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Resumo Xxi

Resumo

O esgoto nao tratado e langado no meio ambiente € um problema que
atinge toda a sociedade. O termo esgoto € usado para caracterizar os dejetos
provenientes dos diversos usos das aguas. As estagdes de tratamento de
esgoto (ETE) tém a finalidade de concentrar as impurezas em um subproduto
denominado de lodo de esgoto. No Brasil, a disposi¢dao dos lodos gerados
pelas ETE’s visa, quase que exclusivamente, a sua retirada da ETE sem uma
definicdo para seu destino final. A ETE da CASAN, Sistema Insular, localizada
no municipio de Florianépolis, SC produz, aproximadamente, 30m? de lodo/dia,
que sao transportados até um aterro sanitario, sem que tenham sido
devidamente higienizados. O Cryptosporidium spp. € o agente causador de
gastroenterite e de diarréia, apds sua ingestao através de agua ou de alimentos
contaminados. Este trabalho teve como objetivo padronizar e avaliar a
metodologia da  separagdo imunomagnética (SIM) acoplada a
imunofluorescéncia indireta (IMF) para a detecgao e quantificacdo de oocistos
de Cryptosporidium spp., em amostras de lodo, provenientes da ETE acima
citada. Para tal, foram testados, pela combinacao das técnicas de SIM-IMF, os
sobrenadantes gerados pela sedimentacao de 1, 2 e 3g de lodo, resultando nas
respectivas porcentagens de recuperacdo: 48,85+8,06, 10,47+7,79 e
3,04+2,89. As porcentagens de recuperacéo de oocistos nas amostras de lodo
sedimentadas nos tempos de 10, 20, 30 e 40 minutos foram de 38,85+1,71,
43,04+8,28, 38,66+4,21 e 36,18+2,00, respectivamente. As amostras que
tiveram seu sobrenadante centrifugado apresentaram um percentual de
recuperacdo de 47,61+8,74. Incluindo-se um segundo processo de
sedimentagcdo espontanea, o percentual de recuperacdo aumentou para
52,18+8,08. ApdGs a padronizacdo das técnicas de deteccéo e quantificacdo de
oocistos, o percentual de recuperacao foi de 54,46+4,30. A metodologia
padronizada foi aplicada para analisar 27 amostras de lodo, coletadas de 11 a
31 de julho de 2002, quando observou-se um percentual de recuperagédo de
oocistos de 39,96+11,2 de Cryptosporidium parvum do controle interno positivo
ColorSeed®, havendo recuperagdo em 100% dos casos. Das amostras
processadas 20 (74%) foram positivas para Cryptosporidium spp., € 0 numero
de oocistos, por amostra, variou de 1 a 4. Das oito amostras processadas com
o intuito adicional de detectar a presenca de cistos de Giardia spp., sete
(87,5%) foram positivas, e o numero de cistos, por amostra, variou de 4 a 20. A
porcentagem meédia de recuperagdo de cistos do controle comercial
ColorSeed® foi de apenas 0,87%, havendo recuperacdo em cinco (62,5%) das
amostras analisadas. As analises das 27 amostras de lodo, pela técnica de
Ritchie, para pesquisa de ovos e larvas de helmintos, 23 (85,18%) foram
positivas. As metodologias padronizadas mostraram-se eficientes para detectar
a presenga de Cryptosporidium spp. no lodo analisado, e a presenga de
microorganismos patogénicos (protozoarios e helmintos) nas amostras,
inviabiliza a sua reciclagem agricola, sem prévia higienizacéo.

Palavras-chave: Parasitas; Cryptosporidium spp.; Lodo de esgoto; Separacao
imunomagnética; Imunofluorescéncia
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Abstract

The Sewage, when is not treated and is directly released in the
environment becomes a problem which affects society as a whole. The term
sewage is used to characterize the waste resulted from a varied use of water.
Sewage Treatment Stations (STS) has the aim of concentrating all the waste
into a byproduct named Sewage Sludge. In Brazil, disposal of sludge generated
by STS’s is based on removal from the treatment station, with no definition for
its final destination. The STS, located in the city of Florianépolis, Brazil,
produces approximately 30m® of sludge per day, which is carried to a landfill
site with no proper hygienic processing. Cryptosporidium spp. is the causing
agent of diarrhea and gastroenteritis, after its ingestion through contaminated
water or food. This work had the aims to standarde immuno magnetic
separation technique (IMS), coupled to indirect immunofluorescence (IFA), for
detection and quantification of Cryptosporidium spp. oocysts, in samples of
active sludge present in the station mentioned above. To do so, IMS and IFA
tests were conducted on 1, 2 and 3g sludge samples resulting from the
sedimentation of sludge, resulting, respectively, in the following rates of
recovery: 48.85+8.06, 10.47+7.79, and 3.04+2.89. The percentage of oocysts
recoveries of in the sludge samples after 10, 20, 30 and 40 minutes of
sedimentation were 38.85+1.71, 43.04+8.28, 38.66+4.21 and 36.18+2.00,
respectively. The samples which underwent centrifugation presented a
percentage of recovery of 47.61+8.74. After a second process of spontaneous
sedimentation, the percentage of recovery rose to 52.18+4.30. The
standardized methodology was applied to analyze 27 samples of active sludge,
collected between July 11 and 31, 2002, when a Cryptosporidium parvum
oocyst percentage of recovery of 39.96+11.2 was observed, in the internal
positive ColorSeed® control, with recovery in 100% of the cases. Of all
processed samples, 20 (74%) were positive for Cryptosporidium spp., and the
number of oocysts per sample varied from 1 to 4. Of all 8 samples processed to
detect Giardia spp., seven (87.5%) were positive, and the number of cysts
varied from 4 to 20. The average percentage of cyst recovery in the ColorSeed®
commercial control was only 0.87%, with recovery in five (62.5%) samples. In
the analysis of 27 samples of active sludge, by means of the Ritchie Technique,
for searching eggs and larvae of helminthes, 23 (85.18%) were positive. The
standardized methodology proved to be efficient in detecting the presence of
Cryptosporidium spp. in active sludge, and the presence of pathogenic
microorganisms (protozoa and helminthes) in the samples makes the
agricultural recycling of this sludge unfeasible without previous hygienic
processing.
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I. INTRODUGAO

A situacdo brasileira com relacdo a cobertura dos servigos de
saneamento basico ainda é bastante deficiente, e esta distante de atingir um
indice satisfatorio. Dados disponiveis, no censo de 2000, realizado no Brasil,
revelam que ocorreu o crescimento do servigo de abastecimento de agua em
todas as regides do pais, poréem de forma desigual. Em 1991, apenas 70,7%
dos domicilios estavam ligados a rede geral de agua, sendo que esse numero
aumentou para 77,8% em 2000. Nas regides Sul e Sudeste, 90% das areas
urbanas tém acesso a agua potavel. Na regiao Sul, o percentual de domicilios
rurais com rede de agua cresceu de 7,5% em 1991 para 18,2% em 2000. O
esgotamento sanitario ainda é o servigo que apresenta menor taxa de
crescimento, passando de 47% de municipios brasileiros atendidos por rede,
de esgoto em 1991 para 52,2% em 2000 (IBGE, 2000). Desse percentual de
municipios brasileiros, atendidos por rede de esgoto, 32% tém somente servigo
de coleta e os restantes 20,2% coletam e tratam seus esgotos. No pais s&o
produzidos e coletados diariamente 14,5 milhdes m® de esgoto, sendo que
apenas 5,1 milhdes m® sdo tratados, os restantes 9,4 milhdes m® sdo langados
diariamente no meio ambiente. Assim, apenas 35,5% do esgoto gerado pelo
pais é tratado por estagdes de tratamento (ANDREOLI, 1998; LARA, 1999;
ANDREOLI & FERNANDES, 1999; IBGE, 2000). A maior parte é despejada
sem nenhum tratamento nos solos e rios, o que provoca a contaminagao dos
rios, lagos e lengois freaticos, acarretando a proliferacdo de varias doencgas
(SANTOS & KRESPKY, 1998).

Este panorama insere o Brasil no grupo de paises pouco desenvolvidos,
nos quais quatro entre cinco casos de doencas tém como causa a
contaminagdo da agua e a falta de tratamento adequado dos esgotos. E sabido
que a oferta de agua potavel seria o servigo de saneamento de maior impacto
na queda da morbidade infantil, podendo reduzir os casos em até 2,5%, sendo
que o declinio esperado de 6bitos infantis associados ao tratamento de esgoto
seria de até 2,1% (LARA, 1999). Esses indices isolados e/ou associados
poderiam em muito contribuir para a resolucido deste problema, ainda tao

dramatico no cenario nacional.



Introdugdo 3

As doencgas decorrentes da falta de saneamento s&o responsaveis por
cerca de 65% do total de internagdes nos hospitais publicos e conveniados do
pais. Estima-se que cada R$ 4,00 investidos em saneamento significam uma
economia de R$ 10,00 em internagdes hospitalares (IBGE, 2000).

A falta de solugbes para os problemas de saneamento basico esbarra
em cinco dificuldades: a falta de uma politica adequada para o setor; a
limitagdo de recursos financeiros; os arranjos institucionais inadequados; a
auséncia de um sistema adequado de recuperacdo de custos e a obsoleta
legislag&o vigente (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2000).

Estima-se que para atender a populacao excluida dos sistemas publicos
de coleta e tratamento de esgoto seriam necessarios investimentos na ordem
de US$ 15,3 bilhdes (ANDREOLI & FERNANDES, 1999).

Em resposta a esta triste realidade, na Conferéncia das Nacdes Unidas
sobre o Meio Ambiente e Desenvolvimento (UNCED - 92), realizada em junho
de 1992 no Rio de Janeiro, conservar e proteger a saude ambiental tornaram-
se o centro das preocupagdes de um novo modelo de desenvolvimento
planejado (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD, 1994).

Em paralelo, na Agenda 21 — principal instrumento aprovado pela
Conferéncia Mundial do Meio Ambiente/Rio 92 - ficou reconhecida a
importancia de promover o “manejo ambiental saudavel dos residuos solidos e
questdes relacionadas com o esgoto”. Os programas estabelecidos incluem a
minimizagado de residuos, a maximizagcdo do reuso e da reciclagem, a
disposicao e o tratamento ambiental adequados para residuos e a ampliagcéao
da cobertura dos servicos que se ocupam do tratamento adequado dos
residuos (LARA, 1999).

Para alcangar estes objetivos, conta-se com o continuo avango da
biotecnologia, que vem contribuindo para a melhoria da qualidade de vida de
varias formas e, dentre elas, pode-se destacar o aumento da producédo e da
segurancga do consumo de alimentos; o uso de praticas de agricultura bioldgica
e de maiores conhecimentos ecogenéticos; a obtengdo de novas matérias-
primas; o uso de métodos sustentaveis de manejo florestal; o aperfeicoamento

de técnicas de tratamento de agua para o abastecimento publico e,
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principalmente, o tratamento adequado dos dejetos perigosos (humanos,
industriais ou agropecuéarios) (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA
SALUD, 1994).

Esgoto € o termo usado para caracterizar os dejetos provenientes dos
diversos usos das aguas, como por exemplo, usos domeéstico (efluentes de
vasos sanitarios, cozinhas, chuveiros, etc.), industrial (oriundos dos processos
especificos de cada segmento da producgao industrial), comercial (restaurantes
hotéis, aeroportos, etc.), agricola, de estabelecimentos publicos (servigos de
saude, escolas, e reparticées publicas), infiltragdo de agua na rede de esgotos,
etc. (UEHARA & VIDAL, 1989; SANTOS & KRESPKY, 1998).

De maneira geral, a produgdo de esgotos esta intimamente ligada ao
consumo de agua, e aproximadamente 60% a 80% do consumo de agua é
convertido em esgoto (SANTOS & KRESPKY, 1998).

Como resultado do uso da agua pelo homem, em funcdo de seus
habitos de higiene e de suas necessidades fisiologicas, é formado o esgoto
doméstico que, por sua vez, é composto pelas aguas de banho, urina, fezes,
restos de comida, detergentes e aguas de lavagens. De modo geral, pode-se
dizer que, sem contar com a significativa contribuicdo de despejos industriais,
0s esgotos sanitarios s&o constituidos de aproximadamente 99,9% de agua e
0,1% de sdlidos (peso seco). Deve-se lembrar que os esgotos sanitarios
contém ainda inUmeros organismos vivos, tais como: virus, bactérias, helmintos
e protozoarios que, na sua maioria, sao liberados com os dejetos humanos
(UEHARA & VIDAL, 1989; SANTOS & KRESPKY, 1998). Alguns desses
organismos desempenham um papel importante no tratamento das aguas
residuarias; outros, porém, sao denominados de organismos patogénicos,
causadores de doencas (UEHARA & VIDAL, 1989).

Ha necessidade de se tratar os esgotos sanitarios antes que esses
sejam langados em qualquer corpo hidrico. Este tratamento tem por objetivos a
prevencao e a reducao da disseminacdo de doencas transmissiveis causadas
pelos microrganismos patogénicos; a conservacdao das fontes de
abastecimento de agua para usos doméstico, industrial ou agricola; a

manutengdo das caracteristicas da agua para piscicultura; a manutencdo da
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qualidade das aguas para banho e para propdsitos recreativos; e, obviamente,
a preservacao da fauna e flora (SILVA & MARA, 1979; UEHARA & VIDAL,
1989).

I.1. Estacoes de tratamento de esgotos

As Estagcdes de Tratamento de Esgoto (ETE’s) sdo as unicas
responsaveis pelo tratamento do esgoto sanitario e podem adotar diversos
processos de tratamento das aguas residuarias. No Estado de Santa Catarina,
as ETEs da CASAN (Companhia Catarinense de Aguas e Saneamento)
utilizam, entre outros processos, filtro bioldgico, lagoas de estabilizagdo e lodos
ativados (CASAN, 2001).

I.2. Processos de tratamento de esgoto

Os filtros bioldgicos, também denominados de leitos percoladores, séao
unidades de tratamento de esgoto destinadas a oxidar biologicamente a
matéria organica remanescente dos decantadores, ocorrendo uma
predominancia, principalmente, de bactérias aerdbias heterotroficas. Este
sistema de tratamento de esgoto tem papel ecolégico. A CASAN adotou este
sistema no municipio de Catanduvas — SC (CASAN, 2001).

As lagoas de estabilizagdo constituem um processo biolégico de
tratamento de aguas residuarias, em que a estabilizagdo da matéria orgéanica é
realizada pela oxidagdo bacteriologica (oxidagdo aerdébia ou fermentacao
anaerobia) e/ou pela redugao fotossintética das algas, e se caracterizam pela
simplicidade, eficiéncia e baixo custo (KELLNER & PIRES,1998; CASAN,
2001). As lagoas de estabilizagao se caracterizam por ocuparem grandes areas
com grandes tanques de pequena profundidade. Neles, o esgoto sanitario flui,
sendo tratado por processos naturais, pois ha uma série de seres vivos
habitando-os: plantas (algas) e animais microscépicos (bactérias) (SANTOS &
KRESPKY, 1998). Esses processos naturais, sob condi¢des parcialmente
controladas, sao os responsaveis pela transformagcéo de compostos organicos
putresciveis em compostos minerais ou organicos mais estaveis (UEHARA &

VIDAL, 1989). As lagoas de estabilizagdo procuram reproduzir os fendbmenos
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observados na natureza sem que seja utilizado qualquer tipo de equipamento
mecéanico com consumo de energia (KELLNER & PIRES, 1998). Este sistema
de tratamento é indicado para as condi¢gbes brasileiras devido ao clima
favoravel, por possuir espaco fisico suficiente e disponivel e pela simples
operacionalidade (CASAN, 2001). Quanto a atividade biolégica predominante,
as lagoas de estabilizagcao podem ser classificadas em anaerdébias, facultativas
e de maturacdo (UEHARA & VIDAL, 1989; KELLNER & PIRES, 1998;
GONCALVES, 1999a).

As lagoas anaerdbias sédo as responsaveis pelo tratamento primario dos
esgotos e nelas ocorrem os processos de fermentacado acida e metanogénica,
na camada de lodo e no liquido sobrenadante (UEHARA & VIDAL, 1989;
KELLNER & PIRES, 1998; CASAN, 2001). O tratamento secundario do esgoto
se processa nas lagoas denominadas de facultativas e nelas ocorrem
mecanismos de degradacdo da matéria organica, tanto pela via anaerdbia
quanto pela via aerdbia. Nessas lagoas ha um predominio das bactérias
heterotréficas facultativas (SILVA & MARA, 1979; UEHARA & VIDAL, 1989;
KELLNER & PIRES, 1998; GONCALVES, 1999b). Os compartimentos
denominados de lagoas de maturacdo sao responsaveis pelo pos-tratamento
dos esgotos e tém como fungdo promover a remog¢ao do nitrogénio e fosforo do
afluente. Essas lagoas podem garantir, ainda, taxas significativas de remogéao
de organismos patogénicos, pois possuem caracteristicas, tais como altos
valores de pH, grande zona fética (o que permite a penetracédo dos raios ultra-
violeta em camadas profundas) e elevada concentragcado de oxigénio dissolvido
(SILVA & MARA, 1979; UEHARA & VIDAL, 1989; KELLNER & PIRES, 1998).
No Brasil, a primeira lagoa de estabilizagao foi construida no municipio de Sao
José dos Campos, interior de Sdo Paulo (SANTOS & KRESPKY, 1998).

O processo denominado de lodos ativados foi o processo escolhido pela
CASAN para o tratamento do esgoto sanitario da Ilha de Santa Catarina,
municipio de Floriandpolis. Consiste em um processo bioldgico onde o efluente,
na presenga de grande quantidade de oxigénio dissolvido, por agitagcao
mecanica, pelo crescimento e pela atuagdo de microrganismos especificos,

forma flocos denominados de lodo ativado ou lodo biolégico (CASAN, 2001).
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Esse sistema é muito utilizado, mundialmente, para o tratamento de
despejos domeésticos e industriais, em situagcbes onde é necessaria uma
elevada qualidade do efluente (SPERLING, 1997), sendo indicado para locais
onde se dispde de pouca area para a implantagao de sistemas de tratamento.

A adocao deste processo favorece a redugao de maus odores, insetos e
vermes; por outro lado, o alto custo operacional, a exigéncia de um controle
laboratorial diario, o alto consumo de energia e a possibilidade de surgirem
problemas ambientais com ruidos e formagao de aerossois (que podem carrear
microorganismos patogénicos ou nao) sao algumas das desvantagens deste
sistema (CASAN, 2001). O sistema de tratamento, lodo ativado do tipo aeragao
prolongada, tem duas fases distintas: a fase de pré-tratamento (composta do
gradeamento e da desarenacao) (Figura 1) e a fase denominada de tratamento
secundario (Figura 2), que é composta das unidades denominadas de seletor
biolégico, camara de disnitrificacdo, tanques de aeragdo, decantador
secundario, adensadores de lodo, sistema de desidratacdo e, por ultimo, a
prensa desaguadora (SPERLING, 1997; CASAN, 2001).

As etapas biolégicas deste sistema de tratamento de esgoto ocorrem
nas unidades: seletor bioldgico, cAmara de desnitrificacdo e tanque aeracao
(reator). E no reator que ocorrem as reagdes bioquimicas para a remogao da
matéria organica e, em condigbes especiais, da matéria nitrogenada. As
bactérias (biomassa ativa) utilizam o substrato presente no esgoto bruto para
se desenvolverem, e o fornecimento de oxigénio €& feito por aeradores
mecanicos. As bactérias envolvidas neste processo formam uma matriz
gelatinosa, o que Ihes confere a propriedade de flocular, ou seja, aglutinam-se
entre elas e com outros microrganismos. O floco formado possui dimensdes
maiores, facilitando o processo de sedimentagdo e, consequentemente,
auxiliando no processo de remogédo de patdégenos (SPERLING, 1997). Ja no
decantador secundario se processa a sedimentagdo dos solidos (biomassa).
Parte da biomassa sedimentada no fundo do decantador € devolvida ao reator
(recirculagao), com a finalidade de aumentar a concentragdo de bactérias
garantindo, assim, a elevada eficiéncia deste tipo de processo de tratamento de

esgoto. A outra parte, excesso de lodo é retirada do sistema, encaminhada
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para o adensador e, posteriormente, as prensas desaguadoras.

Figura 1: Estagéo de Tratamento Lodo Ativado - Sistema Insular do Municipio
de Florianépolis. Pré-tratamento: A - Gradeamento; B - Desarenacéo.
Fonte: Autora.
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Figura 2: Estagdo de Tratamento Lodo Ativado - Sistema Insular, do municipio de Floriandpolis.
Tratamento secundario: A - Tanque de aeragao; B - Decantador secundario; C — Adensamento;
D - Prensa desaguadora. Fonte: Autora.
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1.3. Consideragoes gerais sobre lodo
1.3.1. Definigao

Lodo é todo o residuo que concentra substancias organicas (40 a 80%)
e inorganicas, bem como microrganismos existentes nos efluentes, originado
do tratamento resultante das atividades diarias do homem, quer seja em suas
residéncias, na industria ou, ainda, em atividades agricolas (MEDEIROS et al.,
1999; GONCALVES, 1999b). Sendo assim, lodo € o termo que se aplica para
os sélidos gerados durante o processo de tratamento de esgotos antes do
tratamento adequado para a disposigao final. O termo biossélidos é aplicado
aos produtos orgénicos gerados no processos de tratamento de esgoto, que
podem ser reutilizados de modo benéfico, apds tratamento adequado por
higienizacdo (MIKI, ANDRIGUETI, SOBRINHO, 2001). Assim, quando
devidamente higienizado, estabilizado e seco, o lodo de esgoto recebe 0 nome
de biossdlido (MEDEIROS et al., 1999; MIKI et al., 2001; MELO, MARQUES,
MELO, 2001).

1.3.2. Tipos de lodo

Existem basicamente trés tipos de lodo organico: bruto, ativado e
digerido. O lodo bruto é aquele produzido por decantadores primarios das
ETEs, por sedimentacdo ou flotacdo, e possui uma coloracdo acinzentada,
sendo pegajoso, de odor ofensivo e facilmente fermentavel (MEDEIROS et al.,
1999; FERREIRA, ANDREOLI, JURGENSEN, 1999a). O lodo que é produzido
por ETE’s, que utilizam o processo biolégico de tratamento, denominado de
lodo ativado (Figura 3), tem aparéncia floculenta, cor marrom e o odor € pouco
ofensivo quando fresco (MEDEIROS et al., 1999). O lodo de coloragdo marrom-
escuro, obtido por biodigestores anaerdbios ou aerdbios, através de um
processo de estabilizacdo bioldgica, é chamado de lodo digerido. Quando bem
digeridos, tanto o lodo anaerdbio quanto o aerdbio, ndo possuem odor
(MEDEIROS et al., 1999; FERREIRA et al., 1999a).
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Figura 3: Lodo coletado diretamente da prensa desaguadora, na Estacdo de Tratamento de
Esgoto - Sistema Insular, do Municipio de Florianépolis. Fonte: Autora.

[.3.3. Producao do lodo

A producdo do lodo é variavel e esta diretamente relacionada com a
eficiéncia das Estacdes de Tratamento de Agua (ETA’s), com a eficiéncia das
ETE’'s e com a qualidade da agua tratada. Assim, pode-se dizer que quanto
melhor for a eficiéncia dos sistemas de tratamento melhor a qualidade da agua
tratada, e maior sera a producéo (quantidade) de lodo (AISSE, FERNANDES,
SILVA, 1999).

Uma ETE que adota como método de tratamento o lodo ativado
convencional produz 1,1 a 1,5m® de lodo/habitante/ano. O tratamento
denominado de filtro bioldgico, de baixa carga, produz 0,4 a 0,6 m®de
lodo/habitante/ano. Na lagoa facultativa do sistema de lagoas de estabilizacao,
se produz apenas 0,03 a 0,04 m® de lodo/habitante/ano. (FERREIRA et al.,
1999a).

Deve-se lembrar, ainda, que a quantidade e a qualidade do lodo
produzido por uma ETE dependem, também, da vazédo de esgoto tratado, das

caracteristicas do esgoto (domiciliar ou industrial), do tipo de tratamento de
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1.3.4. Composic¢ao do lodo

As caracteristicas de um lodo de esgoto dependem do tipo de esgoto, e
do processo e grau de tratamento do mesmo (TSUTIYA, 2001a).

No lodo encontram-se nutrientes, matéria organica (40% a 70%),
nitrogénio (2% a 6%), fésforo (1% a 3,7%), potassio (<1%), calcio, magnésio,
cobre, ferro, metais pesados (cobre, zinco, mercurio, cadmio, cromo, niquel e
chumbo), microrganismos patogénicos (coliformes fecais, bactérias, virus,
fungos e parasitas) (GONCALVES et al., 1999) e agua (TSUTIYA, 2001a).

Os metais pesados, contidos nos biossélidos, podem ser divididos em
duas categorias, dependendo do risco que eles representam as plantas e aos
animais. S&o considerados metais que oferecem pequeno risco 0 manganés, o
ferro, o aluminio, o cromo, o arsénio, o selénio, o antiménio, o chumbo e o
mercurio. Os metais potencialmente perigosos aos homens e aos animais sao:
zinco, cobre, niquel, molibdénio e cadmio (TSUTIYA, 2001a).

Os metais pesados requerem uma atencao especial, pois representam
um grupo de poluentes que nao sdo biodegradados biologicamente ou
quimicamente de forma natural, principalmente, em ambientes terrestres e em
sedimentos aquaticos. Ao contrario, sdo acumulados e podem tornar-se, ainda,
mais nocivos quando reagem com alguns componentes dos solos
(GONCALVES et al., 1999).

Os microrganismos ficam absorvidos as particulas sélidas e tendem a
precipitar na fase de decantacéo, durante o processo de tratamento de esgoto,
concentrando-se no lodo de esgoto (TSUTIYA, 2001a). A densidade dos
patdogenos que podem estar presentes no lodo de esgoto, de uma determinada
localidade, é bastante variavel e depende das condi¢cdes sdcio-econdmicas da
populacao, das condigdes sanitarias, da regidao geografica, da presenca de
animais, da presencga de industrias agro-alimentares, da natureza do efluente, e
por fim, do tipo de tratamento ao qual o lodo foi submetido. Numa mesma ETE,
a contaminacdo do lodo pode variar constantemente, dependendo das
caracteristicas da populacdo (MEDEIROS et al., 1999). Nos paises mais
desenvolvidos, cujas populagdes apresentam padrbes adequados de saude, a

densidade de alguns patégenos no lodo, como a de ovos de helmintos, é mais
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baixa do que em paises em desenvolvimento (TSUTIYA, 2001a).

Normalmente, o controle desses microorganismos ¢é feito em amostras
coletadas no afluente e no efluente final de uma ETE, tornando possivel a
avaliacado da eficiéncia do tipo de tratamento adotado e a avaliagdo do impacto
do despejo do efluente liquido no corpo receptor (dguas oceanicas ou rios)
(KELLNER & PIRES, 1998).

De maneira geral, os microorganismos patogénicos costumam aparecer
em pequeno numero e esporadicamente, o que torna dificil sua deteccéo. Para
contornar este problema, ao invés de investigar a presenga de
microorganismos patogénicos, procura-se outros organismos que permitam
supor a possivel existéncia dos mesmos. Esses organismos sdo considerados
como indicadores da contaminacao fecal e denominados de coliformes fecais.
Os organismos indicadores devem estar sempre presentes na microbiota
intestinal, ser de origem exclusivamente fecal, estar associados com os
organismos patogénicos intestinais, estar em numero mais elevado que os
patogénicos, ser tdo ou mais resistentes que os patogénicos, ndo devem se
reproduzir fora do intestino, devem ser de facil deteccdo e ndo podem ser
patogénicos (KELLNER & PIRES, 1998; MEDEIROS et al., 1999).

1.3.5. Higienizagao do lodo

Para o reuso na agricultura dos lodos ativados, a sanidade do mesmo,
caracterizada pela auséncia de agentes patogénicos, tais como ovos de
helmintos, cistos de protozoarios, colénias de bactérias, hifas de fungos e
alguns virus, deve ser assegurada. Essa é realizada através de métodos de
higienizacédo, que devem ser econémicos, seguros e de facil aplicagdo pratica
(ANDREOLI et al.,, 2001). As praticas de higienizagdo do lodo tém como
objetivo primordial eliminar ou reduzir a densidade de microrganismos
patogénicos. Os biossdélidos constituem o residuo que se obtém apds o
tratamento do esgoto, com a finalidade de torna-lo menos poluido e permitir
seu retorno ao ambiente sem que seja, agente de poluicao (MEDEIROS et al.,
1999; MELO et al, 2001; MIKI et al., 2001).

A remogao dos patdogenos pode ser realizada através de processos
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quimicos, fisicos ou biolégicos, buscando sempre assegurar a qualidade
sanitaria do lodo a ser utilizado para reciclagem na agricultura. Apdés o
tratamento, obtém-se o lodo estavel que é aquele que minimiza os riscos para
a saude publica e o meio ambiente (AISSE et al., 1999).

Os principais processos de tratamento do lodo séo digestdo anaerdbia,
calagem (AISSE et al., 1999; ILHENFELD et al., 1999; PASSAMANI &
GONGCALVES, 1999; MIKI et al., 2001), compostagem (AISSE et al., 1999;
ILHENFELD et al., 1999; PASSAMANI & GONCALVES, 1999; CARVALHO,
2001; MIKI et al., 2001) e pasteurizagao (AISSE et al., 1999; ILHENFELD et al.,
1999; PASSAMANI & GONCALVES, 1999) .

Embora a exposicdo do lodo aos raios solares seja um método
reconhecido de higienizacdo, a sua eficiéncia ainda ndo foi estudada nas
condi¢cbes brasileiras. Este sistema apresenta, naturalmente, uma grande
dependéncia das condigdes climaticas, do tempo de exposi¢cao e da espessura
da camada de lodo (ILHENFELD et al., 1999).

O tratamento do lodo através da técnica anaerdbia € uma das praticas
mais antigas na histéria do saneamento (MIKI et al., 2001) e a mais utilizada
para estabilizar os lodos produzidos nas estacdes de tratamento de esgotos
(AISSE et al., 1999; GONCALVES et al., 1999), devido ao seu baixo custo
operacional e ao potencial energético gerado (geracéo de gas carbdnico e gas
metano). A digestdo anaerdbia consiste em uma série de fases encadeadas,
que envolve varios organismos do tipo facultativo ou anaerdbio, que
simultaneamente quebram e assimilam a matéria organica (MIKI et al., 2001).
Esta técnica apresenta como objetivos principais a redugao ou destruicdo dos
agentes patogénicos, a estabilizagdo da matéria organica; a redugao do volume
do lodo, com consequente reducado da umidade e de odores desagradaveis; e a
reducdo da presencga de vetores (FERREIRA et al., 1999a).

A calagem, processo quimico alcalino, € um dos processos mais
eficientes para a eliminacdo de patégenos do lodo, além de atuar na
estabilizacdo e na desodorizagdao do mesmo (AISSE et al., 1999; PASSAMANI
& GONCALVES, 1999). Neste mecanismo de higienizagédo, trés fatores

intervém no processo de desinfeccédo: inicialmente, a alteracdo da temperatura,



Introdugdo 15

a mudanga de pH da massa resultante (mistura de lodo e cal) e, finalmente, a
acao da amoénia, formada a partir do nitrogénio do lodo quando a temperatura e
o pH se elevam (ILHENFELD et al., 1999). A cal (cal virgem — CaOlcal
hidratada — CaOH;) € um dos produtos alcalinos mais baratos e sua adigdo ao
lodo provoca a alcalinizagcdo brusca do mesmo, elevando os niveis de pH
ligeiramente acima de 12, o que torna o meio insalubre a sobrevivéncia e ao
desenvolvimento de patégenos. Os niveis de pH devem ser mantidos por um
periodo de tempo de aproximadamente 14 dias para garantir, assim, a
eficiéncia do tratamento (AISSE et al.,, 1999; PASSAMANI & GONCALVES,
1999; ANDREOLI et al., 2001).

A compostagem € um processo de degradacéo aerobia onde a matéria
organica se decompde e/ou se transforma, sob a acdo de microrganismos. Sua
acao na eliminacdo dos patdégenos ocorre através da elevagdo natural da
temperatura do lodo para mais de 60°C. Esta condigdo, mantida por alguns
dias, provoca a morte dos microrganismos patogénicos (AISSE et al., 1999;
PASSAMANI & GONCALVES, 1999; ANDREOLI et al.,, 2001; CARVALHO,
2001). Este processo pode ser considerado uma forma ambientalmente
adequada de reciclagem de matéria orgéanica. Por ser natural, € possivel
reproduzi-lo a partir do emprego de técnicas fisicas, biolégicas e bioquimicas,
constituindo uma aplicagao biotecnoldgica. Esta tecnologia tem sido utilizada
como uma das formas de reciclar a matéria organica (REIS, BIDONE,
GEHLING, 2000).

O processo fisico de elevacdo da temperatura do lodo, oriundo das
lagoas de estabilizagdo, com consequente diminuicdo da concentragcéo de
patogenos € denominado de pasteurizagdo. Quando a temperatura é elevada a
70°C e mantida durante 30min, os virus, helmintos, protozoarios e bactérias
patogénicas sdo inteiramente destruidos (AISSE et al., 1999; ILHENFELD, et
al., 1999;* PASSAMANI & GONCALVES, 1999)

De acordo com Chavez, Toscano, Marquez (2000), os processos
térmicos e os processos alcalinos sdo equivalentes para o tratamento do lodo.
Os critérios de selecdo para a utilizagdo de um ou de outro devem levar em

consideracao o local da ETE e os fatores econémicos.
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Uma outra alternativa para o tratamento, e consequente desinfeccdo em
geral do lodo de esgoto, foi proposta por Robertson et al. (1999). Trata-se de
ciclos de congelamento (-25°C) e descongelamento (temperatura ambiente) do
material contaminado. Por ter reduzido a viabilidade dos oocistos, este método

merece ser melhor estudado.

l.4. Lodo de esgoto: disposicao final e utilidades

O objetivo dos sistemas de tratamento de esgoto é concentrar as
impurezas e o material potencialmente poluido dos esgotos, em um subproduto
(ILHENFELD, PEGORINI, ANDREOLI, 1999). Em qualquer tipo de tratamento
utilizado para o esgoto sanitario, havera a geragdo do referido subproduto,
denominado de lodo de esgoto, e seu destino final pode representar até 60%
dos custos operacionais de uma ETE (BONNET, LARA, DOMASZAK, 1998;
ANDREOLI & FERNADES, 1999). Segundo Tsutiya (2001b), o custo para o
tratamento e a disposicao final do lodo pode variar de 20% a 40% do custo
operacional de uma ETE.

Durante anos, os projetos das ETE’s, praticamente, ignoravam o destino
adequado do lodo de esgoto a ser removido (ANDREOLI & FERNADES, 1999).
No entanto, com o aumento da consciéncia ambiental, o destino do lodo
passou a representar um problema a ser resolvido, tendo em vista,
principalmente, a seguranga sanitaria e ambiental (GONCALVES et al., 1999).

Caso o esgoto e o lodo ndo sejam tratados adequadamente e se, de
algum modo, alcangcarem os rios, podem contamina-los, estendendo seus
efeitos nocivos a pastagens, plantagbes e individuos. Portanto, conclui-se que
quanto maior for a propor¢cao de lodo tratado, menores serdo os riscos da
populagdo em contaminar-se com patdgenos, sejam eles, virus, bactérias ou
parasitas (SOCCOL et al.,, 1999). Infelizmente, ndo € raro o lodo ser
armazenado em condigdes precarias, ou ser distribuido para agricultores sem
controle algum de sua qualidade, ou, pior ainda, ser langado nos cursos d’agua
(ANDREOLI & FERNANDES, 1999).

Além dos potenciais efeitos nocivos deste lodo liberado no ambiente a

saude humana, animal e vegetal, em funcdo da presencga de patdégenos, ele
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pode, também, provocar o acumulo de metais pesados ou compostos
organicos no solo (GONCALVES et al. 1999).

Dentre as varias alternativas racionais que, de fato, sdo utilizadas para
dar um destino adequado ao lodo, pode-se destacar sua aplicacado em areas
florestais, o reuso industrial (TSUTIYA, 2001b), a disposicao de superficie
(GONGCALVES et al., 1999; LARA, 1999; MEDEIROS et al., 1999), as lagoas de
armazenamento (FERREIRA, ANDREOLI, JURGENSEN, 1999b; GONCALVES
et al.,, 1999; LARA, 1999; MEDEIROS et al.,, 1999), os aterros sanitarios, a
incineragdo e, principalmente, o uso agricola (também denominado de
reciclagem agricola) (IMHOFF & IMHOFF, 1986; LARA, 1999; MEDEIROS et
al., 1999). A disposi¢cado oceénica do lodo, como destino final, € um processo
aceito por Imhoff & Imhoff (1986), Medeiros et al., (1999), Lara (1999),
Gongalves et al., (1999) e Tsutiya (2001b); porém, Ferreira et al., (1999b)
afirmam que trata-se de um processo, que nao é mais usado por grande parte
dos paises e que, tende a ser uma pratica proibida.

A incineracdo € uma alternativa cara, que requer o monitoramento
cuidadoso dos gases gerados no processo, apresentando como subproduto as
cinzas, as quais necessitam de disposicdo adequada. Trata-se de uma solugao
interessante para cidades densamente povoadas, onde as alternativas de
destino final sdo escassas (AISSE et al., 1999).

No Brasil, a disposicéo dos lodos gerados pelas ETE’s visa, quase que
exclusivamente, a sua retirada da area da ETE por caminhdes, sem nenhuma
definicdo clara de seu destino final (SOBRINHO, 2001).

De acordo com Ferreira et al. (1999b), a reciclagem agricola, quando
realizada de forma racional e segura, alia baixo custo e um impacto ambiental
positivo, podendo ser considerada, ambientalmente, a solugdo mais correta,
pois promove o retorno dos nutrientes ao solo.

De acordo com Sperling (1997), muitos paises ja utilizam o lodo como
fertilizante para o solo de plantagbes, pastagens, areas recreativas, jardins,
florestas ou areas degradadas. Na Franga, 58% dos biossdlidos gerados pelas
ETE’s destinam-se ao uso agricola, 27% sao dispostos em aterros e 15% sao

incinerados. Dos biossélidos gerados pela Espanha, 50% s&o destinados a
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reciclagem agricola, 35% sao destinados aos aterros sanitarios, apenas 5%
séo incinerados e os restantes 10% sao destinados para disposi¢ao oceanica.
A Suiga destina 45% dos seus biossodlidos para a reciclagem agricola, 30% tém
como destino os aterros sanitarios e 25% sao incinerados (TSUTIYA, 2001b).

No Brasil, onde a pratica de tratamento de esgotos € recente e pouco
desenvolvida, o uso agricola ainda é restrito; oficialmente, esta pratica ocorre,
em escala experimental, nos estados de Sdo Paulo, Parana e Distrito Federal
(VANZO, MACEDO, TSUTIYA, 2001).

Para as condigbes ambientais brasileiras, a reciclagem agricola do lodo
apresenta varios aspectos positivos, pois os climas tropical e subtropical
expdéem o solo a intenso intemperismo e rapida mineralizagdo da matéria
organica, sendo uma alternativa bastante promissora. O uso do lodo na
agricultura fornece ao solo matéria organica, macro e micronutrientes, atuando
como condicionador do solo e contribuindo para uma agricultura auto-
sustentavel (GONCALVES et al., 1999; LARA, 1999).

Como fator positivo do reuso do lodo, resta ainda acrescentar que a
quantidade e a variedade de nutrientes da matéria organica presente no lodo
aumentam a fertilidade do solo, melhorando suas caracteristicas fisico-
quimicas. A mistura do lodo ao solo permite aumentar a capacidade de
armazenamento de nutrientes do mesmo e facilita a infiltragdo de agua, sem,
no entanto, propiciar a ocorréncia de erosdo; este risco, na verdade, fica
bastante diminuido (GONCALVES et al., 1999).

As propriedades dos biossélidos sdo semelhantes as de outros produtos
organicos, geralmente, usados na agricultura (estercos suino, bovino e
avicola); portanto, em termos de resultados agronémicos, os biossodlidos
poderiam ser aplicados a maioria das culturas. Porém, algumas culturas se
prestam mais do que outras para o uso de biossolidos. Desta forma, por
precaucgao, é vetado o uso de biossdélidos (mesmo que higienizados) para a
horticultura e demais produtos consumidos crus, que tenham contato direto
com os mesmos. As gramineas (milho, trigo, cana-de-agucar e sorgo), pelas
suas caracteristicas, sdo as culturas mais recomendadas e as que dao

melhores respostas ao uso de biossdlidos (TSUTIYA, 2001b).
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Pesquisas atuais apresentam bons resultados do uso do lodo nas
culturas de milho e repolho, na producdo do tamboril (Enterolobium
contortissiliquum Vell. Morong) e no plantio do cafeeiro (Coffea canephora)
(COSTA etal., 1999).

Por outro lado, este processo de reciclagem do lodo (biossdlidos) exige
a definicdo de critérios seguros para sua implementagao, principalmente, no
que se refere ao acumulo de metais pesados. Os elementos potencialmente
contaminantes necessitam ser neutralizados e controlados para garantir a
seguranga do uso agricola do lodo (SOCCOL et al., 1999). Os biossodlidos
devem também, apresentar pequena ou nenhuma atragcdo de vetores como
moscas, roedores e mosquitos, para reduzir o potencial de transmissao de
doengas (TSUTIYA, 2001a). O monitoramento do lodo (biossélidos) é,
particularmente, imprescindivel para as condicdes brasileiras, onde nao ha
conhecimento acumulado sobre a persisténcia de patdgenos nos solos, apos
sua aplicagdo (BONNET et al., 1998).

Desde a mais remota antiglidade, os biossélidos sdo utilizados na
agricultura, principalmente, entre os povos do oriente, como na China, onde a
reciclagem dos excrementos humanos era rotineira. No mundo ocidental,
entretanto, barreiras culturais dificultam essa pratica. E de extrema importancia
para o sucesso da reciclagem agricola do lodo de esgoto, que esta seja bem
aceita por parte dos produtores/agricultores, pois para muitos, os esgotos e as
ETE’s sado, ainda, consideradas como fontes de poluicdo, € ndo como
provaveis fontes de energia para uma agricultura auto-sustentavel (VANZO,
2001). Como ja citado acima, para uma maior valorizagdo agricola deste
produto, € fundamental o monitoramento dos patégenos nos solos fertilizados e
nos produtos produzidos (BONNET et al., 1998).

Nessa perspectiva, as ETE’s poderiam transformar-se em industrias de
fertilizantes, e os seus lodos, quando tratados adequadamente, em produtos,
que ao serem aplicados nos solos, a eles devolveriam os minerais e a matéria

organica que um dia foram retirados (VANZO, 2001).
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Infelizmente, no Brasil, a disposi¢édo dos lodos gerados pela ETE'’s visa a
sua retirada da area de tratamento, por caminhdes, que os transportam,
geralmente, para aterros sanitarios, sem maiores critérios de seguranga

A ETE-CASAN, Sistema Insular, localizada em Floriandpolis, produz,
aproximadamente, 30m® de lodo/dia, que s&o transportados por uma empresa
privada, ao custo de R$ 900,00/dia, até o aterro sanitario do mesmo municipio,
sem que tenha sido devidamente tratado por um processo de higienizagao.

Este trabalho teve como objetivo primordial padronizar uma metodologia
capaz de detectar e quantificar oocistos de Cryptosporidium spp., no lodo da
ETE-CASAN, Sistema Insular, como forma de contribuir para o monitoramento

da presencga de microorganismos patogénicos.

I.5. Consideragoes sobre o lodo como disseminador de parasitoses

A transmissao de doengas humanas pelo lodo nao tratado pode ocorrer
de forma direta e/ou indireta (SOCCOL et al., 1998; GONCALVES et al., 1999;
MEDEIROS et al., 1999) ou, ainda, de forma vetorizada (GONCALVES et al.,
1999).

A contaminagao direta (Figura 4) pode ocorrer pelo manejo de areas
onde o lodo foi aplicado, pelo contato com vegetais crus cultivados em solo
adubado com lodo e pela inalagdo de microrganismos patogénicos através do
espalhamento do lodo no solo (GONCALVES et al., 1999; MEDEIROS et al.,
1999).

A transmissdo indireta (Figura 5) pode acontecer por consumo de
vegetais, carne e leite e animais, que tenham sido contaminados por
patdogenos presentes no lodo, pela ingestdo de agua contaminada, pela
proximidade das areas de aplicagdo do lodo e pelo contato com agentes
vetores (roedores e insetos), que tenham estado nas areas que receberam lodo
(GONCALVES et al., 1999; MEDEIROS et al., 1999).

Os microrganismos encontrados no lodo podem ser saprofitas (que
participam nos processos de tratamento biolégico dos esgotos), comensais,
simbiontes e parasitas. Apenas alguns deles s&o patogénicos, ou seja, capazes

de causar doengas no homem e em animais (MEDEIROS et al., 1999;



Introdugédo 21
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Figura 4: Riscos de exposicéo a patégenos presentes no lodo: Exposicéo direta.
Fonte: Adaptado de SOCCOL et al. (1998) e MEDEIROS et al. (1999).
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Figura 5: Riscos de exposigao a patdgenos presentes no lodo: Exposigao indireta
Fonte: Adaptado de SOCCOL et al. (1998) e MEDEIROS et al. (1999).
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TSUTIYA, 2001a). Dentre os patogénicos, quatro grupos podem ser
encontrados: fungos, virus, bactérias e parasitas (helmintos e protozoarios)
(BONNET et al.,, 1998; ILHENFELD et al.,, 1999; MEDEIROS et al., 1999;
ANDREOLI et al., 2001; TSUTIYA, 2001a).

Em relacdo aos patdgenos presentes no lodo, anteriormente
mencionados, os ovos de helmintos, cistos e oocistos de protozoarios e as
bactérias podem representar riscos a saude humana e animal. Esses riscos
sdo devido a ampla distribuicdo geografica destes patdgenos, a alta frequéncia
de doengas parasitarias na populagao, ao longo tempo de sobrevivéncia dos
ovos de helmintos no meio externo, a baixa dose infectante (um ovo ou alguns
cistos e oocistos sao suficientes para infectar o hospedeiro) e a auséncia de
imunidade permanente dos hospedeiros (SOCCOL, et al., 1999; ANDREOLI et
al., 2001).

Atualmente, estima-se que existam aproximadamente 30 enfermidades,
que podem ser transmitidas pelo uso do lodo em ambientes domiciliares, as
quais sao mais comuns em paises de climas temperados e tropicais, sendo
geralmente provocadas por nematdédeos ou cestddeos (SEMENAS et al.,
1999).

Por exemplo, capacidade de um determinado parasita causar infecgao
em humanos depende de varios fatores, tais como:

% o tipo de agente infeccioso e sua viruléncia;

% seu modo de transmissao;

% o numero de individuos que estéo parasitando o homem;

% o tamanho do agente agressor;

sk a capacidade de produzir ou ndo toxinas;

3% a localizagdo do microorganismo no organismo do hospedeiro;

% a resisténcia do hospedeiro (imunidade), pois apenas um
numero limitado de espécies de microorganismos sdo capazes de
provocar doengas em hospedeiros normais;

% a idade do hospedeiro, uma vez que criangas sdo mais

suscetiveis a doencgas parasitarias do que os adultos;
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% o bom estado nutricional do hospedeiro pode bloquear a agéo
do parasito; por outro lado, o hospedeiro com estado nutricional
debilitado torna-se suscetivel a acao parasitaria;

% os diferentes habitos e costumes podem influenciar na
aquisicao de uma doenca parasitaria;

% a utilizacdo inadequada de medicamentos antiparasitarios e
imunossupressores podem exacerbar os sintomas de uma parasitose
(CIMERMAN & CIMERMAN, 1999).

Parasitas sdo seres organizados que durante sua vida, ou parte dela,
vivem as custas de outro, dele se nutrindo e causando algum dano ao outro
(CIMERMAN & CIMERMAN, 1999).

Os principais parasitas patogénicos presentes nos biossolidos sdo os
helmintos e os protozoarios. Durante sua fase parasitaria, eles vivem no trato
gastrointestinal do hospedeiro (homem ou animal) e seus ovos e cistos,
respectivamente, sao eliminados para o exterior através das fezes, podendo
contaminar alimentos, (CIMERMAN & CIMERMAN, 1999), &guas de
abastecimento, aguas residuarias de estagbes de tratamento e,
consequentemente, lodos (SOCOOL et al., 1999).

No grupo dos protozoarios, destacam-se o Cryptosporidium spp.,
causador de gastroenterites; a Entamoeba histolytica, causadora de enterites
agudas; a Giardia lamblia, que causa giardiase; o Balantidium coli, que causa
diarréia e disenteria, e 0 Toxoplasma gondii, que provoca toxoplasmose (SILVA
& MARA, 1979; UEHARA & VIDAL, 1989; BONNET et al., 1998; KELLNER &
PIRES 1998; CIMERMAN & CIMERMAN, 1999; GONCALVES et al., 1999;
ILHENFELD et al., 1999; SOCOOL et al., 1999; TSUTIYA, 2001a).

Pertencem ao grupo dos helmintos: Ascaris lumbricoides (provoca disturbios
digestivos e nutricionais, dores no abdébmen e vomitos), Trichuris trichuria
(provoca dores abdominais, diarréia, anemia e perda de peso), Toxocara canis
(provoca febre, desconforto abdominal, dores musculares e sintomas
neuroldgicos), Taenia saginata (provoca insOnia, anorexia, dores abdominais e
disturbios digestivos), T. solium (provoca os mesmo sintomas da T. saginata,

associados ou nado, a sintomas nervosos), Necator americanus (provoca
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disturbios digestivos), Hymenolepis nana (provoca diarréia) (SILVA & MARA,
1979; UEHARA & VIDAL, 1989; BONNET et al.,, 1998; KELLNER & PIRES
1998; CIMERMAN & CIMERMAN, 1999; GONCALVES et al., 1999;
ILHENFELD et al., 1999; SOCOOL et al.,, 1999), Ancylostoma duodenale
(provoca disturbios intestinais, emagrecimento e anemia), Trichostrongylus axei
(provoca gastrite e Uulcera gastrica em bovinos, equinos e no homem
(ILHENFELD et al., 1999; TSUTIYA, 2001a) e Ascaris suum (provoca em
suinos disturbios digestivos, nutricionais e emagrecimento) (BONNET et al.,
1998; TSUTIYA, 2001a).

O solo € um meio indspito para a maioria dos organismos existentes no
lodo, em decorréncia da existéncia de intensa atividade microbioldgica. Por
esta razdo, a maioria dos patdégenos apresenta um curto periodo de
sobrevivéncia no solo, apds a incorporagao do lodo. Os ovos de helmintos séo
excecao a essa regra, por possuirem no seu ciclo biolégico normal, uma fase
de sobrevivéncia no solo (ILHENFELD et al., 1999; ANDREOLI et al., 2001).

As restricdes ao uso do lodo na agricultura se referem, principalmente, a
definicdo de um periodo de caréncia entre a incorporacéo do lodo no solo e sua
utilizagdo; a proibicdo do plantio de algumas culturas e a observagédo de
distdncias adequadas entre as areas de aplicagdo do lodo e regides
densamente povoadas e/ou corpos d’agua (ILHENFELD et al., 1999).

Aguas minerais podem ser contaminadas por bactérias e por virus
depois da disposi¢ao do lodo no solo. Existem evidéncias cientificas de que as
bactérias podem migrar verticalmente por 10m, e por 450m horizontalmente,
em solos arenosos, € que o0s virus podem percorrer 67m vertical e 408m
horizontal. Os parasitas, por serem maiores que as bactérias e as particulas
virais, acabam ficando na superficie do solo. Assim, ndo sdo detectados em
aguas minerais, mas em contrapartida, sdo detectados nos solos e em
alimentos neles cultivados (MAVRIDOU et al., 2001).

O tempo de estocagem do lodo influencia diretamente na viabilidade de
alguns microorganismos. Os virus entéricos ndo foram detectados no solo
estocado por trés meses, e a pesquisa de Salmonella spp. foi negativa no lodo

estocado ha 15 semanas; porém, ovos viaveis de helmintos foram, ainda,
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detectados em amostras de lodo estocadas por um periodo de 46 semanas
(MAVRIDOU et al., 2001).

O conhecimento acerca da sobrevivéncia dos virus no solo, apds a
aplicacdo do lodo ndo é, ainda, muito extenso; porém, sugere-se que a
natureza protéica desses microorganismos favorece sua adsorgédo a superficie
de particulas do solo (principalmente, se este solo for de natureza argilosa),
onde ficam protegidos das condi¢cdes adversas do ambiente (CHERNICHARO,
1997).

O tempo de sobrevivéncia dos ovos de helmintos e dos cistos de
protozoarios no meio ambiente pode variar de acordo com a espécie do
parasita, com as condicdées de temperatura do ambiente, umidade e pH do
solo, oxigénio e luz solar. O tempo de sobrevivéncia dos ovos de helmintos
pode ser de alguns meses ou até anos, enquanto que os cistos de protozoarios
duram apenas alguns dias (2 a 15 dias) (SOCCOL et al., 1999).

A quantidade de patdégenos encontrada no lodo é variavel e esta
diretamente relacionada com o tipo de efluente e com o processo de
tratamento ao qual ele foi submetido (MEDEIROS et al., 1999).

Estudos indicam que alguns processos de tratamento de esgoto
apresentam alta eficiéncia na remogéo de alguns protozoarios intestinais, ao
passo que outros dados indicam que a concentragao de oocistos liberada por
um efluente de esgoto pode variar na ordem de milhares por litro. Sendo assim,
a concentracdo de protozoarios intestinais, presentes no esgoto, depende
sobretudo da capacidade de captacdo do esgoto; da prevaléncia e da
intensidade das infecgbes na populagdo; da contribuicdo de aguas de uso
animal para a estacdo de tratamento e da intensidade das infecgdes em
animais que habitam a regiao (ROBERTSON et al., 1999).

Os poucos estudos que tém dado relevancia a questdo da detecgdo do
Cryptosporidium spp. em esgotos e nos seus residuos, indicam que o numero
de oocistos é variavel, tanto para os afluentes como para os efluentes do
esgoto (RIMHANEN-FINNE; RONKAINEN, HANNINEN, 2001). Os mesmos
autores relataram que no lodo de esgoto foram encontrados de 10° a 10°

oocistos/Kg de lodo.
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Dados publicados por Bukhari et al. (1997) indicam que os niveis podem
variar de 4 a 13.700 oocistos/litro nos esgotos dos Estados Unidos e de 2 a 800
oocistos/litro nos esgotos da Escadcia.

A concentragao de oocistos de Cryptosporidium em afluentes de esgoto
foi também estimada por Robertson et al. (1999), podendo variar entre as
ETE’s e conforme o processo de recuperacdo de microorganismos, adotado
pela estagao.

Para o reuso seguro do lodo na agricultura é necessario que se
estabelegcam limites da presencga de patdgenos, para se evitar que a saude de
homens e de animais seja colocada em risco. E de extrema importancia a
proposicao de limites aceitaveis para a ocorréncia de cistos e oocistos de
protozoarios. Os ovos de parasitas também merecem atengao especial, porque
sao extremamente resistentes a maioria dos tratamentos de estabilizacao de
efluentes.

A Francga, que utiliza aguas residuarias de esgoto na irrigagao agricola,
regulamentou como limite aceitavel a ocorréncia de um ovo de nematédeo por
litro de agua residuaria (GASPARD, WIART, SCHWARTZBROD, 1997).

Com a reciclagem agricola, o lodo pode disseminar os patdgenos
(bactérias, virus e parasitas) no ecossistema. As aguas das chuvas podem
arrastar os microrganismos para fontes de agua que, por sua vez, podem
contaminar as pastagens (RIMHANEN-FINNE et al., 2001).

Alguns fatores influenciam na dispersdo dos microrganismos
patogénicos pelas culturas e para as aguas, dentre eles destaca-se o pH do
solo, o tipo de microrganismo presente, as condigdes climaticas da regido, as
chuvas, o tipo de atividade agricola, a competi¢cao da flora e da fauna do solo
(MAVRIDOU et al., 2001).

Por se dispersarem no solo com maior facilidade que os parasitas, as
bactérias sao consideradas como bons indicadores da contaminacao fecal do
solo (a bactéria mais comumente utilizada para este fim é a Escherichia coli).
Em cultivos experimentais, previamente tratados com residuos de esgoto, a
presenca de 10° coliformes fecais/100mL foi considerada como pouca ou

nenhuma contaminagdo do solo por microorganismos patogénicos
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(MAVRIDOU et al., 2001). Os mesmos autores observaram a presenca de
outros patdgenos, como virus entéricos, virus da hepatite A, poliovirus,
Salmonella spp., protozoarios e helmintos no solo e em culturas, depois da

disposi¢cao do lodo no solo.

1.6. Consideragdes sobre o género Cryptosporidium
1.6.1. Historico

O género Cryptosporidium foi designado em 1907, por Tyzzer, para
nomear um pequeno coccidio encontrado nas glandulas gastricas de
camundongos (TZIPORI, 1988; FARTHING, CEVALLOS, KELLY, 1996; NETO
& ASSEF, 1996; LIMA, 2000; REY, 2001), recebendo o nome de C. muris. Em
1911, o mesmo autor encontrou outra espécie no intestino delgado de
camundongos, e a descreveu como C. parvum, por ser menor que o primeiro
(FARTHING et al., 1996; LIMA, 2000).

Até o ano de 1955, quando foi relacionado a enterite em perus, era
considerado comensal (FARTHING et al., 1996; NETO & ASSEF, 1996).

O primeiro caso humano de criptosporidiose foi registrado em 1976 em
uma crianga imunocompetente com quadro de enterocolite aguda e
autolimitada (FARTHING et al., 1996; SODRE & FRANCO, 2001). Assim, seu
papel como patogeno foi, entdo, reconhecido nos anos 70, como causador de
enterites em perus, bovinos, varias espécies de peixes e répteis, € no homem
(FERREIRA & NISSHIOKA, 1999).

No entanto, a criptosporidiose s6 adquiriu relevancia apdés o
reconhecimento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Além do
comportamento oportunista em pacientes portadores do virus HIV, verificou-se
também que o Cryptosporidium € um importante agente causador de
gastroenterites agudas, mesmo em individuos imunocompetentes (GARCIA &
BRUKNER, 1997; DE CARLI, 2001).

Taxonomicamente, o género Cryptosporidium pertence ao filo
Apicomplexa (protozoarios que possuem um complexo apical); classe
Sporozoa (ciclo reprodutivo exibindo fases assexuada e sexuada) (FARTHING
et al., 1996; NETO & ASSEF, 1996; SODRE & FRANCO, 2001; REY, 2001);
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com formagao de oocistos; subclasse Coccidia (ciclo de vida envolvendo
merogonia, gametogonia e esporogonia); ordem Eucoccidiorida (merogonia
presente) (FARTHING et al., 1996; NETO & ASSEF, 1996; SODRE &
FRANCO, 2001); subordem Eimeriina (com desenvolvimento independente de
micro e macrogametas); familia Cryptosporidiidae (oocistos apresentando
quatro esporozoitos e sem esporocistos) (SODRE & FRANCO, 2001).

1.6.2. Habitat
O Cryptosporidium spp. parasitam a parte externa do citoplasma da
célula, dando a impresséo de se localizar fora dela, ou seja, de localizagéo
intracelular extracitoplasmatica (Figura 6) (FARTHING et al., 1996; LIMA,
2000). Assim, o parasita se desenvolve nas microvilosidades de células
epiteliais do trato gastrintestinal, mas podendo se localizar também no
parénquina pulmonar, vesicula biliar (ASH & ORIHEL, 1997; LIMA, 2000),

ductos pancreéticos, eséfago e faringe (LIMA, 2000).
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Figura 6: Microscopia eletronica de Cryptosporidium spp. no trato intestinal.
Fonte: http://www.biosci.ohio-state.edu/~parasite/cryptosporidium.html

1.6.3. Morfologia
Os oocistos do Cryptosporidium s&o pequenos, esféricos ou ovoides:
cerca de 5,0 x 4,5um para o C. parvum (ASH & ORIHEL, 1997; HEYNEMAN,
1998; LIMA, 2000; REY, 2001) e 7,4 x 5,6um para C. muris, € contém quatro
esporozoitos livres em seu interior (Figura 7), quando eliminados nas fezes
(LIMA, 2000; SODRE & FRANCO, 2001).
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Figura 7: Microscopia eletrénica de um meronte rompido de Cryptosporidium spp., mostrando
0s merozoitos em seu interior.
Fonte: http://www.biosci.ohio-state.edu/~parasite/cryptosporidium.html

1.6.4. Reproducgao
Por ser um coccidio, multiplica-se por um processo assexuado
(merogonia) com a ocorréncia de duas geragbes de merontes, e por um
processo sexuado (gametogonia) com a formacdo de macrogametas, e
microgametas que resultardo em oocistos, apds a fecundagdo, em um mesmo
hospedeiro (LIMA, 2000; SODRE & FRANCO, 2001).

1.6.5. Transmissao

O homem pode se infectar pela ingestdo dos oocistos infectantes
(FARTHING et al.,, 1996; ASH & ORIHEL, 1997; LIMA, 2000; SODRE &
FRANCO, 2001), pela inalagédo das formas infectantes (FAYER, MORGAN,
UPTON, 2000; LIMA, 2000) ou pela auto-infecgao (LIMA, 2000).

Outras rotas de transmiss&o também sdo conhecidas: contato direto ou
indireto pessoa-pessoa (via orofecal), incluindo-se a possibilidade de atividades
sexuais (FAYER et al., 2000; SODRE & FRANCO, 2001); contato de humanos
com animais contaminados; ingestdo de aguas minerais contaminadas;
ingestdo de aguas de recreagao (piscinas, lagoas, etc.) (FAYER et al., 2000);
ingestdo de aguas contaminadas com oocistos de Cryptosporidium
(contaminadas pelas fezes de bovinos, de outros animais ou por esgotos)
(FARTHING et al., 1996; FERREIRA & NISHIOKA, 1999; LIMA, 2000; SODRE
& FRANCO, 2001) e ingestdo de alimentos crus contaminados (FAYER et al.,
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2000; LIMA, 2000; SODRE & FRANCO, 2001). A transmissdo do
Cryptosporidium, sob a forma aerossolizada, parece ser possivel, e essa
questdo tem sido alvo de alguns estudos epidemiolégicos (NETO & ASSEF,
1996; SODRE & FRANCO, 2001).

Fayer et al. (2000) relataram, em seus estudos, que a dose média
infectante (Dlsp) para os voluntarios foi de 132 oocistos. Mas durante a
pesquisa, um entre cada cinco dos voluntarios se contaminou com a ingestéo
de apenas 30 oocistos. Este dado esta de acordo com Du Pont et al. (1995),
que também relataram que indculos de apenas 30 oocistos sdo capazes de

causar infeccoes.

1.6.6. Ciclo biolégico

O ciclo bioldgico (Figura 8) € monoxénico (que se processa num unico
hospedeiro) e tem inicio com a ingestdo dos oocistos infectantes, que liberam
0s esporozoitos na luz do intestino delgado (SODRE & FRANCO, 2001). Os
esporozoitos penetram nos enterdcitos, localizando-se num vacuolo
parasitoforo superficial extracitoplasmatico, onde amadurecem
assexuadamente iniciando, assim, a fase de merogonia (TZIPORI, 1988; NETO
& ASSEF, 1996; LIMA, 2000). Nessa fase assexuada do ciclo biolégico s&o
formados merontes do tipo | e do tipo Il. Os merontes do tipo | contém de 6 a 8
merozoitos e sao capazes de se reproduzirem e se multiplicarem no interior do
enterdcito infectado ou, entdo, de invadirem as células vizinhas. Essa fase
assexuada propicia que o protozoario se dissemine por varios enterdcitos,
mesmo que o0 hospedeiro ndo seja repetidamente exposto a novas infecgdes.
Os merontes do tipo Il contém quatro merozoitos e ndo se multiplicam (NETO
& ASSEF, 1996; ASH & ORIHEL, 1997; LIMA, 2000; REY, 2001; SODRE &
FRANCO, 2001).

Os merozoitos dardo inicio a fase sexuada (gametogonia), culminando
na formagdo dos micro e macrogametdcitos. Os microgametdcitos livres
fertilizam os macrogametdcitos originando o zigoto; este estagio € dipldide e
evolui até a formag&o dos oocistos; a primeira divisdo que se segue € meidtica

(esporogonia) produzindo os quatro esporozoitos, contidos no interior do
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oocisto. Cerca de 20% dos oocistos produzidos apresentam parede fragil
(delgada) e sao responsaveis pela auto-infecgao interna do individuo, enquanto
que os demais, de parede espessa, sdo eliminados nas fezes do hospedeiro
(FARTHING et al.,, 1996; NETO & ASSEF, 1996; ASH & ORIHEL, 1997;
MARSHALL et al., 1997; LIMA, 2000; REY, 2001; SODRE & FRANCO, 2001;).
Os oocistos eliminados pelas fezes podem contaminar o ambiente e
permanecerem viaveis por muitos meses (REY, 2001).

A autoinfecgao interna ocorre somente em pacientes suscetiveis e que
apresentam um grande numero (10') de formas infectantes delgadas
(BUKHARI et al., 1997).

oocisto de parede grossa
que & eliminado pelo

esporozoita trofozoita MERONTE TIPO
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Figura 8: Ciclo biologico do Cryptosporidium.
Fonte: Adaptado de HEYWOERT (1992).
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Ao contrario dos oocistos da maioria dos outros coccidios, que precisam
de um periodo de incubacdo fora do hospedeiro para esporularem e se
tornarem infectantes, os oocistos ja sdo eliminados esporulados, sendo entao
infectantes para outros individuos (LIMA, 2000; SODRE & FRANCO, 2001).

A duragdo do ciclo biolégico é curto e varia em média de 2 a 14 dias
(ASH & ORIHEL, 1997; LIMA, 2000).
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1.6.7. Patogenia

Desde o relato do primeiro caso, em 1976, a criptosporidiose foi
considerada uma doenca apenas de pacientes imunodeprimidos; porém,
atualmente, tem sido observado que € uma doenca também de individuos
imunocompetentes (LIMA, 2000).

Apesar de todos os estudos realizados sobre Cryptosporidium spp. ainda
ndo se conhece totalmente a forma como ele causa a doenca (FERREIRA &
NISHIOKA, 1999; SODRE & FRANCO, 2001).

O periodo de incubacéao é de 7 a 10 dias, mas pode variar de 5 a 28 dias
(NETO & ASSEF, 1996).

A doencga tem sido associada com alteragbes funcionais estruturais do
intestino delgado (SODRE & FRANCO, 2001), sede preferencial do protozoario
(HEYNEMAN, 1998; FERREIRA & NISHIOKA, 1999). A infeccdo tem sido
documentada também no esdéfago e no reto (FARTHING et al.,, 1996;
FERREIRA & NISHIOKA, 1999), sistema hepatobiliar e aparelho respiratoério.

No intestino delgado, os oocistos liberam os esporozoitos infectantes,
que invadem as células epiteliais (enterécitos) (FERREIRA & NISHIOKA, 1999;
SODRE & FRANCO, 2001). A morte ou dano dos enterécitos podem ser
consequéncia direta da invasao, multiplicacdo e extrusdo dos esporozoitos,
(SODRE & FRANCO, 2001).

Ainda no intestino delgado, observa-se alteragcao das células epiteliais,
atrofia das vilosidades e hiperplasia das criptas intestinais. Também pode
ocorrer uma alteragdo marcante na arquitetura das vilosidades intestinais,
acompanhada da ma-absor¢do de nutrientes (sindrome da ma-absorgao)
(FARTHING et al., 1996; FERREIRA & NISHIOKA, 1999; SODRE & FRANCO,
2001; REY, 2001), (especialmente D—xilose e vitamina B1,) e diarréia (SODRE
& FRANCO, 2001).

Pequenos indculos (aproximadamente 10 oocistos) podem produzir uma
infeccao persistente, devido ao ciclo de auto-infecgéo interna (FERREIRA &
NISHIOKA, 1999), e algumas evidéncias indicam que o numero de parasitas,
que infectam a mucosa é um fator determinante da severidade da doenca
(SODRE & FRANCO, 2001).
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1.6.8. Sintomatologia

A severidade e a duragdo da doenga variam de acordo com o estado
imunitario do paciente (NETO & ASSEF, 1996).

Em pacientes imunocompetentes, a infecgdo pelo Cryptosporidium
resulta em diarréia aguda e, em pacientes imunocomprometidos, ocorre
diarréia crénica (XIAO et al., 1998).

Em individuos imunocompetentes, a doenca se caracteriza por diarréia
aquosa (trés a dez evacuacgobes diarias, que representam perda de um a trés
litros de agua e nutrientes/dia) com duragao de um a 30 dias (média de 12 a 14
dias) (NETO & ASSEF, 1996; LIMA, 2000). Este quadro € denominado de
infeccdo autolimitada (FERREIRA & NISHIOKA, 1999). A excregdo dos
oocistos de Cryptosporidium nas fezes é intermitente e costuma ser mais
prolongada que a fase sintomatica da doenca. Nesta fase da doencga, pode
surgir ainda: anorexia, dor abdominal, nausea, flatuléncia e dor de cabeca. Em
criangas, também ocorrem vomitos, desidratacdo (MARSHALL, et al., 1997;
LIMA, 2000; SODRE & FRANCO, 2001) e febre (NETO & ASSEF, 1996;
SODRE & FRANCO, 2001).

Nos pacientes imunodeprimidos infectados pelo virus HIV, o grau de
imunodeficiéncia correlaciona-se com a severidade da infecgdo; assim, muitas
vezes, 0s sintomas desenvolvem-se insidiosamente, a medida que piora a
funcdo imune, apresentando diarréias extremamente volumosas, com
importante perda de peso e desnutricdo. A contagem de linfécitos CD4 € util
para prever o curso da infec¢ao pelo Cryptosporidium (NETO & ASSEF, 1996).

Em individuos imunodeprimidos, o quadro clinico compde-se de diarréia
aquosa que pode conter muco sem apresentar sangue e pus, por varios meses
(trés a seis litros por dia em média), refrataria a qualquer medicacao
antimicrobiana, com acentuada perda de peso (CURRENT, 1994; FERREIRA &
NISHIOKA, 1999, LIMA, 2000). Nesses pacientes podem ocorrer: desequilibrio
eletrolitico, ma-absorcdo (LIMA, 2000; SODRE & FRANCO, 2001)
(principalmente de D-xilose e vitamina B12), esteatorréia, intoleréncia a lactose
(SODRE & FRANCO, 2001), emagrecimento acentuado e até &bito (LIMA,

2000). Outros sintomas podem também se manifestar, como por exemplo:



Introdugéo 34

célicas (que, freqientemente, se acentuam apds a ingesta de alimentos),
nauseas, flatuléncia, mal-estar, fraqueza, anorexia, voémitos, febre e mialgias
(NETO & ASSEF, 1996; REY, 2001).

De acordo com Sodré & Franco (2001), as manifestagdes clinicas de
pacientes (HIV+), com criptosporidiose, mostram quatro padrdes da doenca:
transiente (28,7%), cronica (59,7%), fulminante (7,8%) e assintomatica (3,9%).
Ainda de acordo com os referidos autores, a sobrevida dos pacientes
mencionados foi de 25 semanas, sendo que os que apresentaram a forma
crbnica sobreviveram por 20 semanas e naqueles com a forma fulminante, a
sobrevida foi de apenas cinco semanas.

Nos individuos com AIDS, a infecc&o respiratoria por Cryptosporidium
apresenta-se com tosse persistente e dispnéia. A forma pulmonar da doenca,
provavelmente, € comum, mas essa forma de transmissdo € ainda
subestimada, podendo ser fatal para pacientes imunodeprimidos (SODRE &
FRANCO, 2001).

1.6.9. Epidemiologia

O parasita C. parvum apresenta distribuicdo geografica mundial (NETO
& ASSEF, 1996; MURRAY et al., 1998; LIMA, 2000; SODRE & FRANCO,
2001) e ja foi reconhecido em todos os continentes (NETO & ASSEF, 1996;
FERREIRA & NISHIOKA, 1999), sendo considerado o causador da zoonose
emergente mais importante da atualidade (LIMA, 2000).

A prevaléncia da doenga € variavel e alguns fatores interferem na sua
ocorréncia, dentre eles: a idade, os habitos e os costumes das populacodes, a
época do ano, a area geografica, a densidade populacional, o estado
nutricional da populagao e a imunocompeténcia dos individuos (LIMA, 2000).

Individuos infectados pelo virus HIV constituem o grupo de maior risco
de desenvolver a criptosporidiose (FERREIRA & NISHIOKA, 1999), seguido
das criangas com idade entre um a cinco anos de idade (principalmente as que
freqiientam creches) (SODRE & FRANCO, 2001).

Recentemente, o Cryptosporidium spp. foi descrito como um dos

responsaveis pela diarréia de verao e pela diarréia dos viajantes (LIMA, 2000);



Introdugdo 35

isto pode ser explicado devido ao fato que os oocistos deste protozoario sao
resistentes a cloracdo da agua (FARTHING et al.,, 1996; NETO & ASSEF,
1996; MURRAY et al., 1998; FERREIRA & NISHIOKA, 1999; REY, 2001) e a
ozonizagdo (NETO & ASSEF, 1996; MURRAY et al., 1998). Porém, o uso de
altas temperaturas com o objetivo de diminuir a viabilidade dos oocistos tem
apresentado bons resultados. Alguns oocistos se tornaram inviaveis quando
expostos a temperaturas que variaram de 25 a 30°C, por trés meses e ainda
quando expostos a temperatura de 71°C, por apenas cinco horas, 0s oocistos
foram destruidos. A dessecagao também é letal para os oocistos, sendo que
apenas 3% deles continuam viaveis, depois de duas horas de dessecagéo e
100% sao destruidos apos quatro horas (FAYER et al., 2000).

Segundo Graczyk et al. (1999), a mosca domeéstica (Musca domestica)
tem grande importancia na disseminacédo dos oocistos de Cryptosporidium no
ambiente. Estes autores demostraram a presencga de oocistos na superficie e
no trato intestinal destes insetos, quando submetidos ao contato com fezes

contendo diversas concentragdes de oocistos.

1.6.10. Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico laboratorial da criptosporidiose baseia-se na detecgéo dos
oocistos do parasita através do exame microscopico das fezes e/ou,
eventualmente, de outros liquidos organicos (ASH & ORIHEL, 1997;
MARSHALL et al., 1997; HEYNEMAN, 1998; MURRAY et al., 1998; FERREIRA
& NISHIOKA, 1999; DE CARLI, 2001; REY, 2001).

Em individuos imunocompetentes, os parasitas sdo identificados nas
fezes trés dias apds a contaminagao e o tempo de emissao é curto (duas a trés
semanas), ndo havendo abundéancia. Ja em pacientes imunodeprimidos, a
permanéncia dos oocistos € indefinida, correspondendo aos periodos de
diarréia, e a sua eliminagéo é descontinuada (DE CARLI, 2001). Durante a fase
sintomatica da infeccdo, sdo excretados nas fezes 10° a 10’ oocistos/g
(RIMHANEN-FINNE et al., 2001). A diarréia aquosa acaba por diluir os
parasitas, e a presenga de muco e de numerosos restos alimentares pode

mascarar a pesquisa. Devido aos fatores acima mencionados se faz necessaria
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a realizacao da coleta de varias amostras e exames, a cada trés dias, antes de
se concluir pela auséncia do protozoario (DE CARLI, 2001).

Varias técnicas tém sido utilizadas para sua visualizagao, tais como os
meétodos de coloragdo derivados de Ziehl-Neelsen (FARTHING et al., 1996;
ASH & ORIHEL, 1997; FERREIRA & NISHIOKA, 1999; FAYER et al., 2000;
LIMA, 2000; DE CARLI, 2001; SODRE & FRANCO, 2001), método de Heine,

método de Kinyoun modificado (Figura 9), método da safranina-azul-de-

Figura 9. A e B: Oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de lodo, método de Kinyoun
modificado. C - Oocistos de Cryptosporidium parvum em fezes humanas, método de Kinyoun
modificado. Fonte: Autora.

metileno (ASH & ORIHEL, 1997; FERREIRA & NISHIOKA, 1999; LIMA, 2000;
DE CARLI, 2001), método da prata metenamida (FERREIRA & NISHIOKA,
1999; FAYER et al., 2000; LIMA, 2000; DE CARLI, 2001; SODRE & FRANCO,
2001) e método de Giemsa (NETO & ASSEF, 1996; LIMA, 2000).

Existem também métodos de coloracido por fluorocromos, que incluem:
auramina O, auramina-rodamina, auramina fucsina-fenicada, alaranjado de
acridina, mepacrina, 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e o iodeto de propidio.
Esses métodos s&o altamente sensiveis; no entanto, devido a sua
inespecificidade quimica, os resultados falso-positivos sdo frequentes (DE
CARLI, 2001).

Alguns investigadores utilizam como procedimento de triagem a

microscopia de contraste de fase ou do contraste diferencial de interferéncia
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para a observacgao direta dos oocistos em amostras fecais ou em concentrados
(GARCIA & SHIMIZU, 1993; DE CARLI, 2001).

Também pode se utilizar métodos de concentragdo, que tém por
finalidade aumentar a sensibilidade de deteccdo dos oocistos e diminuir os
artefatos fecais, como a técnica de Sheather (centrifugo-flutuagcdo em solugéo
de sacarose) (ASH & ORIHEL, 1997; MURRAY et al.,, 1998; FERREIRA &
NISHIOKA, 1999; LIMA, 2000; DE CARLI, 2001; SODRE & FRANCO, 2001), a
técnica de Ritchie (centrifugo-sedimentagdo pelo formaldeido-éter modificado)
(ASH & ORIHEL, 1997; FERREIRA & NISSHIOKA, 1999; LIMA, 2000; DE
CARLI, 2001; SODRE & FRANCO, 2001) e a técnica de Berlin (centrifugo-
sedimentagao pelo hidroxido de potassio) (DE CARLI, 2001).

Técnicas imunoenzimaticas utilizando anticorpos  monoclonais
(FARTHING et al., 1996; FERREIRA & NISHIOKA, 1999) apresentam alto grau
de sensibilidade e especificidade ao demostrarem a presenca de oocistos, néo
somente em fezes como também em aguas contaminadas (FERREIRA &
NISSHIOKA, 1999). Outras técnicas imunologicas também podem ser
utilizadas, como os testes com anticorpos policlonais fluorescentes; técnicas de
aglutinagcdo com latex; imunofluorescéncia com anticorpos monoclonais e
ensaios imunoenzimaticos (FAYER et al., 2000).

O diagnostico pode, ainda, ser feito pela pesquisa de anticorpos
circulantes, utilizando a reagao de imunofluorescéncia indireta (FARTHING et
al., 1996; NETO & ASSEF, 1996; LIMA, 2000) e/ou a técnica de ELISA
(FARTHING et al., 1996; ASH & ORIHEL, 1997; LIMA, 2000).

Os testes realizados através de PCR (reagcdo em cadeia da polimerase)
constituem, também, uma alternativa para a detecgéo de Cryptosporidium spp.
tanto em amostras clinicas (fezes, escarro, etc) quanto em amostras
ambientais. Porém, em determinadas amostras ambientais, alguns
contaminantes podem interferir nesses testes (FAYER et al., 2000).

Além das técnicas mencionadas, a realizacdo de medidas
micromeétricas, com o auxilio do micrébmetro ocular, € um critério muito usado

para o diagndstico diferencial entre os oocistos de Cyclospora cayetanensis e
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Cryptosporidium parvum (FAYER et al., 2000; DE CARLI, 2001; SODRE &
FRANCO, 2001).

1.6.11. Profilaxia e tratamento

Devido a distribuicdo disseminada deste protozoario nos seres humanos
e em outros animais e a sua resisténcia aos tratamentos da agua (cloracgao,
ozonizagao e filtracdo) é dificil prevenir a infeccdo (MURRAY et al., 1998;
FERREIRA & NISHIOKA, 1999).

Recomenda-se o consumo de &agua fervida, principalmente, para
pacientes imunodeprimidos (MURRAY et al., 1998; FERREIRA & NISHIOKA,
1999). Estes pacientes devem, ainda, ter um cuidado especial com a higiene
pessoal, vestuario e utensilios (LIMA, 2000). Devem ainda evitar as fezes de
animais e dispensar atencao especial as condi¢des sanitarias do local onde
habitam (HEYNEMAN, 1998).

Ainda nao existe um tratamento efetivo para a criptosporidiose
(FARTHING et al.,1996; ASH & ORIHEL, 1997; FERREIRA & NISHIOKA, 1999;
LIMA, 2000; REY, 2001). O tratamento é essencialmente sintomatico, visando
aliviar os efeitos da diarréia e da desidratacao (HEYNEMAN, 1998; LIMA,
2000). Para tal, faz-se uso da reidratacdo oral ou parenteral e/ou de
antidiarréicos (FARTHING et al., 1996; FERREIRA & NISHIOKA, 1999).

O primeiro medicamento que acreditou-se ser efetivo para o tratamento
da criptosporidiose foi a espiramicina (Rovamycine®) (HEYNEMAN, 1998;
LIMA, 2000; SODRE & FRANCO, 2001); porém, ao contrario dos resultados
preliminares promissores, esse farmaco ndo mostrou atividade, quando
administrado via oral ou endovenosa (LIMA, 2000; SODRE & FRANCO 2001).

Atualmente, a paramomicina (Humatin®) tem apresentado uma boa
resposta na melhoria do quadro diarréico (FARTHING et al., 1996; LIMA, 2000;
SODRE & FRANCO, 2001), podendo, também, ser administrada por inalaco,
para a resolugdo da criptosporidiose pulmonar sintomatica (SODRE &
FRANCO, 2001).
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.7. Técnicas empregadas para deteccao e quantificagcao de
Cryptosporidium spp. em amostras ambientais

A primeira dificuldade a enfrentar quando se propde identificar
Cryptosporidium spp. em amostras ambientais é diferenciar os oocistos de
outras pequenas particulas (algas, leveduras e pequenos fragmentos de
plantas) ou de outro parasita (Cyclospora cayetanensis) (FAYER et al., 2000).

Deve-se dar atengcdo e importancia para a questdo do esgoto como
transmissor de patdégenos (tal como Cryptosporidium spp.), mas os estudos
realizados sao insuficientes quando comparados com aqueles realizados com a
agua, enquanto potencial vetor de doencas.

Existem diferengcas fundamentais entre a agua e o esgoto, incluindo o
numero de parasitas, concentracdo de particulas interferentes e outros
microorganismos. Essas diferengas sugerem que as técnicas, que séao
apropriadas para purificacdo, concentracdo e monitoramento de
Cryptosporidium spp. na agua nao sao totalmente adequadas para o lodo
(ROBERTSON et al., 2000).

Os estagios infectantes (cistos e oocistos) de um pequeno grupo de
parasitas, os protozoarios intestinais, formado por espécies dos géneros
Cryptosporidium, Giardia, Entamoeba, Balantidium, Cyclospora, Isospora e
pelos microsporidios, podem sobreviver por extensos periodos na meio
ambiente, mesmo quando expostos a variagbes de umidade e temperatura
(ROBERTSON et al., 1999).

Os oocistos de Cryptosporidium spp. presentes no esgoto sé&o
precipitados para o lodo, durante o processo de tratamento, seja ele a
floculagao (sedimentagao) ou lodo ativado (RIMHANEN-FINNE et al., 2001).

O lodo de esgoto € uma amostra dificil de ser analisada pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), devido a presenga de algumas substancias, que
podem agir como inibidores da enzima polimerase e da propria reacgéo
(VESEY, et al., 1994; RIMHANEN-FINNE et al., 2001).

A pesquisa do Cryptosporidium spp. pode ser realizada, com base nas

poucas pesquisas ja relatadas, através da associacdo de métodos para
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concentracao, purificacdo, deteccédo e quantificagdo dos oocistos nas amostras
(CALL et al., 2001; HSU et al., 2001).

Para a deteccdo dos oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras
ambientais é necessario que as mesmas sejam, primeiramente, concentradas e
purificadas. As técnicas de concentracdo e purificacdo tém que remover, ao
maximo, as particulas contaminantes e outros fragmentos, que venham a
interferir, posteriormente, na metodologia, sem no entanto, provocarem a perda
do organismo de interesse (ROBERTSON et al., 2000).

Em vista do Cryptosporidium parvum possuir uma dose infectante
minima (de 30 oocistos) (DU PONT et al., 1995), que é consideravelmente
baixa para causar diarréia em humanos, as técnicas empregadas para
detecgdo e quantificacdo deste parasita devem possuir alta sensibilidade e
especificidade (CALL et al., 2001).

A microscopia € o método de detecgao de Cryptosporidium spp. mais
comumente usado para amostras ambientais, mas tem sido severamente
criticado, devido a auséncia de critérios morfolégicos para a identificagdo
desses oocistos (RIMHANEN-FINNE et al., 2001).

Bukhari et al. (1997) averiguaram a ocorréncia de Cryptosporidium spp.
em amostras de afluentes e efluentes de esgoto, utilizando varios processos
sequenciais, e nao uma unica metodologia. Os referidos autores,
primeiramente, filtraram (para retirar particulas maiores), e centrifugaram as
amostras. O passo seguinte foi submeter as amostras a técnica de flutuacao
em gradiente de sacarose e os sedimentos obtidos foram concentrados com
uma mistura de agua-éter. Os concentrados finais foram, entdo, marcados com
anticorpos ligados a fluorocromos e examinados em microscépio de
epifluorescéncia.

Robertson et al. (2000) sugerem para a concentragédo e purificacdo do
Cryptosporidium spp. no lodo, as técnicas de filtragdo seguida de flutuagdo em
gradiente de sacarose (durante a filtragdo de afluentes de esgoto pode ocorrer
o bloqueio do filtro por causa da alta concentracdo de particulas de grande
tamanho, por este motivo, este método €& usualmente mais indicado para

amostras de efluentes de esgoto); de recuperagdo das amostras seguida da
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clarificagcdo em éter; captura da amostra seguida da flutuagdo em sacarose e
captura da amostra seguida da técnica da sacarose combinada.

As técnicas de flutuagcdo fundamentam-se no principio da diferenca das
densidades especificas entre os ovos de helmintos, cistos e oocistos de
protozoarios e o material a ser analisado, a fim de que esses organismos
flutuem na superficie dos reagentes. As principais vantagens apresentadas
pela flutuagédo sédo a formagao de uma membrana clara com poucos detritos e a
remogao e concentragao dos parasitas pela membrana, presentes na amostra.
No entanto, a alta densidade dos reagentes empregados torna as paredes dos
parasitas distorcidas, o que dificulta sua identificacdo no microscépio. Por esta
razao, as membranas devem ser colhidas e analisadas num periodo de 10 a 20
minutos (DE CARLI, 2001).

Os métodos de purificagdo, que utilizam anticorpos monoclonais, séo
especificos e de alta sensibilidade, sendo que essas caracteristicas sao
parametros importantes quando se quer detectar um pequeno numero de
oocistos de Cryptosporidium ssp. (ROSE et al., 1989). As técnicas de citometria
de fluxo e de separagdo imunomagnética, empregam anticorpos policlonais ou
monoclonais, marcados com uma substancia fluorescente (VESEY et al.,
1994).

A citometria de fluxo é realizada através da aplicacdo da amostra em um
citbmetro de fluxo. Esse é caracterizado por possuir detectores de dispersao de
luz e detectores de fluorescéncia, que podem ser usados simultaneamente. O
detector do &ngulo de luz incidente mede a luz, que se dispersa em diregéo a
um feixe de laser e indica o tamanho da particula, que esta sendo analisada. O
segundo detector de luz mede o feixe de luz, que incide perpendicularmente a
intersecdo da particula da amostra e o feixe de laser e, desta forma, séo
obtidas informag¢des das caracteristicas das superficies externa e interna da
particula analisada (morfologia e granulacédo). Através dos detectores de
fluorescéncia € quantificado o numero de particulas que apresentam a
marcacao especifica. As medidas de cada detector sdo analisadas em sinais
de picos, lineares ou logaritmicos. Além disso, o instrumento também separa

as particulas, que podem ser coletadas individualmente. Assim, os oocistos
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podem ser purificados das amostras e, ao mesmo tempo, identificados através
dos diversos detectores (VESEY et al., 1994). Entretanto, a citometria de fluxo
apresenta limitacbes quando sdo analisadas amostras ambientais, pois essas
amostras, frequentemente, contém algas autofluorescentes, organismos que se
ligam inesperadamente aos anticorpos monoclonais empregados e particulas
minerais, que sao indistinguiveis dos oocistos pelos detectores do citbmetro de
fluxo (VESEY et al., 1993).

Assim, Ferrari et al. (2000) incluiram anticorpos monoclonais marcados
com duas diferentes substancias fluorescentes e, desta forma, os parametros
de selecdo dos oocistos foram aumentados e conseguiu-se uma maior
especificidade para a técnica.

Na fase de detecgdo e quantificacdo, as metodologias comumente
utilizadas sao a citometria de fluxo (VESEY et al., 1993; FERRARI et al., 2000),
a reacao de PCR (RIMHANEN-FINNE et al.,, 2001) e a imunofluorescéncia
direta e indireta (BUKHARI et al., 1997).

A técnica da separagdo imunomagnética (SIM) acoplada a
imunofluorescéncia (IMF) vem sendo, usualmente, utilizada para detectar e
quantificar microorganismos patogénicos em aguas, alimentos e solos. A SIM
realiza o isolamento destas estruturas do meio onde se encontram (agua,
fezes, alimentos, solo ou lodo), enquanto que a IMF confirma e quantifica a
estruturas isoladas (DI GIOVANNI et al., 1999; PEREIRA, ATWILL, JONES,
1999; ROCHELLE et al., 1999; YAKUB & STADTERMAN-KNAUER, 2000;
SOUZA, STEINDEL, BARARDI, 2001; ROTARIU et al., 2002).

Muitos estudos ja foram realizados utilizando tais técnicas para a
pesquisa de varios microorganismos, dentre eles virus entéricos e Helicobacter
pylori em aguas doces (ENROTH & ENGSTRAND, 1995; SCHWAB, DE LEON,
SOBSEY, 1996); virus da hepatite A em mariscos (DENG, DAY, CLIVER,
1994); Pseudomonas stutzeri em aguas marinhas (BARD & WARD, 1997) e
Salmonella spp., Mycobacterium avium e Escherichia coli enterohemorragica
em amostras fecais (KONGMUANG, LUK, LINDBERG, 1994; ZHONGMING et
al., 1996; CHAPMAN et al., 1997). A separacdo imunomagnética também é

utilizada para a pesquisa de Cryptosporidium spp., em amostras ambientais de
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aguas, geralmente em conjunto com Giardia spp. (DENG, CLIVER, MARIAM,
1997; ROCHELLE et al., 1999; McCUIN et al., 2001; GREINERT, 2002).

A separagdo imunomagnética baseia-se na utilizagdo de pequenas
pérolas magnéticas (1-5um de didmetro), sensibilizadas com anticorpos
monoclonais ou policlonais, dirigidos contra o microorganismo de interesse
(Figura 10).

A sensibilizagdo pode ser realizada de diversas formas: revestimento
das pérolas com estreptavidina, que se liga aos anticorpos previamente
marcados com biotina; revestimento das pérolas com proteina G ou A, que se
liga na por¢ao Fc dos anticorpos; ou revestimento das pérolas com anticorpo
anti-lgG ou IgM, que faz ligacdo do tipo antigeno-anticorpo com o anticorpo
monoclonal ou policlonal a ser utilizado (Figura 11).

As pérolas sensibilizadas sdo colocadas na amostra e o0s
microorganismos, ligados aos anticorpos presentes na superficie das pérolas
magnéticas, sdo atraidos com o auxilio de um ima, acoplado a parede do tubo.
Enquanto permanecem imoveis, com o auxilio de um campo magnético, o
sobrenadante pode ser removido apds lavagens com um tampao especifico
(SAFARIK & SAFARIKOVA, 1999). Essa técnica facilita a remocdo de
particulas, tanto de amostras ambientais quanto fecais, tornando-as mais
limpas para a pesquisa de microrganismos (ROCHELLE et al., 1999).

Pode-se usar anticorpos monoclonais dirigidos contra os epitopos
antigénicos das paredes dos oocistos de Cryptosporidium spp. (Mab CRY 104)
e revela-los pela IMF, através da adigdo de um anticorpo conjugado com

isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Figura 12).
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Figura 10: Esquema geral da separagdo imunomagnética. Fonte: Autora
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Figura 11: Pérola Magnética sensibilizada.
Fonte: Autora.

Figura 12. Oocisto de Cryptosporidium spp. marcado com isotiocianato de fluorescéncia
Fonte: Autora.

Rotariu et al. (2002) formularam modelos estatisticos para melhorar a
performance da separacdo imunomagnética, aumentando a captura
(recuperacao) dos microorganismos pelas particulas magnéticas (pérolas). Os
autores concluiram que o tempo de captura do microrganismo de interesse
pelas particulas magnéticas depende: da concentracdo e do tamanho das
particulas interferentes presentes na suspensao; do volume de fragmentos
magneéticos, que compdem o material analisado; da intensidade e do &ngulo do
campo magnético, que € aplicado no sistema; do tamanho e da densidade do
microorganismo a ser capturado; e da densidade e viscosidade do liquido, que
contém o microorganismo em suspensao.

A separagao imunomagnética pode ser muito util para reduzir os fatores

inibitérios encontrados nas amostras fecais clinicas e nas amostras ambientais
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que diminuem a eficiéncia da reacdo de PCR (VESEY et al., 1994;
RIMHANEN-FINNE et al., 2001).

Em um estudo, realizado por Rimhanen-Finne et al. (2001), a reagéo da
PCR associada a captura imunomagnética mostrou ser um ensaio sensivel e
objetivo para a deteccao simultdnea de oocistos de Cryptosporidium parvum e
cistos de Giardia spp. em lodo de esgoto, sendo, pelo menos, 100 vezes mais
sensivel que a microscopia de imunofluorescéncia. Assim, este ensaio pode
ser usado para diagnosticar a criptosporidiose e giardiase na comunidade e,
também, para determinar a contaminag¢ao do lodo antes dele ser utilizado na
agricultura.

A imunofluorescéncia direta, que utiliza anticorpos monoclonais
marcados com substancias fluorescentes, € uma técnica utilizada para
deteccao e quantificagdo de oocistos em lodo. O microrganismo de interesse é
observado ao microscopio de epifluorescéncia e, através de suas
caracteristicas morfolégicas, € detectado e quantificado. No entanto, algas,
leveduras, particulas fluorescentes e outros contaminantes sdo comuns no lodo
e interferem na detecgdo do microrganismo (ROSE et al., 1989). Em amostras
de agua, como forma de minimizar estas interferéncias, processos de
purificagcdo, como citometria de fluxo e separagdo imunomagnética, s&o
empregados antes da identificagdo ao microscopio (FERRARI et al., 2000).

Pode-se concluir, com base nos estudos ja realizados e aqui citados,
que a deteccao de Cryptosporidium spp. em amostras ambientais, incluindo o
lodo de esgoto, deve associar diferentes procedimentos e técnicas, com o
objetivo de aumentar a recuperagcdo dos oocistos e, consequentemente,
estabelecer uma metodologia sensivel e especifica para o monitoramento do
referido parasita em residuos sélidos de esgoto, higienizados ou nao, antes da

sua reciclagem agricola.
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11.Objetivos
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Il. OBJETIVOS

I1.1. Objetivo Geral

» Avaliar a metodologia da separacdo imunomagnética acoplada a
imunofluorescéncia indireta para a detecgdao e quantificacdo de oocistos de
Cryptosporidium spp., em amostras de lodo, da Estacdo de Tratamento de
Esgoto (ETE) da Companhia Catarinense de Aguas e Saneamento (CASAN) —

Sistema Insular, do municipio de Florianépolis, SC.

I1.2. Objetivos especificos
» Padronizar o método de concentracdo dos oocistos de
Cryptosporidium spp., através da sedimentagdo espontanea do lodo e

centrifugacao do sobrenadante obtido;

» Padronizar a técnica da separacdo imunomagnética (SIM) para
detectar a presenca de oocistos de Cryptosporidium spp., em amostras de

lodo;

» Padronizar a técnica da imunofluorescéncia indireta (IMF) para

quantificar oocistos de Cryptosporidium spp., em amostras de lodo;

» Aplicar a metodologia da SIM-IMF, padronizada neste trabalho, para
deteccao e quantificagcao de oocistos de Cryptosporidium spp., em amostras de

campo de lodo;

» Aplicar a metodologia da SIM-IMF, de deteccdo e quantificacdo de
oocistos de Cryptosporidium spp., para detectar e quantificar de cistos de

Giardia spp., em amostras de campo de lodo;

» Pesquisar helmintos em amostras de campo de lodo;

» Avaliar a eficiéncia das técnicas empregadas através da comparagao
dos valores de recuperacao obtidos neste trabalho com os valores descritos na

literatura.
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Ill.Materiais e Métodos
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lll. Materiais e Métodos
lll.1. Materiais
lll.1.1. Material de estudo
ll.1.1.1. Amostra inicial para a padronizagdao das
metodologias
A amostra de lodo utilizada na padronizagdo metodoldgica foi coletada
na Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) da Companhia Catarinense de
Aguas e Saneamento (CASAN) — Sistema Insular, do municipio de
Floriandpolis, SC. A coleta foi realizada por um funcionario capacitado e em
recipiente previamente autoclavado, com vedagao adequada, diretamente da
saida da esteira da prensa desaguadora.
A amostra foi armazenada sob refrigeragdo (8°C) no Laboratério de
Virologia Aplicada (LVA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

lll.1.1.2. Amostras de campo

As amostras de lodo foram coletadas no periodo de 11 a 31 de julho de
2002, pelo funcionario de plantdo responsavel pela operacdo da ETE da
CASAN - Sistema Insular, do municipio de Floriandpolis, SC, diretamente da
saida da esteira da prensa desaguadora.

Foram realizadas 31 coletas, duas amostras por dia, quando possivel.
Uma coleta foi realizada no periodo matutino e outra no periodo noturno. As
amostras foram coletadas em tubos de 50mL, devidamente esterilizados e

etiquetados, e armazenadas sob refrigeragédo (8°C).

lll.1.2. Controles positivos internos
lll.1.2.1. Padrao LVA
Para os ensaios da padronizacdo foi utilizado um controle interno
positivo, preparado no Laboratério de Virologia Aplicada e denominado de
Padrédo LVA.
Uma suspensao de 50mL, de oocistos inativados de Cryptosporidium
spp., com 10° oocistos/mL, foi gentilmente cedida pelo Laboratorio de

Patogenos Ambientais da Macquarie University (Sydney - Australia), sendo
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diluida em tamp&o das pérolas magnéticas (TPM) até a obtencdo de uma
suspensdao com 10° oocistos/mL. O Padrzo LVA, por sua vez, com 102
oocistos/10uL, foi obtido da diluicado dessa suspensao.

Apos as diluigdes, a concentracdo de oocistos do Padrao LVA foi
confirmada pela contagem das referidas estruturas, depois de marcadas pela
imunofluorescéncia indireta, a leitura das laminas foi realizada em microscoépio
de epifluorescéncia Olympus® BX—FLA 40, 400x filtro de barreira, de 515nm,
conforme descrito no item 111.2.3..

Para tal, foram preparadas trés laminas, sendo que cada uma delas foi
examinada trés vezes e, assim, o Padrao LVA foi obtido pela média aritmética

das nove leituras.

I11.1.2.2. Padrdo ColorSeed®

Para o processamento das amostras de campo, foi adquirido um
controle interno positivo denominado ColorSeed® (Biotechnology Frontiers Inc.,
Australia). O ColorSeed® é uma suspensdo de Cryptosporidium parvum e de
Giardia lamblia, com concentragdo conhecida (98+1,5 oocistos/1.636ul + 56ul e
98+1,5 cistos/1.636ul + 56ul), contados por citometria de fluxo, previamente
marcados com o corante Texas Red®. A introdugdo deste controle positivo
comercial possibilitou a diferenciagdo entre o microorganismo semeado
(controle interno positivo ColorSeed®) e o microorganismo da prépria amostra.
Os cistos e os oocistos pertencentes ao controle comercial apresentam-se
corados de verde e vermelho, ao microscépio de epifluorescéncia, e os

protozoarios das amostras apresentam-se corados somente de verde.

lll.1.3. Reagentes, materiais de consumo e equipamentos
11.1.3.1. Reagentes
v Pérolas magnéticas Biomag® (Polysciences Inc., EUA) recobertas com
anti-lgG;
v Anticorpo monoclonal (Mab) CRY 104 (gentilmente cedido pelo Dr. Graham

Vesey, da Biotechnology Frontiers Inc., Australia);
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V Anti-lgG de camundongo conjugada com isotiocianato de fluoresceina-
FITC (Anti-mouse IgG, whole molecule, FITC conjugate, Antibody developed in
sheep, Sigma, Alemanha);

\ Color Seed® (Biotechnology Frontiers Inc., Australia);

\ Pre-Clear Beads® (Biotechnology Frontiers Inc., Australia);

 Solugéo aquosa de glicina 0,1M, pH=2,2 (Sigma, Alemanha);

\ Tampao das Pérolas Magnéticas/TPM (PBS, 1% BSA', 0,1% de SDS? e
0,05% de Azida Sédica®);

v Meio de Montagem (50% glicerol*, 40% PBS, 5% NaCl° 5M, 5% formalina®
e 2,5% DABCO’).

111.1.3.2. Materiais de consumo

v Membranas Nuclepore®; 13mm; 0,8um (Membrane Filtration Products,
Whatman, USA);

\ Tubos plasticos de 6mL com tampa;

\ Tubos tipo Falcon de 50mL com tampa;

\ Pipetas Pasteur de vidro;

v Laminas para microscopia;

v Laminulas 20x20.

1.1.3.3. Equipamentos
\ Estantes de separagao imunomagnética;
V Agitador tipo Vortex (Quimis, Brasil);
\ Agitador orbital (Glas-Col®, USA);
v Bomba de vacuo;
\ Microscépio de epifluorescéncia (Olympus®, BX-FLA 40);
\ Centrifuga de mesa refrigerada (ALC®, PK, modelo 121R, Italia);
v pHmetro (Digitec, Brasil);
J Mesa de agitacao (Elmeco, modelo RP-50, USA).

' Bovine Albumin Fraction V, Gibco, USA.

2 Gibco, Brasil.

3 Sigma, USA.

* Sigma, USA.

5 Gibco, Brasil.

® Synth, Brasil.

7 1,4-diazilbiciclo-2,2,2-octano (Sigma D2522).
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lll.2. Métodos

Antes de efetuar a padronizagdo da técnica de SIM-IMF (item 111.2.4.)
para lodo, foi necessaria a realizagdo de alguns ensaios preliminares: a
deteccdo de coccidios na amostra inicial (item 111.2.1.), a sensibilizagdo das
Pérolas Magnéticas Biomag® com anticorpos monoclonais CRY 104 (item
[11.2.2.) e a marcagdo dos oocistos por imunofluorescéncia indireta (item
11.2.3.).

1ll.2.1. Deteccgao de coccidios na amostra inicial

A amostra inicial de lodo, utilizada na padronizacdo dos ensaios
conforme descrito em Ill.1.1.1., foi uniformemente homogeneizada, para a
retirada de sete aliquotas de aproximadamente 1,0g. Cada uma das
aliquotas foi diluida em 2mL de solucado fixadora SAF (Acetato de Sdédio +
Acido Acético + Formaldeido) (DE CARLI, 2001). O material fixado foi utilizado
para o preparo de laminas com esfregacos de lodo. As laminas foram enviadas
para o Laboratério Médico Santa Luzia (LMSL), que gentilmente, realizou o
método de Kinyoun modificado, conforme sugerido por De Carli (2001), para a
pesquisa de coccidios. A leitura das laminas foi realizada pela autora desta

dissertacao.

I1.2.2. Sensibilizagdo das Pérolas Magnéticas Biomag® com

anticorpos monoclonais CRY104
Para a utilizagdo das pérolas magnéticas Biomag® (Polysciences Inc.,
Warrington) na captura dos oocistos em amostras de lodo foi necessario
realizar a sensibilizacdo prévia das mesmas com anticorpos monoclonais
CRY104. A sensibilizacdo das pérolas consiste no acoplamento dos anticorpos
contidos nos sobrenadantes celulares dos hibridomas, gentiimente, cedidos
pelo Laboratério de Patégenos Ambientais da Macquarie University (Sidney-
Australia) as pérolas magnéticas Biomag®, através de uma ligacdo covalente
com um anticorpo anti-IgG, que reveste estas pérolas. Esse processo foi

realizado da seguinte forma:
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1 — Em um tubo de 15mL foi lavado, por duas vezes, 5mL de pérolas
magnéticas em 5mL de tampéao das pérolas magnéticas (TPM);

2 — Para a captura das pérolas, apods a lavagem, colocou-se o tubo em
contato com um magneto (ima) por 1 min e desprezou-se o sobrenadante;

3 — Foi adicionado 5mL de sobrenadante celular dos hibridomas
produtores de anticorpos monoclonais (Mab) CRY104 as pérolas lavadas;

4 — Incubou-se as pérolas com o sobrenadante por 14 a 16h em agitador
orbital a temperatura de 8° C;

5 — Para a captura das pérolas magnéticas sensibilizadas, o tubo foi
colocado novamente em contato com o magneto por 1 min;

6 — Descartou-se o sobrenadante por inversao;

7 — As pérolas sensibilizadas foram lavadas em 5mL de TPM;

8 — Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se as pérolas em 5mL
de TPM;

9 — As Pérolas Magnéticas Sensibilizadas (PMS) foram estocadas a

temperatura de 8°C.

ll.2.3. Marcagdao dos oocistos por imunofluorescéncia

indireta
O método de marcacdo dos oocistos, utilizado na padronizagao
metodologica e no processamento das amostras, foi o da imunofluorescéncia
indireta. Neste método, os oocistos reconhecidos pelos anticorpos monoclonais
especificos CRY104 (Mab CRY104) que, por sua vez, se ligam a uma anti-lgG

de camundongo conjugada a molécula de FITC, apds sua adicao (Figura 13).

Anti-lgG de
camundongo-

Mab CRY104

Oocisto de
Cryptosporidium spp.

Figura 13: Esquema da marcacgao indireta pela imunofluorescéncia.
Fonte: Autora.
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Os oocistos marcados com anticorpo CRY104 foram encubados com
conjugado e a contagem foi realizada em microscopia de epifluorescéncia.

Esse processo foi realizado da seguinte forma:

1 — Foi filtrado em Membrana Nucleopore® 10uL do Padrdo LVA;

2 - A Membrana Nucleopore® foi recoberta com 100uL de sobrenadante
celular com Mab CRY104, sendo incubada por 5min, para favorecer a ligagéao
do anticorpo monoclonal especifico com os oocistos aderidos na membrana;

3 — Lavou-se a membrana com 500uL de TPM para remover os
anticorpos néo ligados;

4 — Recobriu-se novamente a membrana com 100uL de anti-IgG de
camundongo conjugados a FITC;

5 — Lavou-se a membrana com 500uL de TPM, para retirar o excesso de
anti-anticorpos conjugados;

6 - A membrana foi fixada a uma ldmina com o auxilio do Meio de
Montagem sendo coberta com laminula;

7 - A lamina para a detecgcdo e quantificacdo dos oocistos de
Cryptosporidium spp. foi analisada em microscopia de epifluorescéncia,
Olympus® BX—FLA 40, 400x filtro de barreira, de 515nm para leitura da

marcacgao com FITC.

lll.2.4. Padronizagdo das metodologias de detecgcdao e
quantificagao de oocistos em lodo

A metodologia inicialmente utilizada para as primeiras analises foi aquela
padronizada para a pesquisa de Cryptosporidium spp. e Giardia lamblia, em
amostras de fezes humanas (SOUZA, 2002).

A partir dos resultados obtidos com a utilizagdo dessa metodologia,
algumas alteragdes foram introduzidas com a finalidade de adapta-la a amostra
de lodo, usada para esta padronizagdo, que originou a metodologia final,
posteriormente utilizada para a analise das amostras de campo de lodo
(Protocolo Final — Lodo; item 111.2.4.12.).
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A metodologia usada por Souza (2002), por sua vez, € uma adaptagao
do protocolo de concentragdo, detecgcdo e quantificagdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. em amostras de lodo, oriundas das Lagoas de
Estabilizagdo de Joinville (CASAN). Por sua vez, esse experimento piloto foi
uma adaptagao do protocolo de detecgao e quantificagdo de Cryptosporidium
spp. e Giardia spp., em amostras de agua de piscina, desenvolvido por Greinert
(2002), com base na metodologia preconizada pela Biotechnology Frontiers
Inc. (Australia) (Figura 14).

Protocolo da SIM-IMF preconizado
pela Biotechnology Frontiers Inc.
(Australia)

Protocolo da SIM-IMF padronizado
para amostras de agua de piscina
(GREINERT, 2002).

Protocolo piloto da SIM-IMF para
amostras de lodo das Lagoas de
Estabilizacao - Joinville.

Protocolo piloto da SIM-IMF para
amostras de fezes humanas
(SOUZA, 2002).

Protocolo Final - Lodo, SIM-IMF
padronizada para amostras de lodo.

Figura 14: Fluxograma da origem do protocolo de SIM-IMF para amostras de lodo.

ll.2.4.1. Selegado do volume adequado a ser usado no
processo inicial de sedimentacao do lodo no tampao das
pérolas magnéticas

Seguindo o protocolo para a pesquisa de Cryptosporidium spp. e Giardia

lamblia em amostras de fezes humanas, previamente desenvolvido por Souza
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(2002), a amostra de lodo foi também submetida a um processo inicial de
sedimentagdo, antes da realizagdo da separagcdo imunomagnética (SIM)
acoplada a imunoflurescéncia indireta (IMF).

Diversas quantidades de lodo (0,5g; 1,0g; 1,5g; 2,0g; 2,5¢g; 3,0g; 3,59 e
4,0g) foram pesadas em balanga analitica e transferidas para tubos de 15mL.
Adicionou-se ao mesmo TPM, tampdo usado no procedimento de
sensibilizagdo das pérolas magnéticas (item 111.2.2.), até completar o volume
para 14mL. As amostras foram agitadas em agitador tipo vortex até completa
homogeneizagdo e dissolugdo dos flocos de lodo. Para aguardar a
sedimentagao do lodo, os tubos foram deixados em repouso na bancada por
40min. Os diferentes volumes de sobrenadante obtidos foram transferidos para
tubos de 6mL, para serem posteriormente submetidos a SIM-IMF.

O mesmo procedimento, acima descrito, foi realizado com as mesmas
quantidades de lodo, que foram transferidas para tubos de 50mL. Adicionou-se
o0 mesmo tamp&o até a marca de 48mL. Os tubos foram deixados em repouso
na bancada, por 40min, para sedimentacdo. Apds a sedimentacdo do lodo, os
sobrenadantes foram transferidos para novos tubos de 50mL, e foram
submetidos a SIM-IMF.

Neste experimento, avaliou-se quais seriam os melhores tubos (15mL e
6mL/50mL e 50mL) para se processar a SIM. Como controle positivo, foram

semeados, em cada amostra testada, 10uL de Padréo LVA.

ll.2.4.2. Determinagao da quantidade de lodo a ser
processada
A quantidade de lodo, usada no processo inicial de sedimentacao,
influencia diretamente no volume de sobrenadante formado, que sera
posteriormente submetido a SIM-IMF e, consequentemente, no percentual de
recuperacao de oocistos de Cryptosporidium spp. a partir das amostras
analisadas.
Pesou-se 1,0g, 2,0g e 3,0g de lodo em balanga analitica. O lodo foi
transferido para tubo de 15mL onde adicionou-se o tampao TPM até a marca

de 14mL. As amostras foram agitadas em agitador tipo vortex até completa
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homogeneizagdo. As amostras foram deixadas em repouso, por 40min, para
sedimentagao das particulas maiores de lodo. Apds o repouso, 5mL de cada
sobrenadante foram transferidos para tubos de 6mL, que foram submetidos a
SIM-IMF.

O experimento foi realizado com inclusdo do controle interno positivo
Padrao LVA (10ulL), em triplicata.

11.2.4.3. Inclusao da pré-lavagem do sobrenadante

Para a pré-lavagem do sobrenadante, utilizou-se 200uL de Pérolas
Magnéticas Pré-Clear Beads®, previamente agitadas em agitador tipo vortex. A
amostra foi incubada por 15min, em agitador orbital, para proporcionar a
captura de particulas magnéticas e outros interferentes. O tubo com a amostra
foi colocado em contato com um magneto (ima) na estante magnética para
capturar as pérolas magnéticas agora aderidas aos interferentes. O
sobrenadante livre dos interferentes foi transferido para um novo tubo de 6mL

para somente, entao, ser processado.

11.2.4.4. Adequacgao de parametros relativos a amostra

Nesta fase da padronizagdo, o protocolo para deteccdo e quantificacao
de Cryptosporidium spp. e Giardia lamblia em fezes (SOUZA, 2002) foi
adequado para as amostras de lodo, principalmente, na etapa da
imunofluorescéncia indireta, com alteracdo dos volumes do sobrenadante
celular com anticorpo monoclonal CRY104 e do volume do anti-lgG de
camundongo acoplado ao FITC (titulo 1:100).

Alterou-se, também, o tempo de incubacdo do sobrenadante com as
Pérolas Magnéticas Sensibilizadas (PMS), objetivando favorecer a formagao do

complexo pérola-oocisto.

11.2.4.5. Selecao do processo para quebra do floco de
lodo
Os flocos de lodo sao gelatinosos e os oocistos de Cryptosporidium spp.

aderem em sua superficie e em seu interior. O processo de homogeneizagéo
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do lodo por agitagdo em agitador tipo vortex nao foi suficiente para propiciar a
quebra do floco e a consequente liberagdo dos oocistos para o sobrenadante,
qgue sera processado.

Os flocos de lodo, foram quebrados através da peneiracdo em peneira
descartavel de malha fina. Amostras de 1,0g de lodo peneirado foram
transferidas para tubos de 15mL, onde foi adicionado tampao TPM até a marca
de 14mL do tubo. Procedeu-se a agitagdo, em agitador tipo vortex, até a
completa homogeneizagdo do lodo peneirado no tampédo TPM. As amostras
foram deixadas sedimentando espontaneamente na bancada, por 40min. Em
seguida processou-se a SIM-IMF.

O esmagamento do floco de lodo em cadinho de porcelana com pistilo
foi outro processo testado, objetivando liberar os oocistos dos flocos. Amostras
de 1,0g de lodo esmagado foram transferidas para tubos de 15mL, onde foi
adicionado tampao TPM até a marca de 14mL do tubo. Procedeu-se a
agitacdo, em agitador tipo vortex, na tentativa de se homogeneizar o lodo
esmagado no tampdo TPM. As amostras foram deixadas sedimentando
espontaneamente na bancada, por 40min. Em seguida processou-se a SIM-
IMF.

111.2.4.6. Escolha do processo de semeadura do Padrao
LVA
Para a observagao das possiveis perdas de oocistos durante o processo
de pré-tratamento por sedimentagéo, 10uL do Padrao LVA foram semeados em
cinco diferentes momentos do processo.
Foram pesadas 15 aliquotas de 1,0g de lodo, que foram separadas em
cinco grupos, com trés aliquotas em cada grupo.
O Padrao LVA foi semeado em diferentes etapas, conforme a separacao
das amostras em grupos, abaixo descrita:
Grupo 1 — 1,0g de lodo foi transferido para um tubo de 15mL. Semeou-
se 10uL de Padrédo LVA, adicionou-se 2mL de tampdo TPM e agitou-se em

agitador tipo vortex. Completou-se o volume até a marca de 14mL com tampéo
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TPM. A amostra foi homogeneizada, delicadamente, por inversdo, e deixada
em repouso na bancada por 40min para sedimentar.

Grupo 2 — 1,0g de lodo foi transferido para um tubo de 15mL e semeou-
se 10uL do Padrdo LVA, completou-se o volume até a marca de 14mL com
tampdo TPM. A amostra foi homogeneizada, delicadamente, por inversao, e
deixada em repouso na bancada por 40min para sedimentar.

Grupo 3 — 1,0g de lodo foi transferido para um tubo de 15mL, adicionou-
se 2mL de tampéao e agitou-se em agitador tipo vortex, completou-se o volume
com tampao TPM até a marca de 14mL e semeou-se 10uL de Padrdo LVA. A
amostra foi, delicadamente, homogeneizada, por inversdo, e deixada em
repouso na bancada por 40min para sedimentar.

Grupo 4 — 1,0g de lodo foi transferido para um tubo de 15mL adicionou-
se 2mL de tampéao e agitou-se a amostra em agitador tipo vortex, semeou-se
10uL de Padrao LVA, agitou-se novamente em agitador tipo vortex e
completou-se o volume até a marca de 14mL, com TPM. A amostra foi
homogeneizada, delicadamente, por inversdo, e deixada em repouso na
bancada por 40min para sedimentar.

Grupo 5 - 1,0g de lodo foi transferido para um tubo de 15mL, completou-
se o volume até a marca de 14mL com tampao, agitou-se em agitador tipo
vortex e semeou-se 10uL de Padrdo LVA. A amostra foi, delicadamente,
homogeneizada, por inversao, e deixada em repouso na bancada por 40min

para sedimentar.

11.2.4.7. Determinagao do volume de sobrenadante

Com o objetivo de aumentar o percentual de recuperagao dos oocistos,
juntamente com o experimento anterior, foi testada a possibilidade de se usar
todo o sobrenadante formado durante a sedimentac&o, e ndo apenas 5SmL.

O lodo previamente peneirado foi pesado, transferido para um tubo de
15mL, onde foi adicionado tampao (até a marca de 14mL) e agitado em
agitador tipo vortex. Semeou-se 10uL de Padrdao LVA. A amostra foi
homogeneizada, delicadamente, por inversdo, e deixada em repouso na

bancada por 40min para sedimentar.
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A parte superior do sobrenadante foi transferido para o tubo 1 e o
restante do sobrenadante foi transferido para o tubo 2, e os dois tubos foram
processados. Cada tubo originou uma l|admina, que foi examinada ao
microscopio de epifluorescéncia (Figura 15).

O numero de oocistos da lamina correspondente ao tubo 1 somado ao
numero de oocistos da lamina correspondente ao tubo 2 resultou no numero
total de oocistos presentes em cada uma das amostras analisadas. A inclusdo
dos tubos 1 e 2 foi realizada com o intuito de aumentar o percentual de

recuperacao dos oocistos do sobrenadante.

/ ] — P-4
10pL Padrdo LVA
s
> 14mL g Primeirg Tubo
TPM r sobrepadante 1
a
a
d
a
n
e
Sedimentagéo 40’ I
Segundo
obrenadante
2
1g de lodo
peneirado Sedimento
de lodo

Figura 15: Esquema do aproveitamento de todo o volume de sobrenadante formado para a realizagéo da
separagdo imunomagnética acoplada a imunofluorescéncia indireta. Fonte: Autora.
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111.2.4.8. Definigao do tempo de sedimentagao do lodo

As particulas de lodo formadas depois do processo de peneiragao
dissolvem com maior facilidade no tampao TPM e precipitam com maior
velocidade.

Tempos de sedimentagcao altos favorecem a decantacdo dos oocistos
juntamente com as particulas de lodo. Tempos menores de sedimentagao
favorecem a permanéncia dos oocistos no sobrenadante e, consequentemente,
o aumento do percentual de recuperagao.

O lodo peneirado foi pesado (1,0g) e dividido em 12 aliquotas que foram
separadas em quatro grupos distintos, compostos por trés aliquotas cada.
Depois da transferéncia do lodo para tubos de 15mL, completou-se com
tampédo TPM o volume para 14mL, agitou-se vigorosamente em agitador tipo
vortex e semeou-se 10uL do Padrdo LVA. As amostras foram
homogeneizadas, delicadamente, por inversdao, e deixadas em repouso na
bancada para a sedimentacgao.

As amostras do grupo 1 foram deixadas em repouso para sedimentagao
por 10min, as de grupo 2 por 20min, as do grupo 3 por 30min e, as
pertencentes ao quatro por 40min.

O volume total de sobrenadante, formado pela sedimentagdo de cada
uma das amostras, nos diferentes tempos testados (10, 20, 30 e 40min) foi

submetido ao protocolo habitual.

1.2.4.9. Inclusao da etapa de centrifugagdo do
sobrenadante
O experimento para a inclusdo da centrifugagdo do sobrenadante na
padronizacgao da técnica (Figura 16) foi conduzida da seguinte maneira: do lodo
peneirado foram pesadas seis aliquotas de 1,0g. As aliquotas foram divididas
em dois grupos, cada grupo com trés amostras.
O primeiro grupo foi denominado de grupo Controle e o segundo grupo
foi denominado de grupo Teste. As amostras do grupo Controle foram
transferidas para tubos de 15mL, onde receberam tampao TPM (até a marca

de 14mL), foram agitadas em agitador tipo vortex, receberam 10uL de Padréo
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LVA, foram homogeneizadas por inversdo e sedimentadas por 20min. O
volume total de sobrenadante formado foi transferido equivalentemente para os
tubos 1 e 2 e submetidos a SIM-IMF.

As amostras do grupo Teste foram também transferidas para tubos de
15mL, receberam tampao TPM (até o volume de 14mL), foram agitadas em
agitador tipo vortex, receberam 10uL de Padrdo LVA e foram homogeneizadas
por inversdao e sedimentadas também por 20min. Todo o volume de
sobrenadante formado foi transferido para outro tubo de 15mL, que foi
centrifugado por 15min a 666.66Xg, a temperatura ambiente. Depois da
centrifugacéao, a parte superior do sobrenadante foi transferida para um tubo de
6mL (denominado de tubo A). O sedimento formado e o sobrenadante restante

(aproximadamente 5mL) foram transferidos para outro tubo de 6mL (tubo B).

10pL Padrédo LVA

_yp| Descarte da parte
/ superior do
sobrenadante

SIM-IMF
14mL

TPM d\

Sedimentag&o 40’ Centrifugacéo por
" 15 a 666 66X P g '
Tubo
1
A
1,0g de lodo .
peneirado Sedimento Sedimento +
de lodo Sobrenadante inferior

Figura 16: Tratamento inicial da amostra por sedimentagéo do lodo, seguida de centrifugacao
do sobrenadante. Fonte: Autora.
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Os sobrenadantes do tubo A foram submetidos a SIM-IMF, com a
finalidade de averiguar uma possivel perda de oocistos.

A deteccdo e a quantificagdo dos oocistos pela SIM-IMF foi realizada
nos dois tubos (A e B), das trés amostras deste grupo.

Os resultados dos dois grupos foram confrontados estatisticamente.

1.2.4.10. Ressuspensdao do sedimento formado no
processo inicial de sedimentagao

O processo de sedimentagao espontanea das particulas de lodo durante
0 processo inicial de sedimentagdo, ao qual as amostras sdo submetidas,
pode arrastar alguns oocistos para o fundo do tubo, onde ficam aderidos ao
sedimento formado.

A ressuspensao do sedimento formado com tampao TPM libera os
oocistos para o novo sobrenadante, que se forma depois de uma segunda
sedimentagao de 20min. Este experimento foi realizado também com o objetivo
de aumentar o percentual de recuperacio dos oocistos.

O tempo e a velocidade de centrifugacao foram alterados para garantir a
total sedimentacéo dos oocistos do sobrenadante.

Os resultados deste experimento foram confrontados estatisticamente
com os resultados do experimento anterior, quando a amostra foi submetida a
apenas uma sedimentacao.

Uma segunda ressuspensao e, consequentemente, uma terceira
sedimentagao do lodo também foram testadas para averiguar quantos oocistos
restavam ainda presos ao sedimento.

Com a inclusdo de uma segunda sedimentagado no processo inicial que
antecede a SIM-IMF, ocorreu a formacdo de um segundo sobrenadante,

armazenado no tubo denominado de B.
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ll.2.4.11. Reducao do volume de sobrenadante a ser
processado

Este experimento teve como objetivo diminuir o custo da técnica por
amostra, reduzindo a quantidade de sobrenadante e, consequentemente, o
numero de tubos a serem processados.

O lodo peneirado foi pesado em aliquotas de 1,0g, que foram
transferidas para tubos de 15mL, onde se processou a primeira sedimentacao.
O sobrenadante formado foi transferido para outro tubo de 15mL (tubo 1) sendo
armazenado em estante. O sedimento foi ressuspenso em tampao TPM e
sedimentado pela segunda vez, por mais 20min. O segundo sobrenadante
obtido foi também transferido para um tubo de 15mL (tubo 2). Os dois tubos, da
primeira e da segunda sedimentacéao, respectivamente, foram centrifugados, a
1.000Xg, por 30min. A parte superior dos sobrenadantes foram transferidas
para tubos de 6mL (1A e 2A), sendo submetidos a SIM-IMF, apenas com o
intuito de confirmar a negatividade.

Os sedimentos e o restante dos sobrenadantes (aproximadamente
2,0mL de cada tubo) foram transferidos para um Uunico tubo de 6mL,
denominado de tubo Controle, sendo também submetidos a SIM-IMF.

O experimento foi realizado com inclusdo de 10uL de controle positivo
interno Padréao LVA. Os resultados foram confrontados estatisticamente com os
resultados do experimento anterior, que fazia uso de dois tubos (A e B) para o

processamento da amostra.

lll.2.4.12. Protocolo Final — Lodo
A padronizagdo realizada (itens 111.2.4.1. a 111.2.4.11.) gerou, entdo, o
protocolo final, que foi usado para avaliar as amostras de campo (item
11.2.6.1.).

Protocolo Final — Lodo
A — Tratamento inicial da amostra de lodo, seguida da centrifugacao do
sobrenadante
1 — Pesou-se 1g de lodo, em balanga analitica;
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2 — Transferiu-se o material pesado para um tubo de 15mL;

3 — Adicionou-se tampao TPM até a marca de 14mL do tubo;

4 — A amostra foi agitada, em agitador tipo vortex, até a
homogeneizagao do lodo com o tampéao TPM,;

5 — Foi semeado o controle positivo interno (10uL de Padrdo LVA ou
1.636pl + 56l de ColorSeed®);

6 — Homogeneizou-se a amostra delicadamente por inverséo;

7 — Deixou-se a amostra em repouso por 20min (primeira sedimentagéo
das particulas pesadas de lodo);

8 — Com auxilio de uma pipeta Pasteur, o sobrenadante formado pela
primeira sedimentacao (primeiro sobrenadante) foi transferido para um tubo de
15mL (tubo 1) e deixado aguardando na bancada;

9 — Ao sedimento, adicionou-se tampao TPM até a marca de 14mL do
tubo;

10 — Homogeneizou-se o0 conteudo por inversdao (10 vezes)
delicadamente;

11 — Deixou-se em repouso na bancada, para sedimentacdo por mais
20min (segunda sedimentagao);

12 — Transferiu-se o sobrenadante formado pela segunda sedimentacgao
(segundo sobrenadante) para outro tubo de 15mL (tubo 2), com auxilio de uma
pipeta Pasteur;

13 — Centrifugou-se os tubos 1 e 2, por 30min a 1.000Xg em
temperatura ambiente;

14 — As partes superiores dos sobrenadantes formados nos tubos 1 e 2,
apos a centrifugacao foram descartados;

15 — Transferiu-se os sedimentos e o restante dos sobrenadantes
formados (aproximadamente 2,0mL) dos tubos 1 e 2 para o tubo Controle de
emL;

16 — Submeteu-se o tubo Controle a SIM-IMF.
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B — SIM-IMF
1 — Ao sobrenadante do tubo Controle A adicionou-se 200uL de pérolas

Pré-Clear Beads®, que foram agitadas em agitador tipo vortex;

2 — Colocou-se o tubo em agitador orbital por 15min;

3 — Apds este periodo o tubo Controle A foi colocado na estante
magnética e esta sobre a mesa de agitagéo por 15min;

4 — Sem retirar-se o tubo da estante magnética, o sobrenadante foi
removido para um novo tubo (tubo B);

5 — Ao sobrenadante do tubo B, livre dos interferentes pela pré-lavagem,
foi adicionado 200uL de Pérolas Magnéticas Sensibilizadas (PMS) com Mab
CRY104;

6 — O sobrenadante foi agitado em agitador tipo vortex por 1min;

7 — Colocou-se o tubo B no agitador orbital por 40min, afim de propiciar
a captura dos oocistos pelos anticorpos monoclonais acoplados as Pérolas
Magnéticas;

8 — Decorrido o tempo de incubagao, colocou-se o tubo B na estante
magneética e esta sobre a mesa de agitagdo por 20min, para a captura das
PMS agora aderidas aos oocistos;

9 — Sem retirar o tubo da estante magnética, removeu-se o
sobrenadante para outro tubo (tubo C);

10 — Recolocou-se o sobrenadante (tubo C) na estante magnética sobre
a mesa de agitagdo, por mais 10min, para garantir a captura das PMS com
oocistos e garantir que ndo sejam descartadas com o sobrenadante;

11 — Sem retirar o tubo C da estante magnética, com auxilio de uma
pipeta Pasteur, descartou-se o sobrenadante;

12 — Ao tubo C foi adicionado 4mL de tampao TPM para ressuspender
as PMS com oocistos em agitador tipo vortex;

13 — Transferiu-se o conteudo do tubo C para o tubo B;

14 — Vortexou-se o tubo B para a homogeneizagao do tampao TPM com

as pérolas anteriormente capturadas;
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15 — Colocou-se o0 tubo B na estante magnética sobre a mesa de
agitacdo, por 15min, para nova captura das PMS com Mab CRY104 ligadas
aos oocistos;

16 — O sobrenadante do tubo B foi descartado sem ser retirado da
estante magnética;

17 — A este tubo adicionou-se 4mL de glicina 0,1M (pH=2,2);

18 — Agitou-se em agitador tipo Vortex por 2min;

19 — Colocou-se o tubo B no agitador orbital por 15min;

Obs.: Esta etapa é denominada de dissociacdo acida, que consiste no
desligamento dos anticorpos monoclonais CRY104 (acoplados as Pérolas
Magnéticas) dos oocistos. A agitagcao vigorosa em agitador tipo vortex e o baixo
pH da glicina favorecem a quebra da ligagédo covalente que se estabelece entre
os oocistos de Cryptosporidium spp. € 0os anticorpos monoclonais especificos
(Mab CRY104) ligados as Pérolas Magnéticas.

20 — Colocou-se a estante magnética, com o tubo B, sobre a mesa de
agitacao por 5min, para a captura das Pérolas Magnéticas agora desligadas
dos oocistos;

21 — Sem retirar o tubo B da estante magnética o sobrenadante, que
contém os oocistos livres em suspensdo, foi filtrado em Membrana
Nucleopore®;

22 — A Membrana Nucleopore®, que contém os oocistos fixados, foi
lavada com 500uL de TPM.

C - Preparagao das amostras para deteccao e quantificagao por
Imunofluorescéncia Indireta (IMF)

1 — Recobriu-se a Membrana Nucleopore® com 100uL de sobrenadante
celular com Mab CRY104;

2 — Deixou-se incubando por 5min, para favorecer a ligagao do anticorpo
monoclonal especifico com os oocistos aderidos na membrana;

3 — Lavou-se a membrana com 500uL de tamp&do TPM para remover os

anticorpos néo ligados;




Materiais e Métodos 69

4 — Recobriu-se novamente a membrana com 100uL de anti-lgG de
camundongo acoplado a molécula de FITC;
5 — A membrana foi lavada com 500uL de tampao TPM, para retirar o

excesso de anti-anticorpos e de isotiocianato de fluoresceina.

D - Montagem da lamina para leitura em microscopia de
epifluorescéncia

1 — Retirou-se a membrana cuidadosamente do filtro;

2 — Fixou-se a membrana sobre a lamina com auxilio de 8uL de Meio de
Montagem;

3 — Recobriu-se a Membrana Nuc:leopore® com laminula;

4 — Procedeu-se a leitura da lamina para a deteccéo e quantificagdo dos
oocistos de Cryptosporidium spp. em microscopia de epifluorescéncia,
Olympus® BX—FLA 40, 400x filtro de barreira, de 515nm para leitura da

marcagao com FITC (oocisto com coloragéo verde).

111.2.5. Analise estatistica

Os resultados de percentagem média de recuperagdo de oocistos dos
diferentes experimentos, conduzidos com a amostra inicial de lodo, foram
submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e, quando foi detectada diferenca
significativa entre as médias, ao teste de separacado de médias (Teste de Tukey
a 5%), segundo as recomendacdes de Sokal & Rohfl (1995) e Centeno (1999).

Todos o0s experimentos realizados durante a padronizagdo das
metodologias que conduziram ao Protocolo Final — Lodo (item [11.2.4.12.) foram

realizadas em triplicata.
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ll.2.6. Processamento e analise das amostras de campo de

lodo

11.2.6.1. Pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp.

Todas as amostras foram,

individualmente,

homogeneizadas e

peneiradas. Pesou-se 1,0g de cada amostra, que foi transferido para tubos de

15mL e numerados de acordo com a data de coleta (Tabela 1).

Das 31 amostras coletadas, 27 foram analisadas para deteccdo e

quantificacdo de oocistos de Cryptosporidium spp., seguindo o Protocolo Final

— Lodo (item 111.2.4.12.). Apds a aquisicdo dos controles positivos internos
(ColorSeed®), o Padrdo LVA foi substituido.

Tabela 1: Dados sobre a coleta e numeragado dada as amostras de lodo.

N° da Data Dia da Periodo de | N°da Data Dia da Periodo de

Amostra Semana Coleta Amostra Semana Coleta
1 11/07 ] Quinta-feira Matutino 17 22/07 | Segunda-feira] Matutino
2 11/07 ] Quinta-feira Noturno 18 22/07 § Segunda-feira§] Noturno
3 12/07] Sexta-feira Matutino 19 23/07) Terca-feira Matutino
4 12/07] Sexta-feira Noturno 20 23/07) Terca-feira Noturno
5 13/07 Sabado Matutino 21 24/07 | Quarta-feira Matutino
6 13/07 Sabado Noturno 22 24/07 ] Quarta-feira Noturno
7 15/07 | Segunda-feira] Matutino 24 26/07] Sexta-feira Matutino
8 15/07 § Segunda-feira Noturno 25 26/07] Sexta-feira Noturno
9 16/07 ] Terca-feira Matutino 27 28/07 Domingo Matutino
10 16/07 ] Terca-feira Noturno 30 31/07] Quarta-feira Matutino
11 17/07] Quarta-feira Matutino 31 31/07] Quarta-feira Noturno
12 17/07 ] Quarta-feira Noturno
13 18/07] Quinta-feira Matutino
14 18/07 ] Quinta-feira Noturno
15 19/07] Sexta-feira Matutino
16 19/07] Sexta-feira Noturno

11.2.6.2. Pesquisa de cistos de Giardia spp.

Apenas oito amostras foram analisadas para a detec¢ao e quantificagao

de Giardia spp., seguindo o0 mesmo protocolo. Apds a aquisigado dos controles

positivos internos (ColorSeed®), o Padréo LVA foi substituido.
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11.2.6.3. Pesquisa de helmintos
A pesquisa de ovos e larvas de helmintos foi realizada através da
microscopia de uma lamina de cada amostra, preparada apds a realizagao da
técnica de Ritchie (centrifugo-sedimentacdo pelo formaldeido-acetato de etila),

conforme proposto por De Carli (2001).
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IV. Resultados e Discussao
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IV. Resultados e Discussao

IV.1. Padronizagdo das metodologias de detec¢dao e quantificagao

de oocistos em lodo

Na padronizacdo das metodologias de sedimentacdo espontanea do
lodo, de centrifugagdo dos sobrenadantes formados apds a sedimentagdo do
lodo, da separagdo imunomagnética (SIM) e da imunofluoreséncia indireta
(IMF), foram analisados os principais fatores que poderiam interferir nos
percentuais de recuperagao dos oocistos de Cryptosporidium spp.. Assim, as
técnicas foram inicialmente realizadas com uma amostra de lodo negativa para
coccidios pela coloragdo de Kinyoun modificado (item IIl.2.1.), e foram,
posteriormente, aplicadas na analise das amostras de campo de lodo,
provenientes da esteira da prensa desaguadora da ETE da CASAN - Sistema
Insular, coletadas de 11/07/2002 a 31/07/2002.

IV.1.1. Selecao do volume adequado a ser usado no processo
inicial de sedimentagcdao do lodo no tampao das pérolas

magnéticas
Conforme observado na Tabela 2, as porcentagens de recuperagao dos
oocistos de Cryptosporidium spp., nas diferentes quantidades de lodo testadas
pela combinagao das técnicas de SIM-IMF, em tubos de 50mL, foram nulas.
Quando as amostras, nas mesmas quantidades, foram sedimentadas em tubos
de 15mL e a SIM foi processada em tubos de 6mL, as porcentagens de

recuperacao variaram de 0,81% a 21,9%.
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Tabela 2. Porcentagens de recuperagdo dos oocistos de Cryptosporidium
spp., através da combinacdo das técnicas de SIM-IMF, apds
sedimentacao espontadnea do lodo, em dois tubos de volumes
diferentes, com diversas quantidades de lodo da ETE da CASAN -
Sistema Insular, Florianopolis, SC.

Porcentagens de recuperagao (%)

Massa (g)
Tubos de 50mL Tubos de 15mL
0,5 0 16,50
1,0 0 21,90
1,5 0 9,75
2,0 0 4,87
2,5 0 0,81
3,0 0 1,62
3,5 0 2,49
4.0 0 2,44

A sedimentacdo do lodo em tubo de 50mL foi rejeitada por diversos
fatores, dentre eles destacam-se:

e formacao de grande volume de espuma durante a agitacdo da
amostra em TPM,;

e 0 campo magnético gerado pelo ima nao foi suficientemente
forte para capturar as peérolas magnéticas e, consequentemente, os
oocistos ficaram em suspensdo nos sobrenadantes formados nestes
tubos;

e 0 maior tamanho do recipiente usado para a sedimentacido
gerou maior superficie de contato entre as pérolas magnéticas
sensibilizadas e os oocistos, que ficaram aderidos as paredes do tubo,

acarretando perdas;

e impossibilidade de trabalhar com mais de duas amostras por

e a dificuldade de manusear os tubos e o imad ndo permite a
captura eficiente das pérolas magnéticas, quando este fica mal acoplado

aos tubos,

e auséncia de estante magnética para processar a SIM com tubos
de 50mL.
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Optou-se, entéo, por trabalhar com tubos de 15mL para a sedimentacéo
espontanea do lodo, por ser técnica e economicamente mais vantajoso
(usando menor volume de TPM e de pérolas magnéticas para a pré-lavagem);
por formar menos espuma durante o processo de homogeneizagao; por
permitir trabalhar com maior numero de amostras (quatro amostras em cada
estante magnética) (Figura 17); por ndo haver necessidade de se trabalhar fora
da estante magnética, o que poderia acarretar em acidentes e perda de pérolas
magnéticas e de oocistos; e por ter apresentado percentuais de recuperagao
de oocistos com valores numéricos significativos, quando comparado com a
recuperacao nula de oocistos em amostras sedimentadas e processadas em
tubos de 50mL (Tabela 2).

Observou-se que, quanto maior o volume de lodo submetido a
sedimentagdo maior volume de sedimento se forma, consequentemente,
diminuindo o volume de sobrenadante formado. Assim, a quantidade de
sobrenadante formado apds sedimentagdo € inversamente proporcional ao
volume de lodo submetido a sedimentacao espontanea (Figura 18). Isto explica
as menores percentagens de recuperagao de oocistos conforme, aumenta-se o
volume de lodo a ser sedimentado nos tubos de 15mL (Tabela 2), pois esse
grande volume de precipitado dificulta o processamento da amostra durante a
separagao imunomagnética.

Ao final destas analises foi possivel concluir que o uso de tubos de 15mL
para a pré-limpeza das amostras por sedimentagdo espontdnea do lodo, em
conjunto com o uso de tubos de 6mL para armazenar os sobrenadantes
obtidos e processar a SIM, melhora significativamente a recuperacéo dos
oocistos nas amostras de lodo e mostrou-se técnica e economicamente mais
vantajoso.

O tratamento inicial das amostras de lodo por sedimentacdo espontanea
mostrou-se eficiente, propiciando sobrenadantes limpidos, livres de

interferentes e com oocistos em suspensao.
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Figura 17: Estante magnética com quatro tubos de 6mL contendo, sobrenadantes de
amostras de lodo da ETE da CASAN - Sistema Insular, Florianépolis, usados para
processamento da separagdo imunomagnética.

B

Figura 18: A — Diferentes volumes de sobrenadantes apds a sedimentagdo espontanea de
diferentes quantidades de lodo; B — Comparagao entre as quantidades de sedimento e os
volumes de sobrenadante formados, apds a sedimentagéo de amostras de lodo.

IV.1.2. Determinagao da quantidade de lodo a ser processada
Conforme observado na Tabela 3, a recuperagdo média de oocistos

obtida na amostra com peso igual a 1,0g foi aproximadamente 46,85%, sendo



Resultados e Discussao 77

percentualmente superior a recuperagao de oocistos nas amostras de 2,0g
(10,47%) e 3,0g (3,04%). A média de recuperacao + desvio padrdo aumentou
de 3,04+2,92 para 46,85+8,06 (n=3), quando testou-se 3,0g e 1,0g
respectivamente (tabela 3), indicando que a quantidade de amostra era uma
das principais fontes de perda, durante o processo de sedimentacéo do lodo.
Este resultado justifica o uso de apenas 1,0g de lodo para o processamento da

das amostras.

Tabela 3. Porcentagens médias de recuperagdo de oocistos de
Cryptosporidium spp., pela combinagado das técnicas de SIM-
IMF, apds sedimentacdo espontanea de lodo, usando-se trés

diferentes quantidades de lodo.

Porcentagens médias de

Quantidade (g) recuperacéo (%) + S (n=3)

1,0 46,85 + 8,06
2,0 10,47 £7,79
3,0 3,04 + 2,92

S = Desvio Padrao

A aplicacdo da Analise de Variancia aos resultados mostrou que as
diferencas entre os percentuais meédios de recuperagdo de oocistos foram
significativas (Tabela 4), tendo sido confirmadas pelo Teste de Tukey (5%)
(Figura 19).

Tabela 4. Analise da variancia dos resultados da recuperacédo dos oocistos de
Cryptosporidium spp. em lodo, analisando as quantidades de 1,0g,

2,0g e 3,0g na etapa de sedimentagao espontanea.

Causas de Variacao GL QM Fcalculado
Entre os volumes 2 1.649,01 36,83
Dentro dos volumes 6 4477 -
Total 8 - -

Valor do F Tabelado: Foo5 (2, 6) = 5,14
Coeficiente de Variagcéo do Erro ou Residuo: CVe = 33%
GL = Graus de Liberdade; QM = Quadrado Médio
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Os sobrenadantes formados, apés a sedimentacdo das amostras de
2,0g e 3,0g, apresentaram-se turvos e com grande numero de particulas
interferentes, mesmo apods a pré-lavagem com pérolas magnéticas (Figura 19).
Ap6s a filtragdo dos referidos sobrenadantes, as Membranas Nucleopore®
ficaram recobertas com particulas interferentes, com particulas de lodo nao
sedimentadas e com pérolas magnéticas nado capturadas, que interferiram na
leitura das laminas, diminuindo a recuperagao de oocistos de Cryptosporidium
spp., mas isto ndo ocorreu com as amostras de 1,0g (Figura 20).

As amostras de 1,0g sedimentadas espontaneamente propiciaram a
formacéo de volumes suficientes de sobrenadantes para serem submetidos a
SIM-IMF; em contrapartida, as amostras de 2,0g e 3,0g, apds sedimentacao,
formaram pequenos volumes de sobrenadantes turvos (Figura 21). Este fato
confrma que o volume de sobrenadante € inversamente proporcional a
quantidade de lodo utilizado na sedimentacéo, e que, quanto maior o volume
da amostra, mais particulas se sedimentardo, arrastando os oocistos para o
fundo do tubo e diminuindo o percentual de recuperacao.

Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por Robertson &
Gjerde (2001), quando avaliaram a influéncia do volumeda amostra na
eficiéncia da recuperagdo de oocistos de Cryptosporidium em amostras de
vegetais pela separagdo imunomagnética e, concluiram que os percentuais de
recuperacdo de oocistos aumentaram em até 70%, quando pequenas
quantidades de amostras de vegetais (<100g) sdo analisadas, e que os
percentuais de recuperagao para amostras maiores (>100g) nao ultrapassam a
15%.
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ke &
Figura 19: Sobrenadantes formados, apds a sedimentagdo de amostras de 1,0g,

2,0g e 3,0g de lodo. A - antes da pré-lavagem com pérolas magnéticas; B — depois da
pré-lavagem com pérolas magnéticas.

Figura 20: Membrana Nucleopore® apos filtragédo do sobrenadante. A - amostra de 1,0g
de lodo; B - amostra de 2,0g de lodo; C - amostra de 3,0g de lodo.
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Figura 21: A — Comparagédo entre o volume de sobrenadante e a quantidade de
sedimento formado apds a sedimentagéo espontanea de amostras com 1,0g, 2,0g e 3,09
de lodo; B — Quantidade de sedimento formado apds a sedimentacdo esponténea de
amostras com 1,0g, 2,0g e 3,0g de lodo.

IV.1.3. Inclusao da pré-lavagem do sobrenadante

Por tratar-se de uma amostra ambiental, residuo de uma ETE, e ser o
resultado de um processo de tratamento de esgoto, o lodo possui muitas
particulas eletromagnéticas, microorganismos, fragmentos de algas, e outros
inumeros interferentes, que precisam ser retirados da amostra antes da mesma
ser processada.

Com o objetivo de retirar as particulas interferentes, propiciando uma
maior limpeza do sobrenadante, formado depois da sedimentagcdo do lodo,
adicionou-se um passo de pré-lavagem do sobrenadante ao protocolo de fezes

preconizado por Souza (2002), na etapa que antecede a SIM.
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IV.1.4. Adequagao de parametros relativos a amostra

O protocolo para detecgao e quantificacdo de Cryptosporidium spp. e
Giardia lamblia em fezes (SOUZA, 2002) foi adequado para as amostras de
lodo, principalmente, na etapa da imunofluorescéncia indireta, com alteragcéo
do volume do sobrenadante celular com anticorpo monoclonal CRY104, de
50uL para 100uL, e do volume de anti-lgG de camundongo acoplado ao FITC,
de 80uL para 100uL, com a manutengao do titulo. Estas corre¢des de volume
melhoraram a fluorescéncia dos oocistos quando as laminas contendo os
oocistos foram analisados em microscopio de epifluorescéncia.

O tempo de incubagdo do sobrenadante com as Pérolas Magnéticas
Sensibilizadas (PMS) também foi alterado, de 30min para 40min objetivando
favorecer a formacdo do complexo pérola-oocisto e, conseqlientemente,

aumentar o percentual de recuperacgéo de oocistos.

IV.1.5. Seleg¢ao do processo de quebra do floco de lodo

Com a passagem do material pela malha da peneira, os flocos abrem-se
originando pequenas particulas de lodo, que, quando diluidas em tampao TPM
e agitadas, em agitador tipo vortex, dissolvem-se com maior facilidade,
propiciando uma adequada homogeneizagédo da amostra e a liberagdo dos
oocistos do interior das particulas de lodo.

Apds o esmagamento da amostra de lodo ocorreu a formagcéo de uma
compacta massa gelatinosa, que, quando diluida em tampao TPM e agitada
em agitador tipo vortex, ndo permitiu a liberacdo dos oocistos do interior das
particulas de lodo .

A quebra do floco de lodo pelo processo de peneiragdo permitiu a
formacéao de maior volume de sobrenadante, mais limpido e em menor tempo,
quando comparado com o sobrenadante formado pelo processo de

esmagamento do lodo em cadinho de porcelana.



Resultados e Discussao 82

Tabela 5. Porcentagens médias de recuperacdo de oocistos de
Cryptosporidium spp., através da combinagdo das técnicas de
SIM-IMF, apos dois diferentes processos de quebra do floco de

lodo.

Processo de quebrado Porcentagens médias de

floco de lodo recuperacgao (%) =S (n=3)
Peneiracao 32,48 + 7,82
Esmagamento 0,81 + 0,80

S = Desvio Padrao

A Tabela 5 mostra as diferengas entre as porcentagens médias de
recuperacao de oocistos apés a quebra do floco de lodo. O processo de
esmagamento leva a formagdo de uma massa gelatinosa, que retém os
oocistos aderidos as particulas de lodo, que precipitaram durante o pré-
tratamento por sedimentagdo espontanea, nao ficando em suspensdo no
sobrenadante e, consequentemente, diminuindo drasticamente o percentual de
recuperacgao.

A aplicagdo da Analise de Variancia aos resultados mostrou que foram
detectadas diferengas entre os processos de quebra do floco de lodo (Tabela
6). As diferencas entre os percentuais médios de recuperacado de oocistos das
amostras peneiradas e das amostras esmagadas em cadinho de porcelana
foram confirmadas pelo Teste de Tukey (5%).

Apos a avaliacao estatistica dos percentuais médios de recuperagao de
oocistos das amostras esmagadas em cadinho de porcelana e peneiradas
incluiu-se a etapa de peneiragao do lodo antes da pesagem e da sedimentacgéo

a padronizacao da técnica.

Tabela 6. Analise da Variancia dos resultados da recuperagao dos oocistos de
Cryptosporidium spp. apos a quebra do floco de lodo por peneiragéo

ou por esmagamento em cadinho de porcelana.

Causas de Variacao GL QM Fcalculado
Entre os tratamentos 1 1505,11 48,66
Dentro dos tratamentos 4 30,93 -
Total 5 - -

Valor do F Tabelado: Foo5(1,4)= 7,71
Coeficiente de Variagdo do Erro ou Residuo: CVe = 31,51%
GL = Graus de Liberdade; QM = Quadrado Médio
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IV.1.6. Escolha do processo de semeadura do Padrao LVA e
determinagao do volume de sobrenadante
Observando-se o Grupo 5, na Tabela 7, percebe-se que 0 mesmo
apresenta uma porcentagem média de recuperagdo de oocistos (40,54%)
numericamente superior ao percentual dos Grupos 1 (36,82%), 3 (32,02%) e 4
(28,63%) e que o valor do Desvio Padrao (+ 3,50) é numericamente menor que
o do Grupo 2 (+ 9,95) e menor que dos demais grupos estudados. Apds a
analise estatistica dos dados, padronizou-se a semeadura do Padrdao LVA
conforme a sequéncia de etapas descrita no Grupo 5, em Materiais e Métodos
(temlll. 2.4.6.).

Tabela 7. Porcentagens médias de recuperacdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. em lodo, pela combinagao das técnicas da
SIM-IMF, apds diferentes processos de semeadura de 10uL do

Padrao LVA como interno.

Processo de semeadura do controle Porcentagens médias de

interno Padrao LVA recuperacao (%) +S (n = 3)
Grupo 1 36,82 + 15,79
Grupo 2 41,26 + 9,95
Grupo 3 32,02+ 7,51
Grupo 4 28,63 + 4,06
Grupo 5 40,54 + 3,50

S = Desvio Padrao

Grupos 1, 2, 3, 4, e 5 — Ver processos de semeadura descritos em Materiais e Métodos (item
111.3.6.).

O aproveitamento de todo o volume de sobrenadante formado, apds a
sedimentagao do lodo, garantiu a detecgdo de todos os oocistos que estavam
em suspensao, diminuindo a variagdo dos percentuais de recuperacido de
oocistos entre cada uma das repeticoes a que foi submetido o Grupo 5 (S = +
3,50) e propiciou um aumento no percentual de recuperagdo de oocistos
(Tabela 7). Porém, a inclusdo dos tubos 1 e 2, usados para armazenar todo o
volume de sobrenadante formado apdés a sedimentagdo da amostra, gerou

maior gasto das Membrana Nucleopore®, das pérolas magnéticas na pré-



Resultados e Discussao 84

lavagem, dos anticorpos monoclonais e do anticorpo secundario conjugado

FITC, aumentando o custo da analise por amostra.

Tabela 8. Anélise da Variancia dos resultados da recuperagao dos oocistos de
Cryptosporidium spp., em todo o volume de sobrenadante formado,
apo6s a sedimentacdo do lodo, por diferentes processos de
semeadura de 10uL do Padréao LVA.

Causas de Variagao GL QM Fcalculado
Entre os processos 4 89,25 1,01
Dentro dos processos 10 88,32 -
Total 14 - -

Ver processos de semeadura descrito em Materiais e Métodos (lll. 3. 6.).
Valor do F Tabelado: Fo 05 4, 10) = 3,48

Coeficiente de Variagao do Erro ou Residuo: CVe = 26,21%

GL = Graus de Liberdade; QM = Quadrado Médio

A aplicacdo da Analise de Variancia aos resultados mostrou que nao
foram detectadas diferencgas significativas entre os processos de semeadura
(Grupos 1, 2, 3, 4 e 5) (Tabela 8), o que permitiu a escolha do processo usado
no Grupo.

O Grupo 5 apresentou a segunda maior porcentagem média de
recuperacéo de oocistos (40,54%) e o menor valor numeérico do desvio padréo
(+3,5), significando tratar-se, dentro dos grupos testados, do processo de
semeadura de 10uL do Padrédo LVA, que apresentou menor variagdo na

porcentagem de recuperagao para as repeticdes realizadas.

IV.1.7. Definicao do tempo de sedimentagao do lodo
Conforme observa-se na Tabela 9, a porcentagem média de
recuperacdo de oocistos no tempo de sedimentacdo de 20min &,
aproximadamente, 5% maior do que nos tempos de sedimentacédo de 10 e 30
min e, aproximadamente, 7% maior quando as amostras foram sedimentadas

por 40min.
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Tabela 9. Porcentagens médias de recuperacdo de oocistos de
Cryptosporidium spp., apos a sedimentacao espontanea do lodo,

em quatro diferentes tempos.

Tempo de sedimentagao Porcentagens médias de

(min) recuperacao (%) + S (n=3)
10 38,85+ 1,71
20 43,04 + 8,28
30 38,66 + 4,21
40 36,18 + 2,00

S = Desvio Padrao

Embora os resultados, em alguns casos, tenham revelado uma diferencga
na porcentagem média de recuperagdo maior que 7%, quando foram
submetidos a Analise de Varidncia, nenhuma diferenga significativa foi
detectada entre os tempos testados (Tabela 10). Quando comparado com os
demais tempos testados, o tempo de 20min para a sedimentacdo espontanea
de 1,0g de lodo, apresentou a maior porcentagem média de recuperagao e
diminuiu o tempo de processamento de cada amostra analisada em pelo

menos 20min, sendo entio, incorporado a técnica.

Tabela 10. Analise da Variancia dos resultados da recuperagao dos oocistos
de Cryptosporidium spp., apos a sedimentagdo do lodo, nos tempos
de 10, 20, 30 e 40min.

Causas de Variacao GL QM Fcalculado
Entre os tempos 3 24,23 0,89
Dentro dos tempos 8 23,34 -
Total 11 - -

Valor do F Tabelado: Fo,05 (3,8 = 4,07
Coeficiente de Variagédo do Erro ou Residuo: CVe = 12,32%
GL = Graus de Liberdade; QM = Quadrado Médio

Por serem particulas leves, os oocistos precipitam lentamente e, tempos
de sedimentacdo superiores a 20min propiciaram a sedimentacido de maior
numero de oocistos, diminuindo a recuperagdo. Em contrapartida, tempos
inferiores a 20min ndo permitem a sedimentacado das particulas de lodo, que

acabam por ficar em suspensao no sobrenadante, ndo permitindo a formacéao



Resultados e Discussao 86

de um sobrenadante limpido, ocasionando também, queda da recuperacao de

oocistos de Cryptosporidium spp..

IV.1.8. Inclusao da etapa de centrifugagao do sobrenadante
A porcentagem média de recuperagdo de oocistos apds a centrifugagao
do sobrenadante € semelhante a porcentagem de recuperacéo de oocistos das

amostras nao centrifugadas, sendo muito menor que 1% (Tabela 11).

Tabela 11. Porcentagens médias de recuperagdo de oocistos de
Cryptosporidium spp., através da combinagao das técnicas da
SIM-IMF, apdés a centrifugagdo de todo o volume de

sobrenadante formado pela sedimentacao espontanea.

Tratamento do Porcentagens médias de

sobrenadante recuperacgao (%) + S (n=3)
Nao centrifugado 47,80 + 5,49
Centrifugado 47,61+ 8,74

S = Desvio Padrao

Através da Analise da Variancia, a que foram submetidos os resultados,
nao foi detectada diferenga significativa alguma entre o sobrenadante né&o
centrifugado e o sobrenadante centrifugado (Tabela 12), tendo sido, entao,
possivel incorporar a técnica a metodologia de centrifugagdo do sobrenadante

formado, apds a sedimentagao espontanea de 1,0g de lodo, por 20min.

Tabela 12. Analise da Variancia dos resultados da recuperagao dos oocistos
de Cryptosporidium spp., apos a centrifugacao de todo o volume de

sobrenadante formado pela sedimentagdo do lodo no tempo de

20min.
Causas de Variagao GL QM Fcalculado
Entre os tratamentos 1 0,03 0,00056
Dentro dos tratamentos 4 53,35 -
Total 5 - -

Valor do F Tabelado: Fo s (1,4) = 7,71
Coeficiente de Variagédo do Erro ou Residuo: CVe = 15%
GL = Graus de Liberdade; QM = Quadrado Médio
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O processo de centrifugagéo de todo o volume de sobrenadante formado
pela sedimentagdo espontanea, mostrou-se economicamente vantajoso, pois
eliminou o segundo tubo de 6mL, no qual era armazenado o sobrenadante,
reduzindo os custos com o0 uso de anticorpos monoclonais, com as pérolas
magnéticas usadas na pré-lavagem, com o anticorpo secundario conjugado a
FITC e com as membranas Nucleopore®. As laminas, correspondentes aos
materiais armazenados nestes tubos, apresentaram-se negativas para oocistos
de Cryptosporidium, confirmando a sedimentagdo do microorganismo durante a
centrifugacéo.

Apds a anadlise estatistica, a centrifugacdo de todo o volume de
sobrenadante formado apds a sedimentacédo esponténea de 1,0g do lodo, por

20min, foi incluida na técnica.

IV.1.9. Ressuspensdo do sedimento formado no processo

inicial de sedimentagao
A porcentagem média de recuperagao de oocistos apds a ressuspensao
do sedimento, ou seja, apds duas sedimentacbes espontdneas do lodo,
aumentou em aproximadamente 5% (Tabela 13). Através da Andlise de
Variancia, a que foram submetidos os resultados, ndo detectou-se diferenga
significativa alguma entre os tratamentos (Tabela 14). Portanto, a etapa de

ressuspensao do lodo foi incorporada a técnica.

Tabela 13. Percentagens médias de recuperacdo de oocistos de
Cryptosporidium spp., através da combinagao da técnicas
da SIM-IMF, apés a ressuspensao do sedimento formado a

partir do processo de sedimentagao espontanea do lodo.

Numero de sedimentagées Porcentagens médias de

esponténeas do lodo recuperagao (%) + S (n=3)
1 47,61+ 8,74
2 52,18 + 8,08

S = Desvio Padrao
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Tabela 14. Analise da Variancia dos resultados da recuperagao dos oocistos

de Cryptosporidium spp., apos duas sedimentagdes espontaneas do

lodo.
Causas de Variagao GL QM Fcalculado
Entre os tratamentos 1 31,30 0,4123
Dentro dos tratamentos 4 75,90 -
Total 5 - -

Valor do F Tabelado: Fo,05(1,4)= 7,71
Coeficiente de Variagédo do Erro ou Residuo: CVe=17,42%
GL = Graus de Liberdade; QM = Quadrado Médio

Como os oocistos sdo estruturas muito pequenas, os mesmos podem
facilmente ficar retidos nos detritos e nas particulas maiores de lodo, através de
forcas eletrostaticas, e serem arrastados para o fundo do tubo.

A ressuspensdo, por agitagdo do sedimento formado na primeira
sedimentagao de 1,0g de lodo (por 20 min), permitiu a liberagdo dos oocistos
que estavam aderidos as particulas maiores e que foram, consequentemente,
arrastados para o fundo do tubo. O sobrenadante formado pela segunda
sedimentagdo da amostra foi armazenado em um segundo tubo de 6mL, sendo
também, submetido a SIM-IMF, o que aumentou os percentuais de
recuperacdo de oocistos por amostra. Em contrapartida, a inclusdo deste
segundo tubo na padronizagdo aumentou novamente o custo da analise por

amostra.

IV.1.10. Reducao do volume de sobrenadante a ser
processado e validagao do Protocolo Final - Lodo
A porcentagem média de recuperagdo de oocistos, através da
combinagado das técnicas da SIM-IMF, seguindo o Protocolo Final — Lodo foi
2% maior do que quando seguiu-se o Protocolo Il e, aproximadamente, 7%
superior quando seguiu-se os Protocolos | e Il, sendo que, apresentou, ainda
um Desvio Padrao (+ 4,30) menor que os demais protocolos testados (Tabela
15). Detalhes técnicos sobre tais protocolos estdo nesta mesma tabela.
No Protocolo Final — Lodo foi incluida a centrifugagdo dos dois
sobrenadantes formados pelas duas sedimentagdes, e armazenados em tubos

de 15mL, com o objetivo de for¢ar a decantagao dos oocistos para o fundo dos
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tubos e, consequentemente, permitir que as partes superiores dos
sobrenadantes fiquem livres dos oocistos, podendo entdo serem descartadas.
As laminas correspondentes, apresentaram-se negativas para oocistos de
Cryptosporidium spp. confirmado a sedimentagdo do microorganismo durante a
centrifugacao.

Com a unido, em um unico tubo de 6mL, das partes inferiores dos dois
sobrenadantes formados (originados pelas duas sedimentagbes), apos a

centrifugacéo, o custo da analise por amostra diminuiu, ndo a invibializando.

Tabela 15. Comparacao das porcentagens médias de recuperagao de oocistos
de Cryptosporidium spp., utilizando quatro diferentes protocolos de

processamento de amostras de lodo.

Porcentagens médias de

Protocolo recuperacao (%) + S (n=3)
Protocolo I* 47,80 + 5,49
Protocolo II* 47,61 + 8,79
Protocolo III* 52,46 + 8,08

Protocolo Final — Lodo* 54,46 + 4,30

S = Desvio Padrao

*Protocolo |: processamento da SIM-IMF, com todo o volume de sobrenandante,
formado apds uma Unica sedimentacédo espontanea de 1,0g de lodo, armazenado em dois tubos
de 6mL.

*Protocolo II: processamento da SIM-IMF com 5mL de sobrenadante obtido apds a
centrifugacéo de todo o volume de sobrenadante formado pela sedimentacdo esponténea de
1,0g de lodo.

*Protocolo Ill: processamento da SIM-IMF, com dois volumes diferentes de
sobrenadante, armazenados em dois tubos de 6mL, apds duas sedimentagdes de uma amostra
de 1,0g de lodo.

*Protocolo Final - Lodo: processamento da SIM-IMF, com 5mL de sobrenadante em um
Unico tubo de 6mL, apods a centrifugagéo de todo o volume de sobrenandante formado pelas
duas sedimentagbes de uma amostra de 1,0g de lodo.

Quando os resultados foram submetidos a Anadlise de Variancia nao
foram detectadas diferengas significativas entre os protocolos testados (Tabela
16), principalmente, entre o Protocolo Ill e o Protocolo Final — Lodo. Estes
dados permitiram a adocado do Protocolo Final — Lodo para a detecgao e
quantificacao de oocistos de Cryptosporidium spp. nas amostras de campo de

lodo.
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Tabela 16. Analise da Variancia dos resultados da recuperagao dos oocistos
de Cryptosporidium spp., através da utilizacdo dos Protocolos |, II,

Il e Final — Lodo.

Causas de Variagao GL QM Fcalculado
Entre os protocolos 3 30,74 0,614
Dentro dos protocolos 8 50,04 -
Total 11 - -

Valor do F Tabelado: Fo,05 (1,8 = 4,07
Coeficiente de Variagédo do Erro ou Residuo: CVe = 10%
GL = Graus de Liberdade; QM = Quadrado Médio

IV.2. Aplicagdao da metodologia padronizada para a detecgdo e
quantificacao de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de
campo de lodo da ETE - Sistema Insular da CASAN, Florianépolis, SC

Apos a padronizagao da metodologia usando-se varias aliquotas de uma
amostra inicial de lodo, sabidamente negativa para coccidios, e a introduc¢ao de
modificagdes do protocolo sugerido por Souza (2002), chegou-se ao Protocolo
Final — Lodo (item 111.2.4.12.), que foi utilizado para analisar amostras de lodo,
coletadas diretamente da prensa desaguadora da ETE da CASAN - Sistema
Insular, Floriandpolis, no periodo de 11 a 31 de julho de 2002.

As amostras foram processadas usando-se como controle positivo, o
controle comercial ColorSeed®, num volume de 1,636ulL+56pL, contendo
98+1,5 oocistos e 98+1,5 cistos de Cryptosporidium parvum e Giardia lamblia,
respectivamente.

O ColorSeed® possui uma baixa variagdo no numero de oocistos, é
permanentemente marcado em vermelho com Texas Red®, o que facilita a
quantificacdo. Essa caracteristica faz com que ele possa ser utilizado como
padrao interno para qualquer tipo de amostra, oportunizando a avaliacao da
eficiéncia da técnica. Devido a estas caracteristicas, o ColorSeed® passou a
ser usado como controle na avaliagdo da qualidade das metodologias de
concentracao, deteccdo e quantificacdo de oocistos de Cryptosporidium spp.

nas amostras de campo de lodo.
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IV.2.1. Pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp.

Das 27 amostras processadas, 20 (74,07%) foram positivas para
Cryptosporidium spp.. Dos oocistos de Cryptosporidium parvum semeados,
através do controle interno comercial ColorSeed®, seguindo o Protocolo Final —
Lodo (item 111.2.4.12.), houve recuperagdo em 100% dos casos, sendo que a
porcentagem média de recuperacdo dos oocistos do controle ColorSeed® foi de
39,96%, com um desvio padrdo de +11,20 (Tabela 17).

O numero de oocistos de Cryptosporidium spp. detectados por amostra
analisada, variou de um a quatro (Figura 22). Das 20 amostras positivas para o
referido parasita, 13 (65%) apresentaram apenas um unico oocisto, cinco
(25%) apresentaram dois oocistos e trés oocistos foram detectados em uma
(5%) amostra. Também, em apenas uma (5%) amostra detectou-se quatro
oocistos (Tabela 17).

A porcentagem média de recuperagdo dos oocistos do ColorSeed®,
semeados nas amostras de lodo, foi de 39,96%, através da combinagédo das
técnicas da SIM-IMF.

Similarmente, Robertson & Gjerde (2000) obtiveram um percentual de
recuperacao de oocistos de 42%, a partir de amostras de frutas, usando
também a técnica da SIM, porém acoplada a imunoflurescéncia direta.

Robertson et al. (2000) obtiveram percentuais semelhantes em amostras
de esgoto, pelas técnicas de clarificagdo em éter (40%) e flutuacdo em
sacarose (42%).

Bukhari et al. (1997), entretanto, utilizando amostras de esgoto,
obtiveram percentuais de recuperagao de oocistos, que variaram de 15,4% a
46,6%, quando as mesmas foram concentradas pela técnica de flutuagdo em
sacarose e marcadas com anticorpos monoclonais ligados ao FITC.

Bodley-Tickell e colaboradores (2002), analisaram 418 amostras de
agua coletadas em uma fazenda modelo da Inglaterra e detectaram oocistos de
Cryptosporidium parvum em 274 (65,6%) amostras. Eles obtiveram percentuais
de recuperagao que variaram de zero a 36%, com uma média de 17,6%,
indicando que as aguas que passam ou que estdo proximas a areas agricolas

tém grande probabilidade de serem contaminadas com Cryptosporidium.
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Ainda,

acoplada a

Rochelle et al. (1999), utilizando a técnica da SIM, também

imunofluorescéncia, para a deteccdo e quantificacdo de

Cryptosporidium parvum em fezes bovinas, obtiveram um percentual de

recuperagao

de 67%, superior ao encontrado neste trabalho, concluiram que a

técnica mostrou-se sensivel para detectar baixos niveis de oocistos.

Tabela 17. Porcentagens de recuperagdo de oocistos de Cryptosporidium

parvum, contidos no controle interno comercial ColorSeed®, e
resultados da detecgédo de oocistos de Cryptosporidium spp. nas
amostras de campo de lodo coletadas da esteira da prensa
desaguadora da ETE — Sistema Insular da CASAN, Floriandpolis,

utilizando o Protocolo Final - Lodo.

Numero da Porcentagens de recuperagao Numero de
amostra de oocistos ColorSeed® (¥) oocistos/amostra

1 44 1

2 49 2

3 47 -

4 14 -

5 40 1

6 41 1

7 65 2

8 40 -

9 46 4

10 49 2

11 29 2

12 58 2

13 28 1

14 34 1

15 37 1

16 30 -

17 37 1

18 37 1

19 15 -
20 39 1
21 42 1
22 51 1
24 38 3
25 35 1
27 46 -
30 51 1
31 37 -

(*) Média da porcentagem de recuperacao dos oocistos + Desvio Padrao: 39,96+11,20; Coeficiente

de Variagéo: 28%
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Figura 22: Oocistos de Cryptosporidium spp. em uma amostra de lodo da ETE da CASAN —
Sistema Insular, de Florianépolis: A - marcado com FITC, visualizado no aumento de 40x; B —
marcado com Texas Red®, visualizado no aumento de 40x; C - marcados com FITC,
visualizados no aumento de 10x.

A eficiéncia da SIM, para amostras ambientais, de acordo com Rotariu,
Strachan, Badescu (2002a,b) pode ser influenciada por varios fatores: pelo
didmetro muito pequeno da pérola magnética; pelo tempo insuficiente para a
ligacdo entre as pérolas magnéticas e os microorganismos; pelo volume da
solugdo em que o0 microorganismo se encontra em suspensdo; pela
composi¢cdo e consisténcia da amostra; pela quantidade de gordura e de
particulas eletromagnéticas da amostra; e pela intensidade do campo
magnético usado.

Assim, a eficiéncia na recuperag¢ao de oocistos de Cryptosporidium spp.

nas amostras de lodo da ETE da CASAN - Sistema Insular, pode ter sido
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influenciada também, por tais fatores, justificando o alto valor do desvio padréo
(+ 11,20), bem como, o alto coeficiente de variagéo (28%) obtido na analise das
27 amostras.

O Método 1623, que foi proposto pela Agéncia de Prote¢cdo Ambiental
dos EUA, para deteccéo de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia em
agua, utiliza a técnica da SIM para a concentracdo dos protozoarios e a
imunofluorescéncia indireta, com anticorpos monoclonais ligados ao FITC, para
a quantificagdo das formas morfolégicas, através da microscopia de
epifluorescéncia. Este método é considerado eficiente quando o percentual
médio de recuperacdo de oocistos de Cryptosporidium varia de 21 a 100%,
sendo a precisédo da técnica, calculada pelo desvio padrao, que pode atingir um
percentual maximo de até 40% (USEPA, 1999). Quando outras amostras
ambientais, analisadas pelas mesmas metodologias referenciadas nesse
método, apresentarem valores de recuperagdo e de desvio padrao
semelhantes aos propostos para amostras de agua, poder-se-ia, por analogia
considerar estas metodologias eficientes também para a amostra questao.

As amostras de lodo analisadas, apesar de possuirem uma constituicao
extremamente diversificada, consisténcia variada e grande quantidade de
particulas interferentes, forneceram valores de recuperagao similares aqueles
propostos para amostras de agua e apresentaram, também, desvio padréo
inferior a 40%. Portanto, a recuperagdao média obtida neste trabalho de 39,96 +
11,20, para oocistos de Cryptosporidium spp., pode ser considerada
perfeitamente aceitavel. Assim sendo, a combinagdo das técnicas de
sedimentagao espontanea do lodo, centrifugagdo do sobrenadante, separagéo
imunomagnética e imunofluorescéncia indireta mostrou-se uma ferramenta
eficaz para a concentragdo, deteccdo e quantificagdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. em amostras de lodo da ETE da CASAN - Sistema
Insular, Florianopolis.

Coeficientes de variagédo elevados, como o obtido neste trabalho (28%)
também foram observados por outros autores, que avaliaram diversas técnicas
para a recuperacao de oocistos a partir de amostras de fezes de animais e de
solo (BUKHARI & SMITH, 1995; KUCZYSKA & SHELTON, 1999).
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O percentual de amostras de lodo positivas (74,07%) para oocistos de
Cryptosporidium spp., encontrado neste trabalho, foi alto quando comparado
com o encontrado por Bukhari et al. (1997), que foi de 25,5%, ou seja, apenas
24 amostras positivas das 94 analisadas.

Xiao et al. (2001), obtiveram, também, um percentual de amostras de
esgoto bruto positivas inferior ao deste trabalho: apenas 12 (24,48%) das 49
analisadas.

Em contrapartida, Zuckerman et al (1997) que pesquisaram oocistos de
Cryptosporidium em aguas de superficie e efluentes em Israel obtiveram 100%
de positividade. Brandonisio et al. (2000), também, obtiveram 100% de
positividade ao pesquisarem o mesmo parasita, em aguas de esgoto de ETE’s
da Italia.

Robertson & Gjerde (2001), na Noruega, pesquisando a ocorréncia de
oocistos de Cryptosporidium spp., em frutas e vegetais, observaram que a
concentracéo variou de 1 a 6 oocistos/100g de amostra. Em contrapartida, a
concentracdo de oocistos, em amostras de lodo da ETE da CASAN - Sistema
Insular variou de 100 a 400 oocistos/100g de amostra.

Bukhari et al. (1997) e Carraro et al. (2000) sugerem que as variagdes
na concentragdo de oocistos de Cryptosporidium spp. e nas porcentagens de
amostras de esgoto positivas, para o mesmo parasita, dependem sobretudo do
tamanho da populacdo assistida pela ETE e dos niveis de infecgcdao da
comunidade. Os primeiros autores acrescentam, ainda, que os métodos de
deteccdo de oocistos em fezes, usados para diagnosticos laboratoriais s&o
ineficientes, conduzindo a uma subnotificagcdo desta patologia; portanto é
esperado que os percentuais de oocistos detectados em esgotos sejam
maiores que aqueles em fezes humanas.

Silva & Da-Rin (2000), objetivaram caracterizar a biota do lodo, (através
da identificagdo e quantificagdo de protozoarios), e observaram que o numero
total dos mesmos esta diretamente relacionado ao fator carga orgéanica e
inversamente relacionado a idade do lodo (tempo de retengao dos sélidos no

sistema).
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A técnica da imunofluorescéncia indireta, utilizando anticorpos
monoclonais, altamente especificos, € uma ferramenta importante para a
detecgao e quantificacdo desses parasitas ao final do processo. No entanto, a
imunofluorescéncia detecta todos os tipos de oocistos.

Para o estudo epidemiolégico da parasitose € importante detectar e
diferenciar parasitas viaveis e inviaveis. Entretanto, ndo foi objetivo deste
trabalho atestar a viabilidade e a infectividade dos oocistos de Cryptosporidium
spp., mas sim identificar sua ocorréncia no lodo da ETE da CASAN - Sistema
Insular, Floriandpolis. Além disso, 0 solo € um meio indspito, com intensa
atividade microbioldgica, onde a maioria dos patégenos apresenta um curto
periodo de sobrevivéncia, apds a incorporacdo do lodo. Os cistos de
protozoarios existentes no lodo sobrevivem apenas de dois a 10 dias no solo
que recebeu esse lodo, sendo que, neste periodo, esse solo ndao deve ser
usado para qualquer cultivo (ILHENFELD et al., 1999). Assim sendo, a analise
da viabilidade e da infectividade dos protozoarios presentes no lodo, que tera

como destino a reciclagem agricola, torna-se desnecessaria.

IV.2.2 Pesquisa de cistos de Giardia spp.

Das oito amostras processadas com o intuito de detectar a presenca de
Giardia, sete (87,5%) foram positivas (Figura 23). Dos cistos de Giardia lamblia
semeados, através do controle interno comercial ColorSeed®, seguindo o
Protocolo Final — Lodo (item 111.2.4.12.), houve recuperagao em apenas 62,5%
dos casos, sendo que, a porcentagem média de recuperagao destes controles
foi muito baixa apenas 0,87%, indicando que o protocolo usado foi ineficiente
(Tabela 18). A baixa recuperagao de cistos de Giardia lamblia pode ter sido
influenciada pelo tempo de 20min de sedimentacdo espontdnea do lodo,
padronizado para a detecgao de oocistos de Cryptosporidium spp., 0s cistos
sdo maiores e mais pesados que os oocistos, assim sendo, sedimentam em
menor tempo, com maior velocidade, e podem, também serem mais facilmente

arrastados pelas particulas maiores de lodo para o fundo do tubo.
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Figura 23: Cistos de Giardia spp. em amostra de lodo da ETE da CASAN — Sistema Insular,
Florianépolis, SC: A - marcados com FITC, visualizados no aumento de 40x; B — marcado com
Texas Red®, visualizado no aumento de 40x.

A Tabela 18 permite observar, ainda, que o numero de cistos de Giardia
spp. detectados nas sete amostras positivas, é visivelmente superior ao
numero de oocistos de Cryptosporidium spp., detectados nas mesmas
amostras, conforme referenciado na Tabela 17. Apenas na amostra 21 nao foi
detectada a presenca de cistos de Giardia spp..

Assim como propdem Semenas et al. (1999), Brandonisio et al. (2000),
Carraro et al. (2000), Lloyde & Frederick (2000), Rimhanen-Finne et al. (2001),
estes resultados sugerem que a patologia causada por este parasita tem alta
prevaléncia na populagao assistida pela ETE analisada, quando se compara

com a prevaléncia da patologia determinada pelo Cryptosporidium parvum.
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Tabela 18. Porcentagens de recuperacéao de cistos de Giardia lamblia, contidos
no controle interno comercial ColorSeed® e resultados da detecgdo
de cistos de Giardia spp., em algumas das amostras de campo de
lodo, coletadas da esteira da prensa desaguadora da ETE -

Sistema Insular da CASAN, Floriandpolis, utilizando o Protocolo

Final - Lodo.
Numero da Porcentagens de recuperagao Numero de
amostra de cistos ColorSeed® () cistos/amostra

20 1 20
21 2 -
22 - 4
24 - 11
25 1 11
27 1 13
30 2 19
31 - 4

(*) Média da porcentagem de recuperagdo dos cistos + Desvio Padrdo: 0,87 + 0,83%;
Coeficiente de Variagao: 95,4%.

IV.3. Pesquisa de helmintos

Com o desenvolvimento da parasitologia meédica, diversas técnicas
foram propostas para a quantificacdo de ovos e larvas de helmintos intestinais
em fezes, e os principios basicos dessas técnicas foram adaptados para a
quantificacao de ovos e larvas de helmintos em amostras esgoto e lodo.

Diversos métodos para a quantificacdo de ovos e larvas de helmintos em
esgotos estdo descritos na bibliografia especializada, cada um com suas
vantagens e desvantagens (ZERBINI & CHERNICHARO, 2001). Alguns
apresentam elevadas percentagens de recuperagdo, mas demandam grande
tempo de analise, outros utilizam reagentes de custo muito elevado ou nao
adequados para o uso em laboratorios com limitacdes de equipamentos,
enquanto outros sdo capazes de recuperar apenas um numero limitado de
especies. Fica claro, com isso, que nao existe um método que seja
universalmente util, que recupere todos os ovos e larvas de helmintos de
importancia médica e que tenha uma taxa de recuperacao elevada. A escolha

do método a ser utilizado deve ser feita levando-se em consideragao o objetivo
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da pesquisa e o tipo de sistema que esta sendo utilizado para o tratamento dos
esgotos.

Segundo os dados obtidos (Tabela 19), observou-se que das 27
amostras analisadas pelo método de Ritchie, cinco (18,51%) foram positivas na
protozooscopia (Figura 24) e 23 (85,18%) apresentaram resultados positivos
para helmintos (Figura 25), sendo que apenas trés (11,11%) foram negativas,
tanto para helmintos quanto para protozoarios.

Em nenhuma das amostras, quando analisadas pela técnica de Ritchie
detectou-se cistos de Giardia spp., confirmando que a combinacdo das
técnicas da SIM-IMF é mais sensivel do que a simples pesquisa dos cistos do
referido parasita pela técnica de concentragdo tradicional, em amostras de
lodo. Devido ao pequeno tamanho dos oocistos de Cryptosporidium spp., e de
sua semelhanca com leveduras era esperado que nao fosse possivel visuliza-
los, através da técnica de Ritchie (DE CARLI, 2001).

Ainda na Tabela 19, pode-se observar que, dentre os helmintos
encontrados, destacou-se a presengca de ovos com caracteristicas de
ancilostomideos em 21 (77,77%) das amostras processadas, € em cinco

(18,59%) amostras, encontrou-se ovos com caracteristicas de Ascaris spp..

Figura 24: Cistos de protozoérios detectados nas amostras de lodo da ETE da CASAN —
Sistema Insular, Floriandpolis, pelo método de Ritchie: A — cisto de Entamoeba coli; B — cisto
com caracteristica de ameba.
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Tabela 19. Detecgao de ovos e larvas de helmintos e cistos de protozoarios

pelo Método de Ritchie.

Numero
da Helmintoscopia Protozooscopia
amostra
Negativa Negativa
Negativa Negativa

Ovos com caracteristica de Ascaris ou Toxocara sp.

. : . Cisto de ameba
Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos

1

2

3

4 Negativa Entamoeba coli

5 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Negativa

6 Negativa Negativa

7 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Negativa

8 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Negativa

9 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Negativa

10 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Neqativa
Larva de Vida Livre 9

11 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Negativa

12 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Neaativa
Larva de Vida Livre 9

13 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Negativa

14 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Negativa

15 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Negativa

16 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Negativa

17 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Negativa

Ovos com caracteristica de Ascaris ou Toxocara sp.

18 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Entamoeba coli
Larva de Vida Livre

19 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Cisto de ameba
Larva de Vida Livre

20 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Neaativa
Larva de Vida Livre 9

21 Ovos com caracteristica de Ascaris ou Toxocara sp. Neqativa
Larva de Vida Livre 9

Ovos com caracteristica de Ascaris ou Toxocara sp.

22 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Negati

Larva de Vida Livre egativa
Meloidogyne

24 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Negativa

25 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Entamoeba coli

27 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Negativa

Ovos com caracteristica de Ascaris ou Toxocara sp.
30 Ovos com caracteristicas de Ancilostomideos Negativa
Larva de Vida Livre

31 Hymenolepis nana Negativa
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- i

Figura 25: Ovos de helmintos detectados nas amostras de lodo da ETE da CASAN — Sistema
Insular, Floriandpolis, pelo método de Ritchie: A e B — ovos com caracteristicas de Ascaris
spp./Toxocara sp.; C — ovo de Meloidogyne; D - ovo de Hymenolepis nana; E e F — ovos com
caracteristicas de ancilostomideos; G - Larva de vida livre.
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Os ovos de Ascaris spp., visualizadas nas amostras de lodo analisadas
neste trabalho, ndo foram morfologicamente confirmados como sendo o
parasita humano, Ascaris lumbricoides. Assim, os ovos visualizados podem ser
de A. lumbricoides, A. suun, Toxocara canis ou T. catti.

Um fato que chamou a atencao foi a ocorréncia de mais de um parasita
em uma unica amostra. Das amostras analisadas, 14 (51,85%) apresentaram-
se monoparasitadas, cinco (18,51%) biparasitadas e cinco (18,51%)

poliparasitadas, ou seja, com mais de duas espécies de parasitas (Figura 26).

18,51% 11,11%

18,51%

51,85%
|:| amostras negativas . amostras biparasitadas

|:| amostras monoparasitadas .amostras poliparasitadas

Figura 26: Frequiéncia de parasitas nas amostras de lodo analisadas.

Os esgotos podem conter uma grande variedade de ovos provenientes
de fezes humanas e animais e, consequentemente, esses helmintos podem ser
também encontrados no lodo dos esgotos.

De acordo com Zerbini & Chernicharo (2001), a correta identificagdo dos
ovos de helmintos deve ser realizada baseando-se, principalmente, nas suas
caracteristicas morfolégicas e de tamanho. Para tal, torna-se indispensavel
proceder a medi¢cao exata dos ovos, utilizando-se um microscépio calibrado, de
forma a se conseguir a correta identificagdo e diferenciagcdo dos ovos de
helmintos presentes na amostra. Isso porque o tamanho dos ovos é um dos
principais critérios que permitem identificar as espécies de parasitas. Porém,
nao foi objetivo deste trabalho identificar e diferenciar os ovos e larvas de

helmintos encontrados nas amostras no lodo analisadas, mas sim, detecta-los.
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No Estado do Parana, para fins de caracterizacdo do perfil sanitario do
lodo, foram estabelecidos como indicadores a contagem e viabilidade dos ovos
de helmintos. Dentre os agentes patogénicos, os helmintos sdo os que
apresentam maior capacidade de resisténcia as condicbées do meio, portanto,
uma vez realizado o controle desses patdégenos, os demais estardo
automaticamente em niveis admissiveis, compativeis com o uso agricola, ndo
proporcionando riscos aos usuarios do produto e ao meio ambiente
(ANDREOLI et al., 2001).

Vanzo e colaboradores (2000) afirmam que, a quantidade de patégenos
nos biossodlidos € bastante variavel e depende, fundamentalmente, das
condigbes socio-econdmicas da populagéo, das condi¢cdes sanitarias da regido,
da presencga de industrias agro-alimenticias e do tipo de tratamento ao qual o
lodo é submetido. Eles sugeriram, também, que nos paises mais
desenvolvidos, cuja populagdo apresenta padrées adequados de saude, a
densidade de alguns patdgenos nos biossdlidos, como os ovos de helmintos,
seria mais baixa do que em paises em desenvolvimento.

Lloyd & Frederick (2000) mostraram que ha grande dificuldade de se
remover ovos de Ancylostoma, cistos de Giardia e Entamoeba e oocistos de
Cryptosporidium pela sedimentacdo do esgoto da ETE. A pequena taxa de
sedimentagdo dos protozoarios € influenciada pelo pequeno tamanho dos
cistos/oocistos, o que também dificulta o monitoracido desses protozoarios no
esgoto e, consequentemente, no lodo. Para a completa remocdo dos
cistos/oocistos dos protozoarios do esgoto se faz necessario um tempo de
retencdo no reator, para que se processe a sedimentacdo das formas
morfolégicas de, no minimo, 36 dias. Somente apds esse periodo, os
protozoarios poderiam ser visualizados em amostras de lodo. Os autores
apontaram, ainda, que Giardia e Ascaris sdo 0s parasitas, que ocorrem com
maior frequéncia, em todos os estagios de uma estagao de tratamento, devido
a sua maior prevaléncia na populacao.

Em concordancia com Lloyd & Frederick (2000), outros autores também
mostraram que o Ascaris foi o parasita de maior ocorréncia em suas pesquisas
(TELES, COSTA, GONCALVES, 1999; PASSAMANI et al., 2000; RENDON,
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VELASQUEZ, CISNEROS, 2000; ROBERTSON & GJERDE, 2000; PAULINO,
CASTRO, THOMAZ-SOCCOL, 2001).

O maior percentual de amostras positivas para este parasita, nos
estudos mencionados, pode ser em decorréncia do baixo padrao de vida da
populacdo atendida; da falta de servicos sanitarios; da alta rotatividade da
populagao (turismo de baixo poder econémico); da ineficiéncia da ETE em
estabilizar o lodo, o que nao permite a eliminagcéo do parasita; ou, até mesmo,
da identificacido incorreta do ovo de Ascaris spp., que se assemelha muito ao
ovo do Toxocara sp.

Paulino e colaboradores (2001) sugeriram, ainda, que a alta frequéncia
detectada poderia ser em decorréncia da prépria constituicdo do ovo de Ascaris
spp., que tem trés membranas espessas, que lhe conferem maior resisténcia e

permitem ao parasita sobreviver por periodos longos no meio ambiente.
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V. Conclusoes
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V. Conclusoes

A inclusdo da pré-limpeza do lodo, por sedimentacdo espontanea, e pré-
lavagem do sobrenadante formado, com Pérolas Magnéticas Biomag®
reduziu a quantidade das particulas interferentes no processo da separacao

imunomagnética;

O uso de tubos de 15mL para a sedimentacdo espontanea do lodo e de
6mL para o processamento da SIM, aumentou o percentual de recuperagao

de oocistos de Cryptosporidium spp.;

O ColorSeed®, utilizado como controle positivo interno, permitiu determinar
a porcentagem de recuperacdo e identificacdo dos oocistos de

Cryptosporidium spp. para cada amostra;

A combinacdo das técnicas de sedimentacdo espontdnea do lodo e
centrifugacdo do sobrenadante, purificagcdo e concentragdo dos oocistos
através da SIM e de deteccao e quantificacdo através da IMF, mostrou ser
uma ferramenta eficaz para a deteccdo e quantificacdo de oocistos de
Cryptosporidium spp., em amostras lodo da ETE da CASAN - Sistema

Insular, Florianépolis, SC;

A metodologia padronizada para detectar oocistos de Cryptosporidium spp.
nao apresentou a mesma eficiéncia para detectar cistos de Giardia spp.,

nas amostras de lodo analisadas;

O numero de cistos de Giardia spp. por amostra analisada, detectado pela
SIM-IMF, foi muito superior ao numero de oocistos de Cryptosporidium spp.,

detectado nas amostras de lodo analisadas;

A combinagdo das técnicas da SIM-IMF apresentou maior sensibilidade

para a deteccdo de cistos de Giardia spp., em amostras de lodo, quando
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comparada com a técnica de Ritchie, que n&o detectou cistos nas amostras

analisadas;

A técnica de Ritchie detectou a presenca de ovos e larvas de helmintos
(ovos com caracteristicas de Ascaris spp./Toxocara sp., 0OvVOS com
caracteristicas de ancilostomideos, larvas de vida livre e ovos de

Hymenolepis nana), em 23 das 27 amostras analisadas;

A presenga de microorganismos patogénicos (protozoarios e helmintos)
indica maiores cuidados quanto a reciclagem agricola do lodo,

recomendando-se que o mesmo seja higienizado;

Outros estudos sao necessarios para o monitoramento da presenca de
microrganismos patogénicos no lodo, como virus, bactérias, e outros

parasitas e, até mesmo metais pesados.
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