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A criptosporidiose e a giardiase sdo doencas gastrointestinais de veiculacdo hidrica, causadas pela ingestdo da forma
infectante dos protozodrios patogénicos Cryptosporidium e Giardia pela via fecal-oral;

A maioria dos casos sdo autolimitantes desenvolvendo quadros de diarreia, vomitos, nduseas e célicas, porém, podem se
tornar criticos com risco de dbito quando atingem pessoas gravemente imunocomprometidas;
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Figura 1 — Ciclo de transmissdo da Criptosporidiose

Fonte: conceitosdomundo.pt
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Figura 2 — Ciclo de transmissdo da Giardiase
Fonte: conceitosdomundo.pt
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Sdo microrganismos altamente resistentes as mais variadas condicdes ambientais, a tratamentos de dgua convencionais e
sdo aptos a contagiarem mesmo em pequenas concentracdes de infectantes.

No Brasil, em decorréncia dos crescentes casos de contaminagdo por ingestdo de protozoarios por veiculacdo hidrica, e a
importancia no controle dessas doencas, é obrigatério o monitoramento destes microrganismos (Portaria GM/MS n@

888/2021);

Ministério da Saude
Gabinete do Ministro

PORTARIA GM/MS N° 888, DE 4 DE MAIO DE 2021

Altera o Anexo XX da Portaria de Consolidagdgo GM/MS n° 5, de
28 de setembro de 2017, para dispor sobre os procedimentos
de controle e de vigilancia da qualidade da agua para
consumo humano e seu padrdo de potabilidade

O MINISTRO DE ESTADO DA SAUDE, no uso das atribuicdes que Ihe conferem os incisos | e Il do paragrafo tnico do art. 87 da
Constituicdo, resolve:

Art. 1° Esta Portaria dispde sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da dgua para consumo humano e
seu padréo de potabilidade, na forma do Anexo XX da Portaria de Consolidacdo GM/MS n° 5, de 28 de setembro de 2017

Art. 2° O Anexo XX da Portaria de Consolidacdo GM/MS n° 5, de 28 de setembro de 2017, passa a vigorar na forma do Anexo a
esta Portaria.

Art. 3° Esta portaria entra em vigor na data de sua publicacéo

§ 10° A concentracao média de oocistos de Cryptosporidium spp., referida no § 7° deste Art., deve ser calculada considerando
um nimero minimo de 12 (doze) amostras uniformemente coletadas ao longo dos 12 meses de monitoramento.
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* A pesquisa de (oo)cistos em agua bruta apresenta algumas dificuldades e desafios na deteccao destes
microrganismos, como por exemplo:

1. Caracteristicas biologicas — tamanho e aderéncia a sujidades das amostras;

2. Necessario volume elevado de amostra para se ter uma recuperacao consideravel;

3. Ocorréncia de resultados falsos positivos e negativos - causados por interferentes analiticos;

4. Amplo critério de aceitacao estabelecido pela EPA 1623.1 - inclui baixos indices de recuperacao;
5. Perda de organismos no decorrer do procedimento de analise;

6. Variabilidade do resultado encontrado pelo analista - a qual é a maior fonte de incerteza do método
por depender de capacitacao e aprimoramento continuo das técnicas de identificacao.

Figura 3: Giardia sp
Fonte:
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De acordo com o EPA 1623.1 todo laboratério que implanta e desenvolve a metodologia é
obrigado a realizar um programa de Garantia e Controle da Qualidade Analitica, tais como:

. Documentacao e analise dos dados obtidos (precisdao e recuperacao);
. Controle da manutencao e desempenho dos equipamentos;

. Qualidade e desempenho dos reagentes;

. Treinamento e certificacdo dos analistas envolvidos nas analises;

. Testes para demonstracado de capacidade e recuperacao;

. Utilizacdo de carta de controle com a indicacao de intervalos de recuperacao aceitaveis.

Figura 4: Oocisto de Cryptosporidium sp
Fonte: www.cdc.gov/cryptosporidium/about/index.html
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* A carta de controle é uma importante ferramenta utilizada com a finalidade de
demonstrar o controle sobre o sistema analitico. Sendo possivel:

1. Identificar os desvios dos padrdes e como essa ocorréncia pode ser evitada e corrigida;

2. ldentificar possiveis causas dos erros nos processos, beneficiando a busca por solucdes nos
procedimentos e a previsdao de desempenhos futuros;

3. A andlise critica das cartas de controle promove a geracao de novas ideias para aperfeicoar os
processos a partir das analises obtidas;

4. A observacdo de pontos fora de suas previsdoes possibilita a investigacdao das causas raizes e a
definir de suas solucdes.

by
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* Apresentar as dificuldades na pesquisa de (oo)cistos de Cryptosporidium e Giardia através do Método
EPA 1623.1;

Objetivos

* Analisar de forma critica as possiveis implicacdes para o alcance de resultados validos;

* Demostrar os resultados analiticos que tornam o Laboratério Central da Copasa apto para a analise de
deteccdo e quantificacao desses protozoarios em agua bruta.

Cryptosporidium sp: 4 a 6 um

Giardia sp: 8 a 18 um de comprimento
5a15 um de largura

Figura 5 — (oo)Cistos de Cryptosporidium sp e Giardia sp
Fonte: Mabub, 2022
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Metodologia

* 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.

* Este método apresenta caminhos distintos para a pesquisa de protozodrios, e a selecdo do mesmo deve levar em conta
fatores como custo, logistica analitica e atendimento aos critérios de aceitagdo para a implantacdo da metodologia e
consequentemente monitoramento adequado destes microrganismos;

Environmental Protection
ncy

Method 1623.1: Cryptosporidium and
Giardia in Water by Filtration/IMS/FA
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As etapas analiticas envolvem os processos de filtragdo, eluigdo, A doe 30 de (oo)ci desses protozoarios.

Figuras 6 a 14 — Etapas
analiticas da metodologia
Fonte: Louro, 2022
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*O método foi validado pelo Laboratdrio Central em 2018, com alteracao na etapa de eluicao e acreditado
pela CGCRE — Inmetro em 2020 na norma ISO/IEC 17025 (ABNT, 2017);

*Insumos utilizados e aprovados pelo método EPA 1623.1:
1.Capsulas Envirocheck® HV;

2.Padr30 ISO 17034:2016 para spike BTF EasySeed™
3.Kit Dynabeads® GC Combo;

4. Reagente de colora¢do Aqua-glo™;

5.DAPI fabricado pelo préprio Laboratério Central da Copasa.

EasySeed - Padrdo
Quantitativo para Analises
de Crypto e Giardia

Capsula Envirochek Kit Dynabeads Aqua-glo DAPI

1 um de porosidade




A metodologia EPA 1623.1 estabelece critérios de aceitagdo para a recuperagdo dos (oo)cistos de Cryptosporidium e Giardia a fim de que a metodologia seja eficiente para a detecdo e identificagao destes protozoarios (Tabela 1):
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Parimetro de

desempenho e

Cryptosporidium
(% Recuperacio)

Giardia
(% Recuperacio)

Branco Fortificado (BF) Agua grau
reagente

33-100

22-100

Matriz Fortificada (MF) Agua bruta

32-100

8-100

Tabela 1: Parametros de desempenho e Critérios de aceita¢ao (recuperagao)

Fonte: EPA 1623.1
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- A finalidade do branco fortificado (BF) é verificar o comportamento do método, em termos de recuperacdo e
precisao, na auséncia de interferéncias de matriz;

-> O objetivo da matriz fortificada (MF) é verificar o efeito das caracteristicas da matriz (agua bruta, sob influéncia de
lancamentos de esgotos domésticos e industriais) sobre a recuperacao de organismos;

-> O propésito de analisar a matriz é verificar a provével quantidade de (oo)cistos na matriz fortificada que é de origem
ambiental, avaliando o efeito de matriz da dgua sobre a sensibilidade e precisao da metodologia.
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Os dados apresentados 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 Laboratdrio Central da
Copasa, totalizando 119 amostras de BF e de MF;

Esses dados foram inseridos em cartas de controle e analisados criticamente apds cada rodada analitica;

Os resultados insatisfatorios foram evidenciados nas préprias cartas de controle e as tratativas, apds
analise critica das mesmas, foram evidenciadas em documentos internos do sistema de gestao;

Para visualizar com que constancia ocorrem as menores e maiores recuperacdes em matriz, calculou-se
a distribuicao de frequéncia das recuperagdes para matriz fortificada, tanto para Cryptosporidium
guanto para Giardia.
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Resultados

* Entre os anos de 2021 a 2023, foram analisadas 119 amostras de branco fortificado para Cryptosporidium e Giardia.
Sendo 38 amostras no ano de 2021, 43 em 2022 e 38 em 2023.

* Conforme pode ser verificado, 15 amostras ficaram abaixo do limite de recuperacdo recomendado pela EPA 1623.1 (33%)
para Cryptosporidium:
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Figura 15: Resultados da recuperagdo (%) para as amostras de branco fortificado para Cryptosporidium 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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* Na figura abaixo percebe-se que para Giardia 7 amostras ficaram abaixo do limite de recuperagao
indicado pela EPA 1623.1 (22%).
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Figura 16: Resultados da recuperagdo (%) para as amostras de branco fortificado 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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Entre os anos de 2021 a 2023, foram analisadas 119 amostras de matriz fortificada para Cryptosporidium e Giardia. Sendo 38
amostras no ano de 2021, 43 em 2022 e 38 em 2023.

Conforme pode ser verificado, 9 amostras ficaram abaixo do limite de recuperacdo orientado pela EPA 1623.1 para
Cryptosporidium (32%)
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Figura 17: Resultados da recuperagdo (%) para as amostras de matriz fortificada para Cryptosporidium 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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* Na figura abaixo percebe-se que para Giardia 1 amostra ficou abaixo do limite de recuperacdo indicado pela EPA (8%) em
2022.
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Figura 17: Resultados da recuperagdo (%) para as amostras de matriz fortificada para Giardia realizadas pelo Laboratério Central da
Copasa e a recuperag¢do minima preconizada pelo método EPA 1623.1, para os anos de 2021 a 2023.




Utilizando somente os dados referentes a matriz fortificada para
Cryptosporidium e Giardia, calculou-se a distribuicdo das recuperagdes das
119 amostras analisadas;

Comparou-se com a distribuicdo de frequéncia das recuperacées de matriz
fortificada (430 amostras) apresentada pela EPA 1623.1 obtidas em
analises interlaboratoriais utilizadas na validagdo da metodologia;

50% das recuperacdes realizadas pela EPA 1623.1 encontram-se na faixa de
40-80% tanto para Cryptosporidium quanto para Giardia, resultados
semelhantes aos obtidos pelo Laboratodrio Central da Copasa;

Quando comparamos a frequéncia de recuperacdo na faixa inferior a 20%,
o Laboratério Central da Copasa também obteve resultados semelhantes.
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Figura 19: Distribui¢io dos percentuais de recuperacio de Cryptosporidium e Giardia em amostras
analisadas para matriz fortificada entre os anos de 2021 a 2023.
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Mais de 50% de todas as matrizes fortificadas obtiveram recuperacdo na faixa de 61 a 80%;

Menos que 10% das amostras apresentaram recuperacao abaixo de 20%;

A recuperacdo de Giardia foi superior a de Cryptosporidium na faixa superior a 81%, sendo aproximadamente 20% das amostras
analizadas se encontram nessa faixa.
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Figura 20: Distribui¢do dos percentuais de recuperagio de Cryptosporidium e Giardia em amostras analisadas para matriz
fortificada entre os anos de 2021 a 2023.
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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 BF e
MF, onde uma baixa recuperacao, ainda é permitida podendo afetar diretamente no resultado analitico;

* No ano de 2021 foram obtidos resultados insatisfatdrios que diminuiram de incidéncia até serem ausentes no ano de
2023. Tais resultados foram analisados criticamente e realizou-se a¢des e testes que viabilizaram a melhora na
recuperacao de protozoarios alcancando os critérios desejaveis para a continuidade do monitoramento de forma
satisfatoria;

* Com relagdo a matriz fortificada, os resultados tém sido satisfatdrios desde 2022, com excec¢ao de uma Unica amostra de
Giardia e duas de Cryptosporidium, o que esta possivelmente relacionado mais as caracteristicas da matriz do que ao
processo.




Encontro Técnico
@ AESABESP

Congresso Nacional

(|P Saneamento e

Meio Ambiente

* Dentre as propostas consideradas apds a analise critica das cartas de controle, citam-se:

1. Teste de eficiéncia do padrao: avalia-se se nas etapas iniciais (filtracao e eluicdo) ha perda de
protozoarios ou se a mesma ocorre na etapa de imunossepara¢cdao magnética;

2. Teste de validade do padrao: diminuicdao na recuperacao quando o insumo estd proximo da validade;

3. Vistoria de reagentes e insumos utilizados para a fabricagao das solugoes usadas na metodologia e
produzidas pelo Laboratorio Central;

4. Acompanhamento dos testes por uma especialista da empresa fabricante da capsula Envirocheck®: o
insumo estava sendo usado corretamente;

5. Aquisicao de novos concentradores de particulas magnéticas (MPCS e MPC6) para a etapa de
imunosseparag¢ao magnética: evidenciado uma melhor recuperacao tanto para o BF quanto para MF;

6. Teste da forgca G das centrifugas: foram verificadas melhorias nas recuperacdes utilizando-se a rotacao
com forca G de 1700.
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Além das alteragdes citadas, outras foram propostas, levando-se em consideracao as propriedades
intrinsecas dos protozoarios, como tamanho e aderéncia. Sendo:

. Troca periddica das bombonas de coleta;

. Troca periddica dos tubos de centrifuga;

. Troca periddica dos tubos leighton;

. Troca periddica da mangueira utilizada nas etapas de filtracao e concentracao das amostras;
. Revisao do Procedimento de Preparacao de Solugao de Hexametafosfato de Sodio 5% PV;

. Alteracao na validade da solucdao Tampao de Eluigao passando a ser de 15 dias (anterior, 30 dias).

by
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*Ressalta-se a grande importancia do conhecimento técnico do método pelos analistas responsaveis pelas
analises - os analistas do Laboratdrio Central da Copasa realizaram um longo estudo da metodologia (EPA
1623.1), treinamento de identificacdo microscépica dos protozoarios, pesquisas bibliograficas relacionadas
as propriedades dos protozoarios e outros métodos analiticos pertinentes;

*Apesar de a maioria das a¢des propostas quando analisadas separadamente nao terem efeito significativo
sobre a recuperacao, quando verificadas em conjunto aumentaram e mantiveram a recuperacao do método
nos limites aceitaveis.




P W N PR

Encontro Técnico

,é AESABESP
(' Congresso Nacional

de Saneamento e
Meio Ambiente

Além das alteragdes de insumos e equipamentos, salienta-se que a recupera¢ao de Cryptosporidium e
Giardia nas matrizes fortificadas e consequentemente nas amostras de agua bruta também pode ser
afetada por algumas situagdes, como:

Concentragao de ferro;
Turbidez e pH da agua bruta;

Sujidade com a mesma dimensao dos (oo)cistos, as quais podem encobrir os mesmos e dificultar a sua deteccao;

Presenga de organismos e particulas interferentes que apresentam formatos, tamanhos similares aos dos protozodrios e
afinidade pelos corantes fotossensiveis (FITC e DAPI).
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* O monitoramento de protozoarios e, consequentemente, o cumprimento da legislacdo vigente é de extrema importancia
e se torna imprescindivel no controle destes microrganismos e na tomada de decisdes eficientes para a remogao nas
estacOes de tratamento de dgua;

Conclusoes e Recomendacoes

* O limite estabelecido pela Portaria GM/MS n2 888/21 para Cryptosporidium em &gua bruta é 1,0 oocistos/L, resultado
obtido através do cdlculo da média aritmética da incidéncia deste microrganismo apds um monitoramento mensal pelo
periodo de 12 meses. Acima desse valor, alteracdes significativas no padrdao de turbidez da dgua filtrada obtido pela
estacdo de tratamento de dagua devem ser realizadas, a fim de que haja uma remocao eficiente;

* Tendo-se em vista a baixa densidade recomendada pelo método para a recuperagdo dos protozodrios, quanto maior a
recuperacdo do método e consequentemente a exatiddo analitica, mais representativo ¢ o resultado que ira embasar
tais alteracdes operacionais.
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* Diante do apresentado, podemos salientar caracteristicas importantes sobre a metodologia:
Alta especificidade e custo: uso de insumos, em sua maioria, importados;

A detecgdo pode ser afetada pelas caracteristicas biolégicas e fisico-quimicas da amostra de agua: obtencdo
de resultados variaveis e de baixa recuperacgao;

Necessaria alta sensibilidade metodoldgica e capacitagdo dos profissionais para detectar desde pequenas a
altas incidéncias de (oo)cistos usualmente presentes nas amostras ambientais.
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* Conclui-se que, apesar da metodologia apresentar limitacdes e dificuldades na implantacao e no alcance de resultados
desejdveis, é possivel que o método seja estabelecido de forma eficiente na rotina analitica, desde que o laboratdrio:

1. Utilize os devidos equipamentos e insumos orientados;
2. Realize testes e valida¢Oes seguidos da andlise da Demonstracao Inicial de Capacidade (DIC);

3. Execute o Controle de Qualidade (CQA) da coloracdo a fim de atestar a eficiéncia dos corantes para identificacdo dos
protozoarios;

4. Proceda com a continua capacitagdao dos profissionais envolvidos nas andlises visando o alcance dos critérios de aceitagao
e limites de recuperacdo estabelecidos pela metodologia.

- Todas as agles citadas tém como propdsito assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos, sendo estes essenciais
para a avaliacdo do risco de contaminacdo e diminuicdo da ocorréncia dos surtos de doencas gastrointestinais
ocasionados por protozodrios.
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