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RESUMO

Muitos fatores influenciam na ocorréncia de protozodrios patogénicos, como a Giardia e o Cryptosporidium,
em mananciais destinados ao abastecimento publico, como, por exemplo, existéncia de fontes pontuais e
difusas de poluicdo fecal, déficit dos servicos de coleta e tratamento de residuos liquidos e solidos, alta
resisténcia desses protozoarios aos processos convencionais de tratamento e o fato de existirem animais
domésticos e selvagens que servem de reservatorio para estes microrganismos. Neste contexto faz-se t&o
importante o conhecimento e estudo de técnicas que viabilizem a identificacdo e quantificacdo de organismos
preocupantes do ponto de vista de qualidade sanitaria das &guas para consumo humano.

Sendo assim, o presente trabalho procura relatar a experiéncia de utilizagdo de um dos métodos mais seguros e
difundidos na comunidade cientifica que permitem a identificacdo e quantificacdo de (oo)cistos de
Cryptosporidium e Giardia em aguas bruta e tratada. A partir disso, também foi feita uma comparagdo com
dados da literatura sobre outros métodos que propdem o mesmo objetivo. Os estudos realizados na
Companhia de Saneamento Estadual mostraram que o Método 1623, apesar de suas intrinsecas implicacdes
técnicas e metodoldgicas, apresenta-se como uma das mais seguras e confidveis metodologias de estudo dos
protozoarios Cryptosporidium e Giardia. Entretanto, ndo se isenta a necessidade de pesquisar e desenvolver
técnicas alternativas mais baratas e faceis que permitam a implantacéo de andlises de rotina nos laboratdrios
responsaveis pelo controle da qualidade das aguas fornecidas & populacéo.

PALAVRAS-CHAVE: Cryptosporidium, Giardia, identificacdo, quantificacdo, método 1623.

INTRODUCAO

A criptosporidiose e a giardiose estdo entre as enfermidades de veiculacdo hidrica originadas por protozoarios
que tém significado grande impacto ao saneamento e gerado agravos a salde publica.

O protozoario Cryptosporidium, causador da criptosporidiose, € um parasita intracelular obrigatério, que
infecta o aparelho gastrointestinal dos vertebrados, incluindo o ser humano, e é transmitido pela via fecal-oral
— ingestdo ou inalagdo de oocistos — através de 4gua contaminada, de animais e de alimentos contaminados.
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Os oocistos do Cryptosporidium sdo pequenos, esféricos ou ovoides (cerca de 5,0 x 4,5um para C. parvum, e
7,4 x 5,6 para C. muris), e contém quatro esporozoitos livres no seu interior quando eliminados nas fezes
(NEVES, 2005). A criptosporidiose surge cada vez em maior nimero e estd associada, especialmente, as
pessoas mais vulneraveis, como as pessoas imunodeprimidas, os doentes com AIDS e também criangas e
idosos.

A giardiose é causada pela Giardia, um género que inclui flagelados parasitos do intestino delgado de
mamiferos, aves, répteis e anfibios, tendo sido, possivelmente, o primeiro protozodrio intestinal humano a ser
conhecido (NEVES, 2005). A doenca, causada pela ingestdo de cistos, tem uma variedade de sintomas, como
diarréia, perda de peso e cdimbras abdominais, e é considerada atualmente uma das causas mais comuns de
gastroenterites no mundo.

Assim como o Cryptosporidium, a Giardia foi responsével por vérios surtos de veiculagdo hidrica com
registros, principalmente nos Estados Unidos, Europa e Australia. Juntas, a giardiose e a criptosporidiose
representam um dos principais problemas a satde publica (CACCIO et al., 2003).

Nesse contexto, a Portaria do Ministério da Salude do Brasil n°® 518, de 2004 (BRASIL, 2004), em seus artigos
11 e 12, recomenda a inclusdo de pesquisa de organismos patogénicos, com o objetivo de atingir, como meta,
um padréo de auséncia, dentre outros, de enterovirus, cistos de Giardia sp. e oocistos de Cryptosporidium spp.

Até 1998, o método recomendado pela USEPA para as andlises de protozodrios em aguas era o ICR
(Information Collection Rule). Contudo, muitas dificuldades com o ICR eram documentadas, entre elas a
baixa taxa de recuperacdo, a alta taxa de falsos positivos e falsos negativos, além da pouca precisdo do
método. Devido ao aumento na ocorréncia de surtos atribuidos aos protozoarios Cryptosporidium e Giardia,
em 1997 a EPA desenvolveu um novo método para andlise de protozoarios em aguas, 0 método 1622 — para
deteccdo de Cryptosporidium — e posteriormente o 1623 para deteccdo de Cryptosporidium e Giardia por
filtracdo, separacdo imunomagnética (IMS) e imunofluorescéncia (McCUIN e CLANCY, 2003).

O processo de separagdo imunomagnética consiste na separa¢do dos oocistos da matéria organica contida na
amostra, através de uma barra magnética, resultando assim em uma maior purificacdo da amostra analisada.
Esse método se mostrou expressivamente melhor, permitindo uma mais acurada concentragdo, identificagéo e
quantificacdo dos (oo)cistos de protozoarios (McCUIN e CLANCY, 2003).

No entanto, mesmo ap0ds essas mudancas, a metodologia 1623 da EPA ainda tem sido questionada por alguns
autores, por ser cara, demorada e despender mao-de-obra especializada. Sua deteccdo é influenciada pelo
nimero de oocistos presentes na amostra, pela diferenca entre analistas, pela sensibilidade da técnica pelo
método de concentragdo dos oocistos na amostra, cujo aperfeicoamento é fundamental para a precisdo da
analise e pesquisa do parasita (LIMA e STAMFORD, 2003; FRANCO, 2007; EMELKO et al., 2008).

DiGiorgio et al. (2002) fizeram uma avaliacdo da recuperacdo de Cryptosporidium e Giardia em aguas
naturais usando o método 1623 da USEPA. Ao final do estudo, os autores perceberam que em aguas com
elevada turbidez a recuperacdo dos organismos era mais baixa do que aquela em aguas sem turbidez, e ndo
havia diferencas significativas para os diferentes filtros testados no estudo. Para ambos 0s organismos, a
recuperacdo variou significativamente de acordo com o local de amostragem.

Além disso, a ndo identificacdo das espécies, assim como a incapacidade de determinacéo da viabilidade ou
infecciosidade dos (oo)cistos sdo mais das algumas limitacdes do método.

Logo, com o objetivo de suprir essas lacunas, as técnicas de biologia molecular (genotipagem, PCR) também
tém sido usadas para detec¢do de (oo)cistos de Cryptosporidium e de Giardia, e como elas permitem a
identificacdo das espécies, alguns laboratdrios tém implementado tais técnicas como método de rotina. No
caso de um eventual surto de transmissdo hidrica, por exemplo, a genotipagem da cepa do surto e da cepa
encontrada no ambiente pode esclarecer se a agua foi a rota de transmissao responsavel pelo surto. Por sua
vez, a PCR - reacdo em cadeia de polimerase — é altamente sensivel e vem sendo utilizada juntamente com a
purificacdo, separacdo imunomagnética e concentracdo, e pode distinguir espécies e gendtipos de
Cryptosporidium. Embora a PCR nédo forneca informagdes acerca da viabilidade ou infecciosidade dos
oocistos, essa técnica pode ser precedida por um método que indique a viabilidade através do encistamento ou
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cultura de células, mas esses métodos ndo sdo nem especificos para oocistos infecciosos nem completamente
insensiveis para amostras ambientais (WHO, 2006).

Devido a importancia sanitaria da ocorréncia de Cryptosporidium e Giardia, o presente trabalho tem como
objetivo principal demonstrar a tecnologia mais recomendada — 0 método 1623 desenvolvido pela Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) — que permite a identificacdo desses protozoarios em aguas
tratada e bruta, indicando as vantagens e desvantagens da utilizacdo desse método e comparando com dados
da literatura sobre outros métodos de detec¢do de protozoarios em dgua, a fim de demonstrar a importancia da
realizacdo de mais estudos que possibilitem desenvolver tecnologias mais baratas e viaveis de implantacéo nas
rotinas dos laboratorios responsaveis pelo controle da qualidade da 4gua destinada ao consumo humano.

O desenvolvimento desse trabalho contou com o apoio e a participagdo da Companhia de Saneamento de
Minas Gerais (COPASA-MG).

MATERIAIS E METODOS

O método 1623 — Cryptosporidium e Giardia em agua através da Filtracdo, Separacdo Imunomagnética e
Imunofluorescéncia Direta — foi preconizado para a determinagdo desses protozoarios em amostras de agua
bruta ou tratada (USEPA, 2005). Ele compreende as seguintes etapas: filtracdo, concentracdo, separagdo
imunomagnética (IMS) e identificagdo microscépica. A confirmacdo de Cryptosporidium e Giardia é feita
pelo corante DAPI (4’,6’-diamidino-2-fenilindol) e pelo DIC (microscopia de contraste de interferéncia
diferencial). Apesar de ser um dos mais avangados métodos que permitem a identificagdo desses protozoarios,
ele ainda é falho, pois ndo identifica espécies de Cryptosporidium e Giardia e ndo determina a viabilidade ou
infectividade dos oocistos e cistos detectados.

As etapas que comp8em a metodologia 1623 — para detec¢do de (oo)cistos de Cryptosporidium spp. e Giardia
spp. em aguas bruta e tratada —, cuja aplicacdo esta sendo estudada no Laboratério Central da Companhia de
Saneamento de Minas Gerais (COPASA-MG), estdo detalhadas, a seguir, e apresentadas, em resumo, na
Figura 1:

1) Coleta de amostras de dgua

O interior dos galdes plasticos com capacidade para 10 L é previamente lavado com Extran diluido e
esterilizado por calor Umido, (121°C, 1,5 atmosfera, 15 minutos) em autoclave. Em seguida, os galdes sdo
ambientados com 50 mL de solucéo tamp&o fosfato com Tween (PBST 1% concentrada, pH 7,4) por agitacéo
manual por 3 vezes. Apds isso, deixam-se os galdes secarem a temperatura ambiente e o gargalo é vedado
com tampa ou filme plastico. O recipiente é identificado com caneta retroprojetor. Sdo coletados 10 L de
amostra para agua superficial bruta e 100 a 1000 L para agua tratada e, para o caso da &gua tratada, adiciona-
se solugdo 10% de tiossulfato de sédio nas amostras (1 mL/L). O processamento das amostras deve ser
realizado dentro de no maximo 24 horas apés a coleta e estas devem ser acondicionadas a temperatura de 0 a
8°C. Os galdes devem ser limpos e esterilizados antes de serem usados novamente. No local da coleta, sdo
registrados: hora e data da coleta, condi¢des do tempo e dados da turbidez.

2) Filtracdo das amostras de 4gua

O médulo de filtro em espuma (FILTA-MAX) é conectado ao filter housing que estd ligado a uma bomba
peristaltica. As amostras sdo filtradas, sob agitacdo constante, e o tempo monitorado para que ndo se
ultrapasse 0s 4L/min de vaz&o. Importante atentar para que a pressao ndo exceda 8 bar, pois acima disso pode
danificar o equipamento.

Para o caso da &gua tratada, pode-se realizar a filtracdo em campo, conectando o moédulo de filtro em espuma
diretamente a saida do filtro de uma ETA, por meio de tubo plastico, e permitindo que uma caixa de 100 ou
1000L seja completamente preenchida apds passar a agua do filtro da ETA no médulo de filtro em espuma.

3) Eluicdo das amostras de agua

O maddulo de filtro é retirado do filter housing e inserido na bolsa plastica. Retira-se o parafuso do médulo de
filtro usando uma chave Allen de 4 mm, removem-se as tampas de contencdo, lavando-as com PBST 1%
dentro da bolsa pléastica, e expandem-se os discos de espumas na bolsa. Apds isso, sdo adicionados 600 mL de
solucdo PBST 1% para posterior agitacdo no Stomacher durante 5 minutos. A bolsa plastica é retirada do
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Stomacher e a amostra eluida é transferida para um béquer de 2 L, extraindo ao maximo todo liquido retido
nos médulos de espuma. Essa etapa é realizada 2 vezes. Enxagua-se 2 vezes a bolsa plastica com PBST 1% e
transfere-se o enxaguado para o béquer, espremendo 0 maximo possivel a bolsa plastica. Os discos de espuma
sdo dispensados. Enxagua-se novamente 2 vezes a bolsa plastica com PBST 1% e transfere-se 0 enxaguado
para o béquer.

4) Concentracdo das amostras de agua

Nesta etapa, todo o material particulado da amostra é concentrado no pellet formado ao final do processo.

A amostra é vertida do béquer para os tubos conicos de centrifuga de 250 mL. Os tubos sdo pesados em
balanca digital e balanceados aos pares. Em seguida, sdo centrifugados durante 15 minutos e a 1500 g, o que
corresponde a uma rotacdo de 2700 rpm. Espera-se o0 rotor cessar movimento e retiram-se os tubos,
cuidadosamente. O sobrenadante é aspirado, com o0 auxilio de uma pipeta de Pasteur conectada a um sistema
a vacuo, até a marca de 10 mL. Agitam-se em vdrtex os tubos e lava-se duas vezes com PBST 1%, vertendo
0s 10 mL de todos os tubos para um s6 tubo de 250 mL para posterior centrifugacdo (por 15 minutos, a 1500 g
e 2700 rpm). Ao fim da centrifugacdo, aspira-se o sobrenadante até a marca de 10 mL, agita-se em vortex e
transfere-se a solugdo do tubo de 250 mL para o tubo de 50 mL. Lava-se 2 vezes com PBST 1% e transfere-se
0 enxaguado para o tubo de 50 mL. Centrifuga-se o tubo de 50 mL pelo mesmo tempo e sob as mesmas
condicBes (15 minutos, 1500 g e 2700 rpm). O sobrenadante é aspirado até a marca de 5 mL. O volume do
pellet final é anotado.

5) Separacédo Imunomagnética (Sistema Dynal/Biobeads)

Esta etapa compreende a adicdo de um conjugado ‘esferas metalicas-anticorpos anti-Crypto e anti-Giardia’ a
amostra, o qual se ligara aos antigenos (oo)cistos de Cryptosporidium e Giardia. Ao ser submetido a uma
barra imantada, o complexo (0o)cistos-conjugado é arrastado e separado do material particulado restante, que
é descartado. Este complexo € entdo submetido a dissociacdo térmica, liberando os oocistos e cistos para
andlise.

Antes de iniciar o processo, liga-se o banho seco a fim de que este atinja a temperatura adequada a tempo.
Identificam-se os tubos de lado chato (Leigthon) com o nimero da amostra. Agita-se em vortex o material
centrifugado do tubo de 50 mL e transfere-o para o tubo de lado chato (Leigthon). Enxagua-se o tubo de
centrifuga com 5,0 mL de &gua destilada (2 vezes de 2,5 mL), para trazer de volta o volume de 10 mL. Agita-
se em vortex, por 10 segundos, 0s reagentes de imunosseparacdo magnética (Crypto-Combo e Giardia-
Combo. Acrescenta-se 100 uL de cada reagente e 1,0 mL do tampdo-A 10x e do tampdo-B 10x no tubo de
lado chato contendo a amostra. Este é, entdo, levado para o agitador rotativo & 18 rpm e retirado ap6s 1 hora.

O tubo é acoplado no concentrador magnético MPC-1, com o lado chato direcionado ao ima, na posicéo
horizontal e agita-se com as maos (movendo para frente e para tras), fazendo um angulo de 90°, por 2 minutos.
Apos isso, 0 MPC-1 ¢ retornado para a posicao vertical e o sobrenadante descartado em um recipiente para
descarte. O tubo é entdo retirado do MPC-1 e a amostra é ressuspendida em 1,0 mL (2 vezes de 500 uL) de
solucdo tampdo-A 1x. O material ressuspendido é transferido para o tubo Eppendorf. Lava-se o tubo de lado
chato com 0,5 mL de agua destilada transfere-se o lavado para o tubo Eppendorf. Este é colocado no MPC-S
junto a barra magnética. O MPC-S é agitado manualmente (para frente e para tras), fazendo um angulo de
180°, por 1 minuto. O sobrenadante é aspirado do tubo Eppendorf, com auxilio de uma pipeta de Pasteur
acoplada a uma base de conta-gotas. Retira-se o tubo Eppendorf do MPC-S para posterior adi¢do de 100 uL
de agua destilada e agitagdo em vortex. O tubo Eppendorf é incubado no banho seco a 80°C, por 10 minutos.

6) Imunofluorescéncia e coloragcdo com DAPI das amostras de agua

S8o acrescentados a amostra anticorpos anti-Crypto e anti-Giardia marcados com fluoresceina (FITC) para
que somente 0s oocistos e cistos sejam visualizados na microscopia. E para confirmar a analise de
epifluorescéncia, adiciona-se o corante de ndcleos DAPI e analisa-se também em DIC.

O tubo Eppendorf contendo a amostra é retirado do banho seco e agitado em vortex. Volta-se o tubo
Eppendorf para o MPC-S. Adicionam-se 30 uL dos controles positivo e negativo nos dois primeiros pogos da
lamina do kit Merifluor, respectivamente. Transfere-se todo o sobrenadante do tubo para o 3° pogo da lamina.
Deixa-se a lamina secar a temperatura de 35 a 37°C, caso se proceda & microscopia imediatamente. Caso
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contrdrio, deixa-se a lamina secar “overnight” a temperatura ambiente. Adiciona-se 50 uL de metanol absoluto
nos pocos da lamina contendo a amostra e os controles positivo e negativo. Deixa-se secar de 3 a 5 minutos, a
temperatura ambiente, até que o metanol tenha evaporado. Adiciona-se uma gota do anticorpo anti-
Crypto/anti-Giardia marcado com fluorescéncia (FITC) e uma gota do contra-corante sobre os pogos da
lamina. Misturam-se 0s dois componentes com uma ponteira de micropipeta. A lamina é, entdo, incubada em
uma cdmara Umida, & temperatura ambiente, por 30 minutos, em local escuro (por exemplo, dentro de um
armario). Retira-se a lamina da camara Umida e adiciona-se uma gota de solucdo tampédo fosfato sem Tween
(PBS 1%) em cada pogo da lamina. Aspira-se, a vacuo, o material lavado usando uma pipeta de Pasteur.
Adiciona-se 50 uL do corante DAPI em cada po¢o da lamina. Deixa-se a lamina a temperatura ambiente, por
1 minuto. Adiciona-se uma gota de PBS 1% e aspira-se 0 €xcesso a vacuo, com uma pipeta de Pasteur.
Adiciona-se uma gota de meio de montagem (glicerol) em cada poco da lamina e, em seguida, a laminula
sobre a lamina. Retira-se 0 excesso do meio de montagem com lenco de papel, cuidadosamente. Sela-se a
laminula com base de unhas.

7) Microscopia de epifluorescéncia e contraste de interferéncia diferencial

A lamina é analisada em microscépio dotado de epifluorescéncia e contraste de interferéncia diferencial sob
luz ultravioleta e a quantificacdo dos (oo)cistos € realizada por campo visual.

Devem ser seguidos 0s seguintes procedimentos para se operar 0 microscopio:

a) Uso da epifluorescéncia
Esperar de 15 a 20 minutos para ligar a epifluorescéncia e todos os filtros devem ser tirados
1° passo: desligar a iluminacdo (tampar luz com papeldo)
2° passo: abaixar o filtro Stop
3° passo: usar disco de filtro 3
4° passo: visualizar e quantificar os (oo)cistos por campo visual (aumentos de 200x e/ou 400x)
b) Uso do DIC
1° passo: introducao do filtro 1 (posicionar o disco superior no n° 1 — correspondendo ao filtro 1)
2° passo: movimentar o polarizador
3° passo: definir o prisma intermediério (20/40)
4° passo: prisma giratorio deslizante
5° passo: colocar os dois filtros
6° passo: visualizar
¢) Como passar da epifluorescéncia para o DIC
1° passo: desligar a luz (Stop)
2° passo: colocar disco de filtro 1
3° passo: verificar objetiva a ser utilizada colocando o disco no mesmo aumento
4° passo: colocar os dois filtros
5° passo: visualizar
d) Como desligar o microscopio
1° passo: diminuir a intensidade de luz
2° passo: desligar o microscopio
3° passo: desligar a epifluorescéncia
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. o
1 — Coleta da amostra: 10 L de agua bruta em galdo de polietileno previamente homogeneizado com solugdo
PBST 1% ou 100 a 1000 L de &gua tratada. 2a — Filtracdo em bomba peristaltica a 4L/min: modulo de filtro
em espuma (FILTA-MAX); ou diretamente em campo. 2b — Retengdo do material particulado nos discos de
espuma. 3a — Retirada das tampas de contengdo do médulo de espuma com auxilio de uma chave Allen 4mm.
3b — Expanséo dos discos de espuma para promover o desprendimento do material retido. 3c e 3d — Eluicdo
das amostras. Adicdo de 600 mL de solugdo PBST 1% (2 x) e processamento em Stomacher durante 5 min.
(cada vez). 3e e 3f — Transferéncia do liquido eluido para um béquer de 2,0 L, espremendo 0 maximo as
espumas na bolsa pléstica. 4a — Transferéncia da amostra eluida para os tubos de centrifuga de 250 mL. 4b —
Equilibracdo dos tubos de centrifuga de 250 mL. 4c — Concentracdo das amostras: 15 min de centrifugacéo, a
1500 g e 2700 rpm. 4d — Aspiragdo do sobrenadante, até a marca dos 10 mL de todos os tubos de 250 mL. 4e
e 4f — Agitacdo em vortex e transferéncia do sobrenadante de todos os tubos para apenas um tubo de 250 mL;
submetendo novamente & centrifugagdo (15 min,; 1500 g e 2700 rpm). 4g — Transferéncia do sobrenadante do
tubo de 250 mL, apds aspiragdo até 10 mL, para o tubo de 50 mL. 4h — Equilibracdo dos tubos de centrifuga
de 50 mL. 4i — Centrifugacdo: 15 min., a 1500 g e 2700 rpm. 4j e 4k — Aspiracdo do sobrenadante até a
marca de 5 mL e obtencdo do pellet final (até 0,5 mL). 5a — Separagdo imunomagnética. Ressuspensdo do
pellet com uso do vértex, transferéncia da amostra para o tubo de lado chato e posterior adicdo dos reagentes
de separacdo Sistema Dynal/Biobeads. 5b — Rotacdo em homogeneizador a 18 rpm, durante 1 hora, para
promocao da reacdo de separagdo (os anticorpos presentes no kit Biobeads vao reagir com os antigenos
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contidos na amostra — oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia). 5¢ — Tubo de lado chato colocado no
MPC-1 e com a rotagdo manual de 90°, durante 2 min., é promovido o arraste do conjugado — Biobeads-
(oo)cistos — para a parede do tubo. Apoés isso, 0 sobrenadante é descartado. 5d — O tubo de lado chato é
lavado com 1,0 mL de solugdo tampéo-A 1x e 0,5 mL de agua destilada. 5e — O lavado ¢ transferido para um
tubo Eppendorf. 5f — O tubo Eppendorf é colocado no MPC-S e agitado a 180°, por 1 min. O sobrenadante é
descartado e séo colocados 100 ulL de agua destilada no tubo Eppendorf. 5g — Etapa de dissociagao térmica:
O tubo Eppendorf é submetido ao banho seco a 80°C durante 10 min. Nessa etapa o conjugado — Biobeads-
(oo)cistos — se desprende. 5h — Tubo Eppendorf novamente colocado no MPC-S, dessa vez somente 0s
Biobeads serdo arrastados, deixando, assim, os (oo)cistos livres na amostra. 6a — Amostra com os (00)cistos
transferida para um dos pocos da Iamina. 6b — A lamina é levada a secagem em estufa, a temperatura de 35 a
37°C. 6¢ e 6d — Imunofluorescéncia. Os reagentes do kit Merifluor sdo acrescentados ao poco da lamina
contendo a amostra. 6e e 6f — A lamina é levada a cAmara imida, por 30 min., em local escuro. 6g — O excesso
de reagentes e PBS 1% sdo sugados € a lamina é selada com laminula e esmalte. 7 — A lamina é levada ao
microscopio Optico com epifluorescéncia para quantificacao.

Figura 1 — Resumo do Método 1623 desenvolvido pela USEPA (2005) para identificacéo de (oo)cistos de
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em aguas bruta e tratada.

RESULTADOS E DISCUSSAOQO

Os (oo)cistos de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. sdo identificados e quantificados em microscépio de
epifluorescéncia, dotado com contraste de interferéncia diferencial (DIC), sendo visualizados conforme
mostrado na Figura 2, a qual foi retirada do site da EPA.

Giardia

Cryptosporidium

CREDIT. K

CREDIT: K

Figura 2 — Deteccdo de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia sp. em microscopio com
Epifluorescéncia e DIC. (Fonte: USEPA, 2008)

Com a aplicacdo do método 1623 da USEPA (2005) é possivel distinguir claramente os cistos de Giardia spp.
e 0s oocistos de Cryptosporidium spp., ndo resultando em analises erréneas e/ou confusas. Além disso, é um
método seguro, na medida em que aplica anticorpos especificos dos protozoarios em questdo, descartando
qualquer tipo de falso-positivo.

Entretanto, a metodologia apresenta algumas desvantagens que podem até inviabilizar sua execuc¢do, como o
fato de ser cara — 0s reagentes, equipamentos e materiais em geral sdo de dificil obtencdo e preco elevado —,
cansativa de executar — para 2 amostras, por exemplo, sdo necessarios de 1 a 2 dias para seu completo
processamento — e ser passivel de perdas — em praticamente todas as etapas ha possibilidade de perda de
informacdo, como, por exemplo, na eluicdo, em que é necessaria a aplicacdo de forca para se retirar por
completo o liquido das espumas, o que, muitas vezes, limita a execucdo do método, uma vez que necessita de
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esforco fisico, o qual, dependendo do estado de salde e até mesmo do sexo da pessoa pode ser critico. Tudo
isso dificulta sua implementacdo na rotina nos laboratérios destinados ao controle da qualidade de agua para
consumo humano.

Como ndo existe ainda uma padronizacdo da metodologia de pesquisa dos protozodarios Cryptosporidium e
Giardia pelo Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005), a escolha do
método é de responsabilidade do pesquisador analista, que deve usar de experiéncia e bom senso levando em
consideracdo as caracteristicas da amostra (LOPES, 2009).

Uma considerdvel desvantagem nos atuais métodos de concentracéo se refere ao fato de que muitos fatores na
amostra ambiental (presenca de soélidos suspensos e algas) e também a idade dos oocistos, pode ter
significante efeito na eficiéncia de recuperagdo. Os oocistos podem ser perdidos nos passos de purificacdo e
concentracdo subsequentes, eles ndo sdo eluidos a partir do material filtrante ou ndo sdo capturados pela IMS.
Os solidos suspensos e cétions bivalentes influenciam na ligagdo dos anticorpos-IMS aos oocistos, além disso,
o envelhecimento dos oocistos e o tratamento oxidante podem retirar os antigenos determinantes dos
anticorpos da parede dos oocistos. A concentracdo real dos oocistos na amostra de agua €, portanto, muito
superior a concentracdo medida. Para estimar a concentracdo real dos oocistos as contagens desses precisam
ser corrigidas pela eficiéncia de recuperacédo, o que é complicado pelo fato de que a eficiéncia de recuperacao
pode variar entre as amostras (WHO, 2006).

Outros métodos, como o método da floculagdo com carbonato de célcio tem sido bastante adotado, por ser
simples e econdmico, pois utiliza equipamentos mais béasicos e requer consideravelmente menos trabalho e
especializacdo do que outros métodos (VESEY et al., 1993; VIEIRA et al., 2004).

No entanto, alguns autores afirmam que mesmo diante de tantas restri¢des, 0 método 1623 é ainda a mais
adequada técnica para deteccdo de protozoarios em amostras de dgua, sobretudo se for utilizado juntamente
com técnicas de biologia molecular, pois embora tenha uma taxa de recuperacao relativamente baixa, a faixa
de variacdo é mais estavel. Além de ser a mais difundida técnica na literatura, o que possibilita uma maior
comparacao de dados e busca de melhorias que minimizem as dificuldades atribuidas ao método. Ademais, foi
incorporado ao método 1623 o sistema Filta-Max da IDEXX implementado pela primeira vez no Reino
Unido, como forma de aperfeicoar a taxa de recuperacdo do método SCA (Standing Committe of Analysts).
Segundo os pesquisadores envolvidos na pesquisa, essa melhoria ocorre por aumentar a concentracdo e
recuperacdo dos oocistos de Cryptosporidium em amostras de agua bruta e tratada (McCUIN e CLANCY,
2003).

Esses e outros melhoramentos devem ser cada vez mais desenvolvidos e implantados pelas companhias que
fazem analises de Cryptosporidium e Giardia em aguas, pois a dificuldade e custo da analise para detec¢do de
(oo)cistos restringe 0 monitoramento desses protozoarios (LOPES, 2009).

CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

A contaminacdo dos mananciais de abastecimento de agua por microrganismos patogénicos determina
desafios aos servicos de tratamento. Isso é particularmente critico para aqueles microrganismos que séo
classificados como emergentes (aqueles que ja existiam, mas somente agora se mostraram capazes de infectar
e causar doencas) segundo suas caracteristicas de persisténcia ambiental e resisténcia aos processos
convencionais de tratamento. Por isso, tem-se tornado tdo necessaria a pesquisa de microrganismos como
Giardia e Cryptosporidium, a fim de amenizar o risco microbioldgico das &guas utilizadas para abastecimento
publico.

Apresentando-se como uma metodologia eficaz na pesquisa de Cryptosporidium e Giardia, 0 método 1623,
apesar de ser relatado como desvantajoso por varios pesquisadores por apresentar elevado custo de
implantacdo e por andlise, exigir mao de obra especializada, sua execucgdo ser demorada e ndo permitir a
identificacdo das espécies e sua viabilidade, ainda sim é uma técnica vantajosa, na visdo de outros estudiosos,
na medida em que apresenta taxa de recuperagcdo com pouca variagdo, € muito relatada na literatura e é
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utilizada em vérios paises onde ha obrigatoriedade de monitoramento de protozoarios patogénicos na agua
destinada ao abastecimento publico.

Portanto, o desenvolvimento de tecnologias que permitam a identificacdo e quantificagdo desses organismos é
tdo importante quanto o estudo sobre ocorréncia, comportamento e remocdo destes nas dguas destinadas ao
consumo humano. Entretanto, é mais importante ainda a criagdo de uma metodologia mais acessivel e menos
onerosa para que se torne uma pratica diéria e constante nos laboratérios de controle da qualidade da dgua de
todos os paises.
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