram uma
coloracdo um pouco mais escura e as vezes se arranjaram na periferia, dando aos
oocistos aparéncia de ferradura.

Nichols e Thom (1984) descreveram a técnica de auramina-fenol, onde os
oocistos coravam-se de verde amarelado fluorescente em microscépio de epi-
fluorescéncia, sendo observados diferentemente das técnicas citadas anteriormente.

Técnicas imunologicas como o teste de aglutinacdo em latex (POHJOLA et al.,
1986), imunofluorescéncia direta com anticorpos monoclonais (STERLING et al., 1986)
e imunofluorescéncia indireta (STIBBS; ONGERTH, 1986), também puderam ser

utilizadas para detecc¢do de oocistos nas fezes, com bons resultados.

C Diagnostico soroldgico e molecular

Entre os testes sorolégicos empregados para o diagndstico da criptosporidiose, a
imunofluorescéncia indireta e a técnica de ELISA foram mais eficientes, sendo até o
momento as mais utilizadas (SRETER, et al., 1997).

A partir da década de 90, o diagndstico da criptosporidiose atraves de técnicas
moleculares vem aumentando significantemente, principalmente com utilizagdo do
método de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para deteccéo e diferenciagédo entre
espécies do género Cryptosporidium (AWAD-EL-KARIEM et al., 1994; LENG et al.,
1996). Atualmente, esta técnica tem sido identificada e usada para deteccdo do
Cryptosporidium no ambiente, sendo muito utilizada em investigactes epidemioldgicas
(MORGAN; THOMPSON, 1998).



27

2.3.5 Patogenia

Com o aumento dos relatos de infeccbes em humanos e animais, o0 interesse
pelo Cryptosporidium cresceu acentuadamente no campo da saude publica e
veterinaria, ndo somente pelo fato dos animais serem vistos como fonte de infec¢éo
para os humanos, uma vez que este organismo pode causar perdas econémicas nas
criacbes animais, ser um dos principais agentes causadores diarréia infecciosa em
criancas de 0 a 5 anos e ser de dificil controle. Infeccdes por Cryoptosporidium ja foram
relatadas na maioria dos animais domésticos, assim como, numa grande variedade de
animais silvestres e de cativeiro, desde sua primeira identificacdo por Tyzzer. A maioria
das infeccdes foi descrita em mamiferos e atribuida a fonte bovina de C. parvum
(O'DONOGHUE, 1995; OSHIRO et al., 2000), animais jovens aparentaram ser mais
susceptivel a infeccdo e a doenca; enquanto infeccdes em animais adultos tem sido
freqientemente assintomaticas ou nao ocorreram. Similarmente a criptosporidiose
humana, os sintomas comuns aos animais tém sido diarréia aquosa que leva a
desidratacdo, perda de peso, febre, e inapeténcia. A maioria dos animais
imunocompetentes tem se recuperado em uma a duas semanas ap0s a infeccdo com
fluidoterapia de suporte (O'DONOGHUE, 1995).

2.3.6 Especificidade aos hospedeiros vertebrados e transmisséo cruzada

Durante um longo periodo de tempo, o critério utilizado para classificagdo do
parasito era a associacdo ao seu hospedeiro, pois se pensava tratar de espécies
especificas, tendo sido assinaladas mais de 20 espécies do género Cryptosporidium
(CHERMETTE; BOUFASSA-OUZROUT, 1988).

A classificacdo taxiondbmica dos protozoarios vem sendo baseada em varias
caracteristicas fenotipicas, como, fatores morfolégicos encontrados a microscopia

optica ou eletrbnica, ciclo biolégico, e a presumida especificidade ao hospedeiro
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(FAYER et al., 2000). Para coccidios, fatores morfolégicos dos oocistos na microscopia
Optica tém sido mais utilizados do que as outras caracteristicas para designar géneros e
espécies (MORGAN et al., 2000; XIAO et al., 1999).

Utilizando critérios morfologicos e especificidade ao hospedeiro, 10 espécies de
Cryptosporidium tém sido reconhecidas pela maioria dos autores. Esta incluido neste
grupo C. parvum para a maioria dos mamiferos, C. muris para os roedores, C.
andersoni para ruminantes, C. felis para felideos, C. nasorum para peixes, C. wrairi
para cobaios, C. meleagridis e C. baileyi para aves, C. serpentis para cobras e lagartos,
e C. saurophilum para os lagartos (FAYER et al. 2000). Além desses critérios, Fayer et
al., (2001) utlizando estudos moleculares baseados no DNA, validou mais trés
espécies: C. canis para caes, C. molnari para peixes, e C. hominis para humanos,
porém deve-se levar em consideracao a lei da prioridade para que uma mesma espécie
nao seja descrita por mais de uma vez (XIAO et al., 2004).

A maioria dos estudos de transmissao cruzada (especialmente antes de 1990) foi
conduzida sem confirmacéao da identificacao genética do isolado (O'DONOGHUE et al.,
1987). O que tem sido demonstrado experimentalmente € que Cryptosporidium de
mamiferos e aves nao infectam répteis e vice-versa, Cryptosporidium de cobras nao
infectam mamiferos (O'DONOGHUE et al. 1995). Isto demonstra que espécies
morfologicamente distintas, tal como C. serpentis, sdo também hospedeiros especificos
ou especificos para uma classe de hospedeiro particular (ex. répteis) (GRACZYK;
CRANFIELD, 1998). Estudos recentes sugerem que o genétipo humano (C. hominis) é
restrito de humanos e possivelmente de primatas (MORGAN et al., 2002) e que o
genaotipo bovino é infeccioso para a maioria dos mamiferos (MCLAUCHLIN et al., 2000).

Embora mais de 20 diferentes espécies de Cryptosporidium tenham sido
denominadas na literatura, estudos bioldgicos, e genéticos do RNA ribossomal sugerem
gue as trés maiores, espécie gastrica e/ou cloacal) (C. muris, C. serpentis, C. adersoni
e C. baileyi, em roedores, bovinos, répteis e galinhas, respectivamente) sdo distintas
das menores, C. parvum intestinal (ambos o genotipos humano 1 e o bovino, e também
0 genotipo humano 2) e suas espécies relativas C. felis, C. meleagridis (observada em
perus), C. wrairi (isolada de cobaios) e possivelmente C. saurophilum (observada em

lagartos), e C. nasorum de peixes. Como dado, a maioria das infeccdes humanas
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ocorre com C. parvum (tipo 1 e algumas tipo 2). Em adicdo, C. meleagridis, C. felis e
um genotipo canino de C. parvum, foram associados com infeccdes humanas e/ou
diarréia em adultos com AIDS como em criangas em areas em desenvolvimento (XIAO
et al., 2000; PEDRAZA-DIAZ et al., 2000).

2.3.7 Epidemiologia

Cryptosporidium despertou grande interesse em saude publica apds o grande
surto que ocorreu em 1993 em Milwaukee nos EUA quando este foi carreado pela agua
(MACKENZIE et al., 1995) e rapidamente tornou-se reconhecido como um dos
patbgenos mais sérios e de dificil controle ja relatados. Vérios relatos subsequentes
demonstraram que o agente etiolégico em questdo é de distribuicdo cosmopolita e
potencialmente zoondtico (CURRENT; GARCIA, 1991; MOSIER; OBERST, 2000).
Criptosporidiose estd associada a diarréia moderada a grave que € tipicamente
autolimitante no hospedeiro imunocompetente, mas freqiientemente persistente, e tem
sido debilitante no hospedeiro imunocomprometido. Portanto, Cryptosporidium tem sido
um sério problema para pacientes portadores da SIDA, tornando-se um fator
determinante e, com isso, chamando a atencdo da medicina humana. Por outro lado,
pelo fato do diagndstico da criptosporidiose ser freqientemente desconsiderado, fora
dos imunodeficientes, e pelo fato de vérios laboratérios ndo testarem amostras para
Cryptosporidium, a n&o ser que seja especificamente requerida, a doenca em humanos
imunocompetentes continua ndo sendo relatada (CDC, 1999).

A dose infectante é muito baixa, sendo necessario apenas um Unico oocisto para
produzir infeccdo e doenca em hospedeiros susceptiveis (PEREIRA, et al. 2002).
Oocistos sdo comumente transmitidos pela rota fecal-oral pelo contato direto
hospedeiro-hospedeiro, e contaminagdo indireta da comida ou &gua; no entanto, a
transmissao de oocistos por aerossol ja foi relatada (HOJLYNG, et al. 1987). Casos de
transmissdo humano-humano ja foram relatados entre membros da mesma familia,

parceiros sexuais, criancas em creches, pacientes e funcionarios de hospitais
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(CURRENT; GARCIA, 1991). A transmissao zoonética foi confirmada por estudos
epidemioldgicos envolvendo animais de companhia e de producgdo, e por infeccdo
acidental de tratadores de animais (ANDERSON et al., 1982; REESE et al., 1982), ou
mesmo por contato ou manuseio inadequado do material fecal positivo em laboratoério.
O alimento manuseado por uma pessoa infectada, assim como o alimento que foi
exposto a agua contaminada, tem sido considerado fontes de criptosporidiose de
origem alimentar (QUIROZ et al., 2000). O alimento cultivado em solo fertilizado com
fezes de animais pode também ser considerado como uma possivel fonte de infeccao
para humanos. Os oocistos de Cryptosporidium podem permanecer viaveis na agua por
até 140 dias (HOODA et al., 2000) e sdo muito resistentes a maioria dos desinfetantes
comuns (CAMPBELL et al., 1982) fazendo-os de dificil destruicdo pelo tratamento de
cloracdo convencional.

Surtos foram associados a contaminacdo de aguas de superficie, correntes aquaticas,
piscinas, e reservatérios publicos de agua. Nos EUA, o parasito foi identificado em 80-
97% de todas as aguas de superficie como rios, lagos, e pocos (LECHAVALLIER et al.,
1991). Estudos demonstraram que mais de 97% das aguas de superficie que servem
as estacdes de tratamento de agua e 54% das aguas tratadas (filtradas e cloradas)
contém baixos numeros de oocistos de Cryptosporidium (LECHAVALLIER et al., 1991).
Da mesma forma, dguas de recreacdo como: piscinas, chafariz, pocos e fontes podem
estar contaminados com fezes de animais ou humanos infectados (KRAMER et al.,
1998).

Apesar dos surtos carreados pela agua terem sido atribuidos a fontes
agropecuarias, particularmente o gado, devido a sua alta prevaléncia de infeccéo entre
os vitelos, essas implica¢cdes foram raramente confirmadas durante as investigacoes de
surtos. Com os avangos das técnicas moleculares e o desenvolvimento de detec¢bes
altamente sensiveis e métodos genotipicos, melhor contribuicdo das fontes e causas de
Cryptosporidium estdo sendo finalmente atingidas. O risco potencial da infeccdo por
Criptosporidium na vida selvagem, e em animais de companhia € incerto, mas de
preocupacgodes crescentes. Houve relatos da infeccdo de gatos e caes (MTAMBO et al.,
1991), e a infeccao por Cryptosporidium foi encontrada numa larga gama de animais

silvestres (SIMPSON, 2002), representando fonte de significancia potencial de
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contaminacdo ambiental e reservatério da doenca para criagbes de animais e até

mesmo para 0s humanos.

2.3.8 Cyptosporidium como protozoario de veiculacdo hidrica

O género Cryptosporidium séo os protozoarios parasitas entéricos mais comuns
do homem e de animais domésticos e sdo reconhecidos comumente como parasitos de
um amplo espectro de hospedeiros silvestres (FAYER et al., 2004b; THOMPSON et al.,
2004; APPLEBEE et al., 2005). Este protozoario é transmitido pela rota fecal-oral, ap6s
os estagios infectantes de oocistos de Cryptosporidium serem ingeridos por individuos
susceptiveis.

A forma de transmisséo para os seres humanos pode ocorrer de diversas formas
como: contato direto, hospedeiro para hospedeiro, ou indireto, através de agua ou
alimentos contaminados; superficies contaminadas e ou veiculados mecanicamente por
artropodes (FAYER et al., 2000a; TZIPORI; WARD, 2002; THOMPSON et al., 2004). A
veiculacdo hidrica de protozoarios patogénicos tornou-se um assunto de extrema
relevancia em saulde publica sendo discutido mundialmente mesmo em paises
desenvolvidos, onde ha um elevado grau de saneamento basico (OLIVEIRA, 2005).

A veiculacdo hidrica de protozoarios patogénicos tornou-se um assunto de
extrema relevancia em saude publica ocorrendo mundialmente e atingindo também os
paises desenvolvidos, onde ha um elevado grau de saneamento basico. Nos EUA, de
1984 a 2002, 69 surtos de criptosporidiose que afetaram 436.232 pessoas foram
registrados (OLIVEIRA, 2005). Foram incriminadas como fontes de aquisicao destas
protozooses a agua destinada para o consumo humano, bem como a ingestao acidental
de aguas recreacionais (OLIVEIRA, 2005).

No Brasil, ndo existe até o presente momento, surtos de veiculagdo hidrica
através de alimentos devidamente documentados e atribuidos ao Cryptosporidium, os
dados de ocorréncia do mesmo em amostras hidricas, provém em sua maioria de
pesquisas cientificas (FRANCO, 2007).
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Esse protozoario apresenta caracteristicas comuns que influenciam a
epidemiologia desta parasitose. A dose infectante é pequena; para o Cryptosporidium a
IDso, iSto €, a menor dose capaz de causar infeccdo em pelo menos 50,0 % dos
individuos amostrados é considerada baixa. De acordo com experimentos realizados
com voluntarios adultos que receberam trés diferentes isolados de oocistos de C.
parvum, o IDs variou de 9 a 1024 oocistos (OKHUYSEN et al., 1999).

O Unico estagio evolutivo encontrado fora do hospedeiro € o oocisto, que € a
forma de resisténcia ambiental do protozoario e também a forma infectante. Os cistos ja
sao eliminados infectantes nas fezes de seus hospedeiros e sdo muito resistente aos
desinfetantes comumente empregados para potabilizar a 4gua; permanecem estaveis
em diferentes ambientes FAYER et al., 2004).

Os oocistos do protozoario mantém sua capacidade infectante inalterada por
longos periodos e em condi¢cdes inOspitas. Apresenta elevado potencial para a
dispersdo ambiental de cistos, uma vez que um grande numero de formas parasitarias é
eliminado nas fezes de hospedeiros infectados. Individuos imunodeficientes e animais
jovens liberam juntamente com suas fezes cerca de 10°10'° oocistos de
Cryptosporidium durante o curso da infec¢cdo, o que pode propiciar a contaminacdo da
agua destinada ao consumo humano, os alimentos e as areas recreacionais e costeiras
(FAYER et al., 2004; CACCIO et al., 2005).

A criptosporidiose afeta individuos imunocompetentes e imunodeprimidos. As
infeccbes ocasionadas por este protozoario patogénico intestinal pode representar uma
ameaca a saude humana; no caso da infeccado por Cryptosporidium pode levar a um
quadro de desidratacdo severa em categorias populacionais mais vulneraveis ou mais
expostas, como os imunossuprimidos e imunodeficientes, pela ingestdao de apenas um
oocisto do protozoario, podendo ter término fatal (ROSE et al., 2002).

Segundo Leal (2008), para auxiliar o entendimento do mecanismo de controle
deste protozoario no ambiente € necessario para que medidas corretivas e profilaticas
possam ser tomadas. Sendo assim, mais estudos sd0 necessarios para a compreensao
das fontes de contaminagdo, concentracdes, sobrevivéncia e transporte deste
protozoario no ambiente (ROSE et al., 2002; FAYER et al., 2004), com objetivo de
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minimizar suas rotas de transmissao hidrica e alimentar e garantir o abastecimento

seguro da 4gua e de alimentos para toda a populagéo e para as geracoes futuras.



3 DESENVOLVIMENTO

3.1 CORRELACAO ENTRE DADOS PARASITOLOGICOS E BIOMETRICOS DE
MOLUSCOS BIVALVES COLETADOS NA PONTA DO TINGUI, MANGARATIBA, RIO
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The present study was to correlate the biometric and parasitological data obtained of shellfish
collected from Ponta do Tingui, Mangaraiba, RJ, Brazil. Initially, a total of 100 mussels was sent
to laboratory for evaluation of biometric parameters by measuring the valves on their thickness,
width and length, and also to verify the total weight or biomass. Then parasitological tests were
performed through the techniques of concentration and staining to determine the presence of
Cryptosporidium oocysts. In all samples of the biomass of mussels processed and submitted to
parasitological assessment noted the presence of Cryptosporidium oocysts. When correlated by
the Spearman correlation coefficient, biometric data and parasitological observed a negative
correlation between the data analyzed, especially when confronted with the total weight of
biomass and the average number of Cryptosporidium oocysts. Featuring an inversely proportional
relationship between weight and total biomass found, and the number of oocysts present in this

biomass. The negative correlation between parasitological and biometric data shows that the
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environmental contamination present in the study area is directly related to the growth rate of
mussels as they filter-feeding animals, which is performed without any selective capacity.

KEY WORDS. Mussel, biomass, Cryptosporidium, oocysts, Spearman correlation.
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RESUMO. O presente trabalho teve como objetivo correlacionar os dados biométricos e
parasitologicos obtidos de moluscos bivalves coletados na Ponta do Tingui, Mangaratiba, RJ. Um
total de 100 mexilhdes foi encaminhado ao laboratério para, inicialmente, serem submetidos a
avaliacdo dos parametros biométricos, através da mensuracdo das valvas quanto a espessura,
largura e comprimento, e verificacdo do peso total e de biomassa. Em seguida foram realizadas as
andlises parasitoldgicas através das técnicas de concentracdo e coloracdo, para determinacdo da

presenca de oocistos de Cryptosporidium. Em todas as amostras da biomassa dos mexilhdes
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processadas e submetidas a avaliacdo parasitoldgica foi observado a presenca de oocistos de
Cryptosporidium. Quando correlacionado, através do coeficiente de Spearman, os dados
biométricos e parasitologicos tiveram correlacdo negativa entre os dados analisados,
especialmente, quando confrontados ao peso total e da biomassa com a quantidade media de
oocistos de Cryptosporidium, caracterizando haver uma relagdo inversamente proporcional entre
0 peso total e de biomassa encontrado, e 0 numero de oocistos presentes nessa biomassa. A
correlacdo negativa entre os dados biométricos e parasitologicos demonstra que a contaminacgao
ambiental presente na area estudada, esta diretamente relacionada com a taxa de crescimento dos
mexilhdes, uma vez que estes animais se alimentam por filtracdo, sendo esta realizada sem

nenhuma capacidade seletiva.

PALAVRAS-CHAVE. Mexilhédo, biomassa, Cryptosporidium, coeficiente de Spearman.

INTRODUCAO

A degradacdo dos ambientes naturais é originaria das atividades humanas em diferentes
vertentes. Além da contaminacdo do solo, diminuicdo da cobertura vegetal e perda da
biodiversidade relacionada a alteracdo de ecossistemas, a contaminagdo de cursos d’agua por
poluentes de diversas naturezas também se inclui como uma das mais preocupantes formas de
agressdo ao meio ambiente. Dentre os poluentes, podem-se destacar aqueles oriundos de dejetos
humanos e de animais ocasionados pela falta de saneamento basico ou mesmo de infra-estrutura
junto as grandes criacdes de animais. A matéria organica gerada por eles, quando nao tratadas
podem ser carreadas, para corregos vizinhos, muitos deles transformados em valas negras que por
sua vez sdo despejados em grandes rios por seus tributarios. Desta maneira estes residuos nédo
tratados chegam das areas estuarinas aos manguezais.

Dentro destes manguezais existe toda uma fauna e flora adaptadas a este tipo de
ecossistema onde, moluscos bivalves caracterizados como filtradores sdo capazes de reter
minusculas particulas oriundas dos dejetos eliminados previamente por humanos e animais. Essa
contaminacdo pode comprometer toda a viabilidade do desenvolvimento da aquicultura ou
contaminar o consumidor final dos crustaceos e moluscos, interferindo assim diretamente com a

salde da populagéo que utiliza estes animais na sua alimentacao.
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A expectativa de crescimento desta atividade, como fonte de alimento, torna evidente a
necessidade e importancia do controle de qualidade das aguas destinadas a criacdo de moluscos
bivalves, bem como o controle sanitario desses organismos visando garantir a qualidade deste
produto no mercado (Galvao et al. 2006). Sobretudo, se considerarmos a crescente preocupacao
dos consumidores quanto a sanidade dos produtos alimenticios e o fato dos produtos pesqueiros,
de maneira geral serem altamente pereciveis e susceptiveis a contaminagdo proveniente do meio
no qual estdo inseridos.

Avaliacdes da qualidade sanitaria de dguas e mariscos tém sido realizadas através de
programas de monitoramento de microrganismos indicadores (bioindicadores microbiol6gicos),
que avaliam as respostas da exposicéo destes a contaminante (Melancon 1995). Desta forma, os
indicadores da qualidade ambiental tém sido utilizados para detectar a existéncia ou auséncia de
organismos patogénicos tanto no ambiente como nos produtos dele provenientes (Regan et al.
1993, Barardi et al. 2001, Mujika et al. 2003).

Dentre os marcadores de contaminagdo do produto, os coliformes fecais e alguns
protozoarios sdo indicadores especificos e apresentam elevada correlacdo positiva com a
contaminacdo fecal por animais de sangue quente e, a alimentacdo por filtracdo realizada pelos
mexilhGes, concentra 0s microorganismos presentes no ambiente marinho (Padua 2003).

Tratando-se separadamente do aspecto sanitario em todo esse desenvolvimento, o presente
trabalho teve como objetivo correlacionar os dados biométricos e parasitologicos obtidos de

moluscos bivalves coletados na Ponta do Tingui, Mangaratiba, RJ.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo se concentrou na regido de Mangaratiba, onde foram coletados os mexilhdes
diretamente de bancos naturais localizados na Ponta do Tingui, area pertencente a regido costeira
da propria Baia de Sepetiba, RJ.

A Baia de Sepetiba esta localizada no litoral sudeste do estado do Rio de Janeiro
abrangendo os municipios do Rio de Janeiro, Itaguai e Mangaratiba. Esta baia funciona como um
sistema estuarino apresentando aguas menos salinas e mais quentes durante a maré baixa na parte

mais proxima a costa e aguas mais frias e mais salinas em dire¢éo ao largo (Signorini 1980). Esta
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bacia hidrogréfica drena municipios densamente povoados e sem infra-estrutura sanitaria.
Também abriga um parque industrial. Esses fatores fazem com que a baia de Sepetiba seja um
local altamente impactado por poluicdo de efluentes domésticos com esgoto in natura e agentes
quimicos como metais pesados, 6leo de embarcacéo.

A baia de Sepetiba juntamente com suas areas de mangue e zonas estuarinas constitui um
criadouro natural. Dado a sua condigdo bem abrigada ao longo da costa brasileira, e seu histérico
de regido marisqueira, a baia é naturalmente um local propicio para o desenvolvimento de ostras,
mexilhdes, e sururus, camardes, e peixes, sendo a atividade pesqueira um importante suporte

econdmico e social para esta regido.

Local de experimentacéo

As amostras de mexilhdes (Perna perna) coletadas foram analisadas no Laboratério de
Coccidios e Coccidioses- Projeto Sanidade Animal (Embrapa/UFRRJ),Departamento de
Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Biometria dos mexilhdes

Foi mensurado, com auxilio de um paquimetro, um total de 100 mexilhdes quanto ao
comprimento, largura e espessura das valvas. Além desses dados, também foram aferidos o peso
da biomassa e 0 peso total (biomassa e concha).

Andlises parasitologicas

As amostras da biomassa dos moluscos bivalves foram trituradas e posteriormente
homogeneizada em 20 mL de PBS pH 7.2, filtradas através de uma gaze dobrada quatro vezes, e
a solugdo obtida foi centrifugada a 1500 rpm (250g) por 10 minutos. Apds a centrifugacdo foi
desprezado o sobrenadante e ajustado o sedimento a quantidade de 1,0 mL. Na sequéncia, 0
contetdo de 20 pL do sedimento foi retirado, com auxilio de uma pipeta automatica e colocado
entre lamina e laminula para posterior avaliagdo e quantificagdo de toda a extensdo da laminula
guanto ao namero de oocistos de Cryptosporidium presentes.

Para avaliacdo qualitativa parasitoldgica as amostras da biomassa dos mexilhdes foram

submetidas as técnicas de centrifugo-flutuacdo de Sheather em solucdo saturada de acUcar
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(Anderson 1981) e centrifugo-sedimentagdo formaldeido-éter (Richtie 1948). Com os sedimentos
obtidos das amostras foram preparados esfregacos em laminas que, posteriormente, foram
corados pela técnica de safranina-azul de metileno (Baxby et al. 1984). Tanto a técnica de
coloracdo quanto a de centrifugo-flutuacdo supracitada foram utilizadas para identificacéo

fenotipica dos oocistos.

Fotomicrografia dos oocistos

As fotomicrografias dos oocistos presentes nas amostras oriundas dos moluscos bivalves
foram feitas com a utilizagdo de uma camera Evolution MP 5.0 Colled, RTV acoplada ao
microscopio triocular Nikon Eclipse E200, utilizando o programa Image Pro-Plus 6.0, em

objetiva de imersdo 100X.

Analise estatistica
Para avaliacdo das variaveis ndo-paramétricas estudadas foi utilizado o coeficiente de

correlacdo de postos de Spearman, segundo Sampaio (2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todas as amostras da biomassa dos mexilhdes (P. perna) processadas e submetidas a
avaliacdo parasitoldgica foi observado a presenca de oocistos de Cryptosporidium demonstrando
gue existe contaminacdo ambiental, seja por fezes humanas ou animais.

Na figura 1 observa-se a correlacdo entre 0 nimero de oocistos por grama de biomassa e 0
peso da biomassa em gramas dos mexilhdes Perna perna. Tais resultados observados no presente
estudo foram semelhantes aqueles descritos por Furlan (2004) quando realizou a biometria de
mexilhdes de trés diferentes pontos de coleta.

Quando utilizado o coeficiente de Spearmam para determinar a correlacdo entre 0 numero
de oocistos de Cryptosporidium. por grama de biomassa e os parametros de biometria dos
mexilhdes foi observado uma correlagéo negativa entre os dados analisados, especialmente,
guando confrontado o peso total e da biomassa com a quantidade média de oocistos de
Cryptosporidium, caracterizando uma relagdo inversamente proporcional entre o peso total e de

biomassa encontrado e 0 nimero de oocistos presentes nessa biomassa (Tabela 1). Segundo Cook
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(1991) e Lira et al. (2000) o tamanho dos mexilhGes pode ser diretamente relacionado a contagem
microbiana apresentada pelo produto, uma vez que, os mexilhdes se alimentam por filtragéo,
sendo este processo realizado sem nenhuma restricao e dependente do tamanho do mexilhao.

Quayle & Newkirk (1989) demonstram que além da influéncia microbiana, o crescimento
da concha esta diretamente relacionado a temperatura da agua; quando esta temperatura é elevada
0 ano todo, o crescimento da concha ocorre de forma continua.

Os mexilhdes em Ubatuba (SP) apresentam de acordo com Assumpcao (1999) uma
variacdo de tamanho entre 6,0 — 7,1 cm, ap0s nove meses de cultivo, se cultivados com sementes
extraidas de bancos naturais. Marques (1998) relata que, no litoral paulista, os mexilhGes
costumam ser comercializados a partir dos 5 cm de comprimento, ndo sendo vantajoso para 0
produtor, esperar 0s animais atingirem tamanhos maiores para comercializa-los, ja& que o
crescimento, praticamente, estabiliza aos 6 cm, diferentemente do que ocorre em outros estados
brasileiros.

Segundo Henriques (2001), o crescimento e a produtividade de mexilhdes, tanto de
cultivos quanto de bancos naturais, dependem de diversas variaveis como a temperatura,
salinidade, circulacdo da agua, densidade dos individuos, quantidade e qualidade de alimento

disponivel e baixa incidéncia de parasitas competidores e predadores.

CONCLUSAO
A correlacdo negativa entre os dados biométricos e parasitoldégicos demonstra que a
contaminacdo ambiental presente na area estudada, esta diretamente relacionada com a taxa de
crescimento dos mexilhdes, uma vez que estes animais se alimentam por filtracdo, sendo esta
realizada sem nenhuma capacidade seletiva. Mesmo estes animais tendo alto potencial de
depuracdo dos sedimentos filtrados, caso a contamina¢do ambiental seja persistente, ocorre uma

influéncia significativa no desenvolvimento desses mexilhdes.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Anderson B.C. Patterns of shedding of cryptosporidial oocysts in Idaho calves. J.I Am. Vet. Med.
Assoc., .178:892-984, 1981.



42

Assumpcao A. Estudo da viabilidade de criacéo de cooperativas dos produtores de mexilh&do do
litoral norte paulista. Piracicaba, ESALQ, Departamento de Economia, Administracdo e
Sociologia, 1999. 40p. (Relatério CES, 629).

Barardi C.R.M., Santos C.S. dos & Simbes C.M.O. Ostras de qualidade em Santa Catarina.
Cienc. Hoje, 29: 70-73, 2001.

Baxby, D.; Blundell, N. & Hart, C.A. The development and performance of a simple, sensitive
method for the detection of Cryptosporidium oocysts in faeces. J. Hyg., 93:317-323, 1984.

Cook D.W. Microbiology of bivalves molluscan shellfish. In: Ward, D.R.; Hackney, C.
Microbiology of marine food products. New York, Van Nostrand Reinhold, 1991. Cap.2, p.
19-34.

Furlan, E.F. Vida util dos mexilhdes Perna perna cultivados no litoral norte de Sdo Paulo:
afericdo dos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos. 2004, 106p. Dissertacéo
(Mestrado) — ESALQ, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2004. (Disponivel em:
<http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/11/11141/tde-23112004-164608/pt-br.php>).

Galvéo, J.A.; Furlan, E.F.; Salan, E.O.; Porto, E. & Oetterer, M. Caracteristicas fisico-quimica e
microbioldgicas (Staphylococcus aureus e Bacillus cereus) da agua e dos mexilhdes
cultivados na regido de Ubatuba, SP. Cienc. Agrotec., 30: 1124-1129, 2006.

Henriksen, S. A. & Pohlenz, J. F. L. Staining of cryptosporidia by a modified Ziehl-Neelsen
technique. Acta Vet. Scand., 22: 594-596, 1981.

Henriques, M.B.Resisténcia do mexilhdo perna perna (linnaeus, 1758) proveniente de bancos
naturais da baixada santista, a variacdes de temperatura, salinidade, tempo de exposi¢do ao
ar e determinacdo da incidéncia de parasitismo. Rio Claro, 2004. 113p. Tese (Doutorado) —
Instituto de Biociéncias, Universidade Paulista Julio Mesquita Filho. Disponivel em www.
ftp://ftp.sp.gov.br/fttppesca/tese _henriques.pdf.

Lira, A.A.; Barros, G.C.; Lima, M.C.G. & Mota, R.A. Aspectos sanitarios do ambiente aquaticos
onde sdo capturados moluscos bivalves para consumo no Grande Recife, P.E. Rev.Hig.
Alim., v. 11, n.77, p.53-57, 2000.

Marques, H.L.A. Criacdo comercial de mexilhdes. S&o Paulo, Nobel, 1998. 111p.

Melancon, M. J. Bioindicators used in aquatic and terrestrial monitoring. In: Hoffman, D. J.;
Rattner, B. A.; Burton Junior, G. A.; Cairns Junior, J. (Eds). Handbook of ecotoxicology.
New York, Lewis Publishers, 1995. c. 11, p. 220-240.


http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/11/11141/tde-23112004-164608/pt-br.php

43

Mujika M., Calvo M., Lucena F. & Girones R. Comparative analysis of pathogens and potencial
indicators in shellfish. International journal of food microbiology, n. 83, p. 75-85. Elsevier
Science Ltd, 2003.

Padua H.B. de. Informacdes sobre os coliformes totais/fecais e alguns outros organismos
indicadores em sistemas aquaticos: aquicultura, 2003. 20p. Disponivel em:
<http://www.setorpesqueiro.com.br>. Acesso em: 12 ago. 2003.

Quayle D.B. & Newkirk G.F. Farming bivalve molluscs methods for study and development. In:
Sandifer P.A. Advances in world aquaculture. Montreal, The World Aquaculture Society,
1989. v.1, 249p.

Regan P.M., Margolin A.B. & Watkins W.D. Evaluation of microbial indicators for the
determination of the sanitary quality and safety of shellfish. J. Shellfish Res., 12: 95-100,
1993.

Ritchie L.S. An ether sedimentation technique for routine stool examination. Bull.US Armed,
Medical Department, 8: 1-326, 1948.

Sampaio 1.B.M. Estatistica Aplicada a Experimentacdo Animal. Belo Horizonte, Fundacdo de

Estudo e Pesquisa em Medicina Veterinaria e Zootecnia, 2002. 265 p.


http://www.setorpesqueiro.com.br/

N° de oocistos por grama de biomassa

250

N
o
o

-
a
o

-
o
o

[52]
o

0,0

0,5

1,0

1,6 2,0

Peso da biomassa em gramas

44

Figura 1. Correlacdo entre 0 nimero de oocistos por grama de biomassa e o peso da biomassa
(em gramas) dos mexilhdes (Perna perna).

Tabela 1. Correlacdo do numero de oocistos de Cryptosporidium por grama de Biomassa dos
mexilhdes Perna perna com os parametros de biometria dos mexilhdes.

Parametros avaliados

Média

Coeficiente de

N° de oocistos®

81

Spearman®

Biometria

Dimensoes

Peso

Espessura

Largura

Comprimento

Total®

Biomassa

2,2cm (1,8-2,8)
1,1cm (0,7-1,6)
4,0cm (3,5-4,7)
5,69 (2,8-9,2)

1,69

%Valor do coeficiente de postos de Spearman.

® Nmero de oocistos de por grama de biomassa.
¢ Peso total do mexilhdo, incluindo concha e biomassa.
*Correlagdo negativa moderada entre o nimero de oocistos por grama de biomassa e 0 peso total
e da biomassa.
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3.2 UTILIZACAO DO Cryptosporidum COMO MARCADOR BIOLOGICO DE
CONTAMINACAO AMBIENTAL EM MOLUSCOS BIVALVES CRIADOS EM
CONDICOES NATURAIS NA PONTA DO TINGUi, MANGARATIBA, RIO DE
JANEIRO
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UTILIZACAO DO Cryptosporidium COMO MARCADOR BIOLOGICO DE
CONTAMINACAO AMBIENTAL EM Perna perna (BIVALVIA) CRIADOS EM
CONDICOES NATURAIS NA PONTA DO TINGUI, MANGARATIBA, RJ’

USE OF Cryptosporidium AS A BIOLOGICAL MARKER OF ENVIRONMENTAL
CONTAMINATION IN BIVALVE MOLLUSCS RAISED IN NATURAL CONDITIONS AT
PONTA DO TINGUI, MANGARATIBA, RJ

Tatiana Silveira Feij6 Cardozo!, Bruno Pereira Berto?; Sergian Vianna Cardozo?, Eliana

de Fatima Marques de Mesquita* & Carlos Wilson Gomes Lopes®

ABSTRACT. Cardozo, T.S.F., Berto, B.P., Cardozo, S.V., Mesquita, E.F.M. & Lopes,
C.W.G. [Use of Cryptosporidium as a biological marker of environmental
contamination in bivalve mollusks raised in natural conditions atPonta do Tingui,
Mangaratiba, RJ.] Utilizacdo do Cryptosporidium como marcador biolégico de
contaminagcdo ambiental em moluscos bivalves coletados na Ponta do Tingui,
Mangaratiba, RJ. Revista Brasileira de Medicina Veterinaria, 00 (0): 00-00, 2012. Escola
de Ciéncias da Saude, Curso de Especializacdo em Ciéncias do Laboratorio Clinico e
Diagnostico in vitro, Universidade do Grande Rio, Rua Prof. José de Souza Herdy,

1160, Duque de Caxias, RJ 25071-202, Brasil. E-mail: tatiana.cardozo@ymail.com

The dumping of untreated or treated sewage into rivers and seas affect the
quality of these water bodies, it can introduce enteric pathogens humans or animals and
contribute to increased levels of organic nutrients in these areas. The objective of this
study was to use the genre Cryptosporidium as a biomarker of environmental
contamination in shellfish collected in Ponta Tingua, Mangaratiba, RJ. To do so, the
mussels collected were sent to the laboratory, where he initially suffered the shelling and
then soaking manual. The macerate was diluted in distilled water and filtered resulting in
a biomass-water solution that has been processed according to the technique of
centrifugal formaldehyde-ether sedimentation. An aliquot of each sediment sample was

placed between slide and coverslip for further evaluation in bright field microscopy, and
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positive samples submitted to staining of safranin-methylene blue in order to confront
the diagnosis. A total of 100 oocysts were measured as the parameters of larger
diameter, smaller and morphometric index. We identified the presence of
Cryptosporidium oocysts in all samples studied mussel biomass. The measurements of
the oocysts were evaluated uniform distribution. However, despite this regularity, the
similarity of the morphology of oocysts between the different species of the genus
Cryptosporidium prevents the conclusion that only a single species was present in
oocysts measured. However, it is characterized by the presence of Cryptosporidium in
the biomass of mussels, environmental contamination, whether by human or animal

waste, the study area.

KEY WORDS. Cryptosporidium, morphometry, mussels, environmental contamination.
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RESUMO. O despejo de esgoto sem tratamento ou tratado em rios e mares
compromete a qualidade destes corpos hidricos, pois pode introduzir patdégenos
entéricos humanos ou animais e contribuir para a elevacao dos niveis de nutrientes

organicos nestas areas. O objetivo do presente trabalho foi utilizar o género
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Cryptosporidium como biomarcador de contaminacdo ambiental em moluscos bivalves
coletados na Ponta do Tingui, Mangaratiba, RJ. Para isso, os mexilhdes coletados
foram encaminhados ao laboratério, onde inicialmente sofreram a retirada das conchas
e em seguida maceracdo manual em grau com o auxilio de um pistilo. O macerado foi
diluido em agua destilada e filtrado obtendo-se uma solugdo agua-biomassa que foi
processada de acordo com a técnica de centrifugo-sedimentacdo formaldeido-éter.
Uma aliquota do sedimento de cada amostra foi colocada entre lamina e laminula para
posterior avaliacdo em microscopia de campo brilhante, sendo as amostras positivas
submetidas a técnica de coloracdo de safranina-azul de metileno, com o intuito de
confrontar o diagndstico. Um total de 100 oocistos foi mensurado quanto aos
parametros de diametro maior, menor e indice morfométrico. Foi identificada a presenca
de oocistos de Cryptosporidium em todas as amostras de biomassa de mexilhdes
estudadas. As medidas dos oocistos avaliados foram uniformes em sua distribuig&o.
Porém, apesar desta regularidade, a similaridade da morfometria dos oocistos entre as
diferentes espécies do género Cryptosporidium impede a conclusdo de que apenas
uma Unica espécie estivesse presente nos oocistos mensurados. Contudo, fica
caracterizada através da presenca de oocistos de Cryptosporidium na biomassa dos
mexilhdes, a contaminacdo ambiental, seja por dejetos humanos ou animais, da area

estudada.

PALAVRAS-CHAVE. Cryptosporidium, morfometria, mexilhdes, contaminagéo

ambiental.

INTRODUCAO
A contaminacgao de aguas dos rios, lagos e mares por esgoto urbano nao tratado
e dejetos industriais séo responsaveis pela degradacao dos recursos hidricos do Brasil
e da maioria dos paises do mundo (Valencga 2003).
Os bivalves marinhos estéo distribuidos ao longo do ambiente costeiro e, devido
ao seu habito alimentar filtrador, pode acumular grande niamero de bactérias, parasitos

e metais pesados (Carvalho 2001, Leal & Franco 2008). Os mexilhdes filtram 19 a 50 |
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de agua por hora, com pouca ou nenhuma capacidade seletiva (GALVAO 2004). Em
ostras, por exemplo, grande percentual das bactérias ingeridas sobrevive ao processo
digestivo devido a adaptacdo ao ambiente marinho, aos mecanismos de resisténcia
associados a degradacdo enzimatica e ao uso do ambiente intestinal do hospedeiro
como fonte nutricional por esses microrganismos (Silva et al. 2004).

Muitos surtos alimentares em humanos sdo decorrentes do consumo in natura de
frutos do mar que, ingeridos sem o0 conveniente processamento térmico, podem levar
microrganismos patogénicos ao trato gastrointestinal do homem (Croci et al. 2002,
Pereira et al. 2006). Os moluscos bivalves sdo os maiores acumuladores de poluentes
do meio ambiente, destacando-se como bioindicadores da insalubridade da agua (Leal
& Franco 2008). Os principais testes realizados em moluscos para indicar a qualidade
microbiolégica das aguas sdo a quantificacdo dos coliformes totais e termotolerantes
(Sande et al. 2010), além dos testes parasitolégicos para detecgcdo e quantificacdo de
protozoarios, principalmente os do género Cryptosporidium e Giardia, que vem sendo
preconizados crescentemente e apresentam resultados satisfatorios (Leal & Franco
2008, Cardozo et al. 2012).

Embora pesquisas sobre a presenca de espécies do género Cryptosporidium e
Giardia, na agua marinha ndo sejam ainda tdo freqientes, mesmo em nivel mundial,
ambos os protozodrios ja foram detectados em praias e regifes estuarinas de alguns
paises, inclusive o Brasil (Johnson et al. 1995, Cardozo et al. 2012).

O objetivo do presente trabalho foi utilizar o género Cryptosporidium como
biomarcador de contaminacdo ambiental em moluscos bivalves coletados na Ponta do

Tingui, Mangaratiba, RJ.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo
O estudo se concentrou na regido de Mangaratiba, onde foram coletados os
mexilhdes diretamente de bancos naturais localizados na Ponta do Tingui, area
pertencente a regido costeira da propria Baia de Sepetiba.
A Baia de Sepetiba esta localizada no litoral sudeste do estado do Rio de Janeiro

abrangendo os municipios do Rio de Janeiro, Itaguai e Mangaratiba. Esta baia funciona
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como um sistema estuarino apresentando aguas menos salinas e mais quentes durante
a maré baixa na parte mais préxima a costa e 4guas mais frias e mais salinas em
direcédo ao largo (Signorini 1980). Esta bacia hidrografica drena municipios densamente
povoados e sem infra-estrutura sanitaria. Também abriga um parque industrial. Esses
fatores fazem com que a baia de Sepetiba seja um local altamente impactado por
poluicdo de efluentes domésticos (esgoto “in natura”) e quimicos (metais pesados, 6leo
de embarcacao).

A baia de Sepetiba juntamente com suas areas de mangue e zonas estuarinas
constitui um criadouro natural. Dado a sua condicdo bem abrigada ao longo da costa
brasileira, e seu histérico de regido marisqueira, a baia € naturalmente um local propicio
para o desenvolvimento de ostras, mexilhdes, e sururus, camardes, e peixes, sendo a

atividade pesqueira um importante suporte econdémico e social para esta regiao.

Local de experimentacao

As amostras de mexilhdes (Perna perna) coletadas foram analisadas no
Laboratério de Coccidios e Coccidioses (LCC) do Departamento de Parasitologia
Animal da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), vinculados ao
Projeto Sanidade Animal (PSA-EMBRAPA/UFRRJ).

Processamento, mensuracéo e fotomicrografia dos oocistos

ApOs a chegada dos mexilhées no LCC, estes foram desconchados e a
biomassa submetida ao processo de maceracdo manual em grau com o auxilio de um
pistilo. Em seguida, o macerado foi diluido em agua destilada e filtrado obtendo-se uma
solucdo agua-biomassa. Esta solugcdo foi processada de acordo com a técnica de
centrifugo-sedimentacdo formaldeido-éter (Richtie 1948). Uma aliquota do sedimento
de cada amostra foi colocada entre lamina e laminula para posterior avaliacdo em
microscopia de campo brilhante, sendo as amostras positivas submetidas a técnica de
coloracdo de safranina-azul de metileno (Baxby et al. 1984), com o intuito de confrontar
o diagndstico.

A mensuracao dos oocistos presentes na biomassa dos mexilhdes foi feita com a

utiizacdo de uma lente ocular micrométrica K-15X-PZO (Polbnia) acoplada ao
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microscépio binocular Carl Zeiss (RFA) em objetivas de imersdo (100X), onde se
obtiveram as medidas dos diametros maior (DM) e menor (dm) em pm, e o indice
morfométrico para 100 oocistos.

As fotomicrografias dos oocistos presentes nas amostras oriundas dos moluscos
bivalves foram feitas com a utilizacdo de uma camera Evolution MP 5.0 Colled, RTV
acoplada ao microscépio triocular Nikon Eclipse E200, utilizando o programa Image

Pro-Plus 6.0, em objetiva de imerséo 100x.

Analise estatistica
As analises estatisticas para obtencdo dos graficos com os residuos e do
coeficiente de inclinacdo da reta de regrecdo linear foram realizadas de acordo com

Sampaio (2002) utilizando o software Microsoft Excel 2000°.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi identificada a presenca de oocistos de Cryptosporidium (Figura 1) em todas
as amostras de biomassa de mexilhdes (Perna perna) estudadas. As medidas dos
oocistos avaliados foram uniformes em sua distribuicdo. Observando os histogramas de
DM e dm na figura 2, percebe-se que as frequéncias nas classes aumentam e
diminuem gradativamente, ou seja, as medidas dos oocistos apresentam-se em menor
guantidade nos limites dos valores e em maior quantidade nos valores medianos,
evidenciando apenas uma espécie. No histograma de indice morfométrico notou-se que
as frequéncias sdo maiores nas duas primeiras classes de valores inferiores e
diminuem consideravelmente nas classes de valores superiores. Este resultado
sustenta a alta tendéncia dos oocistos de Cryptosporidium possuirem forma esférica a
subesférica, ou seja, indice morfomeétrico entre 1,0 a 1,1.

Além disso, na regressao linear o valor de R? foi préximo a 0,7 e, devido a isto,
0S pontos mantiveram-se proximos a reta de regressdo no grafico (Figura 3). Desta
maneira, pode-se afirmar que poucas variagcdes ocorreram de dm sobre DM, de modo
que um padréo pbde ser estabelecido.

Estes resultados foram similares aqueles obtidos por Berto et al. (2008) e
Ramirez et al. (2009). Entretanto, apesar desta regularidade, a similaridade da

morfometria dos oocistos entre as diferentes espécies do género Cryptosporidium
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impede a conclusdo de que apenas uma Unica espécie estivesse presente nos 00cistos
mensurados. Contudo, fica caracterizada através da presenca de oocistos de
Cryptosporidium na biomassa dos mexilhdes, a contaminagdo ambiental, seja por
dejetos humanos ou animais, da area estudada.

Segundo Leal & Franco (2008) o local no qual ocorrem a producéo e o
extrativismo de diferentes espécies de moluscos bivalves, destinados ao consumo
humano, emerge como um fator fundamental para que estes possam ser
comercializados com total seguranca e isentos de quaisquer microrganismos
patogénicos para o consumidor. Tais observacdes ratificam os resultados apresentados
no presente estudo, uma vez que, os mexilhdes contaminados por oocistos de
Cryptosporidium sdo amplamente comercializados e consumidos pela populacdo do
entorno da Ponta do Tingui, que vivem basicamente do extrativismo destes animais.

Surtos de doencas associadas ao consumo de moluscos bivalves tém sido
reportados no mundo todo, especialmente na América do Norte, Asia, Europa e no
continente australiano, sendo que nas Ultimas trés décadas houve um constante
aumento dos relatos de surtos ocasionados principalmente pela ingestdo de ostras,
seguida de mariscos e mexilhdes (Potasman et al. 2002). O maior surto ja noticiado
ocorreu em Xangai, na China, no ano de 1988, onde 290 mil pessoas contrairam o virus
da hepatite A ap0s ingerir mariscos e 47 pessoas foram a 6bito (Tang et al. 1991).

Contaminacdo de moluscos bivalves por protozoarios patogénicos, atualmente,
tem sido apresentado como um aspecto emergente e com fortes implicagdes em saude
publica. Embora até os dias de hoje ndo se tenha relatos da ocorréncia de surtos de
protozooses relacionados a ingestdo de mariscos em todo o mundo, a ocorréncia
natural de Cryptosporidium ja foi reportada em diversos paises em diferentes espécies
de moluscos bivalves (Leal & Franco 2008, Cardozo et al. 2012). Por este motivo,
conceitos tém sido amplamente discutidos e divulgados em todo o mundo sobre os
riscos potenciais da aquisicdo de protozooses mediante a ingestdo de mariscos crus ou

mal cozidos (Rose et al. 2002).



53

CONCLUSAO
Tratando-se separadamente do aspecto sanitario em todo esse desenvolvimento,
torna-se especialmente relevante e necessario o0 monitoramento parasitologico das
espécies de moluscos bivalves que serdo ofertadas a populacédo e também das areas
onde os mesmos sdo encontrados, tanto nas fazendas de maricultura como nos

ambientes naturais disponiveis para a catagao exploratoria.
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Figura 1. Oocisto de Cryptosporidium ( = obtido da biomassa de mexilhdes (Perna
perna). Safranina-azul de Metileno (= 10u#s).
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Figura 2. Histogramas de diametro maior (a), menor (b) e indice morfométrico (c) dos
oocistos de Cryptosporidium recuperados da biomassa de mexilhées (Perna perna), na
Ponta do Tingui, Mangaratiba, RJ. Eixo Y: frequéncias; Eixo X: classes de medidas.
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Figura 3. Regressao linear das medidas dos oocistos de Cryptosporidium

recuperados da biomassa de mexilhdes (Perna perna), na Ponta do Tingui,
Mangaratiba, RJ.



4 CONSIDERACOES FINAIS

Em todas as amostras da biomassa dos mexilhdes (P. perna) processadas e
submetidas a avaliacdo parasitologica foi observada a presenca de oocistos de
Cryptosporidium demonstrando que existe contaminacdo ambiental, seja por fezes
humanas e/ou animais.

Foi verificada a correlagdo negativa entre os dados biométricos e parasitologicos
observando que a contaminacdo ambiental presente na area estudada, esta
diretamente relacionada com a taxa de crescimento dos mexilhdes, uma vez que estes
animais se alimentam por filtracdo, sendo esta realizada sem nenhuma capacidade
seletiva. Mesmo estes animais tendo alto potencial de depuracdo dos sedimentos
filtrados, caso a contaminacdo ambiental seja persistente, ocorre uma influéncia
significativa no desenvolvimento desses mexilhdes.

Tratando-se separadamente do aspecto sanitario em todo esse desenvolvimento,
torna-se especialmente relevante e necessario 0 monitoramento parasitologico das
espécies de moluscos bivalves que serdo ofertadas a populacdo e também das areas
onde os mesmos sdo encontrados, tanto nas fazendas de maricultura como nos
ambientes naturais disponiveis para a catacao exploratoria.

Além da presenca de oocistos de Cryptosporidium, nas amostras de biomassa
dos mexilhdes estudados também foi observado a presenca de arranjos morfolégicos
bacterianos caracteristicos do género Sarcina. Tal achado ratifica a presenca de

contaminagdo ambiental por dejetos humanos e/ou animais na area estudada, uma vez
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que, este género bacteriano, assim como Cryptosporidium podem ser encontrados nas

fezes de varias espécies de vertebrados, inclusive nas do homem.
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