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Resumo

A finalidade da pesquisa foi verificar a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. na agua de
consumo e abastecimento das piscinas destinadas aos peixes-boi marinhos (Trichechus manatus) em cativeiro.
Paratanto, foram col etadas seis amostras de agua, provenientes do ponto de abastecimento das piscinas (praia),
agua destinada ao consumo dos animais, agua mineral utilizada na formulagéo da dieta lactea ofertada aos
filhotes Orféos e das piscinas destinadas a manutengédo permanente, reabilitagdo com filhotes de idade superior
a dois anos e reabilitagdo com filhotes de idade inferior a dois anos. Antes das amostras serem processadas,
estas foram submetidas ao processo de filtragdo. Posteriormente o diagndstico do parasito foi realizado pela
técnicade Kinyoun e asamostras positivas foram submetidas ao Teste de ImunofluorescénciaDireta. Osresultados
revelaram a presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. em 66,67% (4/6) das amostras, correspondendo &
agua proveniente do ponto de abastecimento dos recintos e das piscinas, sendo encontrados de oito a 56
oocistog/litro. Os resultados evidenciaram que a dguadestinada a manutengéo dos peixes-boi marinhos pode ser
um mei o importante natransmissao hidricade Cryptosporidiumspp. predispondo aocorrénciadacriptosporidiose
em peixes-boi marinhosem cativeiro.

Uniter mos: Trichechus manatus, epidemiol ogia, criptosporidiose, salide publica

Abstract

Occurrence of Cryptosporidium spp. oocysts in the maintenance water of Antillean manatees (Trichechus
manatus) in captivity. The goa of thisresearch wasto verify the occurrence of Cryptosporidium spp. oocystsin
the water consumption and supply of pools used by Antillean manatee (Trichechus manatus) in captivity. Six
samples were collected from the pool's supply system (at the beach), water used for manatee consumption,
mineral water used in the preparation of artificial milk formulas offered to orphan manatee calves, also used in
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permanent maintenance poolsin the visitation area, and water utilized in the rehabilitation area, where calves of
all ageswere kept. Before the water sampleswere processed, each sample was submitted to afiltration process.
The diagnosis of the parasite was obtained by Kinyoun technique and the positive samples were submitted to
the Direct Immunoflorescence Test. The results showed the presence of Cryptosporidium spp. oocysts in
66.67% (4/6) of the samplesfrom the water supply system and pool, with eight to 56 oocysts per liter. Therewas
evidence that the water used in the maintenance of the Antillean manatees could be an important medium for
hydric transmission of Cryptosporidium spp. and that it may be a predisposing factor to the occurrence of

cryptosporidiosisin Antillean manateesin captivity.

K ey wor d: Trichechus manatus, epidemiol ogy, cryptosporidiosis, public health

Introducéo

O Cryptosporidium spp. € considerado um
protozodrio oportunista, que acomete uma ampla
variedade de animais e 0 homem (Gomes et al., 1996;
Xiao et al., 1998; Matsubayashi et al., 2005), podendo
provocar quadros de diarréia aquosa, perda de peso e
dores abdominais (Hill et al., 1997; Baraldi et al., 1999;
Borgeset d., 2005).

A contaminagdo dos recursos hidricos proveniente
dos residuos agropecuarios, industriais e domésticos
(LeChevallier et al., 1991; Smith, 1993) por este coccidio
vem despertando atencdo em diversos paises, seja em
&guas superficiais bruta ou tratada (LeChevallier et a.,
1991; Ward et a., 2002; Gomeset al., 2002; Lunaet a.,
2002; Heller et al., 2004), &gua mineral (Franco e
Cantusio Neto, 2002), em pocos artesianos (Gamba et
al., 2000), esgotos tratados ou ndo (Smith, 1998; Farias
et a., 2002), aguas marinhas e estuarinas (Fayer, 2004).
Além disso, a sobrevivéncia dos oocistos de
Cryptosporidium spp., em diversas condigbesambientais
por longos periodos, aliado a capacidade de resistir aos
mai s variados métodos usados em tratamento de agua,
vem favorecer sua disseminagdo (Korich et a., 1990;
Raobertson et al., 1992; Fayer, 1997; Rose, 1998; Fayer,
2004).

Desta forma, esta pressdo sobre os recursos
hidricos tem acarretado a contaminacdo de diversos
organismos aquéti cos por oocistos de Cryptosporidium
spp., taiscomo ostras (Gémes-Couso et a., 2003; Fayer
et a., 2003), peixes (Alvarez-Pellitero e Sitj&-Bobadill a,
2002), tartarugas marinhas (Graczyk et a ., 1997) eainda
nainfeccéo de algumas espécies de mamiferos aquaticos
(Morgan et al., 2000; Hughes-Hanks et al., 2005),
incluindo o peixe-boi marinho (Borgeset al ., 2005).
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Em mamiferos aquéticos, a veiculagdo hidricafoi
apontada como um possivel meio de disseminacdo do
agente, como nos casos de infecgdes em focas-anel adas
(Phoca hispida), baleia da Groenlandia (Balaena
mysticetus) e baleia-franca do norte (Eubalaena
glacialis), conforme descrito por Hughes-Hanks et al.
(2005)

Portanto, a ocorréncia deste coccidio em peixes-
boi marinhos cativos, surge como fator de preocupacéo,
mediante a possibilidade de disseminagdo dos oocistos,
haja visto que a &gua contaminada pode rapidamente
atingir um grande nimero de hospedeiros susceptiveis.

Neste trabalho teve-se por objetivo avaliar a
ocorrénciade oocistos de Cryptosporidiumspp. nadgua
de consumo e abastecimento das piscinas dos peixes-
boi marinhos cativos no Centro Mamiferos Aquéticos/
IBAMA.

Material e Métodos

Coleta de &gua para pesquisa de
Cryptosporidium

Foram col etadas amostras de &gua superficia, em
galdes de cinco litros, provenientes do ponto de
abastecimento das piscinas (area marinha costeira
situada nas imediacOes das piscinas), da dgua ofertada
aosanimai s (proveniente do abastecimento publico), agua
mineral utilizada naformulacéo dadietalacteaofertada
aos filhotes 6rfaos e &gua das piscinas destinadas a
manutencdo permanente, reabilitacdo com filhotes de
idade superior adoisanos e reabilitacdo com filhotes de
idade inferior adois anos (Figura 1), nasinstalagcdes do
Centro MamiferosAquaticos/IBAMA, localizado nallha
de Itamaracd (7°44'52"S; 34°49'32"W), Estado de
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Pernambuco — Brasil. Apenas a primeira amostra
tratava-se de &guabruta, sendo as demais dguastratadas.
Além desta observacdo, € vaido destacar que as coletas
de agua foram realizadas antes das piscinas serem
liberadas paraa permanéncia dos animais e apos todo o
tratamento fisi co-quimico executado.

Todas as amostras foram identificadas e
encaminhadas para a andlise no Departamento de
Nutri¢do, da Universidade Federal de Pernambuco.

Processamento laboratorial das amostras de
agua

As amostras foram filtradas por presséo negativa
usando membrana de ésteres de celulose (47mm de
didmetro e 3um de porosidade). Para a concentracéo
dos oocistos foi usado o método descrito por Aldom e
Chagla(1995), com modificacéo na etapa de dissolucéo
damembrana em acetona, sendo utilizado a sua eluicéo
com solugdo contendo Dodecil Sulfato de Sodio (1%) e

Tween 80 (1%) e auxilio de uma espétula pléstica para
raspagem da superficie da membrana (Franco et al.,
2001).

A partir do volume resultante, sucessivas
centrifugacBesforam realizadas com 8 cool 95% e 70%,
de modo aressuspender os sedimentos. Em seguidaduas
aliquotasde 5pL do sedimento final foram colocadasem
|&minas para microscopia e destinadas a pesquisa de
Cryptosporidium spp., sendo utilizado o método de
coloracdo Kinyoun (Brasil, 1996), seguido do teste de
imunofluorescéncia direta (IFD) conforme
recomendacdes do fabricante do Kit Merifluor®
(Meridian Bioscience Diagnostics, Cincinnatti, Ohio).

A identificacdo dos oocistos, nas preparactes com
coloragdo de Kinyoun foram agquelas descritas por Lima
et a. (2004), enquanto que na andlise de imunofluores-
céncia direta, consideraram-se as estruturas com
tamanho eformato compativel's, nacor verde-maca, com
ou sem estruturas exibindo fluorescéncia, conforme as
orientacdes de Sterling e Arrowood (1986).

FIGURA 1: Local de captacdo de &gua para abastecimento das piscinas (1); piscinas de manutencdo permanente (2); piscinas de reabilitacdo
(3). Fonte: Falcdo, G/IFMA.
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Andlise de Parametros Fisico-Quimicos e
Microbioldgicos

Duasvezesao diaforam realizadas andlisesfisico-
quimicas em todas as piscinas, 0 que possibilitou o
monitoramento dos parametros de temperatura,
salinidade, transparéncia, cloro residual, pH e oxigénio
dissolvido. Estes mesmos parametrosforam empregados
em uma avaliacdo prévia na gua de abastecimento
(praia), ndo sendo executado na agua destinada ao
consumo dos animais (provenientes do abastecimento
publico eminera).

Na determinagéo da transparéncia, foi utilizado o
método cléassico do disco de Secchi, medindo cerca de
15cm de raio, na cor branca e atrelado a uma corda
graduada a cada 10cm, enquanto que para a
determinacdo do cloro residual foram utilizados testes
colorimétricos. Os demais parédmetros mencionados
foram aferidos pel o Analisador Multi-Pardmetro (portétil,
marca WTW® modelo Multi 340i), sendo este um
equipamento digital de altaprecisdo.

Além destes parametros analisados, foram
realizadas semanal mente andlises de coliformes fecais,
a partir de amostras devidamente coletadas em frascos
apropriados, acondicionados em caixa de isopor,
mantidos sob refrigeraco etransportadas ao L aboratério
de Andlises da Agéncia Estadual de Meio Ambiente e
Recursos Hidricos do Estado de Pernambuco (CPRH).

Os valores encontrados foram comparados aos
recomendados pelalnstrugcdo Normativa (Brasil, 2002),
em seu capitul o que rege sobre os pardmetros inerentes
aqualidade de &gua.

Resultados e Discussao

Foi observado pelo método de Kinyoun e confirmado
pelo teste de imunofluorescéncia direta (IFD), oocistos
de Cryptosporidiumspp. em 66,67% (4/6) dasamostras
analisadas provenientes do ponto de abastecimento das
piscinas (AP) edas piscinas de manutengdo permanente
(PMP), reabilitacdo defilhotes com idade superior adois
anos (PRF>2) ereabilitacéo defilhotescomidadeinferior
a dois anos (PRF<2), sendo encontrados de oito a 56
oocistog/litro. Nas amostras inerentes a égua ofertada
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ao consumo (AC) edguamineral utilizadanadietaléctea
dosfilhotes (AM) ndo foi encontrada nenhumaestrutura
sugestiva de oocistos deste coccidio (Tabela 1).

Os dois métodos utilizados na identificacdo de
Cryptosporidium spp. apresentaram sensibilidade e
confiabilidade nos resultados encontrados. De acordo
com Smith (1998), diferentesmétodos de diagndstico tém
sido desenvolvidos paraadetecgéo de Cryptosporidium
spp. em amostras de &gua, cadaqual com suas vantagens
e desvantagens, porém ainda ndo ha um método
universalmente aceito.

A presenca de oocistos de Cryptosporidium spp.
no ponto de captacdo (praia) de agua de abastecimento
representa o primeiro relato deste coccidio em aguas
marinhas costeiras no Brasil, sugerindo o maior
comprometimento dos recursos hidricos por este
organismo, que até entdo somente havia sido descrito
em rios (Machado, 2006), estacbes de tratamento,
reservatérios destinados ao abastecimento publico
(Muller, 1999; Heller et a., 2004) e aguas de pocos
(Gambaet al., 2000). O comprometimento dosambientes
marinhos e estuarinos por este agente tem sido
manifestado como fator de preocupacdo em diversos
paises (LeChevallier et al., 1991; Ferguson et a., 1996;
Fayer et al., 2002).

TABELA 1: Diagnostico de Cryptosporidium spp. de
acordo com o teste utilizado.

Amostras MéododeKinyoun TestedelFD
AP Presenca Presenca
PMP Presenca Presenca
PRF>2 Presenca Presenca
PRF<2 Presenca Presenca
AC Austncia Austncia
AM Austncia Austncia

IFD (imunofluorescéncia direta); AP (Ponto de abastecimento das
piscinas); PM P (Piscinade manutencdo permanente); PRF>2 (Piscina
de reabilitagdo de filhotes com idade superior a dois anos); PRF<2
(Piscina de reabilitagéo de filhotes com idade inferior a dois anos);
AC ( 4guade consumo); AM (Aguamineral).

Em observagoes preliminaresdo local destinado ao
abastecimento das piscinas e imediacles, aponta-se a
proximidade de estuarios, 0s quais recebem umagrande
descarga de dejetos fecais provenientes de humanos e
animais, os residuos industriais e as atividades de
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despesca relacionadas a carcinocultura, constituindo
assim alguns dos fatores que podem ter acarretado a
contaminagdo deste manancial.

Por suavez, a presenca de oocistos deste coccidio
em aguas das piscinas, aqui observadas, as quais
anteriormente foram submetidas ao tratamento fisico-
guimico, salientaaslimitacbesdosméodos utilizados para
ainativacdo do agente, o que também jafoi constatado
em aguas tratadas destinadas ao uso publico
(LeChevallier et a., 1991; Muller, 1999; Heller et al.,
2004), e de parques agquéticos (Causer et a., 2006). O
reduzido tamanho deste parasito, aliado asuaresisténcia
aos desinfetantes comumente utilizados, tem sido
apontado como fator que favorece sua passagem nos
processos defiltracdo (LeChevallier et al., 1991; Fayer,
1997).

A desinfecgéo através do cloro nas concentrages
comumente utilizadas nos tratamentos convencionaisde
dguando é efetiva paraainativacéo de Cryptosporidium
(Rose, 1998), conforme demonstrado por Campbell et
al. (1982) ao mencionar sua capacidade de manter-se
vidvel quando exposto agquel e produto quimico.

Sendo assim, fica evidente a vulnerabilidade dos
peixes-boi marinhos em cativeiro, uma vez que a
presenca de algum animal infectado podera constituir
um risco aindamaior nadisseminacdo dos ooci stos para

outros espécimes cativos, favorecidos destaforma pela
veiculagdo hidrica.

No que concerne aos resultados dos parémetros
fisico-quimicos e microbiol 6gicos (Tabela 2), com base
namédiadosvalores encontrados, apenas atemperatura
e a presenca de coliformes fecais apresentaram-se em
desconformidade aos critérios previamente estabel ecidos
a Instrugdo Normativa (Brasil, 2002), em seu capitulo
gue apresenta as regulamentacdes para a qualidade de
agua.

Os resultados apresentados demonstram que,
mesmo havendo concordancia em grande parte dos
valores obtidos em relagéo aos de referéncia, o
tratamento ndo foi suficiente parapromover ainativacdo
e/ou remocao dos ooci stos. Essa capacidade dos oocistos
de Cryptosporidium spp. adaptar-se as diferentes
variagbes ambientais foi demonstrada em estudos de
laboratdrio, ao serem submetidosadiversastemperaturas
(Fayer et d., 1998) e salinidade (Freire-Santos et al.,
1999).

Por outro lado, a ata densidade de animais nas
piscinas de manutencdo permanente, explica os niveis
elevados de coliformes fecais, sendo este utilizado em
agunsestudos como parametro importante de correl agdo
positiva com a ocorréncia de Cryptosporidium spp.
(LeChevallier et a., 1991). De maneira semelhante, a

TABELA 2: Vaores encontrados de oocistos de Cryptosporidium spp. e resultados das andlises
fisico-quimicas e microbiol 6gicas reali zadas nas amostras de agua.

Ne° Parametros Analisados
Amgs” ogg . T s sechi " oD CF
tog] (O (ppt) (cm) (mg/l)  (NMP)
AP 56 29,27 35 101,33 0,0 7,90 1,40 40
PMP 32 28,40 27,20 2,74 0,0 7,30 0,48 1356
PRF>2 24 28,30 27,60 1,39 0,0 7,29 0,56 5490
PRF<2 8 28,50 28,00 0,90 0,0 7,24 0,43 53
AC 0 NA NA NA NA NA NA 13
AM 0 NA NA NA NA NA NA NA
IN ND 10-28 20-36 ND 0.5 7,20-8,40 ND 250

T (Temperatura); Sd (Salinidade); Secchi (turbidez); Cl (Cloro); pH (potencia dehidrogénioibnico); OD (Oxigénio Dissolvido);
CF (CoaliformesFecais); NA (Ndo Analisado); ND (N&o Definido); AP (Ponto de abastecimento das piscinas); PMP (Piscina
de manutenc&o permanente); PRF>2 (Piscinade reabilitacdo defilhotes com idade superior adoisanos); PRF<2 (Piscinade
reabilitagio defilhotes comidadeinferior adoisanos); AC ( &guade consumo); AM (Aguamineral); IN (Instrucgio Normativa).
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turbidez também tem sido utilizada como indicador de
previsibilidade, devido a facilidade de aderéncia dos
00Ci stos a compostos organi cos e inorganicos (Medema
et a., 1998). No entanto, em decorréncia do reduzido
nimero de amostras analisadas, ndo foi possivel
estabel ecer uma correlacio estatistica entre a presenca
do parasito e os parametros analisados, 0 que torna
oportuno a execucdo de novas avaliacles.

Em parques aquaticos, algumas modificacGes
importantes vém sendo adotadas para evitar a
transmissdo de Cryptosporidium aos seus Usuérios,
dentre estas a adequacdo no sistemade filtracdo e 0 seu
monitoramento constante, a utilizacdo de 0z6nio ou ainda
aingtdacdo deum sistemavultravioleta(Kanjo et a., 2000;
Causer et al., 2006). Tais alternativas podem ser
replicadas nasinstal agdes destinadas a manutencéo dos
peixes-boi marinhos, de modo que a utilizagdo de novas
metodol ogiasndo venhaapre udicar asaldedosanimais
presentes.

Além da adequacdo das instalagbes, no intuito de
propiciar melhorias para a manutencdo de mamiferos
aquaticos em cativeiro no Brasil, sugere-se a
complementacdo dalnstrucdo Normativa(Brasil, 2002),
em seu capitulo que roge sobre a qualidade da &gua, a
partir da incluséo de diretrizes que determinem a
realizagcdo de técnicas laboratoriais especificas para a
pesquisade Cryptosporidium spp., deformasemel hante
as recomendacBes do Ministério da Salde, no que diz
respeito a potabilidade da agua (Brasil, 2004).

Sendo assim, a veiculagcdo hidrica de
Cryptosporidium nas piscinas, além de representar uma
preocupacdo em relac@o a infeccdo dos peixes-boi
marinhos, também constitui como fator de risco paraa
infeccdo dosfuncionarios, sobretudo aquelesdiretamente
envolvidos na manutencdo destas instalacfes e oferta
de mamadeiras aos filhotes, tendo em vista a grande
adaptacdo deste agente aos diferentes hospedeiros (Xiao
et a., 2002). Além disto, apresencade 0ocistos no ponto
de captacéo (praia) traz uma preocupagdo ainda maior,
poisoloca vem sendo utilizado com grande freqiiéncia
para atividades recreativas, por banhistas de idades
variadas, aumentando desta forma o contingente de
pessoas em risco de infeccdo, representando assim um
risco para a saude publica.
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