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Resumo

A deteccao de microrganismos patogénicos em amostras clinicas, de alimento e de agua € uma etapa
extremamente importante para reduzir e/ou evitar a ocorréncia de doencas veiculadas por alimentos. Os
métodos tradicionais de cultura para a deteccdo de bactérias patogénicas normalmente sdo demorados,
havendo, portando, a necessidade de implantar métodos rapidos, sensiveis, especificos, simples e de baixo
custo. Métodos rapidos, como a aglutinacdo de latex, podem ser extremamente Uteis aos servicos de saude
para investigar, diagnosticar e evitar surtos de doencas veiculadas pelos alimentos. Anticorpos monoclonais
utilizados em sistemas de testes rapidos, como, por exemplo, aglutinacédo de latex, ELISA, imunofluorescéncia e
separacao magnética, podem se constituir em importantes ferramentas a serem utilizadas nos servi¢os de
salde publica, reduzindo o impacto das enfermidades veiculadas pelos alimentos.

Palavras-chave: enteropatdgenos; anticorpos monoclonais; aglutinagéo de latex; ELISA; ELISA de captura;
imunofluorescéncia; anticorpos monoclonais e particulas magnéticas

Abstract

The abilty to detect the presence of pathogenic organisms in clinical specimens, food and water is extremely
important to reduce and/or prevent case of foodborne iliness. Culture methods for bacterial detection are often
lengthy, therfore rapid, sensitive, specific and simple methods of detection are needed. Rapid testing can
provide processors with better quality assurance programs, which in turn reduces the risk to consumers. If the
co-agglutination technique can be optimized, it could be very useful to public health agencies to investigate,
diagnose, and prevent foodborne iliness outbreaks. Monoclonal antibody reagents formatted into rapid test
systems (e.g. latex agglutination, ELISA, immunofluorescence, and immunomagnetic separation), can provide
public health agencies with necessary diagnostic tools to reduce the impact of food and water borne diseases.

Key words: enteropathogens; monoclonal antibodies; latex aglutination; ELISA; capture ELISA;
immunofluorescence; monoclonal antibody and immunomagnetic beads
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O Brasil, pais de dimenséo continental, convive tanto com as doencas do mundo desenvolvido (cancer,
hipertensao arterial e diabetes) quanto com as doencas infecciosas e parasitarias caracteristicas do
subdesenvolvimentol. O laboratério € um componente central da vigilancia da célera. E essencial para confirmar
a presenca do V.cholerae em uma determinada area, para monitorar a sua continua presenca ou documentar o
seu desaparecimento, para determinar a sensibilidade aos agentes antimicrobianos e identificar a sua presenca
nos alimentos e no meio ambiente.

Uma importante caracteristica da colera como doenca transmissivel € o seu comportamento epidemiolégico,
com tendéncia a ocorrer de forma explosiva e causar pandemias extensas. Sob o ponto de vista de saude
publica, duas importantes caracteristicas devem ser determinadas no Vibrio cholerae apds a sua caracterizacao
bioguimica: a identificacdo dos antigenos O1 e 0139, marcas do seu potencial epidémico/pandémico e a sua
capacidade de produzir a enterotoxina CT, responsével pela severa doenga em epidemias e nas formas
esporadicas.

A colera pode ser transmitida oralmente pela agua contaminada, porém, mais comumente por alimentos
contaminados com 4gua e fezes. Os vibrios, sobrevivendo a passagem através do estdbmago, podem colonizar o
intestino delgado e estabelecer a infeccdo e a doenca. Os vibrios se ligam aos enterdcitos da mucosa do
intestino delgado e proliferam alcancando concentragdes de 107 a 108 vibrios/grama de intestino delgado?.
Estas altas concentracdes possibilitam a deteccdo do V.cholerae por ensaios de coaglutinacéo.

Atualmente, os ecologistas microbianos consideram seriamente a possibilidade de um nicho ecolégico para o V.
cholerae O1 no ambiente aquético, cuja existéncia poderia explicar a sobrevivéncia desses microrganismos nos
intervalos epidémicos. Entretanto, permanece a questdo de qual ambiente particular, micro ou macro ou nicho
no ecossistema aquatico, seria o reservatorio desses microrganismos.

Diferentes tipos de organismos aquaticos, tais como mariscos, zooplancton, ostras etc., tém sido considerados
como habitats potenciais do V.cholerae O1 no meio aquatico, e esta interacdo parece estar associada a
capacidade desses vibrios produzirem quitinase e usarem a quitina da carapaca desses organismos como fonte
de nutrientes3.4. A flora aquatica, tanto as macréfitas como as microéfitas, tem sido indicada como reservatério de
vibrio nas areas endémicas. Os trabalhos nessa area demonstram claramente uma associagéo entre o V.
cholerae O1 e o fitoplancton, principalmente a Anabaena sp.5.6. Tem sido observado que o pico de incidéncia de
célera em areas endémicas de Bangladesh ocorre junto com as floracdes de algas verdes azuladas no ambiente
aquatico.

A ecologia do V.cholerae O1 tem sido investigada ha muitos anos, mas ainda n&o foi elucidada
conclusivamente. E possivel que uma série de organismos e fatores desempenhe um papel na manutencéo
inter-epidémica desses microrganismos. Os protozoarios e zooplanctons sdo alimentos para certas espécies de
peixes e moluscos bivalves, podendo, portanto, contaminar esses animais. Em adicéo, as formas dormentes de
V.cholerae O1 (formas viaveis, mas ndo cultivaveis) podem aderir & superficie desses organismos e reverter a
organismo cultivavel com a disponibilidade de nutrientes. A associacao do plancton com V.cholerae O1 tem sido
extensivamente estudada, entretanto sdo necessarios, ainda, estudos controlados do papel dos peixes ou
moluscos bivalvos na transmissao da coélera, e a interacéo de diferentes microhabitats desses macro e micro
animais deve ser melhor estudada. Considerando que no ambiente, muitas vezes, esses microrganismos estao
presentes na forma viavel, mas nao cultivavel, a técnica de imunofluorescéncia tem sido o método mais
apropriado para essas investigacdes, sendo imprescindivel a utilizacdo de anticorpos altamente especificos.

Entre as espécies do género Vibrio, a patogenicidade do V.cholerae tem sido a mais estudada, sendo o V.
cholerae o microrganismo protétipo para o estudo das doencas ocasionadas por bactérias enterotoxigénicas. A
cOlera é manifestada por uma severa diarréia aquosa, que, se ndo tratada, pode levar a uma desidratacéo fatal
e ao desequilibrio eletrolitico. Uma pronta reposicao de fluidos e eletrdlitos junto com a terapia antimicrobiana
pode reduzir enormemente a mortalidade e a morbidade pela célera. Em termos mundiais, a taxa de mortalidade
varia de menos de 1% a 25%, dependendo da disponibilidade de cuidados médicos.
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O V.cholerae é uma espécie heterogénea em relagcédo a sua patogenicidade. Dentro desta espécie, a sua
classificacdo em sorogrupos, a capacidade de produzir a enterotoxina CT e o potencial de disseminacao
constituem as principais distincées. Sob o ponto de vista de salde publica, somente os V.cholerae dos
sorogrupos O1 e 0139 estdo associados com a colera epidémica, sendo as cepas de outros sorogrupos
consideradas como ndo-patogénicas ou patdbgenos ocasionais.

Refletindo a sua heterogeneidade, encontramos cepas de V.cholerae dos sorogrupos O1 e 0139 que nao
produzem a toxina CT, ndo causam a c6lera e ndo possuem nenhum potencial epidémico. Por outro lado,
ocorrem cepas distintas dos sorogrupos O1 e 0139 que sao claramente patogénicas, pela producéo da toxina
CT ou outros fatores de viruléncia. Entretanto, nenhuma delas é causadora de epidemia, ndo tendo as mesmas
implicacBes epidemioldgicas na salde publica como o V.cholerae dos sorogrupos O1 e 0139, produtores da
toxina CT.

A viruléncia do V.cholerae O1 e 0139 tem sido atribuida, principalmente, aos efeitos da toxina CT, composta de
duas subunidades, A e B. A subunidade A (CT-A) esta presente como uma Unica subunidade e possui a
atividade toxica que resulta na ativacao do adenilato ciclase ligada & membrana, causando uma cascata
intracelular. A subunidade B é composta de cinco subunidades que séo 0s receptores para o gangliosideo
epitelial GM1 e levam a toxina total para a proximidade da superficie da célula epitelial.

Estes eventos resultam na aparéncia classica de “agua de arroz” das fezes de pacientes com célera. Outras
toxinas possivelmente envolvidas nos sintomas da célera incluem a toxina zot (zona occludens toxin) e fatores
ainda desconhecidos envolvidos no processo diarréico.

Recentemente, no Instituto Adolfo Lutz padronizamos a técnica de aglutinacédo para a deteccao de Vibrio
cholerae O1 em ostras, utilizando particulas de latex e anticorpos monoclonais. O V. cholerae sorogrupo O1 é o
agente etiolégico da colera pandémica, sendo considerado o mais importante dentre os vibrios patogénicos ao
homem. Os sintomas das infec¢des por esta bactéria variam de diarréia branda a doenca grave, podendo até
levar a Obito.

Dentre os alimentos marinhos, as ostras representam uma das principais vias de transmisséo de coélera. Os
métodos convencionais para deteccao do V. cholerae O1 sdo laboriosos e demorados, havendo, portando, a
necessidade de implantar métodos rapidos, sensiveis, especificos, simples e de baixo custo.

O objetivo deste estudo foi avaliar a técnica de aglutinacao de particulas de latex sensibilizadas com anticorpo
monoclonal (AcMo) na deteccédo de V. cholerae O1 em ostras, contaminadas no laboratério. A técnica de

aglutinacdo com latex sensibilizado detectou 1.2X102 UFC da bactéria (diluicdo 1/32). As amostras de ostras
utilizadas para contaminacao originalmente nao continham V. cholerae, mas outras bactérias foram detectadas,
tais como Proteus mirabilis, Pseudomonas spp. e outros vibrios (que ndo o V. cholerae).

O presente estudo demonstrou que o tempo da pesquisa de V. cholerae em alimentos pode ser de 18 horas; na
metodologia convencional a analise é finalizada, em média, em sete dias. O AcMo monoclonal produzido
apresentou uma sensibilidade e especificidade de 100% para V. Cholerae’:8.9,

Resultados e discusséo
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Figura 1. Padrdo apresentado pelo teste de aglutinacdo em laminas utilizando particulas de latex
ligadas com anticorpo monoclonal, para a deteccéo de V.cholerae em amostras de ostras
infectadas artificialmente no laboratério.

O uso de anticorpo monoclonal dirigido contra o epitopo especifico do V.cholerae O1 e 0139 pode produzir um
teste muito mais rapido para o diagnostico da colera. Por exemplo, o anticorpo monoclonal pode ser também
padronizado para ELISA para a identificacdo de col6nias, eliminando os testes bioquimicos ou anticorpo
monoclonal conjugado ao isotiocianato de fluoresceina para um ensaio rapido de imunofluorescéncia. O método
mais eficiente é a aglutinacao de latex (sensibilizado com anticorpos monoclonais), que poderia ser utilizada
diretamente para detectar o V.cholerae nas fezes, nas culturas em meio liquido e nas coldnias isoladas.

Ainda em nosso estudo, outro patdgeno de interesse em saude publica é a Escherichia coli, produtora de Shiga
(STEC) que sédo microrganismos causadores de doencas entéricas e compreendem um importante grupo de
patégenos emergentes associados a um largo espectro de doencas humanas, incluindo diarréias, colite
hemorragica (CH) e sindrome hemolitica urémica (SHU)10. Este patdgeno foi isolado na década de 1980 em
pacientes com CH e foi associado com a ingestdo de carne de hamburguer contaminada e denominado E.coli
0:157:H7 devido a seus antigenos somaticos e flagelart1.12,

Entretanto, em 1997, pesquisadores descreveram um irreversivel efeito citotdxico em células Vero. Esta
citotoxina foi, inicialmente, denominada verotoxina e identificada posteriormente por Karmali et al. em pacientes
com SHU13. A SHU ¢é a principal complicacdo das infec¢des causadas por STEC, principalmente em criangasl4,
desenvolvendo-se em torno de 2% a 7% dos casos1®. Esta sindrome caracteriza-se por anemia hemolitica
microangiopatica, insuficiéncia renal aguda e trombocitopenia, podendo se estender a outros 6rgaos, incluindo o
sistema nervoso centrall6. A plrpura trombocitopenica é uma freqliente complicagdo em adultos14.

Hoje sabemos que as STEC possuem diversos fatores de viruléncia, dentre eles a produ¢éo de uma ou mais
verotoxinas denominadas, atualmente, toxinas de Shiga (Stx1 e Stx2), produtos dos genes Stx1 e Stx217
codificados por bacteri6éfagos lisogénicos. A estrutura e fungao destas toxinas sdo similares a toxina de Shiga
produzida pela Shiguella dysenteriae tipo 1, e pertencem ao grupo das toxinas do tipo A/B, apresentando cinco
subunidades do tipo B, com 7,5 kDa e uma subunidade A, com 35 kDal’. As subunidades B s&o responsaveis
pela ligacdo da toxina ao receptor globotriacilceramida (Gb3) presente nas células hospedeiras. A subunidade A
cliva o rRNA eucariético e afeta a fungéo ribossomal, inibindo a sintese protéica na célula hospedeira. Tanto
Stx1 quanto Stx2 sao citotoxicas para células Vero e Hela, enterotdxicas para coelhos e letais para
camundongos, coelhos e outros animais18.
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Rotineiramente o diagnostico de STEC é realizado utilizando-se métodos microbiolégicos, como cultura de
fezes, provas bioquimicas e moleculares. A E.coli O:157:H7 possui a caracteristica de nao fermentar o sorbitol.
A cultura em agar MacConkey-Sorbitol permite a identificacdo deste patdgenol0. Entretanto, a emergéncia de
variantes fenotipicas do sorogrupo 0:157:H7, capazes de fermentar o sorbitol, e as demais STEC, que sao
fenotipicamente similares as E.coli comensais ndo patogénicas, requer a utilizagdo de outras metodologias para
a sua caracterizagéol®.

A caracterizacao de STEC baseada apenas nos métodos microbiolégicos tradicionais seria praticamente
inviavel, devido ao grande nimero de sorotipos e ao fato da caracterizacdo do sorogrupo néo indicar se o

organismo produz ou ndo uma ou ambas citotoxinas Stx1 e Stx220.

Os problemas associados com as técnicas fenotipicas estimularam o desenvolvimento de métodos moleculares
de diagndstico e, atualmente, muitas técnicas de diagndstico baseadas na analise de DNA sao utilizadas tanto
nos laboratérios clinicos quanto nos laboratérios de referéncia29. Porém, seu emprego na rotina de laboratorios
clinicos de paises em desenvolvimento é inviavel, devido ao seu alto custo.

Atualmente, estéa disponivel no mercado o VTEC-Screen “SEIKEN”, método que se baseia na aglutinacdo de
verotoxinas em particulas de latex sensibilizadas com anticorpos anti Stx especificos. Chart et al.21
compararam este teste com o ensaio em células Vero e observaram que ele corresponde a um método simples
e rapido de deteccao de Stx em sobrenadante de cultura bacteriana de fezes de pacientes infectados com
STEC. O colony immunoblot (SIFIN GmbH, Berlin, Germany) é uma técnica recém disponivel comercialmente
para a deteccéo de colénias de STEC em placas22 e foi desenvolvida para facilitar a identificacdo positiva e
quantificacdo de E. coli 0:157:H723,

Como estes testes estdo disponiveis comercialmente e ndo requerem materiais especificos, tém sido utilizados
com frequiéncia na rotina laboratorial em diferentes paises?23. Isso, entretanto, ndo acontece em paises em
desenvolvimento, pois esses kits sdo extremamente caros?4.

Nosso laboratério produziu e atualmente analisa anticorpos monoclonais e estdo sendo utilizados na

padronizacao de kits para imunodiagndstico como: aglutinacéo utilizando particulas de latex, ELISA de captura,
ELISA ensaio de inibicdo da atividade citotéxica destas toxinas por meio de anticorpos monoclonais em células
Vero e Hela pelo método de captura de Vermelho Neutro de amostras de origem clinica, na tentativa de suprir

as nossas necessidades25.26,27,
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Figura 2. Ensaio de inibi¢cdo da citotoxicidade por captura de Vermelho Neutro, utilizando

anticorpos monoclonais para as toxinas Stx1 e Stx2 em placas de cultura de células de 96
orificios. As toxinas foram diluidas de 1:2 a 1:320.
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Por meio de ELISA de captura utilizando anticorpos monoclonais anti Stx1 e Stx2 produzidos em nosso
laboratério e soro policlonal de coelho para estas toxinas pudemos detectar no sobrenadante de cultura de
bactérias as toxinas secretadas em amostras de origem clinica. No ensaio padronizado observamos 98% de
sensibilidade e 99,8% de especificidade. Utilizamos como controle sobrenadantes de cultura de bactérias E.coli
DH5 alfa.
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ELISA de captura utilizando anticorpos monoclonais produzidos no laboratério para as toxinas
Stx1 e Stx2 de amostras de origem clinica.

Quando utilizamos técnicas para imunodiagndstico, existe a necessidade de utilizarmos mais de um ensaio no
laboratorio. Em nossos estudos a técnica de ELISA foi capaz de detectar as toxinas Stx1 e Stx2 em algumas

amostras; entretanto, pudemos observar uma diferenca quando avaliamos as mesmas amostras pelo ensaio de
inibicdo de citotoxicidade em células HelLa ou Vero. Podemos atribuir esta diferenca ao fato de a quantidade de
toxina produzida ser insuficiente para deteccéo por este método, uma vez que sd0 necessarias nanogramas no
ensaio de ELISA por mililitro de toxina para a realizagédo da andlise, enquanto a quantidade de toxina produzida
pode ser adequada para o ensaio citotoxico em células, pois picogramas por mililitro podem ser detectados em
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ensaios de citotoxicidade em células Vero ou HelLa. Os ensaios realizados em células com as toxinas Stx1 e
Stx2 revelaram que as mesmas geram alteragfes morfoldgicas celulares irreversiveis até a concentracao de
1X107ug.

O teste de citotoxicidade por meio de captura de Vermelho Neutro, utilizando células HelLa ou Vero, num estudo
comparativo frente a diferentes periodos de exposi¢do destas células a diferentes diluicées de Shiga toxina
produzida por E.coli avaliando o potencial de inibic&o frente a anticorpos monoclonais ou policlonais,
apresentou uma boa reprodutibilidade. Entretanto, mais estudos sdo necessérios para a validacdo do método.

Atualmente, os métodos de detec¢do para este patdgeno sao:

a) Coprocultura — Fezes de pacientes com diarréia sanguinolenta devem ser cultivadas em placas
contendo agar MacConkey com sorbitol (SMAC). Apds um periodo de incubacgéo de 18-24 horas, colénias
ndo fermentadoras (ou fermentadoras tardias) de sorbitol devem ser repicadas em meios de diagnostico
presuntivo (IAL, Kliger, TSI) e incubadas por 18-24 horas a 37°C.

Caracterizagao bioquimica e soroldgica — Colbnias que apresentarem reagdes bioquimicas compativeis
com E.coli deverdo ser submetidas ao teste de aglutinacdo em lamina utilizando o anti-soro especifico
0157. Todas as cepas que apresentarem uma aglutinagdo franca e rapida deverdo ser confirmadas pelo
teste de aglutinacdo em tubo. Cepas confirmadas como E.coli O157 deverao, a seguir, ser repicadas no
meio semi-solido para ativagdo da motilidade e posterior caracterizacéo dos antigenos flagelares.

Caracterizacao de cepas O157 — Todas as cepas identificadas como 0157:H- e O157:H7 deveréo ser
submetidas a: (1) teste de hibridizagdo com as sondas Stx1 e Stx2; (2) verificacdo da producéo da
verotoxina em cultivo celular; (3) teste de neutralizagéo.

b) Deteccdo pelo teste de aglutinagcdo com particulas de latex sensibilizadas com anticorpos
monoclonais anti O157 — As colbnias sorbitol negativas deverao ser cultivadas em meio de diagndstico
presuntivo e cultivadas em meio liquido (TSB) e submetidas ao teste de latex. Coldnias que apresentarem
reacdo positiva deverdo ser caracterizadas conforme descrito acima.

Técnicas de imunodiagnostico estao também sendo avaliadas em nosso laboratério, utilizando os protozoéarios
Gardia lamblia e Cryptosporidium parvum. De distrubuicdo geografica muito ampla, com predominio nas regioes
de clima quente e temperado, a giardiase tem se mostrado mais frequente, apresentando altas taxas de
prevaléncia nos paises em desenvolvimento, onde as condi¢cdes de higiene, habitacdo e saneamento basico
sdo, na maioria das vezes, bastante precarias. Esta protozoose vem adquirindo, através dos anos, grande
importancia do ponto de vista de salde publica, por atingir popula¢c@es de todas as ra¢as, de ambos 0s sexos e
de todas as faixas etarias, independente da classe socioeconémica a que pertencem, sendo, porém, mais
freqUente em pré-escolares e escolares.

A veiculacao hidrica da doenca é apontada como a principal fonte de infeccdo. Em trabalhos recentes, a
giardiase foi reconhecida como uma infec¢cdo sexualmente transmitida, alcancando indices elevados de
prevaléncia em certos grupos de homossexuais masculinos. Atualmente, outra importante via de transmisséo da
giardiase que tem sido relatada é a de pessoa a pessoa, ocorrendo principalmente em comunidades fechadas,
como creches e orfanatos, com elevados indices de prevaléncia.

No Brasil, em especial no Estado de S&o Paulo, a giardiase vem se constituindo um importante problema de
saude publica em raz&o de sua alta prevaléncia, principalmente em criancas até 12 anos28,29,30,

Recentemente, com a produc¢do de anticorpos monoclonais, analisamos 16 amostras de criancas com idades
entre 4 e 24 meses de um surto ocorrido, em 2005, numa creche em Avaré (SP). Do total de amostras, oito
mostraram-se negativas para enteroparasitas e oito positivas exclusivamente para G. lamblia. O diagnéstico foi
feito na Secéo de Enteroparasitoses do Instituto Adolfo Lutz, pelos métodos de rotina (Sedimentagéo
Espontanea, formol-éter modificado, Rugai e col. e coloracao especifica para coccideos intestinais). As
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amostras, em conjunto com um material purificado positivo para G. lamblia, foram utilizadas para a realizacao da
técnica de Dot-ELISA, usando anticorpo monoclonal anti G. lamblia proviniente de fusdes de células de mieloma
Sp2/0 com células de linfonodos de camundongos imunizados com parasito purificado.

A eficiéncia da técnica de imunofluorescéncia, tdo bem como a técnica de Dot-ELISA, foi avaliada usando-se
diferentes concentracdes de oocistos aplicados (2ul) em membrana de nitrocelulose de 0,22uc de diametro. O
método foi sensivel, permitindo detectar com alta sensibilidade e especificidade na quantidade de 5X103 cistos
em (2pl) com o anticorpo monoclonal diluido a 1:1000. Em conclusé&o, nosso estudo mostrou que o método

de Dot-ELISA é claramente um método viavel e rapido para a detecgdo de G. lamblia em amostras fecais de

origem clinica. Ainda com o uso deste anticorpo monoclonal padronizamos a técnica de imunofluorescéncia31-
36

Figura 3. Padréo apresentado pela Reac¢do de Imunofluorescéncia utilizando amostras de G.
lamblia de um surto ocorrido em 2005 numa creche em Avaré e anticorpo monoclonal

-

Figura 4. Técnica de Dot-
ELISA empregando diferentes amostras clinicas de G.lamblia

Reacédo positiva com as amostras (coloragdo marrom) utilizando anticorpo monoclonal para a detec¢éo.
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Figura 5. Reagéo de Imunofluorescéncia indireta
Padrdo apresentado pela reacdo negativa com G.lamblia em amostra de origem clinica

Os protozoarios do género Cryptosporidium séo parasitos que completam seu ciclo biolégico na superficie de
células epiteliais dos tratos gastrintestinal, respiratorio e urinario de mamiferos, aves, répteis e peixes. Apds sua
primeira descrigdo em 1907, por Tyzzer, a criptosporidiose foi considerada, até recentemente, uma enfermidade
rara e oportunista, sendo poucos os relatos de casos associados a presenca de sinais clinicos.

Anderson et al37 ressaltaram a importancia da criptosporidiose em termos de salde publica, descrevendo o
caso de uma estudante de Medicina Veterinaria que entrou em contato com bezerros portadores da
criptosporidiose intestinal. Os sintomas surgiram cinco dias ap0s o contato inicial, consistindo de nausea,
diarréia e febre, evoluindo para dor abdominal, calafrios e sudorese. Os exames de fezes realizados aos 9, 10 e
11 dias foram positivos para Cryptosporidium sp., tornando-se negativos aos 13 dias.

Os resultados dos inquéritos epidemiol6gicos de criptosporidiose em bovinos sdo muito variaveis. No entanto, é
sabido que esta enfermidade determina alta morbidade. Kirkpatrick38, revisando dezenas de trabalhos sobre o
assunto, encontrou taxas de morbidade em bezerros variando entre 10% a 85%, com uma média de 25%. Em
outro trabalho, Garber et al39, examinando amostras fecais de 7.369 bezerros provenientes de 1.103 fazendas,
encontrou oocistos de Cryptosporidium sp. em 652 (59,1%) propriedades e em 1.642 (22,4%) animais
estudados. Quase a metade dos bezerros com idade variando entre 7 e 21 dias apresentou oocistos de
Cryptosporidium sp. em suas fezes. A maior prevaléncia foi observada na época de verdo. Maldonado-Camargo
et al40, estudando 31 fazendas leiteiras em trés estados do México, observaram que a idade dos bezerros foi
fortemente associada ao grau de infeccdo por oocistos de C. parvum, ja que os animais com 15 dias de idade
possuiam as maiores taxas de infeccao.

A contaminacdo do ambiente é geralmente alta, pois, segundo Angus#1, um bezerro chega a eliminar até dez
milhdes de oocistos por grama de fezes. Nos Ultimos anos, houve uma maior preocupacéo com relagédo ao risco
potencial de contaminacao dos reservatérios de agua de consumo por C. parvum.

Com a producao de anticorpos monoclonais para C.parvum na Sec¢éo de Imunologia do IAL estamos avaliando,
por meio de imunofluorescéncia, ELISA, Dot-ELISA , amostras de origem clinica.
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C.parvum

A pesquisa de novos métodos mais sensiveis para acelerar e simplificar os procedimentos na detecgéo de
microrganismos enteropatogénicos veiculados pela agua e alimentos tem se constituido em grande
preocupacdao, ndo s6 no campo da microbiologia como também da parasitologia. Tradicionalmente, a deteccao
da maioria dos patégenos em amostras de material bioldgico, agua, esgoto e alimentos envolve o uso de uma
variedade de meios de enriguecimento e meios seletivos, testes bioquimicos e sorolégicos. As técnicas de
cultivo convencional consomem muito tempo, requerem quantidades significativas de meios de cultura e, em
alguns casos, necessitam de técnicos altamente qualificados42.

O desenvolvimento e a aplicagdo de métodos rapidos tém sido de grande importancia para os 6rgéos de saude,
especialmente quando necessarias medidas para controlar a disseminacao de doengas epidémicas. Dentro
desse proposito, na ultima década foram desenvolvidos métodos imunolégicos e de biologia molecular para
complementar os métodos convencionais disponiveis.
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Entre os métodos imunolégicos, os testes de coaglutinacdo, ELISA e imunofluorescéncia tém sido aplicados
como métodos rapidos para a deteccdo de patdgenos, tais como V.cholerae, Salmonella e Shigella em fezes e
alimentos43:44,45,42,46 Esses ensaios sdo comumente realizados diretamente dos caldos de enriquecimento,
sendo possivel obter resultados em um curto prazo de tempo (maximo de 20 horas).

Com a tecnologia dos anticorpos monoclonais, essas metodologias foram implementadas tornando-se mais
sensiveis e especificas. Entretanto, atualmente, nos deparamos com um grande problema que é a
disponibilidade desses reagentes. O Brasil ndo dispde de autonomia para a producdo desses anticorpos para
fins diagndsticos na rotina, sendo necessario importar o reagente, muitas vezes por um preco que nao condiz
com a nossa realidade de mercado.

Problema semelhante tem sido enfrentado ho campo da parasitologia para diagndstico de Giardia e
Cryptosporidium, parasitas que na uUltima década tém sido associados aos principais agentes etioldgicos de
doencas de veiculacao hidrica, devido, principalmente, a alta resisténcia dos mesmos aos processos de
desinfeccdo?’. A técnica de imunofluorescéncia empregando anticorpos monoclonais € a que tem fornecido
melhores resultados para detec¢cao desses parasitas, por ser mais sensivel do que os métodos tradicionais;
estes, por sua vez, ndo conseguem detectar a fonte de infeccdo quando um nimero reduzido de parasitas esta
presente, tanto na &gua como em material biol6gico. Em sendo um método alternativo e de maior sensibilidade,
contribuira para eliminar os resultados falso-negativos obtidos pelos métodos utilizados rotineiramente no
laboratério, além de economizar tempo e diminuir custos. Porém, encontramos no mercado, em nivel
internacional, poucos fornecedores desses anticorpos, 0 que encareceria a utilizacdo desta técnica na rotina do
laboratério.

Para minimizar este problema, a solucao € a utilizacdo da técnica de producdo de anticorpos monoclonais de
nosso dominio para adquirirmos auto-suficiéncia e podermos produzir nossos préprios reagentes, sem
precisarmos depender de importacéo desses produtos, o que aumentaria muito a relacéo custo-beneficio.

A deteccao de cistos de Giardia e oacistos de Cryptosporidium em amostras ambientais é a chave para se
identificar uma epidemia de veiculacdo hidrica, determinar a densidade desses parasitas nas fontes de 4gua e
avaliar a eficacia do sistema de tratamento de agua. Portanto, é vital que métodos especificos, rapidos e de alta
sensibilidade estejam disponiveis para os profissionais da area de saude publica e saneamento ambiental.

O desenvolvimento de reagentes mais especificos para esses parasitas e a disponibilidade desses reagentes no
mercado nacional, a um preco mais acessivel, sdo imprescindiveis para dominarmos essas técnicas e
conduzirmos estudos ambientais sobre a presenca de enteroprotozodrios em nossos corpos hidricos e avaliar o
risco dessas aguas na veiculacdo destes agentes, além de sua utilizacdo em amostras biolégicas de pacientes
com suspeita clinica destas protozooses.

O V. cholerae e a E.coli 0157:H7 sdo microrganismos importantes do ponto de vista da salde publica e de
higiene dos alimentos. A determinacéo do V.cholerae e da E.coli O157:H7 em alimentos, tais como verduras a
serem consumidas cruas, moluscos bivalves e carnes bovinas, permitira avaliar a presenca (prevaléncia,
ocorréncia) destes patdégenos como alerta epidemiol6gico e para a ado¢édo das medidas sanitarias pertinentes.
A andlise de moluscos bivalves e de verduras é fundamental, pois estes dois produtos indicam tanto a
disseminac¢do do agente no meio ambiente como a possibilidade de ocorréncia de doencas (avaliacdo de risco
microbiolégico por estes agentes). No aspecto analitico, o uso de anticorpos monoclonais, comparado com os
métodos de referéncia de isolamento das bactérias, tera como finalidade verificar a eficiéncia e eficacia dos
mesmos.

Dentro do programa da monitorizagdo da célera, a Se¢do de Microbiologia de Alimentos do Instituto Adolfo

Lutz participa da vigilancia de pescados e moluscos bivalves desde 1991, analisando amostras correspondentes
as coletas semanais de pescados da regido litoranea, em especial Séo Vicente e Cananéia. Entre as 6.000
amostras analisadas, desde a implantagdo desse programa, ja foram isoladas algumas cepa de Vibrio cholerae
O1. Por outro lado, a vigilancia de portos e aeroportos, realizada através da analise de amostras coletadas das
aeronaves (alimentos, dejetos), permitiu o isolamento do V.cholerae O1 toxigénico.
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Embora no Brasil ainda ndo haja notificacdo do isolamento de E.coli 0157:H7 de alimentos, estudos realizados
pela Organizacdo Pan-americana da Saude (Opas) sobre alimentos comercializados em vias publicas relatam o
isolamento de E.coli O157:H7 verotoxigénica na Nicaragua, mostrando a importancia da monitoracao destes
produtos. Por outro lado, na Argentina, em 1996, foi relatado o isolamento de trés cepas de E.coli O157:H7
dentre 740 amostras de carne bovina. A continua vigilancia da presenca deste microrganismo, sobretudo na
carne bovina, é extremamente importante, considerando o intenso intercAmbio comercial entre a Argentina e o
Brasil. E em 1998, o isolamento de uma cepa de E.coli 0157:H7 em agua de poco localizado na periferia da
cidade de Sao Paulo.

Os graves sintomas da infeccao por E.coli O157:H7 tém efeitos na salde das crian¢as e de idosos. Por
consequéncia, as organizacfes de saude publica necessitam de métodos rapidos e de baixo custo para um
diagnostico precoce e detecgéo de E.coli O157:H7 em amostras clinicas, de alimento e de agua. Esta
necessidade pode ser suprida pela producao de anticorpos monoclonais dirigidos contra o antigeno especifico
(LPS) de E.coli 0157:H7 e para as suas toxinas.

O objetivo deste projeto é alcancar a auto-suficiéncia na producéo de anticorpos monoclonais a serem utilizados
no diagnostico de algumas infecgdes entéricas de importancia em saude publica. Producédo de reagentes, de
baixo custo, utilizando anticorpos monoclonais e que possibilitem a sua aplicagdo em métodos de diagnostico
rapido de alta especificidade e sensibilidade, permitindo uma acéo mais eficaz na prevencéo e controle dessas
infeccoes.

Este projeto é financiado pela Fapesp — Projeto Tematico (Processo 00/05834-7) e Instituto Adolfo Lutz ,
envolvendo varios laboratérios, sob a Coordenacao da doutora Elizabeth N. De Gaspari, PhD (Pesquisador
Cientifico VI), da Secéo de Imunologia do IAL.
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