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RESUMO

A transmissdo de protozoarios patogénicos pela agua ¢ um dos mais relevantes problemas de
saude publica na atualidade. Numerosos surtos epidémicos causados pelos protozoarios Giardia
e Cryptosporidium ocorreram ao redor do mundo em passado recente. Entretanto, os métodos
utilizados para a detec¢do de cistos e oocistos em amostras de dgua s@o influenciados por
caracteristicas fisico-quimicas da matriz de agua, como a turbidez. Esta revisdo apresenta uma
analise critica das diferentes metodologias de concentragdo de cistos de Giardia e de oocistos
de Cryptosporidium em amostras de aguas destinadas ao consumo humano. A implantagdo do
monitoramento desses protozoarios ¢ uma necessidade no Brasil dada a recente revisao da Portaria
n° 518 do Ministério da Saude.
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ABSTRACT

Environmental Parasitology: Methods of concentration and detection of Cryptosporidium spp. and
Giardia spp. in water samples

The transmission of waterborne pathogenic protozoa is one of the most relevant public health
problems nowadays. Numerous epidemic outbreaks caused by Giardia and Cryptosporidium have
occurred worldwide in the recent past. However, the methods used for the detection of cysts and
oocysts in water samples are influenced by physico-chemical characteristics of water matrix such
as turbidity. This review presents a critical analysis of the different concentration methodologies
for Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts in water samples destined for human consumption.
The implementation of the monitoring of these protozoa is needed in Brazil considering the recent
revision of the Ministerial Decree n.518.
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INTRODUCAO

O desaguamento de esgotos domésticos ndo tratados ou tratados nos
mananciais utilizados para abastecimento representa uma ameacga a saide humana
e animal. Uma vez contaminada, a 4gua atua como uma eficiente veiculadora de
patdgenos em razdo de sua grande capacidade de dispersdo, do uso abrangente e
consumo obrigatdrio (Branco, 2002).

Esta questdo de saude publica ndo ¢ uma preocupagdo exclusiva dos
paises em desenvolvimento com infraestrutura sanitaria deficitaria; as nagdes
desenvolvidas também enfrentam problemas relacionados a ocorréncia de surtos
epidémicos de doengas de transmissdo pela agua, apesar de possuirem elevado
padrio de abastecimento urbano e tratamento de esgoto (Craun et al., 1998).

De acordo com Gale e Stanfield (2000), os protozoarios patogénicos € 0s
virus vém se tornando os agentes mais preocupantes envolvidos na transmissao de
doencas de veiculacao hidrica, uma vez que esses organismos sao mais resistentes
as condi¢des adversas ambientais que as bactérias e sdo também capazes de causar
infecgdes mesmo com baixas doses infectantes. Os parasitos constituem uma
importante causa de surtos epidémicos de transmissdo pela dgua: nos ultimos
28 anos, ocorreram 524 episodios em todo o mundo, destacando-se o periodo
compreendido entre 1984 e 2004 (Karanis et al., 2007) e, posteriormente, de
janeiro de 2004 a dezembro de 2010 (Baldursson & Karanis, 2011), com 325 ¢ 199
surtos epidémicos, respectivamente. Giardia spp. € Cryptosporidium spp. foram os
principais protozoarios incriminados como agentes etiologicos identificados nestes
surtos (Figura 1).
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Figura 1. Numero total de surtos epidémicos de transmissao hidrica e porcentagem
de surtos ocasionados por Cryptosporidium spp., Giardia spp. € outros
protozoarios no periodo de 1984 a 2010.

120

REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL



Diante deste cenario, conclui-se que sdo necessarios métodos de detecgao
rapidos e efetivos para avaliar a ocorréncia ¢ determinar a infectividade ¢ a espécie
desses protozoarios tanto na agua bruta, captada para consumo humano, como em
amostras de agua tratada. Tais avaliagdes poderdo fornecer subsidios para a tomada
de decisdes em saude publica no que se refere ao tratamento da agua, a contaminagio
dos mananciais e a avaliagdo de riscos a satide humana. Entretanto, a pesquisa de
oocistos e cistos em suprimentos de aguas naturais representa um desafio, pois
as metodologias empregadas para esse fim estdo sujeitas a limitagcdes como a
grande variabilidade dos resultados, a baixa reprodutibilidade, proporcionalmente
ao aumento da turbidez (Francy et al., 2004) da agua, além de custos elevados
em comparagdo com os métodos utilizados para analise de outros parametros ou
indicadores de qualidade da agua (Atherholt et al., 1998).

No Brasil, a inclus@o da pesquisa de protozoarios patogénicos no
monitoramento de amostras ambientais esta se iniciando. Embora a Portaria n°
2.914/2011 do Ministério da Satde (Brasil, 2011) recomende a avaliagdo da
presenga dos protozoarios Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em agua destinada
ao consumo humano e ressalte a obrigatoriedade de monitoramento dos mananciais
de acordo com a concentracdo de Escherichia coli, varios fatores dificultam
o atendimento em curto prazo desta recomendacdo. Entre eles se destacam a
complexidade inerente aos métodos de detecgdo, a caréncia de recursos humanos
qualificados para o trabalho e a escassez de informagdes disponiveis sobre a
ocorréncia desses agentes patogénicos nos recursos hidricos nacionais. No Brasil,
surtos causados por protozoarios (como Cyclospora cayetanensis e Toxoplasma
gondii) por meio da veiculagdo hidrica aconteceram na Regido Sul, porém, embora
as pesquisas cientificas sobre estes patdgenos estejam em expansdo, elas ainda
sdo incipientes, o que gera uma auséncia de dados devidamente documentados e
comprovados sobre essas ocorréncias (Franco, 2007).

Dada a recente revisdo da Portaria n°® 518/2004 (Brasil, 2004),
substituida pela Portaria n® 2.914 (Brasil, 2011), publicada em 14 de dezembro
de 2011, o proposito desta revisdo ¢ apresentar uma analise critica sobre as
principais metodologias de concentragdo e detec¢do dos protozoarios intestinais
Cryptosporidium e Giardia em amostras de dgua.

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS E EPIDEMIOLOGICAS DOS
PROTOZOARIOS Cryptosporidium spp. E Giardia spp. RELEVANTES PARA A
AREA DE SANEAMENTO AMBIENTAL

Atualmente, o protozoario Cryptosporidium ¢ considerado um dos
principais contaminantes biologicos da agua (Rose et al., 2002). Giardia spp. €, por
sua vez, um dos patdgenos relatados com maior frequéncia em aguas de recreagdo,
além das aguas destinadas ao consumo humano (Craun et al., 2005; Schuster et
al., 2005). Desde o primeiro surto de criptosporidiose ocorrido em 1984, quando
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2.006 casos de gastroenterite foram relatados na cidade de San Antonio, no Texas
(D’ Antonio et al., 1985), oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp.
sdo continuamente detectados em aguas superficiais em todo o mundo. Segundo
Graczyk & Fried (2007), as concentragdes de oocistos variaram de 0,003 a 5.800
oocistos/litro. No Brasil, a prevaléncia de oocistos nos mananciais variou de 0%
a 100 % das amostras analisadas e foram registradas concentragdes de at¢ 510
oocistos/litro (Franco, 2011).

Uma das principais caracteristicas biologicas dos protozoarios
Cryptosporidium e Giardia é a acentuada resisténcia dos oocistos e cistos a
desinfeccao por cloro, cloramina e outros desinfectantes quimicos empregados
nos processos de tratamento da agua (Quintero-Betancourt & Rose, 2004). As
alternativas de desinfec¢do com 0z6nio e luz ultravioleta (UV) mostraram bons
resultados na inativagdo destas formas infectantes (Craik et al., 2001; Hijnen et al.,
2006), porém sua eficacia depende da turbidez da agua e do tempo de exposicao
e contato com os cistos e oocistos. Em experimentos controlados, em que se usou
4gua artificial, temperatura ao redor de 25°C, concentragdo de O, acima de 3,0 mg/L
e tempo de contato maior que sete minutos, significativa inativagdo foi alcangada.
Entretanto, com o aumento da turbidez da agua, registrou-se diminuigao das taxas
de inativacdo (Ran et al., 2010). Quanto a desinfec¢do com luz ultravioleta, para
atingir inativacdo de 3 log (99,9 %) pode ser requerida fluéncia de 20 mJ/cm?
(Hijnen et al., 2006).

Os oocistos exibem potencial infectante mesmo apo6s o contato com
agentes floculadores utilizados no tratamento convencional da agua (Rose, 1997;
Keegan et al., 2008) e apresentam elevada resisténcia as condigdes adversas
ambientais. Por exemplo, em aguas superficiais de rios, permanecem infectantes por
até seis meses em temperatura entre 0° e 20°C e resistem a salinidade de 35% por 40
dias a 18°C (Fayer et al., 2000).

A dimensao aproximada dos oocistos e cistos ¢ de 3,0 a 8,5 micrometros e
8 a 15 micrometros, respectivamente. Embora possuam caracteristicas similares de
sedimentac@o e filtracdo, a remogao de oocistos de Cryptosporidium por filtragdo &
algo inferior a dos cistos de Giardia (Heller et al., 2004). Assim, durante o processo
de tratamento de agua, a remogdo de protozoarios depende basicamente da etapa
fisica. Estagdes de Tratamento de Agua que utilizam o processo convencional de
tratamento (baseado em floculagdo, coagulagdo, sedimentagdo e filtragdo) atingem,
em geral, uma remogao de 99% dos oocistos de Cryptosporidium nas etapas de
decantagio e filtragdo, diminuindo, assim, o risco de transmissao (Bustamante et al.,
2001; Dai & Hozalski, 2002). Entretanto, durante a filtragdo, a compressibilidade
exibida pelos oocistos de Cryptosporidium permite que essas formas de resisténcia
passem a se comportar como uma particula de 2 a 4 micrometros (Hsu & Yeh, 2003;
Carey et al., 2004). Desse modo, um pequeno nimero de oocistos pode chegar a
agua tratada e, por essa via, propagar-se aos consumidores.
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A ingestdo de poucos cistos e oocistos pode causar infecgdo. Experimentos
com voluntérios humanos demonstraram que a dose infectante ¢ de 9 a 1.042 oocistos,
dependendo da cepa de Cryptosporidium; para Giardia, a ingestao de 10 a 25 cistos
ja € suficiente para causar doenga (Okhuysen & Chappell, 2002; Rendtorft, 1954).

Outro agravante ¢ o grande potencial para a contaminacao ambiental, pois
um unico bezerro infectado pode eliminar 1 bilhdo a 10 bilhdes de oocistos nas
fezes durante uma semana (Fayer et al., 2004). A eliminacdo de cistos nas fezes de
um hospedeiro infectado pode atingir 107 cistos/g/fezes (Smith & Grimason, 2003).

Embora a taxonomia de ambos os protozoarios ainda seja controvertida,
tanto Giardia quanto Cryptosporidium apresentam potencial zoonotico. Das 20
espécies de Cryptosporidium hoje aceitas, pelo menos 8 sdo infectantes para o ser
humano (Tabela 1) e os subgenotipos Al e B3 de Giardia duodenalis podem infectar
o ser humano e animais (Tabela 2) (Monis et al., 2009). Entretanto, a frequéncia e
a relevancia da transmissdo zoonotica, antroponoética ou zooantropondtica sdo
aspectos ainda a serem elucidados.

Tabela 1. Espécies de Cryptosporidium aceitas ¢ infectividade para o ser humano

Hospedeiro  Infeccioso para ~ Tamanho dos

Espécie Principal o0 ser humano Oocistos (um) Referéneia
1. C. hominis Homem Sim 45x54 Morgan-Ryan et al., 2002
2. C. parvum Ruminantes Sim 45x55 Tyzzer, 1912
3. C. andersoni Bovinos Sim 55x74 Lindsay et al., 2000
4. C. muris Roedores Sim 56x74 Tyzzer, 1907
5. C. suis Suinos Sim 44x49 Ryan et al., 2004
6. C. felis Felinos Sim 4,5%x5,0 Iseki, 1979
7. C. canis Canideos Sim 3,68 x 5,88 Fayer etal, 2001;

? ’ Pedraza-Diaz et al.,2001.

8. C. bovis Bovinos -- 4,63 x 4,89 Fayer et al., 2005
9.C ryanae Bovinos -- 3,16x 3,73 Fayer et al., 2008
10. C. xiaoi Ovelhas - 2,94 x 3,44 Fayer & Santin, 2009
11C. wairi Cobaios - 4,0x48 Vetterling et al., 1971
12. C. baileyi Aves Sim 52x6,3 Current et al., 1986
13. C. meleagridis Aves Sim 4,5x4,6 Slavin, 1955
14. C. galli Aves - 6,2x8,5 Ryan et al., 2003
15.C. serpentis Répteis - 4,8x5,6 Levine, 1980
16. C. fayeri Cangurus - 43x49 Ryan et al., 2008
17. C. macropodum Cangurus - 49x5,1 Power & Ryan, 2008
18. C. varanii Lagartos - 47x4,8 Pavlasek & Ryan, 2008
19. C. ubiquitum Cervos Sim 5,04 x 4,66 Fayer et al., 2010
20. C. cuniculus Coelhos Sim 5,98 x 5,38 Robinson et al., 2010.

Nota: As espécies de Cryptosporidium que infectam peixes (C. cichlidis e C. reichenbachklinkei) ndo
foram incluidas na tabela pela posi¢do taxondmica incerta e por terem sido inicialmente descritas como
pertencentes ao género Piscicryptosporidium (Jirku et al., 2008; Ryan, 2010).
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Tabela 2. Espécies e gendtipos do género Giardia

Hospedeiros Tamanho dos

principais Cistos (um)
Humanos e outros

primatas,canideos, felinos,

Espécie Genotipo Referéncias

12-15 x 6.8 Homan et al., 1992;

bovinos, roedores, animais Mayrhofer et al., 1995
silvestres
B Humanos e outros primatas, 12-15 x 6.8 Homan et al., 1992;
canideos, animais silvestres Mayrhofer et al., 1995
Giardia duodenalis C Canideos 12-15x 6-8 Meloni & Thompson,1987
(= G. lamblia; G. D Canideos 12-15x 6-8 Monis et al., 1998
intestinalis) E Bovin0§ e animai‘s de 12-15x 6-8 Ey etal, 1997
pastoreio com chifres
F Felinos 12-15x 6-8 Monis et al., 1999
G Roedores 12-15x 6-8 Monis et al., 1999
G. agilis - Anfibios 20-30x4-5 Kunstler, 1882
G. muris - Roedores, aves e répteis ~ 9-12 x 5-7 Grassi, 1879
G. psittaci - Aves 14x 6,0 Erlandsen & Bemrich, 1987
G. ardeae - Aves 10x 6,5 Erlandsen et al., 1990
G. microti -- Roedores 12-15 x 6-8 Feely, 1988

Fonte: Modificado de Monis et al. (2009) e Plutzer et al. (2010).

METODOS DE DETECCAO DOS PROTOZOARIOS Cryptosporidium spp. E
Giardia spp. EM AGUAS

Os métodos de detecgdo de oocistos e cistos em amostras de dgua sdo
fundamentados em trés etapas: a coleta e a concentragdo da amostra, seguidas de
etapa de purificagdo e, finalmente, a visualizagdo ¢ enumeragdo dos protozoarios
(Anonimous, 1999; Aldom & Chagla, 1995; EPA, 1999; EPA, 2005; Vesey et
al., 1993). Inicialmente, as diferentes metodologias foram delineadas para o
monitoramento da ocorréncia de Cryptosporidium e Giardia em aguas superficiais
brutas e em agua tratada distribuida a populag@o. Entretanto, com a crescente
importancia do conhecimento sobre a veiculagdo hidrica dos oocistos de Toxoplasma
gondii e de Cyclospora cayetanensis, modificagdes vém sendo introduzidas com o
objetivo de contemplar a deteccdo ambiental destes protozoarios (Sturbaum et al.,
1998; Quintero-Betancourt et al., 2002; Villena et al., 2004; Dumetre & Dardé, 2005).

Os procedimentos iniciais para detec¢do de Cryptosporidium e Giardia
incluiam a filtragdo de grande volume de 4gua (cerca de 100 L para dgua bruta e 1.000
L para agua tratada), obtengdo de concentrados mediante a filtragdo em cartuchos
do tipo cartridge (filtros de polipropileno com 1 pm de porosidade nominal),
seguindo-se sucessivas lavagens do filtro com solugdes contendo surfactante
(Tween 80 - 0,01%) para desprender os oocistos capturados da matriz de filtrago.
Em seguida, o liquido de eluigdo resultante era centrifugo-concentrado a 1.100 —
1.500 x g, com a finalidade de obter um pellet < 5 ml, o qual era purificado mediante
gradiente de Percoll®- sacarose, com gravidade especifica de 1,1. Apos aretirada dos
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residuos da suspensédo de purificagdo, a detecgdo dos oocistos era realizada com o
emprego de anticorpos monoclonais em reagao de imunofiuorescéncia indireta, em
pequenas membranas (de 0,22pum de porosidade nominal ¢ didmetro de 25 mm),
clarificadas antes do exame microscopico com solugdo seriada contendo etanol e
glicerol (EPA, 1995).

Os resultados eram relatados por volumes de 100 litros e a performance
e sensibilidade do método dependia da presenga ou concentragio de determinados
fatores interferentes tais como turbidez, presenca de microalgas, argila, polimeros
e coagulantes usados nos processos de tratamento, como residuos de ferro e
aluminio (EPA, 1995). Em um estudo, a eficiéncia de recuperagdo do método foi de
28,4+11,0% para cistos de Giardia ¢ 9,3£3,3% para oocistos de Cryptosporidium,
quando analisadas amostras de 40 litros de agua bruta; para agua tratada, o
desempenho do ICR foi de 30,0 +11,7% para cistos e 9,8+4,5% para oocistos (Hsu
etal., 2001).

A precipitagdo quimica ou floculagdo em carbonato de calcio foi
desenvolvida por Vesey et al. (1993) para concentrar Cryptosporidium em amostras
com volume de 10 litros de agua. Neste procedimento, a amostra de agua ¢
submetida a agitacdo rapida com a adicdo de 100 ml das solucdes de cloreto de
calcio (1M) e bicarbonato de sodio (1M). A seguir, o pH ¢ elevado (10) com solugido
de hidréxido de sodio (IM). Ap6s um periodo de sedimentac@o (overnight), o
sobrenadante ¢ descartado e o precipitado formado ¢é dissolvido empregando-se
200mL da solugdo de 4cido sulfamico a 10% e, posteriormente, concentrado por
sucessivas centrifugagdes (3.000 x g; 10 min) até a obtengdo de um pellet que ¢é
aliquotado e examinado por microscopia de fluorescéncia.

Uma das limitagdes apresentadas por essa metodologia ¢ a possibilidade
de ocorréncia de resultados falso-positivos ou negativos, ja que a precipitagdo
quimica acontece em pH elevado e periodo prolongado (overnight) ¢ a dissolugdo
do sedimento com o emprego de acido sulfamico pode produzir deformagdes nos
cistos e oocistos, o que acarreta maior dificuldade no reconhecimento dos parasitos
no exame em microscopio. Além disso, a manipulagdo de reagentes acidos e de
bases fortes requer maior cuidado laboratorial e procedimentos de biosseguranga.

O emprego de outros agentes floculantes ¢/ou acidos para dissolugdo do
precipitado acarreta reducdo da fluorescéncia dos cistos e oocistos ou aumento da
fluorescéncia residual. Este método também ndo se aplica as amostras com baixa
turbidez (menos que 1 UT), como a agua tratada. Entretanto, a floculagdo com
sulfato de aluminio ou sulfato férrico ¢ uma metodologia bastante utilizada para
a detecgdo de oocistos de Toxoplasma gondii em amostras de agua. Experimentos
com inoculo variando entre 10*e 10° oocistos esporulados resultaram em elevada
eficiéncia de recuperacgao: 41,5% (£9,0) a 96,5% (+ 21,7) e 35,9% (£12,3) a 93,1%
(8,1) para as solugdes de sulfato de aluminio e sulfato férrico, respectivamente
(Kourenti et al., 2003).
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Outra limita¢do do método de floculagdo com carbonato de calcio consiste
na necessidade de se trabalhar com um pH mais elevado para efetuar a reacdo de
precipitagdo quimica. Esta situagdo compromete os ensaios de infectividade e
constitui uma restri¢do em situagdes de investigagdo de surtos.

Outro método alternativo proposto para a detecgdo de oocistos ¢ cistos
em amostras hidricas ¢ a técnica de filtracdo em membranas (Aldom & Chagla,
1995; Dawson et al., 1993; Ongerth & Stibbs, 1987). A amostra de agua ¢ filtrada
utilizando-se bomba de vacuo (fluxo de 4 L/min.) e sistema porta-filtro; apds a
filtragdo, o material ¢ eluido a partir da superficie da membrana mediante extragao
mecanica com soluc¢do de Tween 80 a 0,01%. O material resultante é concentrado
por dupla centrifugagdo (1.050 x g; 10 min.). Ha varia¢des desta metodologia nas
quais se empregam membranas de diferentes tamanhos: 293 mm (Ongerth & Stibbs,
1987), 142 mm (Dawson et al., 1993) e 47 mm (Franco et al., 2001). A eluicao dos
organismos capturados na membrana filtrante pode ser realizada mediante lavagem
e raspagem da superficie da membrana (Franco et al., 2001) ou por sua dissolugdo
em acetona (Graczyk et al., 1997). Segundo Carreno et al. (2001), a infectividade
¢ diminuida a cada etapa do procedimento quando ¢ empregada a dissolu¢do em
acetona. A eficiéncia de recuperagdo média para oocistos relatada na literatura varia
de 25,5% a 70,5% (Dawson et al., 1993; Aldom & Chagla, 1995). No Brasil, essa
metodologia tem sido empregada em diversos estudos que tratam da ocorréncia
de Cryptosporidium e Giardia em amostras ambientais diversas, tais como agua
bruta superficial (Franco et al., 2001; Muller, 1999), esgoto e corregos (Farias et
al., 2002), efluentes de esgoto (Cantusio Neto et al., 2006), agua mineral em galdes
de 20 litros (Franco & Cantusio Neto, 2002), bem como em estudos moleculares
(Aragjo et al., 2011).

A maior limitagdo da técnica de filtragdo em membranas € o efeito
da turbidez da agua, pois quanto maior ¢ a turbidez mais rapidamente ocorre a
obstrugio dos poros da membrana, o que gera a necessidade de trocar as membranas
para filtrar todo o volume estipulado para a amostra.

Cantusio Neto et al. (2010) avaliaram comparativamente as metodologias
de floculagdo em carbonato de calcio de Vesey et al. (1993) e filtragdo em membranas
de 47 mm de didmetro (Franco et al., 2001), aplicando ou ndo a purificagdo por
separagdo imunomagnética. Nos ensaios com agua reagente utilizando EasySeed®,
afiltracdo em membranas acarretou maior recuperacao de organismos, mas, quando
foi utilizado ColorSeed® como controle interno e inoculado artificialmente em
amostras de agua bruta, houve um pequeno decréscimo na eficiéncia de recuperacao
de cistos e oocistos. Os autores concluiram que caracteristicas da amostra de agua,
tais como, silica, presenca de acidos humicos, bactérias, algas, metais, matéria
organica em decomposi¢do, bem como variagdes do pH e da turbidez, sdo fatores
criticos que podem acarretar grande variabilidade de recuperagdo, afetando
negativamente a sensibilidade das diversas metodologias.
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Na década de 1990, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos, reconhecendo a necessidade de otimiza¢do dos métodos de deteccdo de
Cryptosporidium em agua, realizou um censo das metodologias utilizadas para o
monitoramento da ocorréncia de Cryptosporidium ¢ Giardia naqueles pais com a
finalidade de identificar novas tecnologias. Posteriormente, houve um esfor¢o para a
padronizagao, otimizagdo e validagdo dos diferentes procedimentos, o que resultou
no Método 1622 (EPA-821-R-99-001).

O Meétodo 1622 representou um avango em relagdo as metodologias
jé existentes por incluir uma etapa de purificagdo que emprega a separagdo
imunomagnética (IMS) ao invés dos procedimentos convencionais de purificagdo.
A separagdo imunomagnética concentra os oocistos por meio de microesferas
magnetizadas recobertas com anticorpo monoclonal anti-Cryptosporidium.

Ap0s a filtragdo das amostras de agua em capsulas de filtracdo
(Envirocheck® ou Sistema Filta-Max®), procede-se a elui¢do com solugdes de
tamponamento ¢ o pellet resultante ¢ incubado sob rotagdo constante durante 60
minutos, com as microesferas magnéticas, que, por meio dos anticorpos de captura,
ligam-se aos oocistos. A suspensdo contendo parasitos e microesferas € inserida em
um ima (concentrador magnético de particulas) que promove a adesdo dos complexos
de microesferas magnetizadas com anticorpos de captura de oocistos na parede do
tubo de Leighton onde ocorre a reagdo. Apos o descarte do liquido, os complexos sdo
liberados do ima. A seguir, os oocistos sdo dissociados das microesferas usando-se
uma lavagem com écido (dissociac@o acida) ou por aquecimento a 80°C (dissociacdo
térmica). Os oocistos presentes no liquido resultante da dissociagdo sio transferidos
para o pogo da lamina de imunofluorescéncia, apds serem neutralizados com uma
solucdo basica. A seguir, as 1aminas sdo incubadas com anticorpos direcionados
contra os epitopos da parede dos oocistos, conjugados com fluorocromo isotiocianato
de fluoresceina e simultaneamente a reacdo de imunofiuorescéncia direta é realizada
a coloracdo com o corante vital DAPI (4°,6’- diamidino-2-phenylindol) para a
realizagdo do teste confirmatorio da morfologia. Durante a microscopia, as formas
que fluorescem na tonalidade verde-maga brilhante tém sua morfologia confirmada
mediante a coloragdo com DAPI. O nimero de oocistos presentes na amostra ¢
estimado com base no nimero de formas visualizadas no pogo da lamina, exibindo
a impregnagdo do corante fluorogénico vital em tons de azul-claro (ja que o DAPI
tem afinidade por DNA nuclear).

Como o Método 1622 era direcionado apenas a detecgdo dos oocistos de
Cryptosporidium, foi logo substituido pelo Método 1623, que permanece como
método de referéncia e também contempla os cistos de Giardia.

Outras modifica¢des introduzidas pelo Método 1623 foram o menor
volume de amostra (10 L) e a filtragdo por meio de cépsulas contendo filtros de
polisulfona. Apds a filtragao, a capsula ¢ preenchida com solugdo de eluigdo e
submetida a agitacdo em shaker durante cinco minutos, sendo recolhido o liquido
resultante. Essa etapa ¢ repetida novamente e o eluato final é concentrado por
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centrifugacdo a 1.050 x g, sendo o volume final reconstituido a 10 mL para o
procedimento de separagdo imunomagnética. A Tabela 3 apresenta a comparacao
entre o procedimento classico (/CR Method) e o Método 1623.

Tabela 3. Comparagdo entre as etapas analiticas do procedimento classico (/CR
Method) e o método de referéncia (Método 1623 — USEPA) para o
monitoramento de oocistos e cistos em amostras de dgua

Etapa analitica ICR Method Método 1623
Volume da Amostra:
- agua bruta - 100 litros - 10 litros
- 4gua tratada - Até 1000 litros - Até 1.000 litros
Tipo de Filtro: - Cartucho (cartdrige); porosidade - Cépsulas de filtragdo;

nominal

- Flutuagdo em solug@o de Percoll-
sacarose (gradiente de densidade)
Reagdo Indireta de imunofluorescencia,
processada em membranas de 25 mm
de diametro e 0,22 um de porosidade
nominal; microscopia de contraste de
fase.

porosidade absoluta de 1,2 pm

Purificagdo: -Separagdo Imunomagnética

- Reagéo direta de imunofluorescencia;
teste confirmatério da morfologia com
DAPI* e microscopia de interferéncia
diferencial.

Visualizagdo:

Fonte: Modificado de Connel et al.,2000. *DAPI = 4,6’ diamidino-2-fenilindol

O M¢étodo 1623 foi delineado para a pesquisa de oocistos de
Cryptosporidium e cistos de Giardia em amostras de dgua superficial bruta e dgua
tratada, porém seu desempenho ¢ afetado pelo aumento da turbidez da dgua (Di
Giorgio et al., 2002), pelo teor de ferro dissolvido presente na amostra de agua
(Yakub & Stadterman-Knauer, 2000) e por variagdes do pH (Kuhn et al., 2002)
ou do tempo de rotacdo durante a incubacdo das microesferas e a amostra (Hu et
al., 2004). A escolha do protocolo de dissociagdo também ¢ um fator critico. De
acordo com Ware et al. (2003), a dissociagdo térmica que inclui a incubacdo a 80°C,
durante dez minutos, acarretou significativo aumento da recuperacao de oocistos (de
41% para 71% em agua reagente e de 10% para 51% em amostras de dgua de rio
artificialmente contaminadas).

A concentragdo da amostra durante a filtracao resulta no acumulo de
particulas de tamanho similar aos oocistos. Esta presen¢a de sujidades na amostra
concentrada ¢ um dos principais fatores que limitam a eficiéncia de recuperagao
das metodologias, a despeito do método empregado (quer sejam os procedimentos
alternativos, como a filtragdo em membranas e a floculagdo em carbonato de célcio,
quer seja 0 Método 1623). De acordo com Smith & Nichols (2010), ha uma grande
probabilidade de que os oocistos fiquem encobertos nestas sujidades, cerca de 10%:1
em 10 litros de 4gua bruta.

Consideradas em conjunto, as diferentes metodologias de concentracdo e
deteccdo de Cryptosporidium e Giardia em aguas apresentam diversas limitagdes
que sdo apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4. Limitagoes dos métodos de detec¢do de protozoarios patogé€nicos em

amostras de dgua

Caracteristicas inerentes

* Custo elevado; necessidade de insumos importados.

* Grande variabilidade dos resultados gerados.

« Baixa eficiéncia de recuperag@o, em geral variando de 1% a 50% mesmo com metodologia sofisticada,
como o Método 1623.

* Turbidez e composicao fisico-quimica da amostra influenciam na obtengo dos resultados.

 Nao identificam espécie.

* Nao fornecem informagdes sobre infectividade dos organismos detectados.

* Requerem recursos humanos especializados.

CONTROLE DE QUALIDADE E DESEMPENHO DAS METODOLOGIAS

O Método 1623 (USEPA, 2005) possui uma segdo de Controle de

Qualidade que visa reduzir os possiveis erros ¢ promover dados confiaveis na
analise de protozoarios de veiculagdo hidrica. Nesse contexto, a analise minima
requerida no procedimento consiste em:

1.

demonstrar a capacidade inicial do laboratorio de realizar a andlise mediante o
teste de precisdo inicial e recuperagdo (IPR), com o processamento de quatro
aliquotas de 10L de agua reagente, contaminadas com suspensdo comercial de
oocistos (Easy-Seed®), determinando-se a recuperagdo média (e desvio padréo)
alcangada pelo laboratério ¢ fazendo-se a comparagdo com os critérios de
desempenho estipulados pela USEPA;

testar o efeito da matriz de agua, ensaio este realizado simultaneamente com
a andlise da amostra de campo mediante o uso de suspensdes comerciais de
oocistos purificados, irradiados ¢ marcados com um fluorocromo diferente
do isotiocianato de fluoresceina (FITC), que ¢ conjugado ao anticorpo
monoclonal dos kits comerciais usados para a visualizagdo dos protozoarios.
O fluorocromo sulforodamina, cujo nome comercial é Texas Red®, tem sido
empregado com maior frequéncia para marcar os oocistos a serem utilizados
nos ensaios de efeito da matriz. Ou seja, uma vez processada a amostra de
agua, os protozoarios naturalmente presentes ¢ aqueles semeados (controle
positivo interno — Color Seed®) sdo quantificados de forma distinta utilizando-se
filtros especificos para cada fluorocromo (FITC: excitagdo: 495 nm; emissdo:
521 nm; Texas Red: excitagdo: 580 nm; emissdo: 615 nm) (Figura 2). Com
esse procedimento, determina-se a interferéncia que as caracteristicas fisico-
quimicas e microbioldgicas da amostra de agua analisada ocasionam na
eficiéncia de recuperacdo. Os valores obtidos devem satisfazer os critérios de
aceitagdo estabelecidos no Método 1623, conforme Cantusio Neto et al. (2011);
atestar a precisdo na rotina do laboratdrio mediante a inoculagdo em diferentes
matrizes de dgua (controles positivos), controle negativo (para assegurar
auséncia de contaminacao) e controle de coloragio.
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Recentemente, Franco et al. (2012) avaliaram trés diferentes protocolos
de concentragdo de cistos e oocistos em amostras de dgua bruta objetivando
avaliar sua performance e aplicabilidade em dois rios brasileiros, a saber: a)
precipitacao quimica (FCC); b) filtragdo em membranas de 47mm de didmetro e
3um de porosidade nominal (FM); c) filtragdo com o sistema Filta-Max® (FM-M).
A precisdo inicial e a recuperacdo de organismos (IPR) foram determinadas
utilizando-se 10 L de agua reagente semeada com Easy-Seed® e amostras de
agua bruta dos estados de Sao Paulo e Minas Gerais foram analisadas ap6s a
contaminagdo artificial com Color-Seed®. Os resultados de precisao inicial das
diferentes metodologias e a recupera¢do de organismos marcados (Color-Seed®)
foram comparados com os critérios de aceitagdo estabelecidos pelo Método 1623
da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos. Embora o Método FM-M
tenha sido o tnico que satisfez todos os critérios de performance para identificagao
de Cryptosporidium e Giardia em agua, observou-se uma grande dificuldade de
obtengao de resultados quando foi empregada a metodologia Filta-Max para analise
de uma amostra complexa, rica em ferro, matéria organica e com a presenga de
6leos, graxas e grande quantidade de material em suspensao (possivelmente algas).

Portanto, a escolha do método a ser empregado deve levar em
consideragdo o proposito da analise, o tipo de amostra de agua ¢ sua qualidade
fisico-quimica e microbioldgica, bem como a pratica do laboratério em executar a
analise parasitoldgica da agua, além dos custos.

A contaminagdo dos recursos hidricos por protozoarios patogénicos de
veiculag@o hidrica ocorre em todo o mundo e representa um desafio para os sistemas
produtores ¢ distribuidores de agua. Para o cumprimento da Portaria n® 2.914, ¢é
necessaria a devida estruturagdo laboratorial no pais, assim como a capacitagdo de
recursos humanos.

Figura 2. Cistos de Giardia sp. em uma amostra ambiental, marcados com
anticorpo monoclonal conjugado com isotiocianato de fluoresceina (cor
verde-maga) e com o corante Texas Red (Color-Seed®) (cor vermelha).
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