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RESUMO 

A contaminação dos corpos hídricos por microrganismos resistentes é um grande problema para a saúde 
pública. Os reagentes de alto custo e a longa duração das análises são fatores limitantes para o monitoramento 
contínuo de protozoários em sistemas de abastecimento de água. Este estudo buscou a otimização de um 
método de três etapas para a detecção de oocistos de Cryptosporidium: concentração por centrifugação, 
isolamento por separação imunomagnética e detecção colorimétrica. Em amostras com concentração 
conhecida de oocistos de Cryptosporidium parvum, foram testadas três diluições do reagente Estreptavidina-
peroxidase (SA-HRP) (1:5000, 1:10000 e 1:15000) e três tempos de incubação com o substrato 3,3',5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB) (5, 10 e 15 minutos). Avaliou-se a combinação mais eficiente, equilibrando alta 
absorbância a 450 nm com a economia de reagentes e de tempo. Com o teste ANOVA, constatou-se que as 
variáveis analisadas provocam diferenças significativas na absorbância das amostras. Os resultados sugerem 
que a diluição 1:10000 do SA-HRP e o tempo de incubação de 10 minutos com o TMB resultaram na análise 
mais eficiente. A otimização desse método pode contribuir para a viabilização do monitoramento de 
Cryptosporidium, prevenindo assim a ocorrência de surtos infecciosos.  
 
PALAVRAS-CHAVE: recursos hídricos, qualidade da água, aptâmeros. 
 
 
INTRODUÇÃO 

A contaminação microbiológica dos corpos hídricos representa um grande problema para a saúde pública, 
especialmente no Brasil, onde 47,8% do esgoto gerado não é tratado e parte é lançada diretamente em cursos 
d’água (Brasil, 2023). Entre os microrganismos de maior preocupação, os protozoários destacam-se por sua 
grande resistência a diversos processos de remoção e inativação (OMS, 2009), não sendo completamente 
eliminados nos sistemas convencionais de tratamento de água (Moussa et al., 2023).  
 
O Cryptosporidium é um protozoário parasita de veiculação hídrica causador da criptosporidiose, uma das 
principais doenças de transmissão fecal-oral associadas à mortalidade infantil (Khalil et al., 2018). Este 
patógeno é encontrado no ambiente na condição de oocisto, sua forma infecciosa que necessita de um 
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hospedeiro para se multiplicar (OMS, 2009). Dos 416 surtos de protozoários de veiculação hídrica relatados 
entre 2017 e 2022 no mundo, o Cryptosporidium spp. foi responsável por 77,4%. (Bourli et al., 2023). 
 
No Brasil, a Portaria no 888 do Ministério da Saúde exige o monitoramento de oocistos de Cryptosporidium 
spp. nos pontos de captação de sistemas de abastecimento de água que utilizam mananciais superficiais, mas 
apenas em condições específicas: quando a média da concentração de Escherichia coli das últimas 12 
amostragens mensais for ≥ 1000 UFC/100 mL e a média da eficiência de remoção de esporos de bactérias 
aeróbias das últimas 4 amostragens semanais for < 2,5 log (99,7%). Nesse caso, devem ser feitas análises 
mensais por pelo menos um ano (Brasil, 2021).  
 
Um dos motivos para o monitoramento de Cryptosporidium ocorrer em situações tão características, é por sua 
análise ser muito onerosa e complexa, sendo priorizados indicadores microbiológicos de análises mais 
acessíveis, como E. coli e esporos de bactérias aeróbias (USEPA, 2010; Headd; Bradford, 2016). Entretanto, 
nem sempre há uma correlação entre a ocorrência desses organismos e dos oocistos de Cryptosporidium spp. 
(Nieminski et al., 2010), ainda sendo indispensável a análise de protozoários para a prevenção de surtos 
infecciosos.  
 
A análise de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras ambientais geralmente é feita em três etapas: i) 
concentração dos organismos na amostra (por filtração ou centrifugação); ii) isolamento dos organismos do 
concentrado (por flotação ou separação imunomagnética); e iii) detecção e quantificação (por determinação 
colorimétrica, análise microscópica, técnicas moleculares ou infectividade) (APHA et al., 2017). A grande 
limitação desses métodos é a necessidade de equipamentos e reagentes de alto custo, além da longa duração 
dos procedimentos (Luka et al., 2022). Dessa maneira, se fazem necessárias formas de otimizar as análises 
para torná-las mais viáveis. 
 
Diante do exposto, o presente trabalho buscou a otimização de uma metodologia de análise de 
Cryptosporidium constituída por: concentração por centrifugação, isolamento por separação imunomagnética e 
detecção colorimétrica. Para isso, foram realizados testes com amostras de oocistos de Cryptosporidium 
parvum combinadas com diferentes diluições dos reagentes e diferentes tempos de incubação, visando 
selecionar a configuração experimental mais eficiente.  
 
 
OBJETIVO  

Otimizar as condições experimentais (reagentes e tempo) de um método colorimétrico de detecção de oocistos 
de Cryptosporidium em amostras de água, garantindo a sensibilidade e reprodutibilidade da análise.  
 
 
MATERIAL E MÉTODOS 

Oocistos de Cryptosporidium parvum 

Oocistos de Cryptosporidium foram obtidos previamente por meio da concentração, purificação, quantificação 
e caracterização molecular de amostras fecais de bezerros naturalmente contaminados. Esses oocistos foram 
identificados como Cryptosporidium parvum do subtipo IIaA15G2R1 e foram então mantidos em solução de 
dicromato de potássio (K2Cr2O7) (Gómez-Couso et al., 2012; Couso-Pérez et al., 2023).  
 
Um volume de 400 µL desta solução de oocistos foi adicionado a 14 mL de água destilada em um tubo tipo 
Falcon de 15 mL. O tubo foi então centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos, em temperatura ambiente, com 
uma centrífuga de bancada (Sigma 2-7, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode, Alemanha). Com a 
formação do precipitado, removeu-se o sobrenadante do tubo com uma pipeta Pasteur até a marcação de 2 mL.  
 
Para a quantificação dos oocistos da suspensão resultante, foi feita uma diluição de fator 1:10 adicionando-se 
100 µL da suspensão em 900 µL de água destilada. Fez-se então a contagem em câmara de Neubauer 
aprimorada, com célula dupla de 0,1 mm de profundidade, com um microscópio de contraste de fase (BH-2, 
Olympus Corporation, Tóquio, Japão).  
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Com a concentração da suspensão determinada em 7,175.106 ooc/mL, foi feita a diluição de 140 μL da 
suspensão em 860 μL de água destilada, resultando em uma concentração de 106 ooc/mL. Então, seguiu-se 
com uma diluição seriada até a obtenção de uma concentração de 103 ooc/mL, a qual foi utilizada nos testes. 
 
 
Dynabeads™  

Para a etapa de isolamento dos oocistos por separação imunomagnética, foram utilizadas Dynabeads™ do kit 
GC-combo (Applied Biosystems, Life Technologies, Oslo, Noruega). Tratam-se de microesferas 
superparamagnéticas de 4,5 µm de diâmetro, revestidas por anticorpos anti-Cryptosporidium. Os anticorpos 
das microesferas ligam-se especificamente aos oocistos formando um complexo.  
 
Partículas superparamagnéticas apresentam magnetização apenas quando submetidas a um campo magnético 
(Gossuin et al., 2009). Com a utilizacão de um ímã, os complexos microesfera-oocisto são separados da 
amostra e o sobrenadante é descartado. Posteriormente, é feita a dissociação dos complexos por lavagem ácida 
(Thermo Fisher Scientific, 2018).  
 
Com as Dynabeads™ a uma concentração de 1,2.108 microesferas/mL, foi utilizada nos testes uma proporção 
volumétrica 1:4 do reagente em relação à suspensão de oocistos, consoante às instruções do fabricante 
(Thermo Fisher Scientific, 2018). 
 
 
Aptâmero biotinilado (Min_Crypto1-B) 

Para reforçar a separação imunomagnética, também foi utilizado um aptâmero biotinilado de alta afinidade 
com oocistos de Cryptosporidium spp. (Min_Crypto1-B), obtido por meio do truncamento do aptâmero R4-6 
(Hassan et al., 2021).  
 
Aptâmeros são moléculas sintéticas de DNA ou RNA que reconhecem e se ligam especificamente a uma 
determinada molécula-alvo (Rahimizadeh et al., 2023). Com produção econômica e estabilidade térmica e 
química, os aptâmeros são uma alternativa aos anticorpos (Iqbal et al., 2018). E para aumentar sua afinidade 
de ligação com outras moléculas específicas, é feito o processo de biotinilação, i.e. a marcação do aptâmero 
com a vitamina biotina (Starikov; Nilsson, 2002).  
 
Com o Min_Crypto1-B a uma concentração de 10 μM, foi feita a diluição de 25 µL do reagente em 475 μL de 
tampão fosfato-salino (PBS), resultando em uma concentração de 0,5 μM, a qual foi utilizada nos testes.  
 
 
Estreptavidina-peroxidase (SA-HRP) e 3,3′,5,5′-tetrametilbenzidina (TMB) 

Para a etapa de detecção colorimétrica dos oocistos, foi utilizado o reagente Estreptavidina-peroxidase (SA-
HRP) e o substrato 3,3′,5,5′-tetrametilbenzidina (TMB) (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos da 
América).  
 
A estreptavidina (SA) é uma proteína que se liga fortemente à biotina, presente no Min_Crypto1-B. A enzima 
peroxidase (HRP) é catalizadora da reação de oxidação do substrato TMB, formando um produto de cor azul. 
Após acidificação com ácido sulfúrico (H2SO4), a cor do produto muda para amarela, gerando um sinal 
colorimétrico que pode ser quantificado pela medição da absorbância, com pico de absorção no comprimento 
de onda 450 nm (Yang et al., 2020).  
 
Com o SA-HRP a uma concentração de 1 mg/mL, foram feitas três diluições do reagente em PBS: 1:5000, 
1:10000 e 1:15000. Essas diluições foram testadas em diferentes configurações experimentais em três tempos 
de incubação com o substrato TMB: 5 minutos, 10 minutos e 15 minutos. 
 
 
Configurações experimentais 

Para buscar as condições ótimas do método colorimétrico de detecção de oocistos de Cryptosporidium, foram 
testadas nove configurações experimentais em triplicata, mostradas na Tabela 1:  
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Tabela 1 - Configurações experimentais com diferentes diluições do reagente SA-HRP e diferentes 
tempos de incubação com o substrato TMB 
Configuração 
experimental 

Diluição  
SA-HRP 

Tempo de 
incubação TMB 

1 1:15000 5 min 

2 1:15000 10 min 

3 1:15000 15 min 

4 1:10000 5 min 

5 1:10000 10 min 

6 1:10000 15 min 

7 1:5000 5 min 

8 1:5000 10 min 

9 1:5000 15 min 

Fonte: elaboração própria (2024). 
 
A Figura 1 apresenta um resumo gráfico do método de detecção testado, explicado em detalhes na sequência. 
 
Figura 1 - Resumo gráfico da detecção dos oocistos de Cryptosporidium parvum 

 
Fonte: elaboração própria (2024). 
 
A primeira etapa do método, correspondente à concentração dos oocistos, foi feita pela centrifugação da 
amostra, explicada anteriormente. Para cada configuração experimental, foram separados e identificados três 
tubos tipo eppendorf de 2 mL. Em cada tubo, foram adicionados 100 μL da suspensão de oocistos a 103 
ooc/mL.  
 
A segunda etapa do método, correspondente ao isolamento dos oocistos, foi feita por separação 
imunomagnética. Em cada tubo, foram adicionados 25 μL de Dynabeads™. Os tubos então foram colocados 
em um misturador (HulaMixer™, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos da América) por 20 minutos a 15 
rpm, em temperatura ambiente. Em seguida, eles foram posicionados no ímã DynaMag™. Ao passo que as 
microesferas foram atraídas pelo ímã, o sobrenadante da amostra foi removido dos tubos.  
 
Após retirar os tubos do ímã, 500 µL de PBS foram adicionados em cada um deles e seguiu-se com a agitação 
em vórtex por 10 segundos. Então, os tubos foram colocados novamente no ímã e o sobrenadante foi 
removido. Este protocolo de lavagem com PBS foi executado três vezes.  
 
Reforçando a separação imunomagnética, adicionou-se aos tubos 100 µL do Min_Crypto1-B a 0,5 μM. Os 
tubos então foram levados à estufa por 1 hora a 37o C. Em seguida, os tubos foram colocados no ímã, o 
sobrenadante foi removido e executou-se o mesmo protocolo de lavagem com PBS três vezes.  
 
A terceira etapa do método, correspondente à detecção dos oocistos, foi feita por determinação colorimétrica. 
Em cada tubo, foram adicionados 100 μL do SA-HRP na diluição correspondente de cada configuração 
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experimental (1:15000, 1:10000 ou 1:5000). Os tubos então foram levados à estufa por 30 minutos a 37o C. 
Em seguida, eles foram colocados no ímã, o sobrenadante foi removido e executou-se o protocolo de lavagem 
com PBS três vezes.  
 
Posteriormente, foram adicionados 100 μL do substrato TMB em cada tubo. Os tubos foram então levados à 
estufa pelo tempo correspondente de cada configuração experimental (5, 10 ou 15 minutos) a 37o C. Em cada 
tubo, foram adicionados 50 μL de H2SO4 a 2 M e 1,35 mL de PBS. Em seguida, eles foram colocados no ímã e 
o sobrenadante foi transferido para novos tubos de 2 mL. 
 
Por fim, em um espectrofotômetro UV/VIS (Lambda 365, PerkinElmer, Estados Unidos da América), foi 
analisada a absorbância do sobrenadante na faixa de 300 a 600 nm, observando-se um pico no comprimento de 
onda de 450 nm.  
 
 
Análises estatísticas 

Visando uma melhor interpretação dos dados obtidos nos testes, foram feitas análises estatísticas utilizando o 
software Past 4.04. Para avaliar se os valores de absorbância observados possuíam uma distribuição normal, 
foi feito o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Com a confirmação da normalidade dos dados, seguiu-se 
para as análises paramétricas. Calculou-se a média aritmética e o desvio-padrão das medidas de absorbância 
das triplicatas de cada configuração experimental, bem como do conjunto de configurações. Em seguida, fez-
se a análise de variância (ANOVA) para verificar se as diferentes diluições do SA-HRP e os diferentes tempos 
de incubação com o TMB causaram variações estatisticamente significativas nos valores de absorbância, tanto 
de forma independente quanto combinada. 
 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO  

A Tabela 2 apresenta as médias e desvios-padrão das absorbâncias a 450 nm das triplicatas de cada 
configuração experimental e também do conjunto de configurações. 
 
Tabela 2 - Absorbância a 450 nm das diferentes configurações experimentais 

Configuração 
experimental 

Absorbância 450 
nm 

1 0,09734 ± 0,00317 

2 0,20770 ± 0,01915 

3 0,13864 ± 0,00589 

4 0,18203 ± 0,01898 

5 0,37298 ± 0,00742 

6 0,28712 ± 0,00623 

7 0,22615 ± 0,00739 

8 0,55236 ± 0,01543 

9 0,23118 ± 0,01032 

MÉDIA 0,25506 ± 0,12996 

Fonte: elaboração própria (2024). 
 
Com o teste de Shapiro-Wilk, verificou-se que as médias de absorbância das configurações experimentais têm 
distribuição normal (p = 0,2147), sendo possível realizar análises paramétricas. Com o teste ANOVA, 
observou-se que tanto a variação da diluição do SA-HRP quanto do tempo de incubação com o TMB 
provocam diferenças estatisticamente significativas (p < 0,05) na absorbância. E que a interação desses dois 
fatores também influencia na absorbância da amostra. 
 
De acordo com a Lei de Beer (1852), a concentração de uma amostra é diretamente proporcional à sua 
absorbância. Como foi utilizada a mesma concentração inicial de oocistos de C. parvum em todas as 
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configurações experimentais, pode-se inferir que uma absorbância mais alta indica uma análise mais eficaz, 
onde mais oocistos conseguiram ser separados e detectados no sobrenadante final. 
 
Como explicado anteriormente, a proteína SA se liga fortemente à biotina do Min_Crypto1-B, que por sua vez  
possui uma grande afinidade com os oocistos de C. parvum. Quanto maior a diluição do SA-HRP, i.e. quanto 
menor a concentração desse reagente na amostra, menos oocistos são separados e menor é a absorbância. 
Como observado no gráfico da Figura 2, a diluição 1:5000 do reagente SA-HRP gerou o maior valor de 
absorbância em todos os tempos de incubação com o substrato TMB. 
 
Figura 2 - Variação da absorbância a 450 nm com a diluição do SA-HRP para diferentes tempos de 
incubação com o TMB  

 
Fonte: elaboração própria (2024). 
 
Concomitantemente, a enzima HRP reage com o substrato TMB, produzindo uma cor visível. Tempos de 
incubação mais longos permitem um maior contato entre os reagentes, enquanto que tempos muito curtos 
podem impedir uma reação completa. Esse fator afeta a intensidade da cor e, consequentemente, o valor de 
absorbância. No entanto, é possível observar que em um determinado ponto ocorre a saturação da reação, onde 
a absorbância deixa de aumentar com o tempo. Como mostrado no gráfico da Figura 3, o tempo de incubação 
com o TMB de 10 minutos gerou o maior valor de absorbância em todas as diluições do SA-HRP. 
 
Figura 3 - Variação da absorbância a 450 nm com o tempo de incubação com o TMB para diferentes 
diluições do SA-HRP 

 
Fonte: elaboração própria (2024). 
 
Os resultados obtidos sugerem que o tempo de incubação com o TMB de 10 minutos pode resultar na análise 
mais eficaz. Considerando-se que 10 minutos é uma opção intermediária entre os tempos testados, este pode 
ser considerado o tempo ótimo.  
 

1: 1: 1: 
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Em relação ao SA-HRP, a diluição 1:5000 é a mais eficaz para a detecção dos oocistos. Entretanto, não é a 
mais eficiente, pois requer uma maior quantidade de reagente. A diluição 1:10000, por outro lado, gerou a 
segunda maior absorbância em 10 minutos (0,37298 ± 0,00742) e é uma opção intermediária entre as diluições 
testadas, podendo ser considerada a diluição ótima. 
 
  
CONCLUSÕES 

A combinação da diluição 1:10000 do SA-HRP com o tempo de incubação com o substrato TMB de 10 
minutos resultou na segunda maior absorbância (0,37298 ± 0,00742) entre os testes realizados. Essa 
configuração equilibra um sinal colorimétrico satisfatório com uma boa economia de reagentes e de tempo. 
Sendo assim, essas podem ser consideradas condições experimentais ótimas do método colorimétrico testado, 
embora sejam recomendados estudos complementares com outras concentrações de oocistos. Com um método 
de detecção de oocistos de Cryptosporidium mais eficiente, o monitoramento desse protozoário nos 
mananciais pode ser viabilizado, contribuindo assim com a segurança hídrica. 
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