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Caracterizacao da exposicao humana alodo
de esgoto sanitario na cadeia: tratamento,
uso agricola e consumo de hortalicas

Characterization of human exposure to sewage sludge in the chain:
treatment, agricultural use and consumption of vegetables

Juliana Ferreira de Oliveira'

, Keila Fuji', Paula Dias Bevilacqua'™

RESUMO

Objetivou-se caracterizar a exposicao humana a infeccao por bactérias
e virus via ingestdo, considerando os cendrios: tratamento do lodo
(cenario 1; uso do lodo como adubo agricola (cendrio 2) e consumo de
hortalicas adubadas com lodo (cenario 3). A exposicao foi caracterizada
pelas concentracdes de Escherichia coli, virus entéricos cultivaveis (VEC)
e colifagos somadticos (CS) nas amostras: lodo de esgoto em tratamento
(LET), 4gua de lavagem das maos (ALM) no tratamento e no plantio,
mistura solo + lodo (MSL) e hortalicas alface e cenoura. No cendrio 1, em
torno de 50-60 dias, as amostras LET apresentaram umidade < 10% e
padrdo classe A. Nas amostras LET, concentracoes de CS variaram entre
91x10?e19 x10° UFPg'ST e de VEC entre 242 e 715 UFPg' ST. No cendrio
2, CS foram detectados em 72% das amostras MSL com concentracdes
entre 10 e 330 UFPmL'. Concentracoes de E. coli <10 NMP100 mL' foram
detectadas nas amostras ALM-tratamento (63,7%). Para virus, todas as
ALM-tratamento foram negativas e 174% das ALM-plantio apresentaram
VEC entre 3 e 4092 UFPmL". Todas as amostras de alface foram
negativas para CS e VEC. Considerando-se as caracteristicas dos cenarios
avaliados, trabalhadores do servico de saneamento, trabalhadores rurais e
consumidores de hortalicas estiveram expostos a baixas concentracoes
de E. coli e VEC. CS foram resistentes ao tratamento térmico e ao plantio, o
que sugere seu potencial como indicadores de VEC.
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ABSTRACT

The aim of this study was to characterize human exposure to
microbiological contamination (bacteria and viruses) via ingestion,
considering the following scenarios: treatment of sludge (scenario 1); use
of sludge as fertilizer (scenario 2) and consumption of vegetables fertilized
with sludge (scenario 3). Exposure was characterized by the levels of
Escherichia coli, cultivable enteric viruses (CEV) and somatic coliphages
(SO) in the samples: sewage sludge under treatment (SST); handwashing
water (HW) in treatment and planting; mix soil + sludge (MSL) and the
vegetables lettuce and carrots. In scenario 1, SST samples presented < 10%
humidity and class A pattern around 50-60 days; SC concentrations
ranged from 91 x 10 to 19 x 10° PFUg' TS, and CEV ranged from 242
to 715 PFUg' TS. In scenario 2, CS were detected in 72% of HW samples,
and concentrations ranged from 10 to 330 PFUmL. E. coli concentrations
< 10 NMP10O mL" were detected in HW-treatment samples (63.7%).
Viruses were not detected in 100% of HW-treatments samples, and 174%
of HW-plantings had CEV concentrations between 3 and 4092 PFUmML"
All the vegetable samples were negative for SC and CEV. Considering the
characteristics of the scenarios evaluated, sewage workers, rural workers
and consumers of vegetables were exposed to low concentrations of
E. coli and CEV. Somatic coliphages were resistant to heat treatment and
planting, which supports their potential as indicators of CEV.

Keywords: enterovirus; coliphages; reuse; fertilizer.

INTRODUCAO

A produgio de lodo é inerente aos processos de tratamento de esgoto e tende
a aumentar em func¢do do crescimento populacional e das melhorias no setor
brasileiro de saneamento, mesmo que estas sejam, ainda, insuficientes. Dados

do Sistema Nacional de Informagdes sobre Saneamento (SINIS) apontam,

entre 2012 e 2015, discretos aumentos em servigos de esgotamento sanitario,
como expansdo da rede coletora (12,7%), volume de esgoto coletado (0,72%) e
volume de esgoto tratado (6,9%) (BRASIL, 2017). Segundo a Pesquisa Nacional
de Saneamento Bésico, em 2000, apenas 2,8% dos municipios realizavam trata-

mento do lodo gerado em biodigestores, 8,3% realizavam apenas desaguamento
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do lodo e 1,5% submetia o lodo a outros processos nio explicitados (BRASIL,
2000). O lodo de esgoto produzido (tratado ou nao) tem sido destinado pelos
municipios para incinerac¢do (1,6%), terreno baldio (7,9%), rio (13,4%), rea-
proveitamento (13,9%), aterro sanitario (37,1%) e outros destinos nao especi-
ficados (26%) (BRASIL, 2008).

Tais dados sugerem alguma iniciativa do setor saneamento para propiciar
destino ao lodo, porém muito aquém ainda da possibilidade de aproveitamento
desse subproduto, considerando-se, por exemplo, a reciclagem de nutrientes
com o uso agricola do lodo. Essa pratica de disposi¢ao final implica diferentes
beneficios, como aumento do tempo de vida util dos aterros sanitdrios, redu-
¢a0 dos gastos da agricultura com insumos quimicos e organicos, bem como
reincorporagdo de carbono organico e diversos nutrientes (N, P, K), produ-
zindo efeitos favoraveis sobre as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas
do solo (GOMES; NASCIMENTO; BIONDI, 2007; CHIBA; MATTIAZZO;
OLIVEIRA, 2008).

Por outro lado, o uso agricola do lodo implica perigos microbiologicos a
saude humana, constituindo importante obstéculo a essa pratica. Tratamentos
convencionais do esgoto apresentam diferentes eficiéncias de inativagdo e
remogao, dependendo do micro-organismo, podendo resultar na sua trans-
feréncia e significativa concentragio no lodo produzido (VIAU; PECCIA,
2009; WONG et al., 2010). Conforme estudo realizado por Viau et al. (2011),
a digestdo anaerdbica mesofilica apresentou redugdo média de 1,5 log,,
1,31og, e 1,75 log,  das concentragdes, respectivamente, de Escherichia coli,
enterovirus infecciosos e colifagos. A compostagem do lodo digerido propor-
cionou, em média, redugdo de 3,6 log,, de bactérias indicadoras e patogéni-
cas e de 5,5 log,, de virus patogénicos e bacteriofagos. A digestdo anaerdbica
termofilica apresentou reducdo média de 1,6 log de bactérias indicadoras
e de 2,8 log,  de enterovirus.

Diferentes estudos também apontam a diversidade e as concentragdes varia-
das tanto de organismos indicadores quanto de agentes patogénicos em lodo de
esgoto: concentragdes de E. coli variaram entre 10° e 10’ NMP ou células.mL"*
ou g de lodo (GANTZER et al., 2001; POURCHER et al., 2005; EAMENS;
WALDRON; NICHOLLS, 2006; WERY et al., 2008; WONG et al., 2010); colifagos
somaticos (CS) apresentaram concentragdes variando entre 10° e 10° UFP. g de
sélidos totais (ST) (ASTALS et al., 2012; LEVANTESI et al., 2015); virus entéri-
cos cultivaveis (VEC) variaram entre “ndo detectados” e 1,1 x 10* UFP.100 mL™!
e7 x 10° NMPKg" em lodos bruto e digerido, respectivamente (SOARES et al.,
1994; MONPOEHO et al., 2004; GUZMAN et al., 2007; SATO et al., 2009;
SALVADOR, 2011); o género Enterovirus apresentou densidades em copias geno-
micas (CG) variando entre < 50 CG.g" e 5,14 x 10* CG.100 mL"' (MONPOEHO
et al.,2004; WONG et al., 2010; SIMMONS; XAGORARAKI, 2011; JEBRI et al.,
2014). Virus patogénicos foram detectados nas seguintes concentragdes: adeno-
virus, por reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR), “nio detec-
tados” a 10° CG.g" e, por cultivo celular, 70 a 5,2 x 10* UFP1! (WILLIAMS JR ;
HURST, 1988; SCHLINDWEIN et al., 2010); virus da Hepatite A, 10>a 10* CG.g"!
(SCHLINDWEIN et al., 2010; PRADO et al., 2013; RHODES et al., 2015); noro-
virus 1 e 2, 10%a 10’ CG.g"' (WONG et al., 2010; IMMONS; XAGORARAKI,
2011; PRADO et al., 2013); e rotavirus, 2,5 x 10' a 1,6 x 10 CG.g"* (PRADO et al.,
2013). A presenca de patdgenos no lodo pode expor diferentes grupos popula-
cionais quando da manipula¢do do lodo durante o tratamento (trabalhadores
dos servigos de saneamento) ou praticas agricolas (trabalhadores rurais) ou do

consumo de produtos agricolas (populagdo em geral).
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Para impedir impactos adversos a saide humana, legislagdes sio elabora-
das para regulamentar o processo de uso agricola do lodo. No Brasil, os pro-
cedimentos relativos ao tratamento e ao padrio de qualidade e as orientagoes
para o uso agricola de lodos de esgoto estdo normatizados na Resolugao do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n° 375/2006, a qual define
duas classes de lodo (A e B). O lodo classe A é caracterizado por: coliformes
termotolerantes (CTe) < 10° NMP.g" de ST; ovos vidveis de helmintos < 0,25
ovo.g" de ST; Salmonella spp. auséncia em 10 g de ST e virus < 0,25 UFP ou
UFEg" de ST. O lodo classe B ¢ definido por CTe < 10° NMP.g" de ST e ovos
viaveis de helmintos < 10 ovos.g* de ST. A aplicagio de lodo de esgoto classe B
no solo estd proibida, a ndo ser que “sejam propostos novos critérios ou limites
baseados em estudos de avaliagdo de risco e dados epidemioldgicos nacionais,
que demonstrem a seguranga do uso do lodo de esgoto Classe B” (BRASIL, 2006).

Contudo, criticas tém sido feitas a esses padrdes e aos procedimentos de
tratamento e manejo recomendados, os quais sdo considerados excessivamente
rigorosos e restritivos, dificultando e desestimulando o aproveitamento do
lodo de esgoto na agricultura (BASTOS et al., 2009; BASTOS; BEVILACQUA;
MARA; 2013). Além disso, a legislagdo explicita que os critérios definidos para
classificar o lodo classe B carecem de fundamentagio cientifica ou empirica
que garantam a seguranga de seu uso, demandando a realizagao de pesquisas
com tal finalidade.

No Brasil, ainda sao escassas as pesquisas realizadas, considerando-se a
necessidade de subsidiar a legislagio com informagdes que ajudem a revisar e
estabelecer os critérios de qualidade e reavaliar o dimensionamento das restri-
¢oes de uso do lodo de esgoto. Entre as poucas pesquisas ja realizadas, foram
contemplados, de forma geral, os seguintes objetivos: verificar a qualidade
microbiolégica de lodos de esgoto produzidos em estagoes de tratamento de
esgoto (SATO et al., 2009; SALVADOR, 2011); avaliar a eficiéncia de estraté-
gias de tratamento do lodo (LIMA, 2010; DIAS, 2012); avaliar a contaminagao
microbioldgica e parasitaria de hortalicas adubadas com lodo de esgoto classe
B e discutir a resolugaio CONAMA n° 375/2006 sob a perspectiva da metodo-
logia de avaliacdo de risco microbiolégico (MAGALHAES, 2012); e padronizar
técnicas de biologia molecular para a detecgdo de virus entéricos em amostras
de lodo de esgoto (SCHLINDWEIN, 2009).

Assim, considerando a necessidade de produgdo de informagdes que sub-
sidiem os marcos normativos sobre uso agricola de lodo de esgoto no pais, o
presente estudo objetivou: caracterizar a exposi¢dio humana a contaminagio
microbioldgica do lodo durante o tratamento por secagem em estufa agricola
(trabalhadores do setor saneamento); o uso agricola no plantio de hortaligas

(trabalhadores rurais); e o consumo de hortalicas adubadas com lodo de esgoto.

METODOLOGIA

Procedéncia e tratamento do lodo

O lodo de esgoto utilizado na pesquisa era proveniente da Unidade Integrada
de Tratamento e Utilizagdo de Esgotos da Violeira (ETE Violeira), situada no
bairro Violeira, no municipio de Vigosa, Minas Gerais. A ETE Violeira era
operada pelo Servigo Auténomo de Agua e Esgoto (SAAE-Vigosa), em parce-
ria com a Universidade Federal de Vigosa (UFV), tratando o esgoto doméstico
proveniente dos domicilios do bairro, que totalizava, aproximadamente, mil

habitantes. A estagdo tratava cerca de 100 m*.d! de esgoto, sendo composta
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Exposicdo humana a lodo de esgoto sanitario

de um conjunto reator anaerébio de fluxo ascendente (upflow anaerobic sludge
blanket — UASB) e biofiltro aerado submerso (inativado), ambos em escala
real, pré-fabricados em ago. O reator UASB apresentava as seguintes dimen-
soes: volume de 48 m?, altura de 5,70 m e tempo de deteng¢do hidraulica de 7 h.
O desaguamento do lodo excedente descartado do reator UASB era realizado
em leito de secagem, composto de duas células paralelas (2 m de largura por 4
m de comprimento cada) e estrutura metdlica sem cobertura de lona plastica
transparente. Durante o experimento, o lodo era descartado no leito de seca-
gem mensalmente e 14 permanecia por 14 dias para a redugdo de volume e da
umidade até, aproximadamente, 60%. Quando essa condigdo era atingida, a
camada de lodo era desfeita pela pesquisadora principal, protegida por equipa-
mentos de protecio individual (calga, bota pléstica, jaleco, luva, méscara facial
filtrante e dculos), e, posteriormente, o lodo era transferido para sacos plasti-

cos e transportado para a etapa de tratamento.

Cenarios de exposicao

Foram concebidos trés cenarios (Quadro 1) de exposigdo humana considerando
as seguintes praticas e populages expostas: tratamento do lodo realizado por
trabalhadores do servigo de saneamento (cenario 1); uso do lodo como adubo
por trabalhadores rurais (cendrio 2) e consumo de hortaligas cultivadas em
solo adubado com lodo (cendrio 3). Nesses cenarios, a exposi¢do humana foi
baseada na possibilidade de infecgdo por bactérias e virus via ingestdo aciden-
tal de particulas de lodo, pela populagdo exposta, ao levar as maos a boca ou
consumir hortaligas adubadas com lodo. A caracterizagdo da exposigio foi
realizada pela determinagdo dos niveis de contaminagio das amostras: lodo de
esgoto em tratamento (LET), mistura solo + lodo (MSL), 4gua de lavagem das
maos (ALM) e hortaligas cultivadas. Apds serem coletadas, todas as amostras
foram acondicionadas sob refrigeragao em caixas térmicas e encaminhadas
para analise no Setor de Medicina Veterindria Preventiva e Saude Publica do
Departamento de Veterinaria da UFV (SMVPSP/DVT/UEV).

A seguir sdo descritos os trés cendrios de exposigdo, seus respectivos
componentes e os procedimentos analiticos adotados para a caracteriza¢ao
da exposi¢ao. Em todos os cendrios, durante a execugdo dos procedimentos,
a pesquisadora principal e os colaboradores voluntarios da pesquisa utiliza-
ram equipamentos de prote¢io individual (calga, bota plastica, jaleco, luva,

mascara facial filtrante e dculos).

Cenario 1: tratamento de lodo de

esgoto por secagem em estufa agricola

O lodo proveniente do leito de secagem foi tratado em estufa agricola, localizada
na 4rea da Divisdo de Agua e Esgoto da UFV. A estufa apresentava as seguintes
caracteristicas: 9 m de comprimento por 6 m de largura (54 m?); pilares e arcos
metélicos; cobertura, partes laterais, posterior e frontal em lona pldstica trans-
parente; porta em estrutura metdlica e lona pldstica (parte frontal); auséncia
de sistema de ventilagdo e piso ndo impermeabilizado em concreto. Cada lodo
excedente descartado do reator, desaguado no leito de secagem e tratado em
estufa agricola, correspondeu a um lote (L). O tratamento consistiu na forma-
¢do de leira com altura maxima de 40 cm de altura, submetida & secagem no
interior da estufa, com revolvimento manual do contetido uma vez por semana,
com auxilio de enxada. Os lotes de lodo tratado, totalizando nove, foram pro-
duzidos entre fevereiro e novembro de 2015.

No cendrio 1, a populagdo exposta (trabalhadores do servigo de sanea-
mento responsaveis pelo revolvimento das leiras e coleta de amostras de
lodo) foi representada pela pesquisadora principal. A exposi¢do foi caracte-
rizada pela coleta semanal de amostras de LET na estufa e amostras de ALM
(ALM-tratamento). Amostras de LET foram coletadas apds revolvimento
da leira com uma pé de jardinagem, por amostragem simples de diferentes
locais e profundidades, totalizando em torno de 2.000 g/amostra. As amostras
foram submetidas ao procedimento de quebra dos torrdes usando soquete
de madeira, homogeneizadas e colocadas em saco pléstico estéril (700 g).
Amostras de ALM-tratamento foram obtidas ap6s cada evento de exposigdo
(revolvimento das leiras e coleta das LET), vertendo-se 250 mL de solugdo
salina de tampao fosfato (PBS) refrigerada sobre as maos, protegidas por
luvas de latex, e friccionando-se uma contra a outra, enquanto o volume do
lavado era coletado em um conjunto estéril composto de funil inserido em
frasco reagente (Schott®).

Os parametros E. coli, CS e VEC foram pesquisados em ambas as amostras

e umidade e pH foram determinados apenas nas amostras de LET.

Cenario 2: uso agricola de lodo de esgoto
Lodo de esgoto tratado por secagem em estufa agricola foi utilizado como
adubo no cultivo de alface (Lactuca sativa) e cenoura (Daucus carota subsp.

sativus). No delineamento do cendrio, optou-se por caracteriza-lo de forma

Quadro 1- Componentes dos cenarios de exposicao e elementos utilizados para a caracterizagao da exposicao a Escherichia coli e virus entéricos.

Cendrios

Fonte da exposi¢ao

Forma de exposicao

Caracterizacao da exposicao

Populagao exposta

Amostras coletadas Parametros pesquisados

Lodo de esgoto durante
tratamento

Ingestao acidental de
particulas de lodo ao levar
as maos a boca

Trabalhadores do
servico de saneamento

LET
ALM-tratamento

LET: Escherichia coli, CS, VEC, U e pH
ALM-tratamento: E. coli, CS e VEC

Lodo de esgoto

Ingestao acidental de

com lodo de esgoto

adubadas com lodo

(alface e cenoura)

MSL MSL: CS e VEC
2 tilizad dub ticulas de lod I Trabalhad i
utiliza Qcomo a u 0 particulas Ne 9 0 ao levar rabalhadores rurais ALM-plantio ALM-plantio: CS, VEC e £, coll
no plantio de hortalicas as mdos a boca
) ) Populagao consumidora
3 Hortalicas adubadas Consumo de hortalicas de hortalicas cruas Hortalicas €S e VEC

LET: lodo de esgoto em tratamento; ALM: dgua de lavagem das maos; MSL: mistura solo + lodo; CS: colifagos somaticos; VEC: virus entéricos cultivaveis; U: umidade.
Fonte: elaborado pelos autores (2019).
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mais desfavoravel, ou seja, potencializando a exposi¢do. Assim, as hortaligas

utilizadas foram selecionadas com base nos seguintes critérios:

« hortaligas comuns na dieta da populagéo brasileira;

« hortaligas consumidas cruas;

e crescimento da alface rente e da cenoura dentro do solo, favorecendo a
contaminagao;

o tempos de cultivo relativamente rapidos (30 - 90 dias);

« procedimentos de plantio e colheita realizados manualmente pelo traba-

lhador rural.

Também de forma a potencializar a exposi¢do aos virus, foram inocula-
das suspensdes de virus de referéncia nos lotes de lodo utilizados como adubo.

No plantio das hortaligas, realizado na mesma estufa agricola utilizada
para tratamento do lodo, foram empregados, como adubo, lotes de lodo
caracterizados como classe A (L3, L4, L5 e L6) ou classe B (L6 e L7), depen-
dendo da fase de tratamento na estufa agricola e da obtengdo dos lotes de
lodo para plantio. Para cada lote foi realizado o plantio de dois canteiros de
alface e dois canteiros de cenoura, e para cada cultura, em um dos canteiros,
foi adicionado lodo de esgoto previamente contaminado com volume de sus-
pensdes de virus que resultasse em concentragdes finais de 10°~10* UFP.mL"!
de poliovirus 1 Sabin e de CS Phi X174. As suspensdes de virus foram manti-
das sob refrigeragdo, em banho de gelo em caixa térmica, até o momento de
contaminagdo de cada lote de lodo. Foram produzidos 24 canteiros, sendo
12 de alface (seis contaminados artificialmente) e 12 de cenoura (seis conta-
minados artificialmente).

Previamente & montagem dos canteiros, realizada conforme Magalhies
(2012), as quantidades necessarias de lodo de esgoto e de solo foram pesadas
e mantidas separadas em sacos plasticos até o momento de mistura. O solo
utilizado nos plantios foi obtido na drea do entorno da estufa. As mudas de
alface e sementes de cenoura foram adquiridas no comércio local. Cada can-
teiro possuia trés fileiras e, ao longo de cada fileira, foram plantadas quatro
mudas de alface ou colocadas as sementes de cenoura. A irrigagio dos can-
teiros era didria, no inicio da manha ou fim da tarde, com agua tratada pro-
veniente da estagdo de tratamento de d4gua da UFV, que ¢ monitorada e apre-
senta auséncia de E. coli.

No cenario 2, a populagdo exposta de trabalhadores rurais foi represen-
tada por dois servidores do SMVPSP/DVT/UFYV, colaboradores voluntérios da
pesquisa (Trabalhador 1 e Trabalhador 2), que realizaram os seguintes procedi-
mentos relacionados a exposi¢ao: aplicagao prévia do lodo (tratado ou conta-
minado) ao solo, montagem do canteiro e plantio das hortaligas. Os servidores
utilizaram um par de luvas de latex por evento de exposigao, de forma que, entre
um evento e o seguinte, as maos de cada um, individualmente, foram lavadas
com 120 mL PBS para coleta de amostras de ALM (ALM-plantio), conforme
descrito no cenario 1.

Nesse cendrio, a exposi¢ao também foi caracterizada com base na coleta
de amostras da MSL de cada canteiro, no momento da colheita das hortaligas,
que ocorreu 52 dias ap6s o plantio. As amostras de aproximadamente 700 g
foram obtidas apds revolvimento do canteiro, acondicionadas em saco pléstico
estéril e mantidas sob refrigeragdo em caixas térmicas.

Os parametros CS e VEC foram pesquisados em ambas as amostras (MSL
e ALM-plantio). Ja o pardmetro E. coli foi pesquisado somente nas amostras
ALM-plantio.
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Cenario 3: consumo de hortalicas
cultivadas em solo adubado com lodo
A exposi¢ao ao consumidor foi caracterizada com base na verificagdo da con-

taminagdo por CS e VEC nas hortaligas apds o periodo de 52 dias do cultivo.

Determinacao de parametros fisicos e quimicos

Os teores de umidade foram determinados conforme Andreoli (1999).
A determinagéo dos teores de ST foi realizada conforme o método 2.540G
(APHA; AWWA; WEEF, 1998). O pH foi aferido segundo o método 9.045D
(USEPA, 2004).

Deteccao e quantificacdo de Escherichia coli

A identificagdo e a quantificacdo de E. coli foram realizadas pelo método cro-
mogénico-fluorogénico, utilizando cartela Quanti-Tray® 2000 (IDEXX®) e
meio de cultura Colilert®. As concentra¢des de E. coli nas amostras de 100 mL
de ALM-tratamento foram expressas em NMP.100 mL"' da amostra. Ja para as
amostras diluidas (10"'-107) de LET (20 g), a concentragao de E. coli foi expressa
em NMPg'de ST e calculada pela Equagéo 1:

(NMP tabelado)x(fator de dilui¢do)x100
(% solidos totais)

NMP.g~1de ST = 1)
Em que:
NMP = niimero mais provével;

ST = sélidos totais.

Virus, células e produc¢ao de indculos
Como controle positivo para VEC foi utilizado poliovirus 1 Sabin e, para sua
multiplicagao, células derivadas de rabdomiossarcoma humano (células RD)
com passagens entre 171 e 185, cultivadas em meio minimo essencial e de
Leibovitz (L-15), na proporgdo 1:1, com soro fetal bovino a 15%, sendo rea-
lizados subcultivos de 1:3 a cada 72 horas. Suspensdes de poliovirus 1 Sabin
foram produzidas com a inoculagdo de 500 UL de suspenséo viral em cultura
de 24h de células RD com 90 a 100% de confluéncia.

Como controle positivo para CS, foi usada a cepa Phi X174 (ATCC#13706-B1)
e sua respectiva bactéria hospedeira, E. coli CN13 (ATCC#15597-B1). As suspen-
soes do colifago Phi X174 foram produzidas com a inoculagdo desse virus em
cultura da bactéria hospedeira na fase log de crescimento, na proporgao 1:2. Essa
mistura era incubada em estufa a 37°C por 4 horas para multiplicacéo do virus.
Ap6s os periodos de incubagdo para cada virus, as suspensdes eram centrifu-
gadas a 8.000 rpm por 10 minutos a 4°C e, em seguida, filtradas em membrana
de ésteres de celulose (nitrato e acetato) de porosidade 0,22 pm (USEPA, 2001).

Uma aliquota de cada suspensao era retirada para quantificacdo de virus,
obtendo-se in6culos de poliovirus 1 Sabin (concentragio: 10°-10° UFP.mL™")
e de colifago Phi X174 (concentragdo: 10°-10" UFP.mL"); as suspensdes dos

indculos eram armazenadas, respectivamente, a -80°C e 4°C.

Eluicao, concentracao e quantificacao de virus

Para a detecgio de VEC e CS, foram processadas as seguintes quantidades das
amostras:

e LET e MSL — quantidade equivalente a 12 g de ST da amostra;

¢ ALM-tratamento — 100 mL;

o LET-plantio — 100 mL da dilui¢do 1:100;
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o alface — plantas de tamanho pequeno foram utilizadas em sua totalidade
(maximo 20 g) e plantas de tamanho maior derivaram duas amostras de

10 g cada, constituidas de folhas externas e internas.

A pesquisa de virus foi realizada em duplicata para as amostras MSL, por
constituirem matriz muito complexa.

Para a eluigio e concentragio de VEC e CS das amostras LET, ALM-tratamento,
ALM-plantio, MSL e de alface foi empregada a técnica descrita em EPA/600/R-07/118
(USEPA, 2007). Para amostras de alface, a eluigao de virus foi realizada em sacos
plasticos estéreis, contendo 50 mL de extrato de carne 1% pH 9 com glicina (50 mM)
e MgCl, (50 mM), e foi efetuada homogeneizagao manual por 15 minutos. Ao tér-
mino do procedimento, retirava-se uma aliquota de cada amostra para a realizagao
do teste de esterilidade e a todas as amostras adicionavam-se 500 UL de gentamicina
(10 mg.mL") antes do armazenamento a temperatura de -80°C.

A quantificagdo de CS foi realizada pelo ensaio de plaqueamento em agar
duplo (USEPA, 2001) e o resultado expresso em UFP.mL". A carga de VEC foi
quantificada pelo método da diluigao limitante (50% tissue culture infectious dose
— TCID, ), usando células RD/passagens 171-185 com concentragio de 1-2 x
10° células.mL", e calculada pelo método Spearman-Kiarber (HIERHOLZER;
KILLINGTON, 1996). A carga de virus expressa em TCID,  foi transformada
em UFP com a multiplicagdo pelo fator de conversdo 0,69 (DAELEMANS et al.,
2011). Para amostras liquidas de ALM-tratamento, ALM-plantio e alface, o
resultado foi mantido em UFP.mL" e, para LET e MSL, concentragao viral foi

calculada pela Equagéo 2 e expressa em UFP.g" de ST:

(UFP.mL~1)x(volume recuperado da amostra)x100 @)
(% solidos totais)

UFP.g~'de ST =

Em que:
UFP = unidade formadora de placa;

ST = sélidos totais.

Controle de qualidade na
recuperacao e quantificacao de virus
O método utilizado para elui¢io e concentragao de virus das diferentes amostras
oriundas dos experimentos foi avaliado quanto a eficiéncia. Para tanto, consti-
tuiram-se amostras controle positivo (ACP), com a inoculagio de concentragdes
conhecidas (10° UFP.mL™") de poliovirus 1 e colifago Phi X174 em quantidade
equivalente a 12 g de ST amostras de lodo (ACP-lodo) e em 20 g de amostras
da MSL (ACP-MSL) previamente descontaminada por calor imido a 121°C
por 30 minutos. Posteriormente, realizavam-se elui¢do e concentragao de virus.
ACP de alface (ACP-alface) foram preparadas com folhas obtidas no comér-
cio local, imersas por 15 minutos em solugio de hipoclorito de sodio (200 ppm),
enxaguadas em agua destilada autoclavada e secas com papel toalha estéril.
Posteriormente, realizou-se o procedimento de contaminagéo, conforme BUTOT
et al. (2007), no qual foram utilizadas amostras de 10 g de alface inoculadas com
concentragdes de 10’-10° UFP.mL" de poliovirus 1 e colifago Phi X174. O per-
centual de recuperagio de cada virus foi determinado pela razao entre a concen-
tragdo de virus na amostra processada e a concentragdo inoculada na amostra.
Os percentuais foram determinados em 16 ensaios para as ACP-lodo, dois ensaios
para ACP-MSL e trés ensaios (com amostras em triplicata) para ACP-alface.
Amostras controle negativo de lodo (ACN-lodo), MSL (ACN-MSL) e

alface (ACN-alface) foram constituidas com o objetivo de avaliar a ocorréncia
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de resultados falso-positivos decorrentes da toxicidade das amostras para as
células RD nos ensaios de quantificagiao de VEC por TCID,, e para as bacté-
rias hospedeiras com a quantificagao de colifagos nos ensaios de plaqueamento
em 4gar duplo. As ACN foram preparadas conforme as ACP, sendo isentas da

inoculagio de virus de referéncia.

RESULTADOS

Cenario 1: tratamento de lodo de

esgoto por secagem em estufa agricola

A maioria dos lotes de lodo (6) apresentou teores de umidade inicial entre 60
e 80% e final entre 2 e 4%. Os valores médios do pH variaram de 5.3 (L3) a 6.4
(L9), indicando tendéncia a leve acidificagdo. Quanto a qualidade bacterioldgica,
exceto em L1, que apresentou problemas nas diluigdes, L3, L4 e L6 foram trans-
portados para estufa ja com qualidade bacterioldgica equivalente ao lodo classe
B (< 1 x 10° NMP E. coli.g" de ST), enquanto L5, L7 e L8 levaram até 20 dias
para alcancar essa qualidade. O tempo de tratamento necessario para que os
lotes passassem do tipo classe B para classe A (< 1 x 10° NMP E. coli.g* de ST)
foi, no minimo, 28 dias (L4), no maximo, 88 dias (L5) e, em média, 50-60 dias.
Para L9, as densidades de E. coli ainda eram superiores a 10° NMP.g" de ST no
encerramento do monitoramento (25 dias) (Tabela 1).

VEC foram detectados em trés (2,5%) das 119 amostras analisadas, nos L6 (duas
amostras) e L7 (uma amostra), somente apds passagem em monocamada de células
RD. As cargas virais obtidas na titulagdo foram: 2,42 UFP.g" de ST (L6), 7,15 UFPg"
de ST (L6) e 3,25 UFPg" de ST (L7) (Tabela 1). CS foram detectados em amostras
de LET dos lotes L1, L3, L6, L7, L8 e L9, totalizando 18 (15,1%) amostras. Em L1,
L3 e L9, as amostras positivas foram identificadas até o 26° dia de tratamento, com
concentragdes de CS: variando de 5,6 x 10* a 9,1 x 10> UFPg" de ST, em amos-
tras com umidade de 83,1 a 22,6% (L1); variando de 2,1 a 6,7 x 10° UFPg" de ST,
em amostras com umidade de 80 a 71,1% (L3); e igual a 1 x 10° UFP.g* de ST, em
amostra com 16,3% de umidade (L9). L6 apresentou uma tinica amostra positiva
(63° dia de tratamento) com concentragdo de colifago igual a 1,1 x 10* UFPg" de
ST, em amostra com 4,7% de umidade. Em L7, amostras com umidade inferior a
10% apresentaram concentragdes de colifagos entre 1,5 x 10° UFPg"! de ST (41°
dia de tratamento) e 8 x 10° UFP.g" de ST (70° dia de tratamento). Em L8, do 7° ao
49° dia, a concentragio de colifagos variou de 1,9 x 10°a 2,2 x 10* UFPg' de ST e
a umidade reduziu de 13,8 para 2,7% (Tabela 1). O percentual médio de recupe-
ragdo de poliovirus 1 Sabin nas amostras ACP-lodo (16) foi 22,1% (7,2 a 53,4%)
e, para colifago Phi X174, 29,7% (8,4 a 55,6%). As amostras ACN-lodo (16) nao
apresentaram efeitos citotoxicos para células RD ou para as bactérias hospedeiras.

Quanto as amostras de ALM-tratamento, 63,6% (21) e 33,3% (11) apre-
sentaram concentragdes de E. coli compreendidas, respectivamente, nos inter-
valos < 10> NMP.100 mL™' e entre 10>-10* NMP.100mL"'. Apenas uma amostra
apresentou resultado superior (2,4 x 10° NMP.100 mL™"). A detecgdo de VEC e

CS foi negativa em todas as 33 amostras.

Cendrio 2: uso agricola de lodo de esgoto

Durante a etapa de plantio das hortaligas, obtiveram-se 48 amostras ALM-plantio.
Em 68,8% delas foram determinadas concentragdes de E. coli < 10 NMP.mL" e,
em 31,3%, concentragdes entre 10> e 10* NMP.mL". Na pesquisa de virus, testa-

ram-se 46 amostras, todas negativas para a presenga de CS. Virus entéricos foram
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detectados em 17,4% das amostras (75% pertencentes ao Trabalhador 1), com
cargas virais variando entre 3 e 409,2 UFP.mL", sendo todas as amostras oriun-
das de canteiros adubados com lodo tratado inoculado com poliovirus 1 Sabin.
Obtiveram-se amostras MSL de 16 canteiros (oito de alface e oito de cenoura),
adubados com lotes L3-A, L4-A, L5-A e L6-B, totalizando 32. Por dificuldades
no monitoramento, nio foram obtidas amostras de canteiros adubados com os
lotes L6-A e L7-B. Nao foi possivel detectar resultados positivos para VEC em
qualquer das 32 amostras. Quanto a detec¢do de CS, 72% das amostras MSL
foram positivas, com concentragdes variando entre 10 e 330 UFP.mL". Os per-
centuais de amostras positivas e as cargas virais foram semelhantes para as amos-
tras MSL provenientes de canteiros adubados com lodo tratado (34,4% — 10 a
330 UFP.mL") e artificialmente contaminados (37,5% — 10 a 140 UFP.mL™).
O percentual médio de recuperagio de colifago PhiX174 nas amostras ACP-
MSL (2) foi de 11,3%, e as amostras ACN-MSL (2) ndo apresentaram efeitos
citotdxicos para as bactérias hospedeiras. Para poliovirus 1 Sabin, as amostras
ACP-MSL e ACN-MSL foram citotoxicas para as células RD, ndo permitindo

o célculo do percentual de recuperagao.

Cenario 3: consumo de hortalicas

cultivadas em solo adubado com lodo

No cultivo das hortaligas, s6 se obteve éxito na produgao de alface, tendo sido
colhidas 76 (53,1%) amostras oriundas de canteiros com lodo tratado e 67 (46,9%)
de canteiros com lodo contaminado artificialmente. Todas as amostras foram
negativas para pesquisa de CS e VEC. O percentual médio de recuperagio de
poliovirus 1 Sabin nas amostras ACP-alface (9) foi de 21,4% (0,9 a 52,2%) e,
para colifago Phi X174, de 4% (0,3 a 7%). As amostras ACN-alface (9) nio apre-

sentaram efeitos citotoxicos para células RD ou para as bactérias hospedeiras.

DISCUSSAO

Em geral, como foram recuperadas baixas concentragdes de virus, os cendrios
estudados estiveram associados a baixa exposi¢ao a VEC. Além disso, a exposi-
¢ao reduz gradativamente entre os cendrios, ou seja, trabalhadores de saneamento
estiveram mais expostos que trabalhadores rurais e estes mais expostos que consu-
midores de hortaligas. O percentual de amostras LET positivas para VEC (2,5%)
foi inferior aos encontrados em estudos realizados em grandes centros urbanos
(60-80%) que também utilizaram técnicas de quantificagdo baseadas em cultivo
celular. Por outro lado, as baixas concentragdes identificadas foram semelhantes,
sendo inferiores a 20 UFP.g"' de ST (SATO et al., 2009; LIMA, 2010; SALVADOR,
2011). O pequeno nimero de amostras positivas e as baixas quantificagoes de VEC
em lodo tém sido relacionados & variagdo da ocorréncia de virus na populagdo
humana produtora do esgoto sanitério, as diferentes eficiéncias de tratamento e,
também, ao uso de somente uma linhagem celular para a pesquisa de virus nas
amostras — tendo em vista que as linhagens celulares apresentam variados niveis
de suscetibilidade aos diferentes tipos de virus (SHE et al., 2006; PRIM et al., 2013).

Soma-se a essas consideragoes o fato de que os resultados de quantificagao
de VEC foram obtidos apds passagem em cultivo celular. Esse procedimento
foi adotado porque os ensaios de titulagdo das amostras originais foram todos
negativos. Assim, para se confirmar a auséncia de VEC, as amostras foram ino-
culadas em cultivo celular e, posteriormente, tituladas. Com esse procedimento,
as concentragdes identificadas podem nao refletir a amostra original, ja que na

passagem celular ha aumento da concentragao viral, superestimando, assim, os
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resultados de quantificagdo. Por outro lado, em nao se fazendo esse procedi-
mento, os resultados seriam falso-negativos.

De forma semelhante, os resultados do monitoramento do pardmetro bac-
terioldgico (E. coli) em amostras de LET significaram baixa exposigdo, dado
que a maioria dos lotes de lodo ou j4 foi transferido para a estufa com valores
correspondentes a classe B (< 10° NMP.g" de ST) ou passou a classe A em, no
méximo, 88 dias (média 50 a 60 dias). Esses resultados demonstram a adequa-
¢do da higienizagdo do lodo por meio da secagem em estufa agricola como
estratégia de redugao adicional de patdgenos, conforme exigéncia da Resolugao
CONAMA n° 375/2006 (BRASIL, 2006).

Ainda, os resultados referentes as amostras de ALM-tratamento (cendrio 1),
cuja maioria (97%) apresentou concentragdo de E. coli menor que < 10* NMP.100
mL" e cuja totalidade néo teve virus entéricos detectados, reforcam a consideragao
de que a exposi¢do para trabalhadores de saneamento durante o tratamento do
lodo em estufo agricola ¢ baixa. Destaca-se, ainda, que o manejo das leiras (revol-
vimento e coleta de amostras) foi realizado com o uso de ferramentas (enxada e
pas), o que pode ter funcionado como barreira, reduzindo a contaminagio das
maos. Entretanto, esses resultados nao permitem avaliar a exposi¢do ao lodo em
diferentes tempos de tratamento, j& que as amostras de ALM-tratamento foram
coletadas ap6s o revolvimento de todas as leiras, com diferentes dias de trata-
mento. Adicionalmente, & medida que o lodo perde umidade e se torna mais
seco, a exposi¢ao por inalagdo aumenta em relevancia pela maior formagao de
aerossois. Estudo realizado por Silva e Achon (2018) identificou que trabalhado-
res de ETE que manejavam lodo estavam expostos a diferentes riscos, até mesmo
bioldgicos, mesmo em unidade com elevado nivel de automagao. Os autores tam-
bém apontam a auséncia, no Brasil, de legislagio especifica, no ambito da saude
e seguranga ocupacional, que regule as atividades de operagdo de ETE. E, por
extensdo, ressaltamos essa condi¢ao para unidades de gerenciamento de lodo.

O ntimero de amostras positivas (15,1%) e as concentragdes (entre 10% e
10° UFPg! de ST) de CS identificadas foram semelhantes as relatadas em outros
estudos (MANDILARA et al., 2006; WONG et al., 2010). A detec¢io de CS em
amostras com menos de 10% de umidade e apds 60 dias de tratamento (L6 e
L7) demonstrou a resisténcia de CS naturais, conforme ja demonstrado por
Levantesi et al. (2015), Pascual-Benito et al. (2015) e Martin-Diaz et al. (2016).

Os resultados acima reforcam o potencial de CS como indicadores de VEC em
lodo de esgoto. Ambos ja compartilham importantes aspectos que sustentam essa
relagdo, como: presenga na microbiota de animais de sangue quente e estrutura,
morfologia e tamanho semelhantes (GRABOW, 2001); ocorrem simultaneamente
em lodo de esgoto (SIDHU; TOZE, 2009); e apresentam multiplicagdo limitada
ou inexistente no ambiente (PASCUAL-BENITO et al., 2015; JOFRE et al., 2016).
Estudos recentes que avaliaram a persisténcia de CS em amostras de lodo de esgoto
em processos de higienizagao sugerem que virus entéricos podem estar ausentes ou
em concentragdes muito baixas, sendo essas inferiores aos limites de detec¢do das
técnicas, quando a concentragao de CS é menor que 10* UFP/g ST (LEVANTESI
et al., 2015; PASCUAL-BENITO et al., 2015; MARTIN-DIAZ et al., 2016).

No cendrio de uso agricola de lodo, a detecgdo de VEC e CS foi erratica e em
certa medida contraditoria, ja que amostras de ALM-plantio, coletadas apds a pro-
dugéo dos canteiros (inoculado e ndo inoculado com poliovirus 1 e colifago Phi
X174), foram positivas para VEC e negativas para CS. Em que pese essa ressalva,
a detecgdo de VEC apenas em amostras de ALM-plantio obtidas da manipula-
¢ao de canteiros adubados com lodo tratado inoculado com poliovirus 1 sugere

a necessidade de elevada carga viral presente na MSL para a contaminago das
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maos de trabalhadores durante o plantio. Ressalta-se que os canteiros inoculados
com poliovirus 1 (10°~10* UFP.mL") representaram cendrios muito mais desfa-
voraveis, ja que amostras de lodo tratado apresentaram concentragoes de VEC
variando de 2.42 UFP.g" de ST a 7.15 UFP.g" de ST. Além disso, o fato de a apli-
cagdo do lodo ao solo e a produgdo dos canteiros de cenoura e alface terem sido
realizadas manualmente aumenta mais ainda a condi¢do desfavoravel desse cena-
rio. Dito de outra forma, os resultados indicam que a aplicagdo manual de lodo de
esgoto classe A nao implicaria exposigao importante ao trabalhador. Os resultados
ainda sugerem que a determinagao da Resolugao n° 375/2006 (Artigo 18°) de um
intervalo de seis meses entre a aplicagdo de lodo classe B e a colheita manual seria
muito exigente. Por outro lado, o uso de equipamentos de prote¢ao individual,
em qualquer situagio, deve ser incentivado, na medida em que funciona como
barreira adicional & exposi¢do microbioldgica.

A nio correspondéncia entre a detec¢do de VEC e CS néo permitiu avaliar
o comportamento dos colifagos como indicadores de virus entéricos na MSL.
Apesar de autores assinalarem o potencial uso de CS como indicadores de virus
entéricos (CAMPOS et al., 2013), o comportamento e decaimento de colifagos
no solo ainda sdo incertos.

Em geral, verificou-se grande variagdo de resultados positivos e de con-
centragdes de VEC e CS nas matrizes pesquisadas. No lodo, durante a higieni-
zagdo, além dos aspectos ja mencionados, a dificuldade de detecgao também
pode estar relacionada a tendéncia a agregacdo dos virus a particulas sélidas.
Estas se tornam, durante a secagem do lodo, mais volumosas, enrijecidas e secas,
podendo proteger virus em seu interior e favorecendo a distribui¢ao irregular
deles, o que dificulta a detecgio. Pourcher et al. (2007) também relataram pro-
blemas de irregularidade na detecgdo de amostras positivas na area do expe-
rimento em que o lodo era mais seco e havia a presencga de torrdes. Em solo
adubado ou ndo com lodo, a sobrevivéncia de virus ¢ influenciada por varios
parametros, entre eles a adsorgao as particulas do solo, a temperatura e a umi-
dade (POURCHER et al., 2007; SCHWARZ et al., 2014). Ressalta-se que os
percentuais de recuperagio das técnicas encontrados no estudo indicam a sua
capacidade como ferramentas de pesquisa de virus e colifagos.

Com relagio a exposigdo ao consumidor (cendrio 3), apés 52 dias de cul-
tivo das hortaligas (alface), ndo foi detectado virus entérico nas amostras, seja
naquelas cultivadas em contato com solo adubado com lodo de esgoto classe A
ou B, seja nos canteiros inoculados com virus (10* a 10* UFP.g"! de ST). Os resul-

tados mostram o quanto é restritiva a recomendagido da Resolugdo n° 375/2006

(Artigo 12°), que determina o periodo minimo de 48 meses da ultima aplica-
¢ao do lodo de esgoto ou produto derivado no solo para o cultivo de olericolas,
tubérculos, raizes e demais culturas cuja parte comestivel entre em contato com
o solo (BRASIL, 2006). Outros estudos indicam que a sobrevivéncia de micro-
-organismos patogénicos no solo adubado com lodo varia de dias até seis meses
ou mais (POURCHER et al., 2007; CAMPOS et al., 2013; SCHWARZ et al., 2014).

CONCLUSOES

Os cendrios de exposigdo avaliados sugerem que as restri¢oes impostas pela
legislagao brasileira para o uso agricola de lodo de esgoto, considerando os
parametros virus entéricos e E. coli, sdo muito rigorosas, principalmente em se
tratando do lodo classe A. Por outro lado, apesar de os trabalhadores de sanea-
mento estarem expostos a baixos niveis de contaminagéo bacteriana e virolé-
gica, deve-se garantir condigdes de trabalho adequadas — no caso especifico,
o uso de equipamentos de protegdo individual.

CS foram mais resistentes que E. coli e VEC durante secagem do lodo de
esgoto em estufa agricola e no plantio de hortaligas. A proporcionalidade dos
niveis de concentragdo entre CE, VEC e E. coli permanece indefinida, no entanto
reitera-se como favorével a possibilidade da utiliza¢do de CS como indicadores
em processos de higienizagao térmica de lodo de esgoto.

Diferentes métodos de recuperagdo de virus (passagem em células, titulagéo,
reagdo em cadeia da polimerase — PCR) sdo utilizados, sozinhos ou combinados,
nos estudos que se debrugam sobre esse campo, o que torna imprecisa e fragil a
comparagio entre os resultados das pesquisas. Assim, hd a necessidade de padro-
nizagao das técnicas de detec¢do de virus em matrizes ambientais, por exemplo,
se por biologia molecular ou cultivo celular. No caso de cultivo, sao aspectos
importantes a escolha de linhagens de células (ja que elas apresentam variados
niveis de suscetibilidade aos diferentes tipos de virus) e a garantia de descontami-

nagio adequada das amostras, principalmente em se tratando de lodo de esgoto.
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