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RESUMO

Asespécies de protozodrios patogénicos de veiculagao hidrica Giardia spp. e Cryptosporidiumspp.
foram responsaveis por cerca 90% dos surtos de gastroenterite ocorridos nos tltimos 25 anos, em
varios paises. Critérios de avaliagdo das etapas referentes a detecgdo destes agentes em amostras de
agua, tais como: precisao inicial, inoculagido nas amostras em dgua bruta e, diagnoéstico e localizagao
de erros estao abordados neste trabalho. Estes critérios devem ser correntemente aplicados e cons-
tantemente avaliados pelos laboratérios, a fim de assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos
durante um monitoramento e, assim, fornecer subsidios para uma avaliagdo do risco de surtos.

PALAVRAS-CHAVE: Controle de qualidade, métodos de deteccdo, Cryptosporidium spp., Giardia
spp., agua.

ABSTRACT

CONTROLOF THE ANALYTIC QUALITY OF THEMETHODS USED FOR THE DETECTION
OF PATHOGENIC PROTOZOANSIN WATER SAMPLES. The waterborne pathogenic protozoan
species Giardia spp. and Cryptosporidium spp. have been responsible for the majority (90%) of the
gastroenteritis outbreaks that have occurred in the last 25 years in various countries. This paper
discusses evaluation criteria pertaining to the steps involved in the detection of these microorganisms
in water samples, such as: initial precision, inoculation in environmental samples, diagnosis and
error localization. These criteria should be often applied and evaluated by laboratories in order
to assure the reliability of the results obtained in a program of monitoring, thus aiding in the
evaluation of the risks of outbreaks.
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A contaminagdo dos recursos hidricos por pro-
tozodrios patogénicos de veiculagdo hidrica tem

meta, um padrdo de auséncia. Desta forma, uma
devida estruturacgao laboratorial torna-se necessaria.

ocorrido em todo o mundo tornando-se um grande
desafio para os sistemas produtores e distribuidores
de dgua. As espécies Giardia spp. e Cryptosporidium
spp. foram responsaveis por cerca 90% dos surtos
de gastroenterite ocorridos nos tltimos 25 anos em
paises como os Estados Unidos, Canada e Japao
(Karanis et al., 2007). No Brasil, a preocupacao com
estes protozoarios patogénicos ao homem e a outros
animaislevou o Ministério daSatide a publicara Por-
taria 1469, revista sob on° 518 /2004; esta publicagao
recomenda que as Estacdes de Tratamento de Agua
pesquisem esses agentes na dgua a ser distribuida
para populacdo, com o objetivo de atingir, como

A Agéncia de Protecido Ambiental Americana
(USEPA, 2005) estabeleceu metodologias de deteccao
de protozodrios em amostras de dgua, baseadas nas
etapas defiltracao, eluicdo, concentragdo, purificagao
(separagdao imunomagnética - IMS), coloragdo e vi-
sualizagdo mediante areagdo deimunofluorescéncia
direta (RID) realizada com anticorpos monoclonais
anti-Cryptosporidium e anti-Giardia ja comercializa-
dos. Estas metodologias foram internacionalmente
validadas, e oslaboratérios devem se estruturar com
equipamentos e profissionais para atender a esta
demanda, sendo necessaria também a manutengao
da qualidade dos resultados obtidos.
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Resultados de ensaios laboratoriais sdao sempre
elementos importantes para a tomada de decisoes,
poiserrosnos testes podemlevaraequivocosnacon-
dugdo da solugdo dos problemas na area ambiental
e, consequentemente, em satide puablica (BeLLaMY,
2004). Programas de qualidade de agua podem
minimizar erros e aumentar o nivel de confianca
dos resultados laboratoriais, baseando-se em etapas
e adotando métodos para a solugdo de problemas.
Uma proposta de estrutura para o controle de
qualidade de metodologias de deteccdo consiste em
estabelecer metas de qualidade que vao desde um
gerenciamento dos recursos humanos (promovendo
um treinamento atualizado e continuo da equipe de
trabalho) até a manutencéo fisica do laboratério e
de seus equipamentos (Fig. 1).

O Método 1623 (USEPA, 2005) possui uma Segao
de Controle de Qualidade que visa reduzir os pos-
siveis erros e promover dados confidveis na analise
de protozoarios de veiculagdo hidrica como as
espécies de Giardia e Cryptosporidium. Desta forma,
esse programa inclui a avaliacdo de manuais de uso,
instrumentos e equipamentos usados (calibragdo),
protocolos, qualidade dos reagentes, desempenho e
treinamento dos analistas e cartas controle (interno e
externo). Neste contexto, aanalise minimarequerida
nesse programa consisteem demonstraracapacidade
inicial dolaboratério emrealizar a analise, mediante o
teste de precisdoinicial e recuperacao, de inoculagao
em matriz (controles positivos), controle negativo
(paraassegurar auséncia de contaminagdo) e controle
de coloragdo, sendo necessaria que esta capacidade
seja continuamente demonstrada.

As etapas referentes ao estudo e deteccdao dos
protozoarios como: a precisdoinicial, ainoculagdonas
amostras de dgua bruta e o diagndstico e localizacdao
de erros estdo abordados neste trabalho.

Precisdo inicial e recuperacao

Por serem realizados com agua reagente, os
ensaios de precisdo inicial atestam a habilidade de
execucdo do método de deteccdo escolhido, livre
de interferéncias da matriz como, por exemplo, a
turbidez da amostra.

A precisdo inicial é determinada mediante
a contaminacdo artificial de amostras de agua
reagente (com um numero amostral minimo de
4), com suspensdes contendo um numero conhe-
cido de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de
Giardia spp., usualmente com variagdo entre 100
a 500 organismos; estas amostras sdo processadas
empregando o protocolo adotado pelo laboratério
baseado nas etapas de filtracdo, elui¢do, concen-
tracdo, purificacdo, coloracdo e visualizacdao de
protozoarios. Processa-se também uma amostra de
agua reagente livre de contaminagdo artificial que é

considerada como controle-negativo e cujoresultado
atestara as boas condigdes vigentes no laboratoério,
pelaauséncia de contaminacdo quando processadas
varias amostras. Utilizando os resultados gerados
por 4 experimentos, sdo calculados: i) a média da
porcentagem de recuperagdo dos protozoarios e ii)
o coeficiente de variagdo (CV, expresso como desvio
padraorelativomaximo). Assim, efetuam-se as com-
paracdes ao padrdo estabelecido pela USEPA: 24 %
a 100% de recuperacao para ambos os organismos,
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. Se amédia obtida
e o CV estiverem dentro deste critério de aceitacao,
a performance do sistema é considerada aceitavel
e as andlises de rotina podem ser iniciadas. Caso
contrario, ou seja, uma média abaixo do padrao,
caracteriza-se desempenho inaceitdvel do sistema.
Neste caso, o problema deve ser corrigido e o teste
deprecisdoinicial deveserrepetidoaté estarem entre
os limites aceitaveis (BELLAMY, 2004).

Suspensdes purificadas contendo oocistos
de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp.
(in6culos)

Os métodos avaliados para a deteccdao de
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em amostras de
dguasao tecnicamente desafiadores e o desempenho
destes évariavel entre oslaboratoérios, entre os analis-
tas e entre os diversos tipos de amostras avaliadas.
Essas variagoes sdo originadas a partir de pequenas
diferencas que ocorrem nos procedimentos e nas
propriedades fisico-quimicas de cada amostra de
dgua (WARNECKE ef al., 2003); na marca comercial do
kitutilizadono procedimento da etapa de purificagdo
por IMS (no que diz respeito a captura do parasito
pelo anticorpo), o que pode afetar a porcentagem de
recuperagdo (ReEynoLDsetal., 1999); em fatores biologi-
cos como o tempo de armazenamento dos oocistos
ou cistos; a técnica de purificagdo dos organismos
e a etapa de inoculagdo artificial nas amostras de
dgua. Todos estes fatores podem desempenhar um
importante papel na recuperagdo dos organismos
(Hsu; YEH, 2003).

Em relacdo as suspensodes vendidas comercial-
mente existem: a) o inéculo Easy Seed® TM BTF
(Biotechnology Frontiers; Australia) é uma“suspensao
teste” de cistos e oocistos contidos em um tubo de 5
mL, com ntimero conhecido (100 oocistos e 100 cistos
11 DP) preservados em, aproximadamente, 1 mL de
solucdo salina. A citometria de fluxo é usada para
enumerar estas formas e o desvio padrao do namero
deoocistosecistos de cada tubo é menorque2,5. Cada
tubo é selado e esterilizado expondo cada lote a uma
dose de radiagdo gama, garantido a estabilidade e
inativagdo dos organismos. Enormalmenteusado para
contaminar artificialmente asamostrasemavalia-¢Oes
iniciais de precisdo dos métodos.
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Fig.1 - Programa de qualidade operacional.

O inéculo Color Seed® é uma suspensao de
oocistos e cistos marcados com corante vermelho
fluorescente, ou seja, asulfo-rodamina, que constitui
o corante “Texas Red” (WARNECKE et al., 2003), con-
tidos em um frasco de 5 mL, com ntmero aproxi-
mado de 100 oocistos e 100 cistos = 1 DP, também
preservados em aproximadamente 1 mL de solucdo
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salina, e enumerados por citometria de fluxo, o
mesmo desvio padrao do nimero dos organismos
em cada tubo menor que 2,5 e, inativados com uma
dose de radiagdo gama. Desta forma, por serem
marcados com outro fluorocromo, sdo usados como
“autocontrole interno” em amostras naturais, pelo
fato daleitura microscépica ser realizada com filtros
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de diferentes comprimentos de onda, em relagdo ao
fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC).
Com a mudanca do conjunto de filtros, é realizada a
visualizagdo dos organismos naturalmente presentes
naamostras (observadosnacor verde maca brilhante
- FITC) e os organismos usados na contaminacdo
artificial (observados em vermelho), ou seja, se o
organismo fluoresce em vermelho, ele é contado
como o controle-positivo (Color Seed®); porém, se
hé fluorescénciaem verde, é contado como intrinseco
da amostra (contaminacado natural).

Estein6culoapresentaa caracteristica de produzir
uma pequena queda na eficiéncia de recuperagdo
para cistos e oocistos (WARNECKE ef al., 2003) sendo
que isto se deve, provavelmente, ao aumento da
hidrofobicidade dos organismos causada pela ade-
sdo aos marcadores de hidrocarboneto (W ARNECKE
et al., 2003), resultando no aumento da aderéncia
nas superficies, além de perdas durante os proces-
sos de concentracdo e analise. Embora seu uso seja
considerado estavel para uma ampla variagdo de
condigdes, ao ser comparado com uma suspensao
nao comercial de cistos e oocistos, o Color Seed®
apresentou uma recuperacao cerca de 4,0 % menor
de organismos (WARNECKE et al., 2003).

Considera-se que a obtengdo de resultados
variaveis derecuperacao sejainerente aos diferentes
métodos de deteccdo, como também a baixa re-
produtibilidade, pois um mesmolaboratérioalcanca
valores distintos em diferentes ensaios (FRICKER; CRAB,
1998; Coox et al., 2006).

Sabe-se que a produgdo deinéculo é desafiadora.
A enumeragdo das formas (cistos e oocistos) é uma
etapa critica, uma vez que os métodos de contagem
nao sdo totalmente eficientes e o problema da dis-
tribuicao ndo homogénea dos organismos na sus-
pensdo, que pode levar a ndo exatiddao do nimero
de cistos e oocistos inoculados, gera uma grande
variabilidade nos valores de recuperacao (FERGUSON
etal.,2004). Ainda, fatores como aspectos biol6gicos
(idade e origem dos organismos), procedimentos
prévios de limpeza e meio de armazenamento tam-
béminfluenciamnos valores derecuperacgdo (BUKHARI
et al., 1998; LINDQuUIST et al., 1999).

Inoculacdo em matriz de agua bruta

Nesta etapa, procede-se a contaminagdao artificial
de umaaliquota daamostra de 4gua bruta (amostras
de campo) com uma quantidade conhecida de oocis-
tos de Cryptosporidium spp. e de cistos de Giardia
spp. marcados com sulfo-rodamina. Esta etapa
visa avaliar o efeito da matriz (amostras de dgua
natural ou bruta) sobre a recuperacao dos mesmos
(com base na contaminacao artificial com inéculo
Color Seed®), e deve ocorrer a cada 20 amostras
de campo analisadas. As amostras, inoculadas ou

aquelas referentes ao controle-negativo, devem ser
processadas de acordo com o protocolo de proces-
samento adotado pelo laboratério.

As recuperagdes obtidas nesta etapa devem estar
dentro dos limites estabelecidos pela USEPA que sao:
13 -111 % para Cryptosporidium spp. e 15-118 % para
Giardiaspp. Damesma formacomona precisaoinicial,
ap6s andlise dos experimentos inoculados, sdo feitos
os célculos da média de porcentagem de recuperacgdo
e do desvio padrdo relativo. A precisdo aceita pode
ser expressa através do intervalo obtido da média de
recuperagdo, mais ou menos dois desvios-padrao.

Detecgdo decistos e oocistos: etapa de visualizagao

O equipamento de microscopia utilizado para
visualizacao depende de alinhamento e ajuste das
varias partes Opticas, que sdo sofisticadas. Sem
estes ajustes, o microscépio de fluorescéncia nao
funcionaréd com sua eficiéncia méaxima, dificultando
a identificacdo e enumeracdo dos organismos.
Ajustes no feixe de luz da lampada de mercario da
epifluorescéncia sdo necessarios para resultar na
regular iluminacdo do campo. Este ajuste deve ser
realizado antes do primeiro uso do microscépio,
na troca de lampadas ou quando problemas com
a fluorescéncia ocorrerem. A calibragdo da ocular
micromeétrica, utilizada para medir o tamanho dos
organismos é outro exemplo de controle que devem
estar devidamente registrados no Manual de Quali-
dade Analitica (USEPA, 2005).

O desempenho do microscopista deve também
ser constantemente avaliado realizando-se periodi-
camente a visualizacdo de laminas coradas com o
corante vital DAPI (positivo e negativo), usado como
teste confirmatoério de morfologia, observando-se as
caracteristicas morfoldgicas dos organismos adota-
dos como critério. A andlise destes critérios deve
manter-se em torno de 10,0 % entre os microscopistas.
Laboratérios que contam apenas com um microsco-
pista devem manter fotografias de oocistos e cistos e
dos organismos interferentes, para comparacao dos
resultados, realizarem varias observacoes da mesma
lamina ou, ainda, fazerem parcerias com outros labo-
ratérios para uma comparagcdo interlaboratorial dos
resultados (USEPA, 2005).

Diagnostico e localizacdo de erros

Se osresultados obtidos nas etapas acima descritas
estiverem fora dos limites estabelecidos eacausando
for determinada, alguns procedimentos analiticos
podem colaborar para uma melhora na performance
dos procedimentos adotados, tais como:

a) checagem do sistema de microscopia e o anticorpo
analisado, verificando a iluminagdo do microscépio
e examinando aliquotas da suspensao controle posi-
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tivo presentes nos kits comerciais dos anticorpos,
observando que mais de 50 % dos oocistos e cistos
apresentem fluorescéncia compativel com os padrdes
previamente estabelecidos;

b) checagem da etapa de purificagdo pela IMS por
meio da inoculagdo de 100 a 500 organismos em
10 mL de dgua reagente e processamento desta
amostra com a separa¢do imunomagnética seguida
da visualizagdo;

¢) checagem das etapas de filtragdo, concentracdo e
eluicdo, através da contaminacao artificial em dgua
reagente e execugdo dessas etapas seguidas da vi-
sualizagdo, observando-se a integridade de oocistos
e cistos durante a leitura das laminas.

Estes critérios de avaliacdo devem ser corrente-
mente aplicados e constantemente avaliados pelos
laboratérios (CLancy et al., 1999; Linpouist et al., 1999)
a fim de assegurar a confiabilidade dos resultados
de deteccdo, pois a importancia do conhecimento
de pardmetros parasitolégicos dos mananciais,
obtidos durante um monitoramento, pode fornecer
subsidios para uma avaliacdo de risco e minimizar
a possibilidade de surtos. Destaca-se como exemplo
o grande surto de Milwaukee que, além de causar
100 mortes, gerou um gasto de U$ 96,2 milhdes aos
cofres publicos americano, sendo U$ 31,7 milhdes
referentes aos custos médicos e 2 vezes mais (cerca
de U$ 64,6 milhdes) em perda de produtividade
(SunNoOTEL et al., 2006; FAYER, 2004). Pesquisadores, ao
avaliarem os modelos de risco da criptosporidiose,
concluiram que mediante o monitoramento obtém-se
umamelhoravaliagdo da possibilidade de ocorréncia
da doenca em niveis endémicos e a determinagao
das fontes e causas dos surtos; informagoes estas que
poderdo ser usadas para minimizar sua transmissao
através da dgua (Rosk et al., 2002) visando o controle
desta protozoose.

O conhecimento obtido também contribui para o
delineamento de programas visando a recuperacdo
dos recursos hidricos, sendo necessario, portanto,
que os resultados gerados no monitoramento sejam
os mais confidveis possiveis.
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