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RESUMO

As doencas gastrointestinais transmitidas através da contaminagdo da 4gua por protozoarios, sdo um
dos principais motivos de preocupacdo da salde publica. Diante do aumento de casos, gravidade dos
sintomas e controle da contaminagdo dos mananciais superficiais, tornou-se obrigatério no Brasil, a
partir de 2011, o monitoramento dos (oo)cistos de Cryptosporidium e Giardia pelas empresas de
saneamento. O objetivo deste estudo foi apresentar as dificuldades na implantagdo deste método na
rotina analitica e na correta identificacdo destes microrganismos em agua bruta, assegurando a validade
dos resultados obtidos. A metodologia para identificacdo e quantificacdo de protozoarios empregada
neste estudo é descrita no método EPA 1623.1, com filtracdo através de cdpsula Envirocheck® HV.
Os resultados analisados foram obtidos de registros de carta de controle entre 2021 e 2023 para branco
fortificado e matriz fortificada, que evidenciaram os desafios e obstaculos enfrentados na rotina
analitica e na detec¢do de protozoarios em relacdo as formas interferentes. Conclui-se que a
implantacdo do método e a pesquisa de protozoarios em &gua bruta deve ser realizada de forma
especifica e criteriosa a fim de se alcancar resultados vélidos e satisfatorios para a implantacdo da
metodologia e para a correta identificacdo dos (oo)cistos de Cryptosporidium e Giardia.

PALAVRAS-CHAVE: Cryptosporidium e Giardia, desafios metodolégicos, EPA 1623.1

INTRODUCAO

A criptosporidiose e a giardiase sdo doencas gastrointestinais de veiculagdo hidrica, causadas pela
ingestdo da forma infectante dos protozoarios patogénicos Cryptosporidium e Giardia pela via fecal-
oral. A maioria dos casos sdo autolimitantes desenvolvendo quadros de diarreia, vémitos, nauseas e
colicas, porém, podem se tornar criticos com risco de Obito quando atingem pessoas gravemente
imunocomprometidas (WHO, 2017). Sabe-se que as doencas de veiculagdo hidrica causadas por
protozodrios patogénicos e por virus cada vez mais se tornam relevantes e de extrema preocupacao
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para a saude publica, por serem microrganismos altamente resistentes as mais variadas condigdes
ambientais, a tratamentos de dgua convencionais e por serem aptos a contagiar mesmo em pequenas
concentrac@es de infectantes (GALE & STANFIELD, 2000).

As doencas causadas por Cryptosporidium e Giardia estdo entre as de maior incidéncia de surtos nos
Gltimos anos pelo mundo, entre 1984 e 2004 foram registrados 325 casos (KARANIS et al., 2007);
entre 2004 e 2010 foram 199 ocorréncias (BALDURSSON & KARANIS, 2011) e no Brasil, no ano
de 2019, aproximadamente 149 pessoas dentre vérias idades foram infectadas devido a contaminagéo
da 4gua distribuida na cidade de Cascavel (PR) (MELO et al., 2023). E importante salientar que a
infeccdo pode ser provocada pela ingestdo de pequenas concentracdes de (oo)cistos: testes realizados
em voluntarios humanos evidenciam que de acordo com a espécie de Giardia, a ingestdo de 10 a 25
cistos sdo capazes de contaminar o ser humano engquanto para Cryptosporidium 9 a 1.042 oocistos sdo
suficientes para a infeccdo (FRANCO et al., 2012; OKHUYSEN & CHAPPELL, 2002).

No Brasil, em decorréncia dos crescentes casos de contamina¢do por ingestdo de protozoérios por
veiculacdo hidrica, tornou-se obrigatério o monitoramento destes microrganismos a partir de 2011,
com a publicagdo, pelo Ministério da Salde da Portaria n. 2914. Hoje, as recomendacdes para
monitoramento e tratamento da 4gua dos mananciais superficiais que sdo pontos de captacdo para
abastecimento publico seguem as orientagdes fundamentadas pela Portaria GM/MS n° 888, de 04 de
maio de 2021 (BRASIL, 2021).

Atualmente a metodologia utilizada internacionalmente para a detecgdo de (oo)cistos de
Cryptosporidium e Giardia é orientada pelo método 1623.1: Cryptosporidium and Giardia in water
by filtration/IMS/FA” - Método EPA 1623.1 (USEPA, 2012). Este método apresenta caminhos
distintos para a pesquisa de protozodrios, e a selecdo do mesmo deve levar em conta vérios fatores
tais como custo, logistica analitica e atendimento aos critérios de aceitacdo para a implantagdo da
metodologia e consequentemente monitoramento adequado destes microrganismos.

Adicionalmente as questbes que devem ser levadas em conta para a selecdo da metodologia mais
adequada, é importante mencionar que a pesquisa de (oo)cistos em &gua bruta possui outras
dificuldades e desafios no que diz respeito a obtencdo de protozoéarios, as quais pode-se citar: as
caracteristicas biolégicas destes microrganismos sendo necessario um volume elevado de amostra
para se ter uma recuperagdo consideravel (HELLER et al., 2004), a ocorréncia de resultados falsos
positivos e negativos causados por interferentes analiticos (FRANCO et al., 2012), o amplo critério
de aceitagdo estabelecido pela EPA 1623.1, que inclui baixos indices de recuperacdo, a perda de
organismos no decorrer do procedimento de analise e a variabilidade do resultado encontrado pelo
analista, a qual é a maior fonte de incerteza do método por depender de capacitacdo e aprimoramento
continuo das técnicas de identificagéo.

De acordo com o EPA 1623.1 todo laboratério que implanta e desenvolve a metodologia é obrigado
a realizar um programa de Garantia da Qualidade (base documental que descreve as medidas globais
que um laboratério utiliza para assegurar a qualidade de suas operagdes — processo analitico) e um
programa de Controle da Qualidade (especificamente aplicado para garantir conformidade dos
resultados em relacdo a critérios ou padrdes estabelecidos e adotar acBes corretivas quando esses
padroes nao sdo atendidos — resultado analitico). O EPA 1623.1 indica como fatores a serem
controlados para assegurar a garantia e o controle da qualidade: documentacdo e analise dos dados
obtidos (precisao e recuperac¢do), controle da manutencao e desempenho dos equipamentos, qualidade
e desempenho dos reagentes e treinamento e certificacdo dos analistas envolvidos nas analises. Testes
para demonstracdo de capacidade e recuperacdo também sao requeridos.

Afim de demonstrar o controle sobre o sistema analitico com a verificacdo continua de parametros de
desempenho, sdo utilizadas cartas de controle com limites definidos para a recuperacdo do analito
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(protozoarios) para amostras de branco fortificado e matriz fortificada. O préprio método EPA1623.1
preconiza a utilizagdo dessas cartas de controle e indica os intervalos de recuperagéo aceitaveis.

O ensaio de recuperacdo constitui uma importante ferramenta para avaliacdo de processos analiticos.
A recuperacdo relaciona-se com a exatiddo, refletindo a quantidade de determinado analito,
recuperado na analise, em relacdo a quantidade real presente na amostra. A exatiddo é expressa como
erro sistematico percentual, inerente ao processo. O erro sistematico ocorre pela perda da substancia
devido a baixa recuperacao da extracdo, medidas volumétricas imprecisas ou substancias interferentes
na amostra (GONZALES et al., 1999).

A carta de controle é utilizada para controlar a qualidade analitica dos dados obtidos, por meio da
visualizacdo de seus processos e suas variacdes. Com ela, é possivel identificar os desvios dos padrdes
e como isso pode ser evitado e corrigido. A identificacdo de padrdes também permite encontrar
possiveis causas dos erros nos processos, beneficiando a busca por solu¢des nos procedimentos e a
previsdo de desempenhos futuros. Uma andlise critica das cartas de controle promove a geracédo de
novas ideias para aperfeicoar os processos a partir das analises obtidas. A observacgdo de pontos fora
de suas previsdes possibilita a investigacdo das causas raizes e, assim, definir como elas podem ser
resolvidas (TURUTA, T.B, 2015).

OBJETIVOS

Apresentar as dificuldades na pesquisa de (0o)cistos de Cryptosporidium e Giardia através do Método
EPA 1623.1 e analisar de forma critica as possiveis implicagfes para o alcance de resultados vélidos,
assim como demostrar os resultados analiticos que tornam o Laboratério Central da Copasa apto para
a andlise de deteccéo e quantificacdo desses protozoarios em agua bruta.

METODOLOGIA UTILIZADA

A metodologia utilizada neste estudo é a orientada no método normalizado e aceito
internacionalmente EPA 1623.1: Cryptosporidium and Giardia in Water by Filtration/IMS/FA, 2012.
As etapas analiticas envolvem os processos de filtragdo, elui¢do, concentracao, deteccdo e enumeragéao
de (oo)cistos desses protozoarios. O método foi validado pelo Laboratério Central em 2018, com
alteracdo na etapa de eluicdo (Ferreira et al., 2024), e acreditado pela CGCRE — Inmetro em 2020 na
norma ISO/IEC 17025 (ABNT, 2017).

Na etapa de filtragdo foram utilizadas cépsulas Envirocheck® HV e o padrdo utilizado no
procedimento de fortificacdo foi a suspenséo para spike BTF EasySeed™ (padrdo 1ISO 17034:2016
contendo uma média de 98 a 102 (oo)cistos de Cryptosporidium e Giardia inativados, com um desvio
padrdo menor ou igual a 2,5). Na etapa de imunossepara¢do magnética, utilizou-se o kit Dynabeads®
GC Combo, o qual apresenta esferas magnéticas revestidas por anticorpos purificados que se ligam
aos (0o)cistos destes protozoarios; na etapa de coloragcdo empregou-se o reagente de deteccdo Aqua-
glo™ e DAPI fabricado pelo proprio Laboratorio Central. O uso de todos os insumos é aprovado pelo
método EPA 1623.1.

Os pardmetros de desempenho (branco fortificado — BF, e matriz fortificada - MF) foram
determinados de acordo com o método e testados segundo o procedimento operacional de controle de
qualidade do Laboratério Central da Copasa para analise de protozodrios utilizando a Cépsula
Envirocheck® HV - Filtracdo, Adicdo de Dispersante, Eluicdo, Concentracdo, Purificacdo e
Coloragdo da Amostra.
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Para o branco fortificado o objetivo é verificar o comportamento do método, em termos de
recuperacgdo e precisdo, na auséncia de interferéncias de matriz. Foram utilizadas amostras de 10L de
agua grau reagente, contaminada artificialmente com uma suspenséao padronizada de cistos e oocistos
(EasySeed™) adquirida comercialmente.

Para a matriz fortificada foram utilizadas amostras de agua bruta provenientes de mananciais
superficiais do estado de Minas Gerais, uma vez que o objetivo era verificar o efeito das caracteristicas
da matriz (agua bruta, sob influéncia de langamentos de esgotos domésticos e industriais) sobre a
recuperacgdo de organismos. Da amostra da matriz, 1L foi separado e contaminado artificialmente com
uma suspensao padronizada de cistos e oocistos (EasySeed™) adquirida comercialmente. O volume
restante (9L) foi analisado sem a adi¢do do padrdo. Dessa maneira é possivel verificar a provavel
quantidade de (oo)cistos na matriz fortificada que é de origem ambiental, avaliando o efeito de matriz
da 4gua sobre a sensibilidade e precisdo da metodologia.

A metodologia EPA 1623.1 estabelece critérios de aceitacdo para a recuperagdo dos (0o)cistos de
Cryptosporidium e Giardia a fim de que a metodologia seja eficiente para a deteccéo e identificacdo
destes protozoarios (Tabela 1).

Tabela 1: Pardmetros de Desempenho e critérios de aceitacdo (recuperagao)

Parametro de Matriz Cryptosporidium Giardia
desempenho (%oRecuperacao) (%oRecuperacao)
Branco Fortificado Agua grau reagente 33-100 22-100
(BF)
Matriz Fortificada Agua bruta 32-100 8-100
(MF)

Os dados utilizados compreendem os resultados para branco fortificado e matriz fortificada obtidos
durante rotina analitica nos anos de 2021, 2022 e 2023 no Setor de Biologia do Laboratério Central
da Copasa, totalizando 119 amostras de BF e 119 amostras de MF. Esses dados foram inseridos em
cartas de controle e analisados criticamente ap6s cada rodada analitica. Os resultados insatisfatorios
foram evidenciados nas préprias cartas de controle e as tratativas, apds anélise critica das mesmas,
foram evidenciadas em documentos internos do sistema de gestao.

Para visualizar com que constancia ocorrem as menores e maiores recuperagdes em matriz, calculou-
se a distribuicdo de frequéncia das recuperac@es para matriz fortificada, tanto para Cryptosporidium
quanto para Giardia e comparou-se com a distribuicdo de frequéncia das recuperacBes de matriz
fortificada apresentada pela EPA 1623.1.

RESULTADOS OBTIDOS

As Figuras 1 e 2 abaixo indicam os resultados do branco fortificado para Cryptosporidium e Giardia,
respectivamente, no periodo de 2021 a 2023. Foram analisadas 38 amostras no ano de 2021, 43 em
2022 e 38 em 2023, totalizando 119 amostras de BF. Conforme pode ser verificado, 15 amostras
ficaram abaixo do limite de recuperacdo recomendado pela EPA (33%) para Cryptosporidium: 12
amostras em 2021 e 3 amostras em 2022. Para Giardia 7 amostras ficaram abaixo do limite de
recuperacgdo indicado pela EPA 1623.1 (22%): 6 amostras em 2021e 1 amostra em 2022.
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Figura 1: Resultados da recuperacdo (%) para as amostras de branco fortificado para
Cryptosporidium realizadas pelo Laboratorio Central da Copasa e a recuperagcdo minima
preconizada pelo método EPA 1623.1, para os anos de 2021 a 2023.
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Figura 2: Resultados da recuperacéo (%) para as amostras de branco fortificado para Giardia
realizadas pelo Laboratério Central da Copasa e a recuperacdo minima preconizada pelo
método EPA 1623.1, para 0s anos de 2021 a 2023.
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As Figuras 3 e 4 abaixo indicam os resultados para matriz fortificada para Cryptosporidium e Giardia,
respectivamente, no periodo de 2021 a 2023. Foram analisadas 38 amostras no ano de 2021, 43 em
2022 e 38 em 2023, totalizando 119 amostras de MF.

Conforme pode ser verificado, 9 amostras ficaram abaixo do limite de recuperacéo orientado pela EPA
1623.1 para Cryptosporidium (32%): 8 amostras em 2021 e 1 amostra em 2022. Para Giardia 1
amostra ficou abaixo do limite de recuperacdo indicado pela EPA (8%) em 2022.
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Figura 3: Resultados da recuperacdo (%) para as amostras de matriz fortificada para
Cryptosporidium realizadas pelo Laboratdrio Central da Copasa e a recuperagdo minima
preconizada pelo método EPA 1623.1, para os anos de 2021 a 2023.
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Figura 4: Resultados da recuperacéo (%) para as amostras de matriz fortificada para Giardia
realizadas pelo Laboratério Central da Copasa e a recuperagdo minima preconizada pelo
método EPA 1623.1, para os anos de 2021 a 2023.
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Utilizando somente os dados referentes a matriz fortificada para Cryptosporidium e Giardia, calculou-
se a distribuicdo das recuperaces das 119 amostras analisadas. O resultado pode ser visualizado na
Figura 5.
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Figura 5: Distribuicdo dos percentuais de recuperacdo de Cryptosporidium e Giardia em
amostras analisadas para matriz fortificada entre os anos de 2021 a 2023.
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De acordo com a Figura 5, mais de 50% de todas das matrizes fortificadas obtiveram recuperagéo na
faixa de 61 a 80%. Menos que 10% das amostram apresentaram recuperacdo abaixo de 20%. A
recuperagdo de Giardia foi superior ao Cryptosporidium na faixa superior a 81%, com
aproximadamente 20% das amostras nessa faixa.

ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O presente estudo evidenciou a grande variedade de resultados que foram considerados satisfatérios
devido a larga faixa de aceitacdo estabelecida pelo método para a recuperacdo de (oo)cistos de
Cryptosporidium e Giardia para o branco fortificado e matriz fortificada, onde uma baixa
recuperacdo, na qual o resultado préoximo ao limite inferior, ainda é permitido podendo afetar
diretamente no resultado analitico.

Nota-se que no ano de 2021 foram obtidos resultados insatisfatérios que diminuiram de incidéncia até
serem ausentes no ano de 2023. Tais resultados foram analisados criticamente e realizou-se acGes e
testes que viabilizaram a melhora na recuperacao de protozoarios alcan¢ando os critérios desejaveis
para a continuidade do monitoramento de forma satisfatoria. Nota-se que para matriz fortificada, os
resultados tém sido satisfatérios desde 2022, com excecdo de uma Unica amostra de Giardia e duas de
Cryptosporidium, o que est4 possivelmente relacionado mais as caracteristicas da matriz do que ao
processo.

Dentre as propostas consideradas apés a anélise critica das cartas de controle, citam-se:

1. Teste de eficiéncia do padrdo: Avalia-se se nas etapas iniciais (filtragdo e eluicdo) ha perda de
protozodrios ou se a mesma ocorre na etapa de imunosseparagdo magnética. Neste teste adiciona-se o
conteldo do padrdo diretamente no tubo leighton e realiza-se a andlise microscdpica. Nossos
resultados ndo indicaram diferenca de recuperacéo entre as etapas envolvidas;

2. Teste de validade do padrdo: verificou-se uma diminuicéo da recuperagdo de (oo)cistos quando
se aproxima a data de expiracdo da validade.

3. Vistoria de reagentes e insumos utilizados para a fabricagdo das solu¢Bes usadas na
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metodologia e produzidas pelo Laboratdrio Central: ndo se verificou a utilizacdo de reagentes e
insumos vencidos;

4. Acompanhamento dos testes por uma especialista da empresa fabricante da capsula
Envirocheck®: verificou-se o correto uso da mesma;
5. Aquisicdo de novos concentradores de particulas magnéticas (MPC5 e MPC6) para a etapa de

imunosseparagdo magnética: verificou-se um aumento da recuperacéo tanto para branco fortificado
quanto para matriz fortificada. O correto acoplamento entre os tubos e 0 MPC permite uma melhor
atracdo entre as esferas magnéticas ligadas aos anticorpos e 0 imé presente nesses equipamentos.

6. Teste da forga G das centrifugas: o método indica a forca minima de rotacdo de 1500 G (o que
era utilizada pelo Laboratorio Central), porém permite uso de até 2000 G, sugerindo que pode ocorrer
melhoria da recuperacdo entre 1800 e 2000 G: foram verificadas melhorias nas recuperacdes
utilizando-se a rota¢do com forca G de 1700.

Além dessas alteragdes, outras foram propostas, levando-se em consideracdo as propriedades
intrinsecas dos protozoarios, como tamanho e aderéncia. Sendo:

1. Troca periédica das bombonas de coleta;

Troca periddica dos tubos de centrifuga;

Troca periddica dos tubos leighton;

Troca periodica da mangueira utilizada nas etapas de filtracdo e concentracdo das amostras;
Revisdo do Procedimento de Preparagédo de Solucdo de Hexametafosfato de Sédio 5% PV;
Alteracdo na validade da solugdo Tampao de Eluicdo passando a ser de 15 dias (anterior, 30 dias).

o0k wnN

Em 2023, o Laboratdrio Central da Copasa recebeu a visita técnica da especialista representante do
fabricante do padrdo de desempenho. A mesma orientou a necessidade de o padrédo ser aclimatado em
temperatura ambiente por um periodo de 15 a 30 minutos antes de ser utilizado a fim de que os
(oo)cistos dos protozoarios se desprendam da parede do tubo. Notou-se uma melhora na recuperacéo,
porém, ndo significativa como a que foi evidenciada na alteracdo da forca de centrifugacéo e na troca
dos concentradores de particulas magnéticas.

O método EPA 1623.1 apresenta o resultado para a distribui¢do da recuperagdo em matriz fortificada
para 430 amostras de Cryptosporidium e Giardia, cujos dados foram obtidos em analises
interlaboratoriais utilizadas na validagdo da metodologia. Esses dados indicam que mais de 50% das
recuperagfes encontram-se na faixa de 40-80% tanto para Cryptosporidium quanto para Giardia,
resultados semelhantes aos obtidos pelo Laboratério Central da Copasa. Quando comparamos a
frequéncia de recuperacéo na faixa inferior a 20%, o Laborat6rio Central da Copasa obteve melhores
resultados: 4% e 3% para Cryptosporidium e Giardia, respectivamente, e 0 EPA 1623.1, 13% e 10%
para Cryptosporidium e Giardia, respectivamente.

Além das alteragdes de insumos e equipamentos, é importante salientar que a recuperacdo de
Cryptosporidium e Giardia nas matrizes fortificadas e consequentemente nas amostras de dgua bruta
também pode ser afetada pelos volumes de amostra utilizados (1L e 9L, para matriz fortificada e para
a matriz respectivamente) e também por interferentes presentes na matriz (efeito de matriz). Para
efeito de volume, a heterogeneidade da amostra (Incerteza da dispersédo de Poisson) (ROCHA, 2018),
pode levar a um aumento da concentracdo de protozodrios na amostra de menor volume (matriz
fortificada), além do fato de que a perda de organismos em 1L tende a ser menor do que nos 9 L, o
que também pode causar uma estimativa maior na matriz fortificada do que na amostra (matriz). Para
o efeito de matriz, algumas situacBes podem dificultar a identificacdo precisa e correta dos
protozodrios nas amostras, diminuindo a deteccdo e influenciando de forma significativa no resultado
final, como por exemplo a concentragdo de ferro, turbidez e pH da dgua bruta, presenca de sujidades
com a mesma dimens&o dos (0o)cistos, as quais podem encobrir os mesmos e dificultar a sua detec¢éo
(YAKUB & STADTERMAN-KNAUER, 2000; DI GIORGIO et al., 2002; KUHN et al., 2002),
presencga de organismos e particulas interferentes que apresentam formatos, tamanhos similares aos
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dos protozoarios (Franco et al., 2012) e que também possuem afinidade pelos corantes fotossensiveis
que conferem as cores verde-maca e azul nos filtros FITC e DAPI , respectivamente.

Outra questdo a ser enfatizada € a importancia do conhecimento do método pelos analistas
responsaveis pelas analises. Apesar de a maioria das agdes propostas quando analisadas
separadamente ndo terem efeito significativo sobre a recuperagdo, quando verificadas em conjunto
aumentaram e mantiveram a recuperacdo do método acima dos limites aceitaveis. Para que tais acfes
fossem propostas, os analistas realizaram um longo estudo da metodologia (EPA 1623.1) e pesquisas
bibliograficas relacionadas as propriedades dos protozoarios e outros métodos analiticos pertinentes.
Tais acdes foram importantes para aumentar a acuracia analitica durante todo o processo, e ndo
somente referente ao treinamento de identificagdo microscopica dos protozoarios. FRADETTE &
CHARETTE (2022), em um trabalho sobre alteragfes dos protocolos de eluicdo e imunosseparagdo
magnética do método EPA 1623.1 relatam que a inexperiéncia dos analistas com a metodologia pode
contribuido com as taxas de recuperacdo relativamente baixas em alguns resultados obtidos.

O limite estabelecido pela Portaria GM/MS n° 888/21 para Cryptosporidium em &gua bruta é 1,0
oocistos/L, resultado obtido através do calculo da média aritmética da incidéncia deste microrganismo
ap6s um monitoramento mensal pelo periodo de 12 meses. Acima desse valor, alteracbes
significativas no padrdo de turbidez da &gua filtrada obtido pela estacdo de tratamento de agua devem
ser realizadas, a fim de que haja uma remog&o eficiente desses microrganismos. Tendo-se em vista a
baixa densidade recomendada para o protozoario, quanto maior a recuperagdo e consequentemente a
exatiddo analitica, mais representativo é o resultado que ird embasar tais alteracdes operacionais.

CONCLUSOES E RECOMENDACOES

O monitoramento de protozoérios e, consequentemente, o cumprimento da legislacio vigente € de
extrema importancia e se torna imprescindivel no controle destes microrganismos e na tomada de
decis0es eficientes para a remocao dos mesmos nas estacfes de tratamento de agua.

Por outro lado, a metodologia para pesquisa de (oo)cistos de Cryptosporidium e Giardia é
caracterizada por ser de alta especificidade e custo, sendo necessaria a utilizagdo de insumos em sua
maioria importados. Além do mais, a recuperagdo pode ser consideravelmente afetada por
caracteristicas biol6gicas e fisico-quimicas da amostra de &gua, o que acarreta a obtencdo de
resultados variaveis e de baixa recuperagéo.

Considerando-se que a dose minima infectante para o ser humano, tanto no caso da criptosporidiose
como na giardiose, é baixa, é importante que as metodologias de detecgdo de protozoarios em agua
apresentem sensibilidade e especificidade efetivas no sentido de concentrar pequenos nimeros de
(oo)cistos usualmente presentes nas amostras ambientais.

Estudos recentes tém evidenciado uma melhora na recuperacao a partir de alteragdes de protocolo nas
etapas iniciais (filtragdo e eluicdo) do método EPA1623.1 (FRADETTE & CHARETTE, 2022), assim
como nanotecnologia e biosensoriamento associados & anélise molecular melhoram tanto a
recuperagdo quanto diminuem o tempo analitico (LUKA G, et al., 2023).

Conclui-se, portanto, que apesar da metodologia apresentar limitacdes e dificuldades na implantacdo
e no alcance de resultados desejaveis, é possivel que a mesma seja implantada de forma eficiente na
rotina analitica, desde que o laboratdrio utilize os devidos equipamentos e insumos orientados, realize
testes e validagdes seguidos da anélise da Demonstracdo Inicial de Capacidade (DIC), execute o
Controle de Qualidade (CQA) da coloracgéo a fim de atestar a eficiéncia dos corantes para identificacdo
dos protozodrios e proceda com a continua capacitacdo dos profissionais envolvidos nas anélises
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visando o alcance dos critérios de aceitacdo e limites de recuperacao estabelecidos pela metodologia
tendo como propdsito assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos, sendo estes essenciais para a
avaliacdo do risco de contaminacdo e diminui¢do da ocorréncia dos surtos de doencas gastrointestinais
ocasionados por protozoarios.
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