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RESUMO

Os métodos microscopicos para detecgdo de Cryptosporidium e Giardia sdo dispendiosos e apresentam
reprodutibilidade variavel e baixa recuperagdo, porém a rigorosa padronizacdo da técnica e o controle
de qualidade nos testes de recuperagdo permitem sua utilizacdo em amostras ambientais. Neste estudo
foi determinada a sensibilidade do ELISA, analisando-se o limite de detec¢io. Ademais, foi verificada a
viabilidade de utiliza-lo como teste de triagem noslocais em que os métodos microscépicos foram aplicados
para confirmar a veiculagdo de oocistos e cistos integros, e que podem representar risco de transmissao
da criptosporidiose e\ou giardiase. Os limites de detec¢do foram altos: 98 cistos e 3.492 oocistos. Do total
de amostras ambientais analisadas, 20 % foram positivas para Cryptosporidium spp. e nenhuma para
Giardia spp.. Concluiu-se que ELISA nio apresenta sensibilidade adequada como teste de triagem para a
finalidade deste estudo, pois as amostras ambientais geralmente apresentam nimeros de cistos e oocistos
abaixo daqueles observados em amostras fecais infectadas, para as quais os kits de reagente ELISA foram
validados. Além disso, as dilui¢des das solucdes estoques dos cistos e oocistos em dgua destilada podem
ter resultado em condig¢bes de reagdes desfavoraveis e ter influenciado na sensibilidade do ELISA.
Palavras-chave. Cryptosporidium spp., Giardia spp., ELISA, limite de detec¢ao.

ABSTRACT

The microscopic methods for detecting Cryptosporidium and Giardia are expensive, and a variable
reproducibility and a low recovery are found. Nevertheless, a rigorous technical standardization and a
quality control in the recovery testing give support to use them for analyzing the environmental samples.
This study determined the sensitivity of ELISA for analyzing Giardia spp. and Cryptosporidium spp.
in raw water samples. Also, it was investigated whether this assay could be used as a screening test for
detecting Giardia cysts and Cryptosporidium oocysts in raw water samples; and to deduce the potential
transmission of giardiasis and cryptosporidiosis from these specimens. The detection limits were high,
being 98 cysts and 3.492 oocysts. Of the analyzed environmental samples, 20 % showed ELISA positive
for Cryptosporidium spp., and none for Giardia spp.. Therefore, ELISA showed to be unsuitable to be
used as screening assay, because in the environmental samples usually occur a lower numbers of oocysts
and cysts than those regularly found in infected stool samples, for which these kits have been validated.
Furthermore, the dilutions prepared from the stock solutions of cysts and oocysts in distilled water could
have resulted in unfavorable reaction conditions, and it has affected the sensitivity of ELISA.
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INTRODUCAO

Cryptosporidium e Giardia sio protozoarios
patogénicos que parasitam o intestino do ser humano
causando infec¢cdes que variam desde assintomaticas até
doencas severas, podendo causar a morte, dependendo
do estado imunoldgico do individuo'.

Estes protozoarios sdo veiculados pela agua e
seus oocistos e cistos, além de resistirem ao tratamento
pelo cloro, desinfetante mais comumente utilizado
pelas Estacoes de Tratamento de Agua (ETAs)? podem
vencer as barreiras fisicas (filtracdo) destas instalacoes e
contaminarem a agua distribuida para a populagao’.

A pesquisa e o monitoramento destes parasitas
vém ganhando importancia nas tltimas décadas em funcao
dos surtos ocorridos ao redor do mundo e, no Brasil, a
publicagdo da Portaria n° 2.914, de 12 de dezembro de
2011, traz a obrigatoriedade deste monitoramento nos
mananciais que apresentarem médias geométricas anuais
de Escherichia coli superiores a 1.000/mL, devendo o
mesmo ser realizado por um periodo minimo de dois
anos’. Tal monitoramento é dificultado por questdes
metodoldgicas, pois os métodos atualmente disponiveis
para esta pesquisa sdo considerados caros, trabalhosos,
com reprodugdo variavel e baixa recuperagdo®®, mas a
rigorosa padronizagdo da técnica e a adogdo de testes de
recuperagao de cistos e oocistos nas amostras ambientais
possibilitam a obtengao de taxas de recuperagio aceitaveis
e a introducio dos mesmos na rotina dos laboratorios.

A metodologia imunoenzimatica (ELISA) vem
sendo utilizada como método alternativo para o diagndstico
de Cryptosporidium e Giardia por permitir a realizagdo
simultdnea de um grande nimero de andlises, tornando-
se um método importante para a investigagao de surtos e
estudos epidemioldgicos. Este método foi desenvolvido
para pesquisa de antigenos destes protozodrios em amostras
fecais, porém alguns autores vém tentando aplicd-lo
em amostras ambientais’. Ele se baseia na formacio do
complexo antigeno-anticorpo monoclonal imobilizado na
placa de ELISA e, apds a formagdo desse complexo, um
anticorpo policlonal (anticorpo detector) ligado a uma
enzima ¢ adicionado, o qual se liga a0 complexo antigeno-
anticorpo, formado anteriormente. A adi¢do de um substrato
para a enzima unida ao anticorpo policlonal desenvolve
uma coloragido que ¢ avaliada visualmente ou medida em
espectrofotdmetro, em determinado comprimento de onda.

O presente estudo procurou verificar a
viabilidade do método de ELISA ser aplicado como

teste de triagem, pois este consegue detectar também
antigenos de Cryptosporidium e Giardia livres e dispersos
na agua. Para tal, foi determinada a sensibilidade de
kits imunoenzimaticos comerciais para pesquisa de
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. e pesquisada a
ocorréncia destes protozodrios em amostras de dgua
bruta de alguns municipios abrangidos pelo Grupo de
Vigilancia Sanitaria XV (GVS - XV) de Bauru, no estado
de Sao Paulo, Brasil. O teste de triagem seria utilizado
para indicar onde aplicar ensaio microscdpico por
imunofluorescéncia, considerando que, em amostras
ambientais, as formas infectantes integras destes
protozoarios podem estar dispersas e, geralmente, em
quantidade bem inferior a das fezes.

MATERIAL E METODOS

Regido de estudo

O GVS - XV compreende 38 municipios dos quais
dois tém captagao de agua exclusivamente superficial,
nove contam com captagdo mista (rios e pogos/minas)
e os 27 restantes, captagdo subterrdneas (pogos/minas).
Foram selecionados para o presente estudo cinco
municipios, sendo trés com capta¢do mista, um com
superficial eum com subterranea (minas). Outros critérios
foram estabelecidos para a escolha das cidades, como a
populagdo e a importancia econdmica regional (para os
de captagdo mista); tratamento convencional da dgua
(captagdo superficial e mista); tratamento por filtracao
(captagdo subterranea) e 6rgaos gestores do sistema de
abastecimento vinculados as respectivas prefeituras.

Coleta da amostra

Foram coletadas dez amostras de dgua bruta
em frascos de polietileno de 5 L, correspondendo duas
amostras para cada um dos cinco municipios estudados.
A primeira coleta foi realizada entre os meses de
agosto e setembro de 2006 (1* etapa — periodo seco) e
a segunda entre janeiro e fevereiro de 2007 (2* etapa -
periodo chuvoso), observando-se a média dos indices
pluviométricos destes municipios no periodo de 2001 a
2006.

Processamento da amostra

Foram filtrados 10 L de agua bruta, em membrana
de policarbonato de 293 mm de didmetro e 1 um de
porosidade, utilizando um sistema de filtragdo acoplado,
por meio de mangueiras, a uma bomba de pressao positiva.
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A eluicio foi realizada adicionando-se 120 mL da
solugdo de elui¢do (composta por Laureth a 10 %, Tris
1M, EDTA 0,5M e antifoam A) ao béquer contendo a
membrana, seguido pela agitagdo em agitador de Kline
por uma hora, com a rotagdo de 100 a 120 ciclos/minuto,
transferindo-se este volume para tubo conico de 250
mL. Foi realizado um segundo ciclo de agitagdo de 30
minutos ap6s a adicdo de mais 120 mL de solugdo de
elui¢do e complementada a limpeza da membrana com
massageamento por dois minutos, lavagem em banho de
ultrassom por dois minutos e novo massageamento. Este
segundo volume da solucdo de eluicdo foi transferido
para o mesmo tubo coOnico utilizado inicialmente. A
concentragdo foi realizada por centrifugagdo em 1.100
X g, por 20 minutos, até a obtengdo do sedimento, e o
sobrenadante foi aspirado até o volume de 5 mL. Este
sedimento (amostra concentrada) foi utilizado na reacao
imunoenzimatica (ELISA).

Método de ELISA

As reagdes de ELISA para a pesquisa de
Cryptosporidium e Giardia foram realizadas de
acordo com as instru¢des dos fabricantes dos Kkits,
respectivamente, kit Giardia II, marca TechLab, lote
0705031, e kit Cryptosporidium test marca TechLab, lote
1005046, ambos para 96 reagdes e custo de R$ 1.150,00
cada. Foram utilizados, em cada reagdo de ELISA, 50 pL
e 100 pL das amostras concentradas para a pesquisa de
Giardia e Cryptosporidium, respectivamente.

Para a interpretagio dos resultados foi
considerado o seguinte padrdo de leitura, preconizado
pelo fabricante dos kits — Leitora bicromatica (A= 450/620
nm): DO < 0,090 - reagdo negativa e DO > 0,090 - reagdo
positiva.

Local das analises

As analises foram realizadas na Secio de
Microscopia Alimentar do Nucleo de Ciéncias Quimicas
e Bromatoldgicas do Centro de Laboratério Regional de
Bauru.

Sensibilidade dos kits de ELISA

Para a determinacédo da sensibilidade dos kits de
ELISA, suspensoes estoques de Cryptosporidium parvum
genotipo bovino, adquiridas do Departamento de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Tridngulo
Mineiro e de Giardia duodenalis, adquiridas da Fundagéo
da Universidade Federal do Parand (FUNPAR), foram
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contadas em cAmara de Neubauer e realizadas diluicdes,
em agua destilada, de maneira que as aliquotas utilizadas
nas reagoes (100 e 50 uL, respectivamente) contivessem
um ndmero determinado e conhecido de oocistos e
cistos. Em seguida, a metodologia foi aplicada seguindo
os procedimentos das instrugdes dos fabricantes dos kits.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes de sensibilidade dos
Kits de ELISA para cistos e oocistos sdo apresentados na
Tabela 1.

Pelos resultados obtidos, verificou-se que os
limites de deteccdo foram altos e, assim, somente em
aguas com altas densidades de cistos e oocistos seria
possivel encontrar os parasitas. Porém a concentragao
esperada para amostras ambientais é muito menor do
que a observada em amostras fecais, além disso, estes
protozoarios estariam, teoricamente, dispersos na dagua
do manancial, necessitando de concentragdo de grandes
volumes da amostra.

Segundo o fabricante do kit para pesquisa de
Cryptosporidium, sao necessarios 1.250 oocistos por
poco da placa de ELISA (em amostras fecais) para que
comece a ocorrer a positividade da reagcdo. Como no
presente estudo foi encontrado um numero muito
maior de oocistos para iniciar a positividade, novos
estudos devem ser realizados para verificar os fatores que
estariam provocando este resultado. Como os kits foram
desenvolvidos e validados para amostras fecais, um destes
fatores pode ter sido a dilui¢ao das solugoes estoques de
oocistos em agua destilada, o que pode ter provocado
condi¢coes desfavoraveis de reacdo e a interferéncia na
determinacdo do limite de deteccao.

Sales’ cita que, pelos resultados obtidos em seu
estudo, o método de ELISA poderia ser utilizado como
teste de triagem em amostras ambientais, porém, no
presente estudo, devido ao elevado limite de detec¢do e
ao pequeno numero de amostras ambientais estudadas,
esta conclusdo ficou prejudicada.

A vantagem da utilizagdo do método de ELISA é
que 0s oocistos e cistos ndo precisam estar integros para
que haja positividade na reagdo. Os antigenos liberados
da parede desses protozoarios podem formar o complexo
antigeno-anticorpo e, assim, é possivel detectar os
parasitas, mesmo quando estes estejam degenerados pelo
estresse ambiental ou pelas injurias das diversas etapas
do método de isolamento (filtra¢ao, tratamento quimico
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Tabela 1. Valores de densidades opticas (DO) obtidas para suspensoes de cistos e oocistos de Giardia duodenalis e Cryptosporidium parvum e

resultados do teste ELISA

Suspensio ELISA Suspensao ELISA
estoque Cistos DO estoque Oocistos DO
de oocistos (**) inoculados 450/620 Resultados de oocistos (**) inoculados 450/620 Resultados

(X 0 e RSD) nm (X 0 e RSD) nm
X1, ol, RSD1 25 0,016 Negativo X5, 05, RSD5 809 0,006 Negativo
X2, 02, RSD2 51 0,044 Negativo X6, 06, RSD6 1117 0,014 Negativo
X3, 03, RSD3 74 0,044 Negativo X6, 06, RSD6 1552 0,031 Negativo
X4, 04, RSD4 98 0,196 Positivo X6, 06, RSD6 2060 0,036 Negativo
X4, 04, RSD4 98 0,189 Positivo X6, 06, RSD6 2540 0,050 Negativo
X2, 02, RSD2 103 0,126 Positivo X6, 06, RSD6 2540 0,052 Negativo
X4, 04, RSD4 118 0,292 Positivo X6, 06, RSD6 2940 0,042 Negativo
X4, 04, RSD4 118 0,282 Positivo X6, 06, RSD6 2940 0,061 Negativo
X4, 04, RSD4 147 0,373 Positivo X6, 06, RSD6 3492 0,100 Positivo
X4, 04, RSD4 147 0,356 Positivo X6, 06, RSD6 3492 0,151 Positivo
X4, 04, RSD4 196 0,412 Positivo X6, 06, RSD6 3725 0,151 Positivo
X2, 02, RSD2 206 0,285 Positivo X6, 06, RSD6 5587 0,152 Positivo
X3, 03, RSD3 247 0,142 Positivo X6, 06, RSD6 5587 0,171 Positivo
X1, o1, RSD1 250 0,132 Positivo X6, 06, RSD6 5587 0,097 Positivo

X = média o= desvio padrio RSD = desvio padrao relativo

(*) Giardia duodenalis: X1= 260.000; 01= 25.981; RSD1= 10,0 %
X2=124.000; 02=18.422; RSD2= 14,9 %
X3=58.750; 03= 8.624; RSD3= 14,6 %
X4=47.143; 04=5.850; RSD4= 12,4 %

(**) Cryptosporidium parvum: X5= 422.500; 5= 30.822; RSD5=7,3 %
X6=223.500; 01=13.838; RSD= 6,2 %

e centrifuga¢ao), o que ndo ocorre com os métodos
microscopicos, em que 0s 00cistos e cistos precisam
estar integros para serem considerados positivos na
observacao microscopica.

A Tabela 2 apresenta os resultados das amostras
de agua bruta coletada nos cinco municipios estudados.

Considerando-se como positivas as amostras que
apresentaram leituras de densidade dptica (DO) > 0,090,
obteve-se para Cryptosporidium 20 % de amostras positivas,
nos mananciais dos municipios V (1° etapa — periodo seco)
e III (2* etapa — periodo chuvoso). Quanto aos cistos de
Giardia, todas as amostras foram negativas pelo ELISA.

Nestecaso,0ensaiomicroscopico(monitoramento)
deveria ser realizado nestes municipios para verificar a
ocorréncia de oocistos integros, o que representaria um
risco em potencial para a saude da populagio.

Siddons et al*, a0 comparar resultados de amostras
inoculadas com oocistos, verificaram que ndo existe
uma concordancia entre os métodos microscdpicos e
imunoldgicos e atribuem isso ao fato de que este ultimo
pode detectar tanto oocistos integros quanto antigenos
livres e nao sofrer interferéncias dos residuos presentes nos
sedimentos das amostras ambientais apds sua concentragao.

Sales’ analisou 90 amostras de 4gua tratada,
utilizando coloragao histoquimica (Kinyoun) e métodos
imunoldgicos (ELISA e Imunofluorescéncia direta) para
a detecgdo de Cryptosporidium e encontrou 52,22 % das
amostras com estruturas dlcool-acido resistentes, sendo
que 15,55 % das amostras foram confirmadas nos testes
imunoldgicos (13 amostras no teste de ELISA e 7 na
imunofluorescéncia). Verificou que houve uma correlagao
positiva entre o ELISA e a imunofluorescéncia, em que
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46,1 % das amostras positivas no ELISA foram positivas
com a imunofluorescéncia. Concluiu que a metodologia
imunoenzimatica ELISA poderia ser utilizada como teste
alternativo em amostras ambientais. No presente estudo,
devido ao pequeno nimero de amostras avaliadas, a
pequena porcentagem de amostras positivas e aos limites
de detecgao obtidos para estes parasitas, nao é possivel
afirmar com seguranca que este método pode ser aplicado
na detecgao destes protozoarios em amostras ambientais.

Tabela 2. Valores de densidade 6ptica (DO) obtidos pelo método de
ELISA para detecgao de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de
Giardia spp. em amostras de agua bruta

DO 450/620 nm
Municipios Periodo
Cryptosporidium Giardia
I Seco SR 0,069
II Seco 0,010 0,010
11 Seco 0,049 0,019
v Seco 0,010 0,014
\% Seco 0,117 0,028
I Chuvoso 0,085 0,014
11 Chuvoso 0,016 0,020
111 Chuvoso 0,112 0,011
v Chuvoso 0,089 0,060
\Y% Chuvoso 0,021 0,070

SR - Sem resultado

Michel e colaboradores compararam um teste de
aglutinacdo (co-agglutination test) com os métodos de
ELISA e Kinyoun para a confirmagéo de Cryptosporidium
em fezes, soro e amostras ambientais e, como resultado,
obtiveram que o teste de aglutinagdo e o ELISA detectaram
a presenga do parasita em amostras de dgua que foram
negativas na coloragao de Kinyoun, fato atribuido a baixa
concentra¢do de oocistos (necessarios para positividade
em ensaios microscopicos) ou a presenga de antigenos
soltveis liberados da parede dos oocistos degenerados.
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CONCLUSAO

Concluiu-se que, devido aos altos limites de
detecc¢do obtidos no presente estudo, o método de ELISA
ndo seria um bom teste de triagem para a pesquisa destes
protozoarios em aguas e que, emboraapresente limitagdes,
o método microscdpico preconizado pela Agéncia de
Prote¢do Ambiental dos Estados Unidos (USEPA 1623.1)
deve ser adotado para o monitoramento das amostras
ambientais, sendo também util a ferramenta de biologia
molecular (PCR) para o estudo da epidemiologia destes
parasitas.
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