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Resumo

Neste trabalho, avaliou-se a eficiéncia dos métodos centrifugo-concentragéo e filtragdo em membrana, na deteccao de oocistos de Cryptosporidium spp. e
cistos de Giardia spp. em amostras de esgoto bruto e tratado, provenientes de um sistema de lodos ativados (estagao de tratamento de esgoto, Samambaia,
Campinas, em Sao Paulo). As amostras foram coletadas quinzenalmente por dois anos: 53 amostras de esgoto bruto (AFL), 53 de efluente tratado sem
desinfeccéo por luz ultravioleta (EFL) e 38 de efluente tratado e desinfetado por luz ultravioleta (EFL+UV). Cistos de Giardia spp. foram encontrados em 90,5%
das amostras AFL; em 96,2%, de EFL; e em 94,7%, de EFL+UV. Oocistos de Cryptosporidium spp. foram detectados em 6,4% das amostras AFL e em 2,6 %
de EFL+UV. Ambos os métodos mostraram-se eficientes na detecgao destes protozoarios em todos os tipos de amostras, além de apresentarem baixo custo

por anélise.
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Abstract

In this study, the efficiency of centrifuge-concentration and membrane filtrated methods was evaluated in the detection of Cryptosporidium spp. oocysts and
Giardia spp. cysts in raw or treated wastewater samples, from activated sludge systems (ETE — Samambaia, Campinas, in S&o Paulo). The samples were
collected once a fortnight for two years: 53 samples of influent (AFL), 53 samples of treated effluent without ultraviolet disinfection (EFL), and 38 samples of
treated effluent with ultraviolet disinfection (EFL+UV). Giardia spp. cysts were found in 90.5% of the AFL samples; in 96.2% of the samples, EFL; and in 94.7%,
EFL+UV. Cryptosporidium spp. oocysts were detected in 6.4% of AFL samples and 2.6% of EFL+UV. Both methods showed efficiency when detecting protozoa
in all types of samples, besides having low costs by analysis.
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Introducao

A lista dos agentes patogénicos a saude humana é vasta, com-
preendendo virus, bactérias, fungos, protozoarios e helmintos
(NITHIUTHALI et al., 2004; OTTOSON et al., 2006; NORDGREN
et al., 2009). As formas infectantes destes agentes sao liberadas
via fezes ou urina dos hospedeiros infectados, fazendo com que
0 esgoto doméstico seja uma das mais importantes fontes de con-
taminacdo ambiental e com grande impacto na saide publica
(MACPHERSON, 2005; MONTEMAYOR et al., 2005).

Dados da Organizacao Mundial da Satude (OMS) apontam que
88% das mortes por diarreia em todo o mundo, sdo causadas por
ingestao de agua contaminada ou saneamento inadequado. Das
1,8 milhdes de pessoas que vdo ao 6bito por ano em funcao desta
patogenia, 90% sdo criancas com menos de cinco anos de ida-
de (ONU, 2006). Avaliacoes moleculares das amostras colhidas
em surtos de doencas de veiculacao hidrica evidenciaram que o
esgoto doméstico foi a principal fonte de contaminacao dos ma-
nanciais (MACPHERSON, 2005; AIYUK et al., 2006; OTTOSON
et al., 2006; L1 et al., 2009).

Entre os varios grupos de organismos patogénicos que po-
dem causar gastroenterite no homem, estio os protozoarios
Cryptosporidium spp. e Giardia spp., os quais tém sido frequen-
temente detectados em amostras ambientais em todo o mundo,
incluindo no Brasil (FRANCO et al., 2001; HACHICH et al., 2004,
SANTOS et al., 2004; CANTUSIO-NETO et al., 2006; LEAL et al.,
2008). Estima-se que 20% da populacdo mundial esteja parasitada
com Giardia spp. (ROCKWELL, 2007). O Cryptosporidium spp.
¢ apontado como um dos principais agentes causadores de diar-
reia em criancas (ROSE et al., 2002), sendo particularmente pre-
ocupante em individuos imunocomprometidos, nos quais a taxa
de mortalidade muda de 0,001% para aproximadamente 60,0%
(BOULTER-BITZER et al., 2007).

No Brasil, a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. e
cistos de Giardia spp. € relatada em amostras de agua superficial
e de esgoto, bruto e tratado, sendo frequentemente detectados
numa ampla faixa de concentracao (DIAS JUNIOR 1999; FARIAS
et al., 2002; HACHICH et al., 2004; CANTUSIO NETO et al.,
2010). Santos et al. (2004) analisaram dois métodos de concen-
tracdo para amostras de esgoto em etapas de purificacdo com éter
ou solucao saturada de sacarose. Apos encontrarem concentragoes
de oocistos e cistos na ordem de 10* e 10° formas/L, respectiva-
mente, os autores concluiram que nos métodos em que se realiza
menor numero de etapas, ha melhor recuperacdo dos protozoa-
rios. A técnica de centrifugacdo, seguida de clarificacdo com éter,
mostrou-se mais eficiente na recuperacio de cistos quando com-
parada com o método de purificacao por flutuaciao em sacarose.
Enquanto que, na primeira, sao realizadas apenas trés lavagens (n

= 3), na segunda este numero é mais elevado (n = 5), resultando,

consequentemente, numa maior possibilidade de perda dos orga-
nismos durante o procedimento.

Os principais objetivos do presente trabalho sao: apresentar
e discutir a aplicabilidade do método de centrifugo-concentracao
(CC) para amostras de afluente, e filtracio em membrana (FM)
para amostras de efluente de uma estacéo de tratamento de esgoto
(ETE), na recuperacdo de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos

de Giardia spp.

Material e métodos

Na ETE Samambaia, localizada em Campinas, na cidade de
Sao Paulo e que esta sendo avaliada no presente trabalho, ¢ tra-
tado o esgoto doméstico (vazao 70 L/segundos) pelo sistema de
lodos ativados. Apenas para experimentacdo, na saida da ETE
foi instalado um reator com duas lampadas ultravioletas, modelo
InLine 250, Sistema de Desinfeccao ultravioleta (UV) de Liquidos
— Alta Intensidade (Germetec UV & IR Technology Ltda®), ope-
rando numa vazdo de 15 L/s e com uma dose de UV entre 25 ¢
30 mWs cm™.

Foram analisados trés diferentes tipos de amostras colhidas
da ETE: 1) afluente (esgoto bruto) designado AFL; ii) efluente
(esgoto tratado) e ndo-desinfetado com UV, designado EFL e iii)
efluente desinfetado com UV, designado EFL+UV. O tempo de
detenc@o hidraulica (TDH) do esgoto era proximo de 50 horas
(desde a entrada do afluente na ETE até o lancamento do efluente
no corrego Samambaia); portanto, as coletas do afluente e efluen-
te foram realizadas levando-se em consideracio o TDH, com a
finalidade de serem obtidas relacdes mais confidveis de eficién-
cia. As amostras foram colhidas em frascos plasticos, os quais
foram previamente descontaminados e lavados com solucdo de
eluicdo (Tween 80 —0,1%), para evitar a adesdo de oocistos e cis-
tos na parede do frasco e foram mantidas em 10°C antes de serem
processadas.

As amostras do afluente foram concentradas e purificadas con-
forme o protocolo adaptado de Robertson et al. (2000): 5 mL de
afluente previamente filtrados em tela (1 mm?*) foram colocados
em tubos de centrifuga (15 mL), e o volume total do tubo foi
completado com solucédo de eluicéo. Os tubos foram centrifuga-
dos a 1.500 x g (15 minutos), o sobrenadante descartado e o se-
dimento final foi transferido para um tubo de microcentrifugacéo.
O efluente desinfetado ou nio com UV (minimo de 1.200 mL)
foi avaliado de acordo com o protocolo de Franco et al. (2001):
as amostras foram filtradas em membranas de ésteres de celulose
(Millipore®), com 47 mm de diametro e porosidade nominal de 3
pm. Este procedimento foi feito com um sistema de filtracdo com
bomba a vacuo e fluxo de 4 L/minutos em porta filtro da marca
Gelman®. Apos a transferéncia das membranas para placas plasti-

cas estéreis, foi feita a etapa de recuperacdo dos cistos e oocistos
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por extracdo mecanica e lavagens da superficie da membrana por
20 minutos, alternadamente, com solucao de eluicao. O liquido
resultante foi concentrado por centrifugacdo (1.050 x g por dez
minutos), o sobrenadante aspirado e o sedimento resultante foi
novamente lavado e centrifugado. Uma aliquota de 5 pL do sedi-
mento final foi analisada por reacdao de imunofluorescéncia direta
(RID) e confirmada pelo corante vital DAPI.

Foram realizados experimentos controles negativo e posi-
tivo. Utilizando-se o teste t de Student, foi verificado se havia
uma diferenca significativa entre as concentracdes de oocistos
e cistos encontradas entre os trés diferentes tipos de amostras

analisadas.

Resultados e discussao

Nos experimentos controles negativo realizados, nenhum oo-
cisto ou cisto foi detectado, indicando que nao houve contamina-
céo durante todo o processo de filtracao e eluicdo das membranas
ou confeccao das laminas. E importante que estas avaliacoes se-
jam realizadas entre os processamentos das amostras ou mesmo
intercaladas com os experimentos controle-positivo, pois caso
haja falha, essa sera facilmente detectada evitando que resultados
falso-positivos sejam obtidos.

Em relacdo aos experimentos controles-positivo, utilizando-se
a técnica de FM, foram obtidas taxas de recuperacdo de 26,6%
para oocistos e 58,8% para cistos. Quando a metodologia de CC
foi empregada, foram observados valores mais elevados: 65,8%
para oocistos de Cryptosporidium spp. e 124,0% para cistos de
Giardia spp. Niveis de recuperacdo superiores a 100% podem
ocorrer e isto esta relacionado a padronizacdo do inoculo utilizado
na avaliacdo. A enumeracdo das formas previamente a diluicéo e
inoculacdao ndo sao passos muito simples, pois aspectos biologi-
cos como idade e origem dos organismos, procedimentos prévios

de limpeza, o meio e o tempo de armazenamento da suspensio

podem influenciar na agregacao das formas e, consequentemente,
nos valores de recuperacao (BUKHARI et al., 1998; LINDQUIST
etal., 1999).

A realizacio de experimentos controles-positivos € im-
prescindivel para atestar a sensibilidade do método escolhido.
Previamente a sua conducdo, deve-se investigar se a amostra estéa
naturalmente contaminada, ou ndo, com oocistos ou cistos. Para
tanto, existem kits disponiveis comercialmente, sendo que os pro-
tozoarios que compdem o indculo sio marcados com sulforoda-
mina, um corante fluorogénico que, quando excitado por uma
radiacdo de comprimento de onda especifico do microscopio de
epifluorescéncia, permite que os organismos sejam visualizados
em vermelho, diferente do Fluorescein isothiocyanate (FITC) da
RID, no qual os organismos sao visualizados na coloracdo verde-
macd brilhante. Isto possibilita a0 microscopista a diferenciacao
entre organismos naturalmente presentes na amostra (verde-maca
brilhante) daqueles inoculados artificialmente (vermelho). Desta
forma, o controle-positivo pode ser realizado junto com o mo-
nitoramento da amostra, em um Unico processamento, porém, o
custo do kit é alto. No presente estudo, optou-se por avaliar uma
aliquota da amostra bruta e subtrair os organismos encontrados
da contagem realizada para a taxa de recuperacéo.

Durante os dois anos de avaliacao, oocistos de Cryptosporidium
spp. foram detectados em: i) 6,4% das amostras de AFL com uma
concentracdo média de 6,00 x10* oocistos/L e ii) uma amostra
de EFL+UV (2,6% das amostras) com concentracdo de 1,60 x10?
oocistos/L. Entretanto, cistos de Giardia spp. foram f{requente-
mente detectados nos trés tipos de amostras em concentracoes
superiores as encontradas para oocistos (Tabela 1).

Uma diferenca significativa (p = 0,01) foi obtida entre as mé-
dias do ntmero de cistos de Giardia spp. observado nas amostras
de AFL e de EFL e EFL+UV. Entretanto, nao houve diferenca esta-
tistica entre as médias do numero de cistos (p = 0,01) para as amos-
tras do EFL e EFL+UV. Este resultado indica a reprodutibilidade

Tabela 1 - Numero médio de cistos de Giardia spp. por litro durante 0s quatro semestres de avaliagdo em amostras da ETE — Samambaia

Amostras 2° semestre de 2003 1° semestre de 2004 2° semestre de 2004 1° semestre de 2005
Aluente (AFL) oo om0 Sorwios Jatsxio
Efluente (EFL) :11’T(:)39Xx1 ? ;3 11 1'?;‘1)()(1 ? ;3 :94’11,;;53)()(1 -? (2)2 :Gg:??x; 10 (2)2
Eflente (EFL+UY) e Saowior Somznior et
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de todo o processo, desde a coleta da amostra até a confeccao da
lamina de RID, uma vez que a unica diferenca entre estas amos-
tras foi a etapa de desinfec¢ao por UV e este processo, no tempo
aplicado (cinco segundos), ndo destroi as formas infectantes dos
protozoarios.

O método de FM utilizado se mostrou uma eficiente opcao,
porém, ndo é recomendada para analise do esgoto bruto em fun-
céo da grande quantidade de material particulado que rapidamen-
te leva a saturacdo da membrana. Assim, a turbidez da amostra é
um importante fator interferente no uso deste método, sendo as
vezes necessaria a troca de membranas para a filtracdo do volu-
me total estipulado. Durante este estudo, a turbidez média das
amostras do efluente foi de 5,47 NTU (minimo de 3,13 e maximo
de 13,3), sendo usada, em média, duas membranas para filtrar
1.200 mL. Em apenas duas ocasioes foi possivel filtrar 2.000 mL
de efluente em uma tinica membrana (amostras com turbidez mé-
dia de 2,8 NTU), porém, em uma amostra com turbidez de 13,3
NTU, foram utilizadas seis membranas para a filtracdo de 1.200
mL. O uso de muitas membranas implica em maior manipulacéo
da amostra, pois sdo necessarias mais centrifugacoes para obten-
cdo de um sedimento final unico. Isso pode acarretar em maior
chance de perda dos organismos, além de tornar o processamento
mais trabalhoso e com um maior custo.

Considerando que a maioria das estacdes de tratamento de
agua (ETA), ou mesmo as ETE, ja possuem o equipamento para a
execucao da técnica de FM para a analise de bactérias em amostras
de agua, o custo inicial de implantacao do monitoramento destes
protozoarios € menor.

Embora o protocolo de FM seja conhecido pelos técnicos das
empresas de tratamento de agua e esgoto, o seu uso para detec-
¢do dos protozoarios necessita de adaptacdes e treinamento para
a identificacao correta das formas de resisténcia encontradas nas
amostras ambientais, uma vez que existe uma gama de estrutu-
ras semelhantes aos oocistos e cistos, induzindo identificacoes
erroneas e acarretando resultados falso-positivos ou mesmo falso-
negativos.

A etapa de purificacdo mediante separacdo imunomagnética
(IMS) é amplamente utilizada para deteccdo de protozoarios na
analise de agua. Seu uso na purificacao de amostras de esgoto
pode ser comprometido em funcéo do grande numero de mate-
rial particulado e da quantidade de substancias quelantes, tais
como residuos de farmacos, os quais podem interferir no desem-
penho desta etapa. A presenca de compostos contendo carbono
organico e mesmo de algumas formas de ferro, interfere na etapa
de formacao dos complexos microesferas anticorpos e epitopos
dos oocistos e cistos durante o procedimento de IMS. A intera-
céo entre as espécies dissolvidas de ferro e a superficie de cis-

tos e oocistos presentes na matriz, sem duvidas, compromete a

recuperacdo dos organismos (YAKUB; STADTERMAN-KNAUER,
2000; DIGIORGIO et al., 2002).

Em um estudo realizado com amostra de esgoto e o uso do
IMS, os autores incluiram uma etapa de sedimentacdo espontanea,
seguida de uma lavagem do sobrenadante previamente a etapa de
purificacao por IMS com o intuito de reduzir estes interferentes
(IACOVISK et al., 2004). Porém, vale a pena ressaltar que, quanto
mais etapas sdo adicionadas no processo, maior sera a chance de
perda de organismos durante a manipulacdo da amostra.

A etapa de visualizacdo por RID é considerada imprescindivel
para analise destes protozoarios em amostras ambientais, sendo
12 vezes mais eficiente que as técnicas comuns de coloracdo para
oocistos e cistos (CLANCY et al., 1999). Este procedimento torna
os resultados mais precisos, porém, devido a ocorréncia de es-
truturas similares aos oocistos e cistos, como leveduras e algas,
essa etapa deve ser realizada por um profissional apto, evitando,
assim, resultados erroneos. A aquisicao do kit com anticorpo mo-
noclonal para a etapa de visualizacao pode ser considerada a parte
mais onerosa da implantacdo dos métodos discutidos neste estu-
do. Vale ressaltar que outro tipo de amostra ambiental que deve
ser analisado quanto a presenca de patogenos é o lodo de esgoto
condicionado. A disposicdo deste residuo da ETE no solo como
condicionador ou fertilizante agricola tem-se mostrado como a
opcdo mais economica, porém, é necessario avaliar o risco desta
aplicacdo, levando-se em consideracdo os problemas relacionados
a saude publica. Métodos para a analise deste tipo de amostra
foram analisados no trabalho de Bonatti (2007).

De maneira geral, as técnicas de FM e de CC podem ser con-
sideradas de baixo custo e facil aplicabilidade, o que facilita a
implantacdo de um monitoramento dos protozoarios sendo, por-
tanto, uma boa opc¢ao para as industrias de tratamento de esgoto

e as produtoras de agua.

Consideracoes finais

Resultados laboratoriais sdo elementos importantes para a to-
mada de decisdes na area de saneamento e, consequentemente,
na saude publica. Erros de resultados provenientes de analises
microbiolégicas podem induzir a sérios erros de planejamento e
direcionamento de programas de controle das diversas enfermida-
des de veiculacdo hidrica.

A maioria dos ensaios com amostras de agua ja possuem meto-
dologias padronizadas e validadas, além de diretrizes que devem
ser seguidas pelos laboratorios de analises para assegurar a qua-
lidade da deteccao de parasitos de veiculacdo hidrica. Entre estas
orientacoes estd a periodicidade de experimentos que indiquem
a sensibilidade dos métodos utilizados, a constante manutencdo

dos equipamentos utilizados, bem como atualizacio do pessoal
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envolvido nas analises. Esses cuidados devem ser tomados tam-
bém para a analise de amostras de esgoto, comecando por estu-
dos de padronizacao e validacao de metodologias. Esses cuidados
visam assegurar a qualidade dos resultados e, assim, minimizar e

promover resultados confiaveis, uma vez que o reuso de efluente
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