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RESUMO

TONANI, K.A.A. “Bioagentes patogénicos em aguas residuarias: destaque para
Giardia spp., Cryptosporidium spp., bactérias indicadoras e virus entéricos”.
2011.137 f. Tese (Doutorado) — Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto, Universidade
de S&o Paulo, Ribeirdo Preto.

Esgotos urbanos constituem compartimentos ambientais que favorecem a emergéncia e
re-emergéncia de enfermidades de veiculagdo hidrica. Este estudo objetivou analisar
cistos de Giardia spp., oocistos de Cryptosporidium spp., assim como cistos, ovos e larvas
de outros protozoarios e helmintos patogénicos; Coliformes Totais e Termotolerantes,
Rotavirus e Adenovirus em amostras de esgoto bruto e tratado da Estacdo de Tratamento
de Esgoto de Ribeirdo Preto — SP. As coletas de esgoto foram realizadas no ponto de
entrada e no ponto de saida da ETE-Ribeirdo Preto/SP. As analises de cistos de Giardia
spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. foram realizadas pelo Método 1623 da EPA.
Ovos, cistos e larvas de outros protozoarios e helmintos foram analisados pelo Método de
Sedimentacdo proposto pela CETESB (1989). A analise de coliformes totais e
termotolerantes foi realizada pela Técnica de Tubos Mltiplos (Colilert®). A anélise de
virus foi realizada através do Teste de Elisa com o KIT da RIDASCREEN®
Enzimaimunoensaio. Os resultados obtidos revelaram que a concentracdo de Giardia spp.
no esgoto bruto variou de 120 a 2200 cistos/L, ja no esgoto tratado essa concentracao
variou de 0,45 a 3,5 cistos/L. Com relacdo aos oocistos de Cryptosporidium spp. a
concentracdo no esgoto bruto variou de ndo detectavel a 28,9 oocistos/L e no esgoto
tratado as concentracbes variaram de ndo detectavel a 1,05 oocistos/L. O processo de
lodos ativados na ETE-RP promoveu uma remocdo parcial de parasitas, tais como:
Endolimax nana, Entamoeba coli, Entamoeba hystolitica, Ancylostoma sp., Ascaris sp.
Fasciola hepatica e Strongyloides stercoralis, cujo fator de reducdo variou entre 18,2 e
100%. Pode-se observar que houve diferenca estatisticamente significante entre o
namero mais provavel de coliformes totais e termotolerantes no esgoto bruto e esgoto
tratado, mostrando uma reducao na concentracao desses organismos indicadores apés o
tratamento do esgoto na ETE-Ribeirdo Preto/SP. N&o houve correlacao significativa entre
as concentracfes de coliformes totais e termotolerantes em relacdo a concentracdo de
cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp.. A analise de virus mostrou
resposta positiva para Rotavirus e Adenovirus em todas as amostras analisadas (esgoto
bruto e tratado), mostrando menor absorvancia no esgoto tratado. Os resultados obtidos
contribuem para a identificacdo e caracterizacdo de microorganismos de veiculacao
hidrica no esgoto tratado na ETE-RP, fornecendo dados Uteis para a definicdo de politicas
publicas de saneamento, referentes ao controle da qualidade microbiolégica do esgoto no
pais.

Palavras-chave: Aguas residuéarias. Giardia spp.. Cryptosporidium spp.. Parasitas.
Bactérias. Virus.



ABSTRACT

TONANI, K.A.A. “Patogenics agents in wastewater: emphasis in Giardia spp.,
Cryptosporidium spp., indicator bacteria and enteric viruses” 2011. 137 f.
Dissertation (Doctoral program) — University of Sdo Paulo at Ribeirdo Preto, College of
Nursing, Ribeirao Preto.

Sewage treatment is still precarious in many Brazilian cities, which has contributed to the
emergence and re-emergence of waterborne diseases. This study analyzed Giardia spp.
cysts and Cryptosporidium spp. oocysts, as well as cysts, eggs and larvae of other
protozoa and helminthes. Also part of the study were total and thermotolerant coliforms,
Rotavirus and Adenovirus in samples of raw and treated sewage of the Sewage Treatment
Station (ETE) of Ribeirdo Preto, SP, Brazil. Sewage samples were taken at the points of
entry and exit of the ETE, Ribeirdo Preto. Analyses of Giardia spp. cysts and
Cryptosporidium spp. oocysts were performed through the EPA’'s method 1623. Eggs,
cysts and larvae of other protozoa and helminthes were analyzed utilizing the method of
sedimentation as proposed by CETESB (1989). Analyses of total and thermotolerant
coliforms were performed using the Multiple Tube method (Colilert®). Viral analyses were
performed through the RIDASCREEN® enzyme immunoassay ELISA test kit. The results
revealed that the concentration of Giardia spp. in raw sewage varied from 120 to 2,200
cysts/L; this concentration varied from 0.45 to 3.5 cysts/L in treated sewage. The
concentration of Cryptosporidium spp. oocysts in raw sewage varied from non-detectable
to 28.9 oocysts/L and from non-detectable to 1.05 oocysts/L in treated sewage. The
activated sludge process used in ETE promoted a partial removal of parasites such as:
Endolimax nana, Entamoeba coli, Entamoeba hystolitica, Ancylostoma sp., Ascaris sp.
Fasciola hepatica and Strongyloides stercoralis. Reduction factors varied from 18.2 to
100%. A statistically significant difference was observed between the most probable
number of total and thermotolerant coliforms in raw and treated sewage, showing a
reduction in the concentration of these indicators after the treatment of sewage in ETE,
Ribeirdo Preto. No statistically significant correlation was found between the
concentrations of total and thermotolerant coliforms in relation to the concentration of
Giardia cysts spp. and Cryptosporidium spp. oocysts. Analyzing viruses showed positive
responses for Rotavirus and Adenovirus in all the studied samples (raw and treated
sewage), with a smaller absorbance in the treated sewage. The results contribute to the
identification and evaluation of the prevalence of waterborne microorganisms in treated
sewage in ETE, Ribeirdo Preto, providing useful data for the definition of public policies for
sanitation concerning microbiological quality control in Brazil's sewage.

Key words: Sewage. Giardia spp.. Cryptosporidium spp.. Intestinal parasites. Bacteria.
Virus.-



RESUMEN

TONANI, K.A.A. “Bioagentes patogénicos en aguas residuales: destaque para
Giardia spp., Cryptosporidium spp., bacterias indicadoras y virus entéricos”. 2011.
137 h. Tesis (Doctorado) — Escuela de Enfermeria de Ribeirdo Preto, Universidad de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto.

As aguas residuales constituyen compartimientos ambientales que favorecen la
emergencia y re-emergencia de enfermedades de transmisién hidrica. Este estudio tuvo
como objetivo analizar quistes de Giardia spp., ooquistes de Cryptosporidium spp., asi
como huevos, larvas y quistes de otros protozoarios y helmintos patogénicos; Coliformes
Totales y Termotolerantes, Rotavirus y Adenovirus en muestras de aguas residuales
antes y después del tratamiento en la Estacion de Tratamiento de Efluentes de Ribeirdo
Preto — SP. Las colectas de efluentes fueron realizadas en el punto de entrada y en el
punto de salida de la ETE-Ribeirdo Preto/SP. Los analisis de quistes de Giardia spp. y
ooquistes de Cryptosporidium spp. fueron realizados por el Método 1623 de EPA.
Huevos, quistes y larvas de otros protozoarios y helmintos fueron analizados por el
Método de Sedimentacion propuesto por CETESB (1989). El analisis de coliformes totales
y termotolerantes fue realizado a través de la Técnica de Tubos Mltiples (Colilert®). El
andlisis de virus fue realizado a través del Test de Elisa con el kit de RIDASCREEN®
Enzima-inmunoensayo. Los resultados obtenidos revelaron que la concentracion de
Giardia spp. en el efluente antes del tratamiento vari6 de 120 a 2200 quistes/L, en el
efluente tratado esa concentracion vario entre 0,45 e 3,5 quistes /L. Con relacién a los
ooquistes de Cryptosporidium spp. la concentracion en efluentes no tratados varié de no
detectable a 28,9 ooquistes/L y en el efluente tratado las concentraciones variaron de no
detectable a 1,05 ooquistes/L. El proceso de lodos activados en la ETE-RP promovié una
remocion parcial de parasitos, tales como: Endolimax nana, Entamoeba coli, Entamoeba
hystolitica, Ancylostoma sp., Ascaris sp. Fasciola hepatica e Strongyloides stercoralis,
cuyo factor de reduccién varié entre 18,2 y 100%. Puede ser observado que hubo
diferencia estadisticamente significativa entre la concentracion de coliformes totales y
termotolerantes en el elfuente no tratado e tratado, mostrando una reduccion en la
concentracion de esos organismos indicadores después del tratamiento en la ETE-
Ribeirdo Preto/SP. No hubo correlacién significativa entre las concentraciones de
coliformes totales y termo-tolerantes en relacién a la concentracion de quistes de Giardia
spp. y ooquistes de Cryptosporidium spp.. En relacion a los andlisis de virus, se obtuvo
respuesta positiva para Rotavirus y Adenovirus en muestras del efluente antes y después
del tratamiento, mostrando menor absorvancia en el efluente tratado. Los resultados
obtenidos contribuyen para la identificacién y caracterizacion de microorganismos de
transmision hidrica en efluentes tratados en la ETE-RP, proyectando informaciones utiles
para la definicion de politicas publicas de saneamiento, referentes al control de la calidad
microbiolégica de las aguas residuales en el pais.

Palabras claves: Aguas residuales. Giardia spp.. Cryptosporidium spp.. Entero-parasitos.
Bacterias. Virus.
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1. INTRODUCAO

O transporte de microrganismos patogénicos pelas aguas é um fator importante no
comprometimento dos recursos hidricos e na disseminacao de processos infecciosos em
populacdes, especialmente quando sistemas de abastecimento de 4guas e tratamento de
esgotos sao precarios (RIVIERA; MARTINS, 1996).

A elevada incidéncia de doencas parasitarias, bacterianas e virais € um problema
permanente para a saude publica pelo fato de apresentar ampla distribuicdo geografica
em todo o mundo, e principalmente nos paises em desenvolvimento. As condi¢des
climaticas, o nivel sécio-econdmico e a falta de educagédo sédo elementos que unidos a
falta de saneamento basico e a baixa qualidade de agua, contribuem para a disseminacao
de microrganismos patogénicos de transmissao fecal oral.

De acordo com o relatério da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se
gue em 2007 existiam cerca de 1,1 bilhdes de pessoas sem acesso a agua segura e 2,6
bilhdes sem saneamento adequado (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2007). O
déficit do setor de saneamento basico é elevado, sobretudo no que se refere ao
esgotamento sanitario devido a diversos fatores, dentre eles, podem ser mencionados a
fragmentacdo de politicas publicas e a caréncia de instrumentos de regulamentacédo e
regulacdo (NASCIMENTO; HELLER, 2005) e insuficiéncia e ma aplicacdo de recursos
publicos.

No Brasil, a cobertura dos servicos de saneamento basico ainda é bastante
deficiente e esta distante de atingir um indice satisfatério. Assim, as parasitoses
intestinais e as viroses, devido a sua elevada prevaléncia e diversidade de manifestacées
clinicas, representam um problema de grande importancia em saude publica, uma vez
gue aproximadamente um terco da populacdo brasileira vive em condicbes ambientais
propicias a disseminacao das infeccdes parasitarias e virais (MUNIZ; QUEIROZ, 2002).

A ocorréncia de doencas como o cOlera, a febre tiféide, a giardiose, a amebiase, a
hepatite A e diarréia, sédo constantes entre a populacdo menos favorecida, evidenciando a
iniqliidade social existente no pais, o que contribui para a diminuicdo da qualidade de vida
da populacédo (BRASIL, 2004).

A doenca diarréica ou gastroenterite € uma sindrome que pode ser causada por

diferentes agentes como parasitas, bactérias e virus. O Rotavirus e a Escherichia coli
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enteropatogénica sdo os patdégenos mais comuns nos episédios agudos de diarréias em
criancas de todo o mundo (BORGES et al., 2009). A importancia desses agentes esta
relacionada as condi¢cdes de saneamento basico e higiene da populacéo.

Embora as estatisticas demonstrem o declinio da mortalidade em paises
desenvolvidos durante as duas ultimas décadas, a diarréia ainda permanece como uma
das principais causas de morte em criangas menores de cinco anos de idade em paises
em desenvolvimento (O'RYAN et al., 2001; PARASHAR et al., 2003).

A maioria das infec¢des sintomaticas ocorre em crian¢cas menores de dois anos de
idade e, entre as criangas menores de cinco anos. Estima-se que uma em cada cinco
precisa de cuidados médicos, e uma em cada 65 é hospitalizada (BRICKS, 2005; GLASS
et al.; 2005). Segundo a OMS (2008), cerca de 88% dos casos de diarréia nho mundo
estdo relacionados ao saneamento inadequado ou insuficiente; o que resulta em 1,5
milhdes de mortes a cada ano, sendo que a maioria dos 6bitos ocorrem em criancgas.

Segundo Craun et al. (2006), durante 1920 a 2002, 883.806 casos de doencas
hidricas foram relatados, apresentando uma média de 10.648 casos por ano. A média
anual do numero de casos variou de um minimo de 1.249, durante 1951 a 1960 para uma
alta de 36.162 casos durante 1991-2002. Durante 1920 a 2002, 1.165 mortes foram
registradas, uma média de 14 mortes por ano. Durante o periodo de 12 anos de 1991-
2002, 73 mortes foram registradas (uma média de 6 mortes por ano), onde 50 o6bitos
foram associado com o surto de criptosporidiose em Milwaukee, Estados Unidos.

Os impactos a saude atribuidos a falta de saneamento sdo significativos e séo
causados pela exposicdo a patégenos através de varias rotas como ingestdo de agua
contaminada, contato com parasitas como helmintos que vivem ou cujos ciclos de vida
estdo associados aos corpos d’agua, contato direto ou indireto com fezes, contaminacgao
da 4gua antes ou apés a captacdo e as relacionadas as toxinas produzidas por bactérias
associadas a eutrofizacdo de corpos d’agua. Essas diferentes categorias, que muitas
vezes estdo associadas, demonstram como 0 saneamento e doengas relacionadas a
higiene podem afetar a populagdo (MONTGOMERY; ELIMELECH, 2007).

Como resultado do uso de agua pelo homem, em funcdo de seus habitos de
higiene e de suas necessidades fisiologicas, € formado o esgoto doméstico/sanitario 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
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significativa contribuicdo de despejos industriais, os esgotos domésticos sdo constituidos
de aproximadamente 99,9% de agua e 0,1% de solidos (peso seco). De maneira geral, a
producdo de esgotos esta intimamente ligada ao consumo de agua, aproximadamente
60% a 80% do consumo de 4gua é convertido em esgoto (SANTOS; KRESPKY, 1998).

Esgoto € o termo utilizado para caracterizar os dejetos provenientes dos diversos
usos das aguas, como por exemplo, uso doméstico (efluentes de vasos sanitarios,
cozinhas, chuveiros, etc.), industrial (oriundos dos processos especificos de cada
segmento da producédo industrial), comercial (restaurantes, hotéis, aeroportos, etc.), de
estabelecimentos publicos (servi¢cos de saude, escolas, e reparticées publicas), infiltracao
de &gua na rede de esgotos, agricola, etc. (SANTOS; KRESPKY, 1998).

Deve-se lembrar que os esgotos domeésticos contém indmeros microorganismos
vivos, tais como: virus, bactérias, helmintos e protozoarios que, na sua maioria, sao
eliminados com o0s dejetos humanos (SANTOS; KRESPKY, 1998). Alguns desses
organismos desempenham um papel importante no tratamento das aguas residuarias;
outros, porém, sdo denominados de organismos patogénicos, veiculadores de doencas.

As pesquisas de patdégenos e parametros fisico-quimicos em esgoto, antes e
depois de ser submetido a algum tratamento € de grande importancia epidemiologica no
ambito da saude publica. O desenvolvimento desse tipo de estudo, permite verificar a
eficiéncia dos sistemas de tratamento implementados e avaliar a possibilidade de
veiculacdo de doencas para a populacdo, perante potenciais usos que sejam dados aos
efluentes que recebem aguas residuais tratadas.

Nesse contexto, consideram-se necessarios os estudos que objetivem conhecer
melhor a biologia, a ecologia e a dinamica dos agentes patogénicos no esgoto, além
daqueles que busquem o desenvolvimento e aprimoramento de tecnologias que
melhorem os processos de tratamento e de desinfec¢do da dgua e do esgoto.

O presente estudo aborda as questdes relacionadas a identificacdo de bioagentes

patogénicos no esgoto enquadrando-se nessa relevante tematica.



REVISAO DA LITERATURA



25
Revisdo da Literatura

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Doencas de Transmisséo hidrica

Segundo o Unicef (Fundo das Nac¢des Unidas para a Infancia), menos da metade
da populacdo mundial tem acesso a 4gua potavel. Estima-se que 1,2 bilhdes de pessoas
(35% da populacdo mundial) ndo tém acesso a agua tratada e 1,8 bilhdes de pessoas
(43% da populacdo mundial) ndo contam com servicos adequados de saneamento
basico. Diante desses dados, constata-se que 10 milhdes de pessoas morrem
anualmente em decorréncia de doencas intestinais transmitidas pela agua (UNICEF,
2008).

Com isso, 0 impacto em saude publica torna-se cada vez maior, principalmente
aguele relacionado as doencas de veiculacdo hidrica. Dentre elas estdo enquadradas as
doencas causadas por bactérias (Salmonella typhi, Shigella sp., Escherichia coli, Vibrio
cholera, Legionella pneumophila, Leptospira sp.); virus (Enterovirus, Rotavirus, Virus da
hepatite A, Adenovirus); protozodrios (Entamoeba histolytica, Giardia spp.,
Cryptosporidium spp.) e helmintos (Ascaris lumbricoides, Enterobius vermicularis,
Schistosoma mansoni e Trichuris trichiura) (KARANIS et al., 2007).

Com relacéo as doencas de veiculagdo hidrica, o esgoto tem sido a principal fonte
de contaminacdo, no caso de surtos epidémicos (CRAUN, 1998). A transmissao de
doencas humanas pelo esgoto (ndo tratado) pode ocorrer de forma direta e/ou indireta
(SOCCOL; PAULINO; CASTRO, 1998; GONCALVES; LIMA; PASSAMANI, 1999;
MEDEIROS et al, 1999) ou ainda, de forma vetorizada (GONCALVES; LIMA;
PASSAMANI, 1999).

A contaminacdo direta pode ocorrer pelo manejo de areas onde o esgoto foi
aplicado, pelo contato com vegetais crus irrigados com esgoto e/ou cultivados em solo
adubado com lodo e pela inalacdo de microorganismos patogénicos através da
aerossolizagédo de particulas do lodo no solo (GONCALVES; LIMA; PASSAMANI, 1999;
MEDEIROS et al.,1999).

A transmissao indireta pode acontecer por consumo de vegetais, carne, leite e
animais que tenham sido contaminados por patdégenos presentes no esgoto e no lodo,
pela ingestdo de agua contaminada, pela proximidade das areas de aplicacdo do lodo e

pelo contato com agentes vetores (roedores e insetos), que tenham estado nas areas
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contaminadas (GONCALVES; LIMA; PASSAMANI, 1999; MEDEIROS et al., 1999). Um
fluxograma que representa a propagacao de doencas parasitarias, bacterianas e virais no

ambiente € apresentado na Figura 1.

Peixee
Moscas marisco
— | A _'
M&os — Solo ~—» Alimentos X
Excreta A = -~
Humano » Humanos
L _v
i > Agua Agua "4
~———> Esgoto . —> superficial ~_: potavel /
" :
y
Fossa Agua | “”  Frtase
» - — =
séptica [ subtemdnea T | . yegetais
Excreta
Animal

Figura 1- Fluxograma de propagacao de doencas parasitarias, bacteriana e virais no
ambiente.
Fonte - Adaptado de OMS, 2008

Para o desenvolvimento da doenca, varios fatores devem ser considerados, tais
como: dose infectante, patogenicidade (capacidade do agente infeccioso em causar
doencas e danos ao hospedeiro), fatores ambientais e susceptibilidade do hospedeiro.
Para ocorrer a disseminacao de uma infeccéo, uma dose infectante do agente patogénico
tem de ser capaz de passar dos excretas do individuo infectado ou reservatério da
infeccdo para a boca ou outra porta de entrada de um individuo suscetivel (BITTON,
1997).

Alguns dos mais importantes agentes patogénicos presentes na agua, tanto em
relacdo ao numero de casos ja relatados na literatura, quanto em preocupacao no
contexto de concentracao excretada e respectiva dose infectante, estdo citados na Tabela
1.



27
Revisdo da Literatura

Tabela 1 — Principais agentes causadores de doencas de veiculacdo hidrica

Concentracéo Dose
Agente Doenca excretada infectante
(por grama de (n° de
fezes) organismos)

Salmonella typhi ¥ Febre Tiféide 10° 10° - 10°
Shigella spp. * Disenteria Bacilar 10° 10 - 100
Vibrio cholerae ® Colera 10° 108
Enterovirus Gastroenterite 10° <100
Virus da Hepatite A @ Gastroenterite 10° <100
Giardia lamblia @ Giardiose 10° <10
Cryptosporidium spp. © Criptosporidiose 10° <10
Entamoeba histolytica Amebiase 10°- 10’ <100
Ascaris lumbricoides Ascaridiase 10 - 10* <10
Ancylostoma duodenale ¥  Ancilostomose 10 — 100 <10
Taenia Teniase 10° <10

DBactéria; @Virus; ®Protozoario; “Helminto
Fonte - USEPA, 1999a

Na Tabela 1 estdo citados os principais microorganismos causadores de doencas
de veiculacdo hidrica (bactérias, virus, protozoarios e helmintos). Dentre eles, segundo
Bouzid et al. (2008), a criptosporidiose, giardiose e amebiase, constituem protozooses

gue merecem atencao no contexto da saude publica.

2.2. Doencas de transmissao hidrica causadas por protozoarios

Atualmente, enfermidades humanas onde os agentes etioldégicos sdo veiculados
pela agua ndo estdo mais restritas geografica ou economicamente, pois se tornaram uma
preocupacao global, atingindo também os paises desenvolvidos (GAJADHAR; ALLEN,
2004).

Somente nos Estados Unidos, nos ultimos 25 anos, aconteceram 740 surtos de
veiculacdo hidrica, totalizando 571.373 casos e cerca de 100 mortes. Trezentos e
guarenta e nove destes surtos nao tiveram etiologia identificada, porém, quando
identificada, os protozoarios foram a principal causa na maioria, seguido das bactérias,

dos agentes quimicos e dos agentes virais (CRAUN et al., 1998).
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Em nivel mundial, os protozoarios foram a causa de 325 surtos epidémicos de
veiculacdo hidrica nos ultimos anos, ocorridos nos Estados Unidos e Europa, e entre
varias espécies, como Entamoeba histolytica e Cyclospora cayetanensis, destaram-se
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. que foram agentes etiolégicos de 50,8% e 40,6%
destes surtos, respectivamente (KARANIS et al., 2007).

Estes protozoarios causam gastroenterite no homem e em outros animais. O
Cryptosporidium spp. €, atualmente considerado um patdégeno emergente enguanto
Giardia spp. um patégeno re-emergente (MONIS; THOMPSON, 2003; HUNTER;
THOMPSON, 2005), pois as enfermidades criptosporidiose e a giardose,
respectivamente, apresentam um aumento da incidéncia em humanos nas Ultimas duas
décadas e héa perspectiva do aumento de casos em um futuro proximo (LUNA, 2002).

Nos paises em desenvolvimento, Giardia spp. e Cryptosporidium spp., juntamente
com bactérias e virus, constituem parte de um complexo grupo de doencas diarréicas que
causam grande absenteismo no trabalho e podem representar uma das causas que
impedem o desenvolvimento socioecondmico. Estes protozoarios estdo incluidos na
Iniciativa das Doencas Neglicenciadas da Organizacdo Mundial de Saude (World Health
Organisation Neglected Diseases Initiative - OMS) por causa de sua estreita relacdo com
a pobreza, com a falta de saneamento basico e com a qualidade da agua de consumo
(SAVIOLI et al., 2006).

2.2.1 Giardia lamblia
a) Biologia

Giardia lamblia (sinbnimo: G. duodenalis e G. intestinalis) € um protozoario
eucaridtico unicelular, flagelado, comum no intestino do homem e causa doencas
gastrointestinais com freqtiéncia em todo mundo. O parasito foi observado pela primeira
vez por Antonie van Leeuwenhoek em 1681, nas suas proprias fezes, tendo sido mais

tarde designado de Cercomonas intestinalis em 1859.
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Posteriormente, foi-lhe atribuido o nome de Lamblia intestinalis por Blanchard em
1888 e a designacao Giardia lamblia foi aceita a partir de 1970, como homenagem ao
professor Alfred Giard (KULDA; NOHYNKOVA, 1995; ADAM, 2001).

Baseado na genética, estrutura e bioquimica; a Giardia pertence ao Filo
Metamonada, subfilo Trichozoa, Superclasse Eopharyngia, Classe Trepomonadea,
Subclasse Diplozoa, Ordem Giardiida e Familia Giardiidae (CAVALIER-SMITH, 2003).

Durante o periodo de 1920 e 1930, mais de 50 espécies de Giardia foram
descritas. Em 1952, Filice propds uma reavaliagdo destas espécies com base na
morfologia e ndo na especificidade pelo hospedeiro. Durante a década de 1990, muitos
pesquisadores adotaram o nome G. intestinalis, mas, atualmente a denominacdo de G.
lamblia continua sendo muito aceita pela comunidade de pesquisadores internacionais
(ADAM, 2001).

Com um grupo de seis assemblages reconhecidos, G. duodenalis é considerada
um complexo de espécies com morfologia similar, mas com variedades genéticas e
fenotipicas com diferenca na especificidade pelo hospedeiro (ALI; HILL, 2003;
BERTRAND; SCHWARTZBROD, 2007; THOMPSON, 2004; THOMPSON et al., 2007).

Atualmente, dentro da espécie formalmente conhecida como G. duodenalis,
numerosos grupos de isolados ou gendétipos aparentemente exclusivos de determinadas
espécies animais estdo sendo reconhecidos (THOMPSON, 2000). Embora um consenso
a respeito da nomenclatura para estes grupos ainda nao esteja estabelecido, o termo
assemblages tem sido adotado se referindo as linhagens da espécie pela andlise da
sequéncia de nucleotideos do gene da enzima glutamato desidrogenase (gdh) (HUNTER;
THOMPSON, 2005).
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Tabela 2 — Lista das assemblages e espécies de Giardia duodenalis, e seus
principais hospedeiros.

Espécie Principais Hospedeiros

humanos, animais de producdo, gatos,
caes e castores

Assemblage B (G. enterica) humanos, chinchilas, caes, castores e ratos
Assemblage C (G. canis) Caes

alpaca, bovinos, caprinos, suinos e ovinos

Assemblage A (G. duodenalis)

Assemblage E (G. bovis)

Assemblage F (G. cati) gatos

Assemblage G (G. simondi) rato domeéstico

Reclassificacdo de G. duodenalis de Proposta por Thompson; Monis (2004).

As assemblages séo geneticamente distintas e sabidamente infectantes para varios
hospedeiros. Mesmo com as técnicas moleculares atuais, ainda tem sido dificil interpretar
a extensa variabilidade genética observada na G. duodenalis (ALI; HILL, 2003;
BERTRAND; SCHWARTZBROD, 2007; THOMPSON, 2004).

Nas assemblages A e B encontram-se 0s genoétipos que acometem o homem,
podendo ocorrer infeccbes concomitantes, as assemblages de C a G, sdo restritas a
outros animais (ALI; HILL, 2003; GUY et al., 2004; THOMPSON, 2004).

b) Morfologia

Giardia spp. durante seu ciclo vital apresenta duas formas distintas: trofozoito e
cisto. O trofozoito é a forma ativa, na qual se alimenta e se reproduz, tem formato de péra
com aproximadamente 8 a 18 um de comprimento, 5 a 15 um de largura e 1 a 2 um de
espessura, possui dois nucleos e quatro pares de flagelos livres (anterior, caudal,
posterior e ventral) que emergem das duas fibras longitudinais ou axonemas. No
citoplasma estao presentes ribossomos, glicogénio e vacuolos lisossomais. O aparelho de
Golgi torna-se visivel nos trofozoitos durante o encistamento (REINER et al., 1990;
GILLIN; REINER, 1996), embora outras organelas presentes nos eucariotas, como
mitocondrias, peroxissomas e nucléolos ndo tenham sido, ainda, identificados (ADAM,
2001).
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O cisto é a forma infectante e também de resisténcia. Apresenta uma forma ovoide
ou elipsoide com aproximadamente 8 a 12 um de comprimento e € revestida por uma fina
parede de 0,3 a 0,5 um de espessura, composta por filamentos de 7 a 30 nm de largura.
No interior do cisto encontram-se 0s axonemas flagelares, vacuolos, ribossomos, granulos
de glicogénio, fragmentos do disco e quatro ndcleos pequenos (KULDA; NOHYNKOVA,
1995; ADAM, 2001; HERESI et al., 2000; USEPA, 2005).

A Figura 2 ilustra a Giardia spp. na forma de cisto.

Figura 2- Cistos de Giardia spp. visualizado em microscopia de
Contraste de fase e DAPI.
Fonte - USEPA, 2005

c) Transmisséo
O ciclo de vida da Giardia spp. € monoxénico. A infeccdo se inicia pela ingestdo do
cisto por meio da 4gua e alimentos contaminados ou pela via direta fecal-oral ou anal-oral,

conforme visualizado na Figura 3.
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Figura 3 - Ciclo da Giardia spp. no ser humano
Fonte - Adaptado de: CDC, 2011

Os cistos ingeridos pelo hospedeiro, expostos as enzimas e pH acido do estdmago,
desencistam nas primeiras porcdes do intestino delgado dando origem aos trofozoitos
(BINGHAM; MEYER, 1979). Apés a eclosdo, o trofozoita alonga-se e inicia-se a
citocinese formando-se dois trofozoitos (BUCHEL et al., 1987). Ap6s o desencistamento,
o trofozoito adere & mucosa intestinal e multiplica-se assexuadamente por divisdo binaria
longitudinal. Os trofozoitos sdo formas muito sensiveis ndo conseguindo sobreviver no
meio exterior e, assim, quando as condi¢gdes do “habitat” sofrem alteracdes de pH, tensao
de oxigénio e temperatura, o trofozoito encista. O encistamento tem lugar geralmente no
baixo ileo e, reproduzindo-se as condicdes ai existentes, foi possivel seguir este processo
in vitro tendo—se verificado um 6timo encistamento na presenca de sais biliares, acidos
glicélico e miristico, a pH 7,8 (GILLIN et al., 1987, 1989; ADAM, 2001; BASTOS et al.,
2003; HERESI et al., 2000).

Durante o processo de encistamento, os trofozoitos tornam-se arredondados e
destacam-se do substrato, perdendo a mobilidade flagelar. As células ficam refrateis, os
nacleos dividem-se e forma—se uma parede resistente. A microscopia eletronica revela

gue antigenos especificos dos cistos aparecem no aparelho de Golgi ao final de 5 horas
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de inducdo do encistamento e que ao fim de 6 a 18 horas, esses antigenos aparecem
armazenados em vesiculas secretoras especificas (ESVs) que os transportam para a
periferia de modo a integrarem a parede do cisto (GILLIN; REINER, 1996). A formacéao
das ESVs é a primeira alteracao visivel ao microscopio éptico. Apos 44 a 77 horas de
encistamento a parede fica concluida e os dois nucleos dividem-se simultaneamente,
produzindo um cisto maduro com quatro nucleos (GILLIN et al., 1987; SCHUPP et al.,
1988; REINER et al., 1990). Os cistos sédo eliminados juntamente com as fezes do
hospedeiro e, uma vez ingeridos por um hospedeiro susceptivel, por via direta fecal-oral,
ou indireta por veiculacao hidrica e/ou alimentar, inicia-se um novo ciclo.

Além disso, os cistos podem ser eliminados por pessoas e animais doentes
sintomaticos e também assintomaticos. O periodo de incubacdo varia de uma a duas
semanas antes do aparecimento dos sintomas, entre eles: diarréia, nauseas, desconforto
abdominal e perda de peso (HERESI et al., 2000; CIMERMAN; CIMERMAN, 2003).

Os sintomas da fase aguda desaparecem, normalmente, em alguns dias e a
infeccdo pode ser suprimida em 2 a 6 semanas. Contudo, em alguns casos e
independente das condi¢cfes imunologicas dos hospedeiros estarem normais ou nao, a
fase aguda evolui para a fase cronica e a sintomatologia manifesta-se por curtos e
recorrentes periodos. Os individuos que apresentam cistos nas fezes sem haver
sintomatologia representam importantes reservatérios na disseminacdo da infeccao
(SMITH, 1985; ADAM, 2001; THOMPSON et al., 1993).

Giardiose € comum entre criancas que freqientam creches, no mundo (HOMAN;
MANK, 2001; THOMPSON, 2000). Os fatores de risco investigados sdo as variaveis
relacionadas as caracteristicas das creches, ao historico familiar e condicbes sdcio-
econdmicas das criancas (FRANCO; CORDEIRO, 1996; GUIMARAES; SOGAYAR, 2002;
MALTA et al., 2002, SCHNACK et al., 2003).

A méa absorcdo da lactose € frequente em criancas com giardiose sintomatica
(TOLBOOM et al., 1987), podendo contribuir para os distlrbios gastrointestinais (diarréia,
flatuléncia e desconforto abdominal) comuns da infec¢do. Contribui significativamente
para o retardo no crescimento devido a deficiéncia nutricional decorrente da nédo absorcgéo
de vitaminas lipossoluveis pelo hospedeiro infectado (ORTEGA; ADAM, 1997).

A terapéutica da giardiose tem apontado alguns problemas devido a elevada
incidéncia de efeitos secundarios e recidivas frequentes (UPCROFT; UPCROFT, 2001).
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Muitos farmacos tém sido utlizados, como o0s nitroimidazois, furazolidona,
paramomicina (GARDNER; HILL, 2001; UPCROFT; UPCROFT, 2001). O metronidazol é
recomendado pela OMS e é considerado como o farmaco de primeira escolha no
tratamento da giardiose em muitos paises (UPCROFT; UPCROFT, 1993).

A Giardia spp. € o0 protozoario que mais esta associado a doencas diarréicas no
mundo; s6 em 1981, 28% dos surtos reportados foram de giardiose (ADAM, 2001). A
Organizacdo Mundial de Saude estimou 3,5 bilhdes de pessoas no mundo sao
parasitadas, dentre elas 800 milhdes tém giardiose. Nos paises desenvolvidos o0s
portadores de Giardia spp. sdo estimados entre 2 a 7% e nos paises em vias de

desenvolvimento as taxas de infeccdo podem atingir 5 a 50% da populagao (OMS, 2005).

2.2.2 Cryptosporidium hominis

a) Biologia

O género Cryptosporidium spp. foi descrito pelo parasitologista Ernest Edward
Tyzzer em 1907 (TZIPORI; WIDMER, 2008), entretanto, somente apds 70 anos, este
protozoario foi reconhecido como um importante agente patogénico intestinal humano
(NIME et al, 1976); pois, tornou-se comum em pacientes com Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), ocorrendo também com maior freqiéncia em outros
individuos imunocomprometidos, tais como, pacientes transplantados (CIMERMAN;
CIMERMAN, 2004; FAYER et al., 2000; HUNTER; THOMPSON, 2005).

Taxonomicamente, Cryptosporidium spp. pertence ao Phylum Apicomplexa;
Classe Sporozoa; Sub-classe  Coccidiasina; Ordem  Eucoccidiorida;  Familia
Cryptosporidiidae (LEVINE, 1988).

b) Morfologia

Cryptosporidium spp. € um organismo diminuto, variavel em seu tamanho de
acordo com as diferentes formas evolutivas, entre 4 a 6 um de diametro, apresentadas
durante o seu ciclo vital monoxeno (Figura 4). O oocisto esporulado € o Unico estagio

exdgeno, consistindo-se de quatro esporozoitos livres envolvidos por uma parede de duas
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camadas, e é eliminado do corpo do hospedeiro infectado pelas fezes (CURRENT, 1985;
FAYER et al., 2000).

Figura 4- Oocistos de Cryptosporidium spp. visualizados em microscopia
de Contraste de fase e DAPI.
Fonte- USEPA, 2005

c) Transmissao

As vias de transmissdo sdo do tipo fecal-oral e podem ser: pessoa-pessoa por
contato direto ou indireto; animal-animal; animal-homem; agua e alimentos contaminados
(FAYER et al., 2000).

O ciclo de vida do Cryptosporidium spp. € mais complexo, pois possui estagios de
reproducdo assexuada e sexuada para se ter a formacdo do oocisto, como pode ser

visualizado na Figura 5.
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Apoés serem ingeridos 0s oocistos liberam esporozoitos no intestino delgado, os
guais penetram nas células epiteliais e se transformam em trofozoitos. Apés a reproducao
assexuada e sexuada, sdo formados dois tipos de oocistos: um de parede espessa (80%)
gue é liberado no ambiente junto com as fezes; e outro de parede mais fina (20%) que
talvez seja o responsavel por casos de auto-infeccdo (BASTOS et al., 2003; HUNTER,;
THOMPSON, 2005; SANTOS, 2007).

A infecccdo por Cryptosporidium spp. pode ser assintomatica ou apds um periodo
de incubacdo de sete a dez dias, cerca de 90% dos individuos acometidos podem
apresentar até 20 episodios diarios de diarréia. Também pode apresentar outros sintomas
como: febre, vomitos, coélica, perda de peso (CIMERMAN; CIMERMAN, 2004; DUPONT et
al., 1995).

A infeccéo por Cryptosporidium spp. tem sido associada com altera¢cdes funcionais

e estruturais do intestino delgado, porém a patogénese da diarréia, que é o sintoma
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predominante, ndo é, até o presente, inteiramente compreendida. As interagdes iniciais
de ligacao, invasdo e de formacéo do vacuolo parasitéforo sdo processos complexos que
envolvem mudltiplos ligantes do parasito e os receptores do hospedeiro. Nos pacientes
imunocompetentes, a maioria das infec¢des € auto-limitada e pouco se sabe sobre a taxa
de infeccdo assintomética (BERN et al., 2002).

No Brasil, estudos em comunidades pobres nas redondezas de Fortaleza (CE)
revelaram que criancas em seus primeiros dois anos de vida podem sofrer influéncia em
seu crescimento devido aos repetidos episédios diarréicos provocados pela

criptosporidiose (ZU et al., 1994).

2.2.3 Surtos de Giardiose e Cryptosporidiose associados a agua e alimentos

No esgoto, o numero de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp.
sdo bastante varidveis, em funcdo do tamanho da populacdo ou atividade humana.
Madore et al. (1987) encontraram concentracdes de até 13.700 oocistos/L em efluentes
bruto e 3.960 oocistos/L em efluentes tratados, em area que sofria influéncia por atividade
agropecuaria.

Chauret et al. (1995) avaliaram uma estacdo de tratamento de esgoto, no Canada,
verificando densidades de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. no
efluente bruto, com médias de 17,3 oocistos/L e 103 cistos/L. No efluente tratado, as
médias encontradas foram de 0,56 oocistos/L e 0,73 cistos/L, respectivamente.

Bukhari et al. (1997) pesquisaram estes protozodrios em sete estacfes de
tratamento de esgoto na Inglaterra. Oocistos de Cryptosporidium spp. foram detectados
em 0 a 63,6 % do esgoto bruto analisado, com densidades de 10-170 oocistos/L e em
15,4 a 46,6 % dos efluentes, sendo assinaladas densidades de 10-60 oocistos/L. Para
cistos de Giardia spp., em 70,0 a 90,9 % dos efluentes brutos analisados foram
encontradas densidades de 10-13.600 cistos/L e em 15,4 a 91,7 % dos efluentes tratados,
densidades de 10-720/L.

States et al. (1997) realizaram um monitoramento durante 2 anos no efluente de
uma estacao de tratamento de esgoto, na Pensilvania, Estados Unidos, com a finalidade
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de verificar a eficiéncia da remocao dos protozoarios Giardia spp. e Cryptosporidium spp.
presenca de cistos e oocistos ocorreu em 83,0 e 33,0 % das amostras dos efluentes
tratado da Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE).

De 1984 a 2000, 56 surtos de criptosporidiose de veiculagdo hidrica foram
relatados nos Estados Unidos afetando cerca de 434.676 pessoas (LEVINE; WILLIAM,
1990; CRAUN et al., 1998; FAYER et al., 2000). No mesmo periodo, paises como Reino
Unido, Canadd, Japao, Italia, Nova Zelandia e Irlanda do Norte registraram um total de 47
surtos (FAYER et al., 2004). As &aguas destinadas ao consumo humano foram
responsaveis por 59,2 % de todas estas ocorréncias e aquelas utilizadas para recreacao,
40,7 %.

Até o momento, o surto epidémico de veiculacdo hidrica identificado em Milwaukee,
Wisconsin, EUA em 1993, cujo agente etioldgico foi Cryptosporidium spp., confirmou-se
como 0 mais expressivo dos surtos, e afetou aproximadamente 403.000 pessoas
causando 100 mortes (MACKENZIE et al., 1994). Peng et al., (1997) confirmaram o
Cryptosporidium hominis como o verdadeiro agente etiol6gico deste surto.

O primeiro surto epidémico de giardiose comprovadamente de origem hidrica, foi
relatado em 1965, em Aspen, Colorado (EUA), onde um levantamento realizado entre
1994 esquiadores que entravam em contato diario com esgotos domésticos (ROSE;
SLIFKO, 1999). Payment et al. (2001) avaliaram uma ETE na regido de Montreal,
Canada, estudando ndo somente a ocorréncia destes protozoarios, como também a
presenca de varios outros microrganismos. Concentracdes médias de cistos de Giardia
spp. foram de 1.165 cistos/L no esgoto publico e 285 cistos/L no efluente tratado,
apresentando uma variacdo muito pequena das concentracées no periodo estudado. Os
valores das médias de oocistos de Cryptosporidium spp. foram de 6 oocistos/L no esgoto
bruto e 4 oocistos/L no efluente tratado e varias amostras apresentaram resultados
negativos.

No Brasil, as pesquisas sobre a presenca destes protozoarios sdo relativamente
recentes. Dias Juanior (1999, apud CANTUSIO NETO, 2004) analisou a presenca destes
protozoarios em amostras de esgoto na cidade de Araras-SP e observou densidades de
2.227/L e 472/L de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium spp., respectivamente.

Ja Farias (2000) ao analisar amostras de esgoto na cidade de Sdo Paulo encontrou

concentracdes de 1.200 oocistos/L de oocistos de Cryptosporidium spp., o que reforca a
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importancia da realizagdo do controle de oocistos de protozodrios em esgoto tratado para
reuso, principalmente de cistos de Giardia spp., que tém sido encontrados com maior
freqiéncia e em concentracbes bem mais elevadas em relacdo aos oocistos de
Cryptosporidium spp. Garcia et al. (2002) confirmaram o achado e discutem que a
presenca de cistos de Giardia spp. no efluente final de tratamento terciario representa um
risco potencial para programas de reuso de agua.

Bastos et al. (2004) encontraram 2,0 a 140 cistos/L e de 4,0 a 510 00 cistos/L em
mananciais de abastecimento da cidade de Vigosa — MG.

Hachich et al. (2004), ao avaliar 10 bacias hidrograficas no Estado de S&o Paulo,
detectaram a presenca de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em 278 amostras de agua.
As concentracfes variaram de ndo detectavel a 521 cistos/L para Giardia spp. € de nao
detectével a 20 oocistos/L de Cryptosporidium spp.

Em 2005, Ladeia et al. encontraram 1,5 cistos de Giardia spp. por litro e ata 62,5
oocistos de Cryptosporidium spp. por litro em mananciais superficiais da cidade de
Montes Claros — MG.

Vérias causas foram responsaveis pelos numerosos surtos de criptosporidiose e
giardiose, documentados em diferentes paises (ROSE et al., 2002) como 0 uso e
consumo de 4gua superficial ndo tratada, a contaminacédo dos sistemas de distribui¢cdo ou
tratamento inadequado (FAYER et al., 2000) e, na maioria deles, as aguas incriminadas
atendiam aos padrdes de potabilidade exigidos pela legislacdo especifica (SOLO-
GABRIELE; NEUMEISTER, 1996).

A qualidade microbiologica da agua pode ser monitorada a partir da analise de
indicadores de contaminacéo fecal (por exemplo, bactérias do grupo coliforme). Apesar de
abundantes no esgoto e em aguas superficiais que receberam contaminacédo fecal, sédo
eliminadas pelos desinfetantes usuais empregados nos sistemas de tratamento de agua o
gue nao ocorre com 0s protozoarios Cryptosporidium spp. e Giardia spp., justificando a
recomendacdo de investigacdo direta destes organismos em aguas destinadas ao
consumo humano. Cistos e oocistos podem permanecer por longo tempo no ambiente
(LECHEVALLIER et al.,, 1991), sobrevivendo por semanas em aguas superficiais
(RODGERS et al.,, 1995) e também s&do capazes de resistir ao tratamento com
desinfetantes quimicos, tradicionalmente empregados para tornar a &agua potavel
(DYKSEN et al., 1998).
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Atualmente, sdo registrados casos de criptosporidiose em 90 paises e seis
continentes (FAYER et al.,, 2000). Nos paises desenvolvidos, as taxas de positividade
para Cryptosporidium spp. situam-se ao redor de 2% enquanto nos paises em
desenvolvimento foram registradas prevaléncias varidveis de 8% a 31,6% (ESTEBAN et
al., 1998; FAYER et al., 2000).

Fatores que relacionam o parasita com o ambiente desempenham um papel
potencial para essa contaminacdo, destacando-se a atividade humana e ndo humana na
transmissao zoonadtica, o0 numero de hospedeiros infectados, a capacidade infectante das
formas eliminadas pelos individuos. Ao contrario de outros parasitas, cistos de Giardia

spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. sédo eliminados ja na forma infectante.

2.3. Doencas de transmissao hidrica causadas por virus entéricos

Em relacéo as viroses; os virus de potencial transmissdo hidrica sdo aqueles que
infectam o trato gastrintestinal e sédo excretados nas fezes de seres humanos, sendo
denominados virus entéricos. Também relevantes do ponto de vista ambiental, sdo os
virus respiratérios, transmitidos por aerosséis e objetos inanimados contaminados
(MARTINS, 2006).

Sabe-se que virus entéricos como Poliovirus, Rotavirus, Adenovirus e Virus da
hepatite A, presentes no trato gastrintestinal de individuos infectados, sdo usualmente
transmitidos através da via fecal-oral e replicam-se no trato gastrointestinal do hospedeiro
(FONG,; LIPP, 2005). A dose infectante desses agentes € extremamente baixa variando
de uma a dez unidades infecciosas (APPLETON, 2000; ABBASZADEGAN, 2001; WYN-
JONES; SELLWOOD, 2001; LECLERC et al., 2002; ASHBOLT, 2004). Porém, sao
eliminados em grandes quantidades (10°-10™ particulas virais/g de fezes) pelas fezes e
sdo capazes de contaminar direta ou indiretamente as aguas destinadas ao consumo
humano. A presenca destes patdgenos em aguas ou alimentos contaminados por
residuos fecais, provenientes de descargas de esgotos, tem contribuido para a ocorréncia
de doencas em individuos susceptiveis.

Os virus entéricos podem permanecer viaveis (potencialmente infectantes) durante

varios meses na agua, resistindo as condicdes ambientais adversas, embora ndo se
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multipliquem por serem parasitas intracelulares obrigatérios. Eles podem ser identificados
durante todas as estacbes do ano e alguns virus podem resistir aos processos de
tratamento de agua e esgoto aplicados no controle bacteriano, inclusive cloracdo. Além
disso, ndo apresentam nenhuma correlacdo em termos qualitativos e quantitativos com os
atuais indicadores bacterianos de contaminagcdo de aguas (MARQUES, 1991,
APPLETON, 2000; ABBASZADEGAN, 2001; MEHNERT et al., 2001; SCHVOERER et al.,
2001; LECLERC et al., 2002).

No Brasil, varios trabalhos tém sido desenvolvidos com a finalidade de avaliar a
gualidade microbiologica da &gua, nos quais sdo pesquisadas apenas as bactérias
(ALVES et al., 2002; VIEIRA et al., 2002; MARQUES, 2003; NOGUEIRA et al., 2003).
Raros sao os estudos realizados sobre a presenca de virus entéricos humanos em aguas
para consumo e em esgotos, bem como sobre seu envolvimento em surtos de diarréias,
hepatite A e conjuntivites desencadeadas por veiculag&o hidrica. Isso se da em razéo da
disponibilidade de métodos de concentracao viral de baixa eficiéncia de recuperacéo e de
meétodos de deteccdo pouco sensiveis, onerosos e de complexa implantacdo (MARQUES,
1991; MEHNERT, 2003).

Os virus entéricos encontram-se distribuidos em todas as partes do mundo e séo
causadores de muitas doencas que afetam o ser humano tais como gastroenterites,
infeccbes respiratorias, conjuntivites, hepatites e doencas que tém alta taxa de
mortalidade como meningite, encefalite e paralisia em individuos imunocomprometidos
(KOCWA-HALUCH, 2001). Além disso, alguns virus entéricos tém sido ligados a doencas
cronicas como miocardite e diabetes insulino-dependente (KOCWA-HALUCH, 2001;
GRIFFIN et al., 2003).

2.3.1 Rotavirus:

a) Biologia

Rotavirus (RV) foi evidenciado pela primeira vez em 1943, por Jacob Light e
Horace L. Holdes, que publicaram o isolamento de um agente filtravel n&o bacteriano que
era capaz de provocar diarréia, agente este, isolado em material clinico de criangas com
gastroenterite aguda (BISHOP et al. 1973).
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Desde entédo o RV tem sido objeto de estudo por diversos pesquisadores em todo o
mundo, por ser o principal agente causador de gastrenterite infantil. Quase
simultaneamente Flewet et al. (1973) identificaram o virus por método similar no Reino
Unido. Esses autores verificaram por microscopia eletrdnica que as particulas virais
presentes em fezes de criangas com gastrenterites agudas e de bezerros com quadro

clinico de diarréia eram morfologicamente indistinguiveis.

b) Morfologia
O termo Rotavirus € derivado da palavra latina “rota”, que significa roda e foi
sugerido porque o eshoco circular do capsideo do virus se assemelha a roda de uma

carroca (Figura 6).
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Figura 6 - Distribuicdo estrutural das proteinas do Rotavirus.
Fonte - CUNLIFFE et al., 2002

Em 2009, o Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) propde a criacdo do
género Rotavirus, dentro da Familia Reoviridae (ICTV, 2009).
A particula viral completa é esférica e mede entre 60 e 80 nm de diametro. E

composta por triplo capsideo icosaédrico, constituido por trés camadas protéicas distintas
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nao envelopadas e tem um genoma composto de 11 segmentos de RNA dupla-fita
(dsRNA) (ESTES, 1996; BORGES et al., 2009).

Os segmentos gendmicos codificam para um grupo de seis proteinas estruturais
(VPs, viral proteins), encontradas nas particulas virais, e outras cinco proteinas nao-
estruturais (NSPs, non-structural proteins) presentes somente em células infectadas e nao
observadas em particulas maduras (KAPIKIAN; CHANOCK, 1996; SILVA et al., 2001;
MASCARENHAS et al., 2002; SECRETARIA DO ESTADO DE SAO PAULO, 2004).

As principais proteinas estruturais (VP4, VP6 e VP7) atuam como antigenos na
inducdo de anticorpos, provocando resposta imune protetora, e formam a base da
classificacdo atual dos Rotavirus em grupos (A-G) (COSTA et al., 2004; SECRETARIA DE
ESTADO DE SAO PAULO, 2004).

O core protéico € a camada mais interna que envolve o0 genoma composto por 11
segmentos de RNA dupla-fita, sendo formado a partir das proteinas estruturais VP1, VP2
e VP3. De maneira geral, pode-se dizer que as proteinas constituintes do core sao
responsaveis por atividades de transcriptase e replicase (ESTES, 2001).

Todo o conjunto de proteinas estruturais e nao-estruturais € codificado por
segmentos gendmicos presentes no “core” protéico, os quais apresentam pesos
moleculares que variam de 0,2 x 10° a 2,2 x 10° daltons e tamanhos entre 663 e 3.302
pares de bases (ESTES; COHEN 1989; KAPIKIAN; CHANOCK, 1996; VAN
REGENMORTEL, 2000).

c) Transmissao

A transmissao ocorre predominante por via fecal-oral, por 4gua ou alimentos. As
fezes de criancas infectadas apresentam altas concentracbes de Rotavirus, que séo
excretados desde dois dias antes até 21 dias apOs o inicio dos sinais e sintomas
(SECRETARIA DE ESTADO DE SAO PAULO, 2004; BORGES et al., 2009).

A transmissdo de pessoa para pessoa ocorre com facilidade, e os cuidados com a
higiene e saneamento basico ndo sédo suficientes para evita-la, pois o Rotavirus resiste
muito tempo no meio ambiente (OLIVEIRA; LINHARES, 1999; SECRETARIA DE
ESTADO DE SAO PAULO, 2004).

O principal sitio de replicacdo viral € o intestino delgado, no jejuno mais

especificamente nas células epiteliais maduras que revestem as microvilosidades
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intestinais deste local; desencadeando um fenémeno de mé-absor¢éo e diarréia (ESTES,
2001; BRASIL, 2006). O periodo de incubacédo das infec¢cdes pelo Rotavirus € curto,
geralmente de um a trés dias, o que impossibilita a protecdo com a vacina apés a
exposicdo (OLIVEIRA; LINHARES, 1999: BORGES et al., 2009).

A diarréia em cem por cento dos casos € a principal manifestacdo clinica. As fezes
sdo aguosas, verdes ou amareladas, raramente contém muco e variam de oito ou mais
evacuacdes diarias (SABRA, 1982).

A apresentacdo clinica € variavel, mas os vomitos e a desidratacdo séao
caracteristicas proeminentes em compara¢do com a gastroenterite produzida por outros
virus (LINHARES et al.,1989; CARDOSO, 1992; KAPIKIAN; HOSHINO; CHANOCK, 2001;
BORGES et al., 2009).

Apesar de a doenca diarréica ocorrer primariamente em criancas, também é
comum em jovens e adultos, associada a surtos esporadicos de diarréia em espacos
fechados como escolas, ambientes de trabalho e hospitais (LINHARES et al., 1981).

2.3.2 Adenovlrus

a) Biologia

Os Adenovirus foram descritos pela primeira vez por Rowe et al. (1953), a partir de
adendides humanas mantidas em culturas in vitro e de secrecdes humanas do trato
respiratorio superior inoculadas em cultura de células de origem humana (OLIVEIRA,
1994). Esses virus estdo classificados pelo ICTV (ICTV 2009) como pertencentes a
familia Adenoviridae, que tem quatro géneros: os Mastadenovirus (bovinos, equinos,
canideos, murinos, suinos, simios, humanos e outros), os Aviadenovirus (aves), 0s
Atadenovirus (ovinos, bovinos, caprinos, cervideo, camaledo, cobra, etc) e os
Siadenovirus (sapos e aves).

Os Adenovirus entéricos sdo do género Mastadenovirus e inclui mais de 49
sorotipos humanos classificados em seis espécies, de A a F.

A maioria dos estudos da estrutura viral foi realizada com Hepatite A e Adenovirus
(HAdV) tipos 2 e 5 (SHENK, 1996), demonstrando que sdo virus ndo envelopados e

medem de 70 nm a 100 nm de diametro (Figura 7).
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Figura 7- Fotomicrografia de particulas de Adenovirus humano
Fonte- ICTV, 2009

b) Morfologia

O capsideo icosaédrico € constituido por 252 capsémeros, dos quais 240 hexons
formam as faces do icosaedro e 12 pentons formam os vértices. O capsideo é formado
por 252 capsdmeros, dos quais 240 sao estruturas denominadas hexon que formam as 20
faces triangulares, e 12 sédo estruturas denominadas penton, que formam os vértices do
icosaedro (OLIVEIRA, 1994).

O hexon é uma proteina trimérica, formada por moléculas de polipeptideo Il
fortemente associadas (HORWITZ; MAIZEL; SCHARFF, 1970).

O penton consiste em duas estruturas distintas: a base, responsavel por ancorar o
penton ao capsideo, e a fibra, que € uma estrutura alongada que se estende a partir do
vértice da particula viral. A fibra tem tamanho varidvel de 10 a 33 nm de comprimento,
possuindo 2 nm de diametro e termina em uma esférula de 4 nm (OLIVEIRA, 1994). O
core viral contém quatro proteinas (polipeptideos V, VII, u e proteina terminal) (SHENK,
1996).

O genoma dos Adenovirus é constituido de DNA dupla-fita linear, que codifica uma
DNA-polimerase-DNA-dependente. Os Adenovirus humanos apresentam  seis
subgéneros, denominados de A até F, com 51 sorotipos distribuidos entre eles
(MARTINS, 2006).
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c) Transmissao

Embora as caracteristicas epidemiolégicas dos Adenovirus variam por tipo, todos
sdo transmitidos por contato direto, a transmissdo fecal-oral, e, ocasionalmente, a
transmissao pela agua.

Alguns tipos sdo capazes de estabelecer infecgbes persistentes assintomaticas nas
amigdalas, adendides, e os intestinos dos hospedeiros infectados, e derramando pode
ocorrer por meses ou anos (WIKIPEDIA, 2011)

Os Adenovirus causam infecgdes persistentes caracterizadas pela excregao fecal,
prolongada e intermitente. Eles normalmente infectam e replicam em varios locais do trato
respiratério, na cavidade ocular e no trato gastrointestinal, mas podem afetar outros
O0rgdos como o pancreas, miocardio e o sistema nervoso central, 0 que pode ocorrer estar
na meningoencefalite.

Em geral, a gastroenterite associada a Adenovirus € tdo prevalente quanto a
causada por Rotavirus e ocorre mais freqiientemente em criancas com menos de 4 anos,
caracterizando-se como uma doenca branda com diarréia e vémito. Em regifes de clima
temperado, a prevaléncia de Adenovirus entéricos € maior. No entanto, em paises de
clima tropical, como o Brasil, Adenovirus veiculados pela agua tém sido detectados
durante todos os meses do ano (HORWITZ, 1996; MEHNERT et al., 1999).

2.3.3 Surtos de viroses associadas a 4gua e alimentos

Com relacdo a contaminacdo por virus, pesquisas foram iniciadas apos a
ocorréncia de um surto de hepatite em Nova Délhi (india), na década de 1950, como
consequéncia da contaminacdo do sistema de tratamento da agua por patdégenos virais
provenientes do esgoto. Depois desse episodio, tiveram inicio os estudos na area da
virologia aquatica, atualmente denominada virologia ambiental, com cientistas tentando
detectar Poliovirus em amostras de agua (BOSCH, 1998).

Desde 1990, com a implementacdo dos métodos moleculares no estudo de virus
em amostras ambientais, vem aumentando a atencdo dada a contaminacdo da agua, do
solo e dos alimentos pelos virus. Como um fator de disseminagéo de doencas virais, esse

problema tem implicacdes de longo alcance que vém sendo extensivamente estudadas
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pelos virologistas e profissionais de saude publica (MARQUES, 1991; QUEIROZ et al.,
2001; MEHNERT et al., 2001).

No Brasil, entre 1987 e 1988, Mehnert; Stewien (1993) realizaram a primeira
investigacdo de Rotavirus em aguas de esgotos e coérregos poluidos na cidade de Séo
Paulo, utilizando como metodologias a imunofluoréscia indireta. Entre 1988 e 1989, 1998
e 1999, Mehnert et al. (1999) identificaram Adenovirus em amostras de aguas
provenientes dos mesmos locais analisados por Mehnert; Stewien (1993), na cidade de
Sao Paulo, através do método imunoenzimatico para deteccdo de Rotavirus e Adenovirus.

Em algumas cidades do estado S&o Paulo, entre 1998 e 2003, foram realizados
outros estudos na area de virologia ambiental utilizando-se métodos moleculares, nos
guais foram identificadas as presencas de HAV (Hepatite A) (SASSAROLI et al., 2000),
Rotavirus (QUEIROZ et al., 2001; PAULI et al., 2003) e Adenovirus (MARTINS et al.,
2003) em aguas de esgotos, corregos e poc¢os analisados.

Segundo a Figura 8, os Rotavirus causam aproximadamente 111 milhfes de
episodios de gastroenterite por ano em média, requerendo 25 milhdes de consultas e 2
milhdes de hospitalizacbes, e gerando de 352.000 — 592.000 mortes (média 440.000
mortes) entre criangas menores de 5 anos em todo o planeta. O autor também relata que
mais de 80% de todas as mortes relacionadas com o Rotavirus ocorrem em paises de
baixa renda do sul da Asia e Africa Subsaariana (PARASHAR et al., 20086).
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Figura 8- Distribui¢cdo global do niumero estimado de mortes relacionados com o Rotavirus. Cada
ponto representa 1.000 mortes.
Fonte- PARASHAR et al., 2006.

Levantamentos epidemiologicos conduzidos em diferentes paises revelam o
envolvimento de virus entéricos em surtos associados a aguas contaminadas. No
Canada, em 1995, ocorreu um surto de Hepatite A devido a ingestdo de &guas
contaminadas de pocgos (DE SERRES et al., 1999). Em 1998, um surto de gastrenterite,
na Suica, confirmou a presenca de Enterovirus e de Norovirus em amostra de agua de
beber contaminada por esgoto (HAFLIGER et al., 1999). Em 1999, nos Alpes Franceses,
sudeste da Franca, ocorreu um surto de doenca digestiva aguda envolvendo 19 pessoas
gue haviam ingerido agua de torneira contaminada por Enterovirus e Rotavirus (GOFTI-
LAROCHE et al., 2001).

2.4. Parametros Microbioldgicos
Desde o inicio da bacteriologia sanitaria, marcada pela observacédo de Escherich
em 1885, de que o Bacillus coli (Escherichia coli) poderia ser usado como indicador na
avaliacdo da contaminacdo fecal da agua; as bactérias do grupo coliforme tém sido

extensivamente utilizadas na avaliagdo da qualidade das aguas, sendo até hoje o
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parametro microbiologico basico incluido nas legislagdes relativas a 4guas para consumo
humano (CETESB, 1992).

Para a avaliacdo das condicbes sanitarias de uma agua, utilizam-se bactérias do
grupo coliforme, que atuam como indicadores de poluicdo fecal, pois estdo sempre
presentes no trato intestinal humano e de outros animais homeotérmicos, sendo
eliminadas em grande numero nas fezes. A presenca de coliformes na agua indica
poluicdo, com o risco potencial da presenca de organismos patogénicos, uma vez que Sao
mais resistentes na agua do que as bactérias patogénicas de origem intestinal.

Coliformes totais constituem um grupo de bactérias formado por bacilos gram-
negativos, aerobios ou anaerdbios facultativos, ndo formadores de esporos, oxidase-
negativos, capazes de crescer na presenca de sais biliares ou outros compostos ativos de
superficie (surfactantes), com propriedades similares de inibicdo de crescimento, e que
fermentam a lactose com producdo de aldeido, &cido e gas a 35°C em 24-48 horas. O
grupo inclui os seguintes géneros: Escherichia, Citrobacter, Enterobacter e Klebisiela
(BRASIL, 2007).

Coliformes fecais ou termotolerantes sdo coliformes capazes de se desenvolver e
fermentar a lactose com producdo de acido e gas a temperatura de 44,5 + 0,2°C em 24
horas. O principal componente deste grupo é Escherichia coli, sendo que alguns

coliformes do género Klebisiela também apresentam essa capacidade (BRASIL, 2007).

2.5. Processos de Tratamento de Esgoto

O tratamento de esgoto em geral, é descrito em funcdo de diferentes graus de
remocao de matéria organica e/ou inorganica que, em ordem crescente, sao classificados
em: preliminar, primario, secundario e terciario ou avancado (MUJERIEGO; ASANO,
1999).

No tratamento de esgoto, processos fisicos, quimicos e biol6gicos sdo envolvidos.
Na etapa fisica, realizado por meio de gradeamento, sedimentacéo, flutuacéo, flotacdo e
filtracdo, apenas as substancias que nédo estdo dissolvidas no esgoto € que sao
removidas. As substancias dissolvidas e as suspensdes coloidais precisam ser eliminadas

por meio de processos que transformem as moléculas em particulas, flocos, que sejam
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depuradas fisicamente ou transformando-as em gases para serem liberados para
atmosfera.

Uma forma de promover a floculacdo de substancias dissolvidas e coloidais
presentes no esgoto é através de processo bioldgico, realizado por bactérias anaerodbicas
e aerobicas. Exemplos destes tratamentos sdo: lagoas facultativas, leitos cultivados,
reatores anaerébicos de fluxo ascendente com manta de lodo (UASB) e o processo lodo
ativado aerdbico, que podem ser utilizados de forma sequencial, combinados ou com
modificacdes (AIYUK et al., 2006).

O processo denominado de lodos ativados € o processo utilizado pela AMBIENT
para o tratamento do esgoto sanitario do municipio de Ribeirdo Preto - SP, sendo este o

objeto do presente estudo.

2.5.1Processo de lodos ativados

Processo de tratamento de esgoto denominado lodos ativados, consiste em um
processo bioldgico onde o esgoto afluente, na presenca de oxigénio dissolvido, agitacdo
mecanica e pelo crescimento e atuacdo de microorganismos especificos, forma flocos
denominados lodo ativado ou lodo bioldgico. Essa fase do tratamento objetiva a remocao
de matéria organica biodegradavel presente nos esgotos. Apds essa etapa, a fase solida
€ separada da fase liquida em outra unidade operacional denominada decantador e o
lodo ativado separado retorna para o processo sendo 0 excesso retirado para tratamento
especifico ou destino final (CASAN, 2005).

Esse sistema é muito utilizado, mundialmente, para o tratamento de despejos
domésticos e industriais (SPERLING, 1997), sendo indicado para locais onde se dispde
de pouca area para a implantacéo de sistemas de tratamento.

A adocao deste processo apresenta boa eficiéncia no tratamento e flexibilidade de
operacdao; 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 formacdo de aerossois (que podem carrear microorganismos patogénicos
ou ndo) sao algumas das desvantagens deste sistema (CASAN, 2005). O sistema de
tratamento lodo ativado tem duas fases distintas: a fase de pré-tratamento (composta do

gradeamento e da desarenacdo) e a fase denominada de tratamento secundario, que €
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composta das unidades denominadas de seletor biologico, tanques de aeracao,
decantador secundario, adensadores de lodo, sistema de desidratacdo, prensa
desaguadora e pode ainda contar com a unidade de desnitrificacdo (SPERLING, 1997;
CASAN, 2005).

No reator ocorrem as reacdes bioquimicas para a remoc¢ao da matéria organica
carbonacea e a nitrificacdo do nitrogénio organico total remanescente do afluente bruto
(CASAN, 2005). As bactérias (biomassa ativa) utilizam o substrato presente no esgoto
bruto para se desenvolverem e o fornecimento de oxigénio é feito por aeradores
mecanicos. As bactérias envolvidas neste processo formam uma matriz gelatinosa, o que
lhes confere a propriedade de flocular, ou seja, aglutinam-se entre si e também com
outros microorganismos. O floco formado possui dimensfes maiores, facilitando o
processo de remocéao de patdogenos (SPERLING, 1997).

No decantador secundario se processa a sedimentacdo dos soélidos (biomassa).
Parte da biomassa sedimentada no fundo do decantador retorna ao reator (recirculacao),
com a finalidade de aumentar a concentracao de bactérias garantindo, assim, a elevada
eficiéncia deste tipo de processo de tratamento de esgoto. A outra parte (excesso de lodo)
€ retirada do sistema e encaminhada para o adensador, cuja funcdo é reduzir a
guantidade de agua contida no lodo sedimentado nos decantadores.

Posteriormente, o lodo passa por um sistema de desidratacdo e ao final chega a
prensa desaguadora que opera com duas unidades e a “torta” produzida com teor de
sélidos na faixa de 18 a 20%, é encaminhada até o local de estocagem através de correia
transportadora para posterior disposi¢cdo em aterro sanitario (CASAN, 2005).

No processo denominado lodo ativado, a reducdo de virus entéricos ocorre
principalmente por adsorcédo viral aos soélidos ou por inativacdo viral. A distribuicdo de
particulas virais entre as fases liquida e sélida da mistura, depende da distancia destas
em relacdo aos solidos suspensos e da capacidade adsortiva (ARRAJ et al., 2005).

A ETE-Ribeirdo Preto/SP apresenta uma tecnologia de lodos ativados
convencionais, aerados por tubos-compressores e difusores de membrana e sistema de

digestéo anaerobica de lodos de alta carga (AMBIENT, 2009).



OBJETIVOS



53
Objetivos

3. OBJETIVO GERAL
e Analisar a prevaléncia de bioagentes patogénicos de relevancia sanitaria em

Aguas residuérias antes e depois do tratamento biolégico por lodos ativados.

Constituem-se em objetivos especificos do estudo:
o Analisar a ocorréncia de cistos de Giardia spp., ho esgoto (bruto e tratado)
do sistema de tratamento de esgoto da Estacdo de Tratamento de Esgoto de
Ribeirdo Preto — ETE/RP;

o Analisar a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp., ho esgoto (bruto
e tratado) do sistema de tratamento de esgoto da Estacdo de Tratamento de
Esgoto de Ribeirdo Preto — ETE/RP;

o Analisar a ocorréncia de ovos de helmintos, cistos de protozoarios e larvas,
no esgoto (bruto e tratado) do sistema de tratamento de esgoto da Estacdo de
Tratamento de Esgoto de Ribeirdo Preto — ETE/RP;

o Analisar a presenca/auséncia de coliformes totais e termotolerantes, assim
como, quantificar esses elementos no esgoto (bruto e tratado) do sistema de
tratamento de esgoto da Estacdo de Tratamento de Esgoto de Ribeirdo Preto —
ETE/RP;

o Analisar a ocorréncia de virus (Adenovirus e Rotavirus) no esgoto (bruto e
tratado) do sistema de tratamento de esgoto da Estacdo de Tratamento de Esgoto
de Ribeirdo Preto — ETE/RP;

o Foi também objetivo desse trabalho a implementacdo no Laboratério de
Ecotoxicologia e Parasitologia Ambiental — LEPA da técnica de deteccdo e
quantificacdo de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. pelo
Método 1623 desenvolvido pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (USEPA,
2001)
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o Implementar no Laboratorio de Ecotoxicologia e Parasitologia Ambiental —
LEPA, o Teste de Elisa para a deteccado de Adenovirus e Rotavirus em amostra de

esgoto bruto e tratado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Cenario do Estudo:

Este estudo foi realizado no municipio de Ribeirdo Preto, situado na regido
nordeste do Estado de S&o Paulo, com 605.114 habitantes e uma area de 651 Km?
(IBGE, 2011).

A regido de Ribeirdo Preto € uma das mais ricas do Estado de Sao Paulo,
apresentando elevado padrdo de vida (renda, consumo, longevidade). Além disso,
possui bons indicadores sociais (saude, educacdo e saneamento), uma localizacao
privilegiada, proxima a importantes centros comerciais, e acesso facilitado, devido a boa
qualidade da infra-estrutura de transportes e comunicacdo (RIBEIRAO PRETO, 2009).

Figura 9- Localizagé@o do Municipio de Ribeirdo Preto
Fonte - WIKIPEDIA, 2006

4.2. Local da Pesquisa

O municipio de Ribeirdo Preto possui duas Estacdes Tratamento de Esgoto, a
Estacdo de Tratamento de Esgotos Caicara — ETE Caicara (Figura 10), a qual entrou em
funcionamento em 2000 e trata o esgoto proveniente dos bairros situados na bacia do
corrego Palmeiras (bairros da zona leste de Ribeirdo Preto), atendendo, portanto, cerca
de 14% da populacdo urbana do municipio (SERVICOS AMBIENTAIS DE RIBEIRAO
PRETO. AMBIENT, 2009; RIBEIRAO PRETO, 20009).
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Figura 10- Estagéo de Tratamento de Esgoto Caicara
Ribeirdo Preto/SP

E em novembro de 2002, a Estacdo de Tratamento de Esgoto-Ribeirdo Preto
(Figura 11), entrou em funcionamento, com capacidade de tratar os 84% restantes do

esgoto coletado da cidade.

Figura 11- Estac&o de Tratamento de esgoto Ribeirdo Preto/SP

O presente estudo foi desenvolvido na Estacdo de Tratamento de Ribeirdo Preto
(ETE-RP), devido ao volume de esgoto que é tratado, pois seria necessario um estudo
mais aprofundado para a comparacdo das duas estagdes, devendo incluir o0s mesmos

numeros de amostras e analises.
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A localizacdo do municipio e da ETE-Ribeirdo Preto/SP, pode ser observada no

mapa do enquadramento geografico regional, na Figura 12.

ETE - RIBEIRAD PRETO
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Figura 12- Localizacéo e fotografia aérea da Estagdo de Tratamento de
Esgoto de Ribeirdo Preto. B )
Fonte- SECRETARIA DE PLANEJAMENTO E GESTAO PUBLICA

4.3. Coleta de amostras
As coletas de esgoto foram realizadas no ponto de entrada e no ponto de saida da

Estac&o de Tratamento de Esgoto (Figura 13).
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Figura 13- Coleta de esgoto bruto e tratado da ETE-Ribeirdo Preto/SP.
Foto- JULIAO, 2010

Para a analise de Giardia spp. e de Cryptosporidium spp. foi coletado 500 mL de
esgoto bruto e 20L de esgoto tratado, utilizando frascos previamente limpos,
descontaminados e lavados com solucéo de eluicdo contendo Tween 80 a 0,01 %.

Para a andlise de ovos, cistos e larvas de helmintos e protozoarios no esgoto, a
coleta de amostras foi efetuada conforme o antigo Guia de Coleta e Preservacdo de
Amostras de Agua (CETESB, 1987), o qual recomendava o volume minimo de 1000 mL.

As amostras de coliformes totais e E. coli (termotolerantes), foram coletadas em
frascos de vidro esterilizados, com aproximadamente 100 mL.

Para analise de virus, as amostras foram coletadas em frascos limpos,
descontaminados, esterilizados, com aproximadamente 2L, preferencialmente, no periodo
da manh@, entre 8 h e 9 h e durante os dias da semana, a fim de minimizar os efeitos de
variacfes diurnas refletidas por condicdes ambientais como temperatura, percentual de
irradiacéo por luz UV e precipitacdo (GRIFFIN et al., 2003; QUEIROZ et al., 2001).

Todo material identificado foi transportado para o Laboratério de Ecotoxicologia e
Parasitologia Ambiental — LEPA em caixa isotérmica contendo gelo a uma temperatura de
4°C, observando-se que o tempo de coleta e anélise ndo excedesse 24 horas. Se isso ndo
fosse possivel, era mantido entre 2° e 10°C até 48 horas e ap0s esse periodo as amostras
de virus eram mantidas a -70°C ou menos (CLESCERI et al., 1998).

A analise de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. foram
realizadas no Laboratério de Microbiologia e Parasitologia da Companhia Ambiental do
Estado de S&o Paulo (CETESB — SP) (Anexo A), as demais amostras foram realizadas no
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Laboratorio de Ecotoxicologia e Parasitologia Ambiental (LEPA) da Escola de

Enfermagem de Ribeirdo Preto/USP.

4.4.Métodos de Andlise do esgoto

4.4.1 Turbidez

As anadlises de Turbidez foram realizadas em turbidimetro de bancada Tecnopon,
modelo TB 1000.

4.4.2 Preparacao da amostra para andlise de cistos de Giardia spp. e oocistos
de Cryptosporidium spp. em esgoto bruto (McCuin & Clancy - 2005)

Para andlise de oocistos de Cryptosporidium spp foi utilizado 450 mL de esgoto
bruto. e para analise de cistos de Giardia spp. 50 mL de esgoto bruto e em ambos foi
adicionado solucao Tween 80 a 20 % (concentracgéo final de 1 %). A suspensao foi entdo

transferida para tubos de centrifuga cénicos (250 mL).

4.4.3 Preparacdo da amostra para analise de Cryptosporidium spp. e Giardia

spp. em esgoto tratado (Método 1623 -EPA)

Para a realizacdo da andlise de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em esgoto
tratado, foram necessarios 20 L de amostra, onde a mesma passou por um sistema de

filtracdo (Filta Max) para a concentracdo do material.

a) Filtracao:
A técnica baseia-se na filtracdo da amostra com um fluxo de 1 a 4 L/min (Figura
14).
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Figura 14 — Etapas da Filtrag&o para concentracdo da amostra

Foto- CETESB, 2009

b) Eluigéo:

Em seguida, a esponja foi colocada em um saco plastico estéril e foi adicionado

400 mL de PBST (Figura 15).

Figura 15 — Preparacao da esponja para homogeneizacéo

Foto- CETESB, 2009
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A suspensédo foi homogeneizada durante 5 minutos e ap6s a homogeneizacéo, o
material foi decantado em um béquer de 2000 mL. Em seguida, foram adicionados 400
mL de PBST, homogeneizado novamente durante 5 minutos e decantado no béquer
(Figura 16).

Realizar segunda eluigéo

Figura 16 — Etapa de homogeneizacdo e decantagdo da amostra no béquer
Foto- CETESB, 2009

Todo material obtido no béquer foi transferido para tubos de centrifuga conicos
(250 mL).

c) Concentracdo das amostras de esgoto bruto e tratado:

Em seguida, todos os tubos de esgoto bruto, quanto os tubos de esgoto tratado,
foram centrifugados a 2500 rpm por 15 minutos. Apés a centrifugacéo, o sobrenadante foi
aspirado por um sistema a vacuo, permanecendo um volume final de aproximadamente
10 mL (Figura 17).

Todo o sedimento foi homogeneizado no vortex e em seguida foi transferido para
um tubo de 50 mL. Em seguida, foi centrifugado a 2500 rpm durante 15 minutos. Apds a
centrifugacéo, foi registrado o volume do pellet e o sobrenadante foi aspirado por sistema

a vacuo, permanecendo um volume final de aproximadamente 5 mL.
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Anticorpos magnetizados

Figura 17 — Centrifugacdo e separagdo imunomagnética das amostras
Foto- CETESB, 2009

d) Separacdo Imunomagnética das amostras de esgoto bruto e tratado:

Para realizar a separacdo imunomagnética, a amostra concentrada foi transferida
para o tubo de Leigton individual, contendo 1,0 mL de cada tamp&o, SL-A 10x e SL-B 10x
(Dynabeads C-Combo). Em seguida, os tubos conicos foram lavados com 2 mL de PBS
contendo 0,01 % de Tween 20 (PBST) e foram transferidos para o tubo de Leighton
contendo a respectiva amostra.

Para a amostra de esgoto bruto foi adicionado 0,75 g de Kaolin.

Em cada tubo de Leighton foi adicionado 100 uL de Crypto/Giardia Dynabeads e
foram colocados no agitador rotatério (Sample Mixer) durante 1 hora, a 18 rpm e em

temperatura ambiente (Figura 18).
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Figura 18 — Visualizag&do do processo de agitacdo e homogeneizacao
da amostra
Fonte- CETESB, 2009

Apos esse periodo, os tubos foram transferidos para o concentrador magnético de
particulas (MPC-1) e homogeneizados procedendo a agitacdo manual do tubo
longitudinalmente num angulo de 90° por 1 minuto e em seguida, ficou em repouso
durante 3 minutos. Passados 3 minutos, a amostra foi homogeneizada suavemente em
um angulo de 90° durante 30 segundos.

Passados os 30 segundos, foi descartado cuidadosamente o sobrenadante, sem
retirar o tubo do MPC-1. Em seguida, o tubo foi retirado do MPC-1 e adicionado 10 mL de
PBS, do lado oposto dos beads. Gentilmente, a amostra foi homogeneizada (5 vezes)
para ressuspender os beads.

Em seguida, o tubo foi recolocado no MPC-1 e homogeneizado suavemente em um
angulo de 90° durante 1 minuto e em seguida, ficou em repouso durante 3 minutos.
Passados 3 minutos, a amostra foi homogeneizada suavemente em um angulo de 90°
durante 30 segundos. Em seguida, foi descartado cuidadosamente o sobrenadante, sem
retirar o tubo do MPC-1.

Para o esgoto tratado os tubos foram homogeneizados gentilmente em um angulo

de 90° durante 2 minutos e descartado o sobrenadante.
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Apés a ultima lavagem, os beads foram ressuspendidos em 1 mL de buffer SL-A1X
utilizando pipeta Pasteur e transferido para um tubo de microcentrifuga tipo Eppendorff. O
mesmo foi colocado em outro concentrador magnético (MPC-M), efetuando-se nova
agitacdo manual durante 2 minutos em um angulo de 180°.

Em seguida, foi adicionado mais 300 pL de tampao SL-A 1X ao tubo de Leighton,
transferido para o tubo eppendorff. Este, por sua vez, foi colocado MPC-M e

homogeneizado em um angulo de 180° durante 2 minutos (Figura 19).

180° 1 minuto

Figura 19 — Homogeneizagdo da amostra a 180° e ressuspencdo com agua
destilada
Foto- CETESB, 2009

Em seguida, o sobrenadante foi descartado, sem ser retirado do MPC-M,
adicionado 100 pL de &gua destilada e agitado suavemente no vortex. O eppendorff foi
transferido para o banho seco a 80°C por 10 minutos e apés agitado suavemente no

vortex e assegurar-se que toda amostra esta no fundo do tubo (Figura 20).
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Figura 20 — Etapas de agitacao e dissociacao térmica da amostra
Foto- CETESB, 2009

Em seguida, o tubo foi colocado no MPC-M com a faixa magnética e o
sobrenadante transferido para uma lamina.

Uma nova dissociacdo térmica foi realizada, identificando a lamina como 22
dissociacao.

As laminas ficaram secando a 35 ou 42 °C (aproximadamente 1h). Em seguida, o
material foi fixado adicionando aproximadamente 10 pL de metanol (quantidade suficiente
para cobrir o orificio) e ficou secando de 3 a 5 minutos).

Apdés a secagem, uma gota (aproximadamente 50 pL) de corante
imunofluorescente (reagente Aqua-Glo G/C) foi adicionado em cada um dos pogos e
incubado durante 30 minutos no escuro em camara Umida.

Em seguida, os pogos foram lavados com 100 pL de PBS e o liquido aspirado
cuidadosamente, sem tocar a area contendo o material.

Em seguida, foi adicionado 100 pL de DAPI e as laminas ficaram em repouso
durante 1 minuto. Apés o repouso foi aspirado o excesso de corante e adicionado 10 yL
(um gota) do meio de montagem contendo glicerina (meio de montagem DABCO/glicerol),
em cada poco. Para finalizar, cobriu-se a lamina com laminula, vedando com esmalte. As

laminas foram observadas em um microscépio Leica, Mod. DMLB, com as seguintes
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objetivas: Objetivas N PLAN 20X/0.40 PH 1, OBJETIVA N PLAN 40X/0.65 PH 2 e
OBJETIVA N PLAN 100X/1.25 OIL PH 3.
Também foram realizadas observacbes com microscopia de contraste de fase e

filtro DAPI para confirmacédo de detalhes morfolégicos (SMITH et al., 2002) (Figura 21).

Leitura

Giardia Cryptosporidium

Figura 21 — Etapa de coloragéo e leitura da amostra
Foto- CETESB, 2009

e) Critérios de positividade para identificacdo de cistos e oocistos

Para a identificagcdo de cistos e oocistos serdo considerados 0s seguintes
indicadores durante a leitura microscopica das preparacoes:

v Imunofluorescéncia

Grau de fluorescéncia definida pela intensidade verde-maca brilhante (comparavel
aguela exibida por mais de 50% dos cistos e oocistos presentes nas suspensfes
controles positivos). Tamanho e formato compativeis: 4—6 uym de diametro para oocistos e
forma esférica; para cistos, 8-12 ym e forma ovalada.

v Contraste de fase

Estruturas internas analisadas em microscopia de contraste de fase: presenca de
sutura para oocistos; para cistos, a presenca de axonema e visualiza¢do dos nucleos (1 a
4).
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v Teste confirmatério utilizando DAPI
Observacao dos nucleos (1 a 4) corados em azul-céu bem distintos, visualizados

dentro de um Unico oocisto/cisto, em geral, apresentando coloracdo azul intensa.

Para as amostras inoculadas com Color Seed, consideraram-se as mesmas

caracteristicas morfoldgicas, porém com fluorescéncia vermelha.

f) Teste de Eficiéncia da Separacdo Imunomagnética (IMS)

Este procedimento foi aplicado como teste de eficiéncia para se verificar o
manuseio dos equipamentos e processos na etapa de purificagdo com o0 uso da
Separacdo Imunomagnética.

O Easy seed TM BTF (Biotecnology Frontiers Australia): baseia-se em uma

“suspensao teste” de cistos e oocistos contidos em um tubo de 5 mL, com ndamero
conhecido (100 oocistos e 100 cistos + 1 DP) preservados em aproximadamente 1 mL de
solucdo salina. Para a enumeracao destes oocistos e cistos, onde o desvio padrdao do
numero de oocistos e cistos de cada tubo € menor que 2,5 é utilizada a citometria defluxo.

Cada tubo é selado e esterilizado expondo cada lote a uma dose de radiacdo
gama, garantido a estabilidade e inatividade dos organismos.

Os ensaios com agua reagente estdo sendo realizados da seguinte forma: em um
frasco de Easy-Seed® adiciona-se 2 mL de solugdo Tween 20 0,05%, tampa-se e agita-se
vigorosamente. Retira-se a tampa e o conteudo do tubo é despejado na amostra. Esta por
sua vez € mantida no agitador magnético. Adiciona-se 3 mL de agua reagente no frasco,
tornando a fecha-lo e agitd-lo vigorosamente. Apds este procedimento, transfere-se o
conteudo total do frasco para a amostra a ser analisada, repetindo-se esse procedimento
por mais uma vez.

O _Color_Seed TM BTF (Biotecnology Frontiers Australia): € uma suspensdo de

oocistos e cistos marcados com corante vital vermelho fluorescente, ou seja, com
sulforodamina, que constitui o corante “Texas Red” (WARNECKE et al, 2003), contidos
em um frasco de 5 mL, com numero aproximado de (100 oocistos e 100 cistos + 1 DP)
preservados em aproximadamente 1 mL de solucéo salina. Para enumerar precisamente
estes cistos e oocistos, onde o desvio padrdo do numero de cistos e oocistos de cada

tubo seja menor que 2,5, foi utilizada citometria de fluxo. Cada tubo é selado e esterilizado
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expondo cada lote a uma dose de radiagdo gama, garantido a estabilidade e inatividade
dos organismos.

Desta forma, por serem marcados com outro fluorocromo, sdo usados como
“autocontrole interno” em amostras naturais, pelo fato da leitura microscépica ser
realizada com filtros de diferentes comprimentos de onda, em relacdo ao fluorocromo
isotiocianato de fluoresceina (FITC). Ao fazer a leitura final da lamina que contém a
amostra natural e que também foi contaminada artificialmente com o Color Seed®,
observa-se inicialmente a presenca de cistos ou oocistos que fluorescem em verde maca
brilhante (FITC). A seguir, muda-se o conjunto de filtros para o vermelho. Se o organismo
fluoresce em vermelho, ele é contado como Color Seed®, porém, se ndo ha fluorescéncia
em vermelho é contado como intrinseco da amostra.

Este teste serd usado nos ensaios com amostras de esgoto bruto e tratado da
seguinte forma: em um frasco de Color seed® adiciona-se 2 mL de solugdo Tween 20
0,05%, tampa-se e agita-se vigorosamente. Retira-se a tampa e transfere-se o contetudo
do frasco para a amostra. Adiciona-se 3 mL de agua reagente no frasco, tornando a
fecha-lo e agita-lo vigorosamente. ApGs este procedimento, transfere-se o conteudo total

do frasco para a amostra a ser analisada, repetindo-se esse procedimento por mais uma

vez.
g) Calculo da Eficiéncia de Recuperacéao (%)
A eficiéncia de recuperacdo dos Métodos apés leitura das laminas foi determinada
de acordo com a formula (USEPA, 2001):
Y =N x 100
M
onde,

Y = eficiéncia de recuperacao
N = n ° oocistos recuperados

M = n° oocistos semeados
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h) Quantificagdo dos cistos e oocistos
A estimativa do nimero de oocistos e cistos por litro (X) foi feita com base na
seguinte férmula:

Esqgoto Bruto:

Cistos-oocistos/L= numero cistos/oocistos x 1000
volume amostra (mL)

Esgoto Tratado:
Cistos-oocistos/L= numero cistos/oocistos
volume amostra (L)

4.4.4 Analise de cistos de protozoarios, ovos e larvas de helmintos

Para a verificacdo da presenca de cistos de protozoarios, ovos e larvas de
helmintos patogénicos no esgoto foi realizado o método de sedimentacao, proposto pela
CETESB (1989).

a) Procedimento

As amostras foram homogeneizadas lentamente e filtradas com o auxilio de um
funil e uma gaze cirtrgica, dobrada quatro vezes, para um célice de sedimentacdo de
500 mL. As amostras foram deixadas em repouso para sedimentacdo durante um
periodo de 2 a 24 horas. Apos o periodo de sedimentacao, foi coletada uma porcédo de 1
mL do material sedimentado com o auxilio de uma pipeta Pasteur, o qual foi depositado
sobre uma lamina e corado com uma gota de solucdo lugol [lodeto de potassio
cristalizado (K1)(4,0 g); lodo em p6 (12) (2,0 g); Agua destilada g.s.p (100,0 mL)]. Em
seguida, o material foi examinado ao microscopico direto para a contagem em camara
de Sedgwick — Rafter (Figura 22).

Apo6s o preenchimento da camara com a amostra, a laminula foi recolocada na
posicdo adequada e a camara agitada com movimentos desordenados para uma
distribuicdo homogénea do material.

Em seguida, a céamara ficou em repouso durante alguns minutos para
sedimentacdo do material; a leitura foi efetuada percorrendo toda a area da camara, em
sentido horizontal ou vertical, utilizando-se inicialmente, ocular e objetivas de pequeno

aumento e, em seguida, objetivas de aumentos maiores.
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Devido a baixa densidade de ovos e larvas de helmintos e cistos de protozoarios, a
leitura foi realizada em toda a area da camara, segundo recomendado pela Norma
L5.550 da CETESB (1989).

A densidade de cada espécie ou género identificado (n° de organismos por mL) é o

proprio nimero de organismos de cada espécie ou género identificados/mL, visto que o
volume da camara € de 1 mL.

S ————

|

!
==

Figura 22 - Camara de Sedgwick — Rafter
Fonte — CETESB, 1989

Para saber o nimero de ovos por litro foi utilizada a seguinte formula:

N= AX Onde: N= numero de ovos por litro de amostra
PV A= numero de ovos contados na camara
X=volume do produto final (mL)
P= volume da camara de Sedgwick-Rafter (1,0 mL)

V= volume da amostra original

4.4.5 Analise microbioldgica das amostras de esgoto bruto e tratado

A coleta e analise laboratorial das amostras para avaliacdo de coliformes foram
realizadas de acordo com os procedimentos do “Standard Methods for the Examination of
Water ands Wastewater” (APHA, 2005) e da Companhia Ambiental do Estado de Séo

Paulo — CETESB (1992). Onde foram empregadas as técnicas de tubos mdultiplos e de
substrato cromogénico.
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a) Procedimento:

Com uma pipeta esterilizada foi transferido 10 mL da amostra para um frasco
contendo 90 + 2 mL de agua destilada. Assim, foi preparada a primeira diluicdo decimal

(10, sendo que 1 mL da mesma corresponde a 0,1 mL da amostra; procedendo nesta

sequéncia de diluices até que fossem obtidas as diluicées desejadas (1073, 10, 10°
(Figura 23).

| 10 ml 10 mi
1
\

10 ml

90 ml 90 ml

90 ml
Amostra

Diluiggo 10~

Figura 23- Preparo das diluicbes decimais
Fonte- CASTANIA, 2009

Diluicdo 10 Diluicdo 10™
Com uma pipeta de 5 mL foi inoculado 1 mL da amostra em cada um dos tubos
correspondentes a essa quantidade de in6culo. Apds a inoculacdo de todos os volumes

da amostra e/ou das diluicbes requeridas para o exame, a estante contendo os tubos

inoculados foi armazenada em estufa de cultura 35 + 0,5°C, durante 24 + 2 horas.

Apoés esse periodo foi realizada a leitura dos resultados, observando-se coloracao
amarela, indicativa do desenvolvimento de Coliformes Totais e para a observacao de

Escherichia coli foi utilizado uma lampada UV de 6W de poténcia e 365 nm de
comprimento de onda para a confirmagéo da fluorescéncia (Figura 24).
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Figura 24- Leitura dos coliformes totais e fecais pelo Método Colilert® ap6s 24 horas
de incubacéao
Foto- TONANI, 2007

Este método € empregado para detectar as bactérias coliformes totais e E. coli (em
aguas brutas, tratadas e residudrias, ou seja, o método Colilert® (Método Substrato
Cromogénio) é utilizado para determinar a presenca de poluicéo fecal.

Seu principio baseia-se na Tecnologia do Substrato Definido, no qual, o produto
possui nutrientes indicadores que desenvolvem coloracdo e/ou fluorescéncia quando o
meio de cultura € metabolizado pelas bactérias.

A medida que os coliformes se reproduzem no Colilert®, eles utilizam B-
galactosidase para metabolizar o indicador de nutriente ONPG (o-nitrofenil) e altera-lo de
incolor para coloracdo amarela.

A Escherichia coli utiliza R-glucuronidase para metabolizar MUG (4- metil-
umbeliferil) e criar fluorescéncia, sendo que a maioria dos néo coliforme nédo apresenta

estas enzimas, portanto, ndo podem se reproduzir e interferir.

4.4.6 Analise de virus

a) Concentracdo do esgoto bruto e tratado através da Ceélula de Agitacéao

(Millipore®)

Dois litros de esgoto tratado foram filtrados em uma membrana carregada
negativamente (Millipore®), com 0,45 pm de tamanho dos poros e 90 mm de diametro,
através de um sistema de bomba de vacuo.
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Apos a filtragéo, toda a amostra filtrada foi adicionada em uma célula de agitacéo,
ficando um volume residual de 200 mL. ApGs a remocéao do filtrado, o concentrado foi
lavado duas vezes com 10 mL de agua MilliQ pelo mesmo procedimento (KATAYMA,
2002), conforme visualizado na Figura 25.

Com relagdo ao esgoto bruto, 50 mL da amostra foi centrifugada a 3500 rpm

durante 15 minutos. Apés a centrifugacao o sedimento foi encaminhado para analise.

Figura 25 — Célula de Agitacdo
Foto - Millipore

b) Método de deteccao do virus

O método que foi utilizado para a deteccdo do virus é o Teste de Elisa (Enzyme-
linked immuno sorbent assay); onde foi utilizado o KIT da RIDASCREEN®
Enzimaimunoensaio da marca r-biopharm (RIDASCREEN® Adenovirus, RIDASCREEN®
Rotavirus), que se baseia na deteccdo de antigeno; ou seja, dentre os diversos tipos de
ELISA, destaca-se o ELISA SANDUICHE (Figura 26). Nesse método, o anticorpo de um
antigeno particular é, inicialmente, adsorvido no poco. Depois, a amostra contendo o
antigeno é adicionada e se liga ao anticorpo. Finalmente, um novo anticorpo ligado a
enzima é adicionado. Nesse caso, a intensidade da reacdo é proporcional a quantidade

de antigeno presente. Logo, permite mensurar até pequenas quantidades de antigeno.
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A : :
— a — { —> 'A — 'A
ANTIGENO DA 2°ANTICORPO ANTICORFPO MUDANGA DE COR

o AMOSTRA
1P ANTICORPO LIGADO

Figura 26 - Procedimento realizado no Elisa Sanduiche
Fonte — Adaptado de AFTER; GOLDSBY; KINDT, 2000

c) Procedimento

Os reagentes foram deixados fora da geladeira até atingirem a temperatura
ambiente (18-25°C) antes do uso.

Foi colocado o niumero necessario de pocos na moldura da microplaca e preparar a
folna de protocolo, onde sera reservado um poco livre para o branco (branco do
substrato). Em seguida, foram adicionados 100 yL de amostras concentrada ou de
controles prontos a utilizar nos pogos apropriados das tiras do microteste, deixando um
poco livre para o branco do substrato [ex.: poco Al Branco (branco do substrato), poco B1
Tampado da amostra, po¢co C1l Controle Negativo, po¢co D1 Controlo Positivo, poco E1
amostra a ser analisada].

Em seguida, foi adicionada uma gota do Conjugado a cada cavidade e incubada
durante 30 minutos em temperatura ambiente (18 - 25°).

Apoés a incubacao, os pocos da placa foram lavados duas vezes com a solucdo de
lavagem (solugéo salina com fosfatos).

Apés, foi adicionado 2 gotas do Substrato a cada cavidade e incubado a
temperatura ambiente (18 - 25°) durante 20 minutos. Em seguida, foi adicionado 2 gotas
da Solucéo de Bloqueio a cada cavidade e misturado gentilmente até que a coloracao
mudasse do azul para o amarelo.

Em seguida, a parte superior da placa foi secada e foi verificado se ndo havia a
presenca de bolhas.

A absorbancia foi lida em comprimento de onda Unico (450 nm) utilizando um leitor

de placas zerando contra o ar.
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d) Interpretacdo dos resultados da analise viral

e Validagéo do teste

O teste lido no equipamento foi considerado valido se:
a) A absorbancia do Controle positivo foi maior que 0,6
b) A média das absorbancias dos controles negativos (Diluente de Amostra) foi menor que
0,15.

O valor de cut-off foi definido como 3 x a média das absorbéancias do Controle
Negativo (Diluente de Amostra) mais 0,1.

Amostras com valores entre 10% do cut-off foram retestadas. Se na repeticdo o
resultado ainda foi duvidoso, uma nova amostra foi obtida e retestada.

Um resultado positivo foi indicado quando a absorbéancia da amostra foi maior que
o valor do cut-off.

Um resultado negativo foi indicativo, quando a absorbancia da amostra foi menor

gue o valor do cut-off.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando a disseminacdo de microrganismos patogénicos em &aguas
residuais torna-se necessario o monitoramento e controle rigoroso dos efluentes finais
e 0 estabelecimento de padrdes de qualidade para essas aguas apés o tratamento,
tendo em vista o potencial uso dos corpos receptores do esgoto tratado a jusante das
estacoes de tratamento de esgoto para diversos fins.

Neste estudo foram analisados oocistos de Cryptosporidium spp., cistos de
Giardia spp., assim como cistos, ovos e larvas de outros protozoarios e helmintos;
coliformes totais e termotolerantes, Rotavirus e Adenovirus em amostras de esgoto
bruto e tratado da Estacéo de Tratamento de Esgoto de Ribeirdo Preto — SP. A seguir,
séo apresentados os resultados complementados com a discusséao.

5.1. Cistos de Giardia spp. e Oocistos de Cryptosporidium spp. pelo

Método McCuin & Clancy (2005) e 1623 (EPA, 2005)

Dentre os protozoarios patogénicos que foram avaliados no presente estudo,
os cistos de Giardia spp. e os oocistos de Cryptosporidium spp. mereceram destaque,
considerando a escassez de dados disponiveis sobre a inativacdo desses
protozodrios por meio de tratamento de esgoto (ROBERTSON et al.,, 2000;
CARDOSO et al., 2003; HELLER et al., 2004; WEN et al., 2009; MEDEIROS, 2010).

Devido a importancia da agua na transmissao dos protozoarios entéricos 0s
cistos de Giardia spp. e os oocistos Cryptosporidium spp. e a constatacdo de surtos
decorrentes da infeccdo pelos referidos protozoarios diversas pesquisas foram
realizadas sobre métodos para deteccao simultanea de cistos e oocistos viaveis em
aguas destinadas ao consumo humano e aguas superficiais. Esses métodos foram
significativamente aperfeicoados com novos formatos de filtros e a integracdo da
etapa de purificagéo por IMS para separagcédo dos organismos alvos das interferéncias
nao especificas.

Na ultima década, produto desse esforco, resultou o Método 1623 (EPA, 2005)
gque €& recomendado para deteccdo de cistos de Giardia spp. e oocistos
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Cryptosporidium spp. e que permite a identificagdo estrutural dos cistos e oocistos
mediante o uso do microscépio de imunofluorescéncia e contraste de fase.

Na Figura 27 apresentam-se as imagens captadas de Giardia spp. e
Cryptosporidium spp.,durante a andlise laboratorial de amostras de esgoto bruto e

tratado, com uso de microscopio de imunoflorescéncia e contraste de fase.

Cistos de Giardia spp.

> Qocistosde Cryptosporidinm spp.

A. Coraciio com isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e observacio com
microscopio de imunofluorescéncia

B. Coracio com 4', 6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) e observacio com
microscopio de imunofluorescéncia

C. Observacio com Contraste de Fase.

Figura 27 — Imagens de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. capturadas durante a
analise de amostras de esgoto bruto e tratado da ETE-Ribeirdo Preto/SP.
Foto — PADULA, 2010

Como pode ser evidenciado na Figura 27, os cistos de Giardia spp. e 0s
oocistos de Cryptosporidium spp. sdo corados pelo isotiocianato de fluoresceina

(FITC). Os oocistos de Cryptosporidium spp. apresentam-se como estruturas
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esféricas ou ligeiramente ovéides com um diametro de 4 a 6 um, enquanto que, 0S
cistos de Giardia spp. apresentam-se com uma forma ovalada e com diametro de 8—
12 ym. Ambos com uma fluorescéncia verde maca brilhando mais intensamente na
periferia, 0 que vem ao encontro do descrito por DWI (1998); EPA (1999) e Fricker
(2000).

A determinacdo até nivel de género foi confirmada pela utilizagdo do filtro de
UV e para confirmacéo foi utilizado o 4', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), através da
visualizacdo dos &cidos nucléicos (ROBERTSON; CAMPBELL; SMITH, 1992;
BUKHARI et al.,, 1998; DWI, 1998; EPA, 1999; FRICKER, 2000). As estruturas
visualizadas foram identificadas como (00) cistos porque apresentaram as seguintes
caracteristicas: quatro ndcleos azul céu distintos dentro de um Unico (00) cisto;
coloracdo azul intensa interna, com nucleo aparente e leve coloracdo azul interna
(DWI, 1998; EPA, 1999).

Perante a observacdo de caracteristicas morfolégicas atipicas, o exame de
microscopia de contraste de fase permitiu a visualizagdo de estruturas internas
tipicas. Para os cistos a presenca de axonema e ndcleos e para 0s oocistos até
guatro esporozoitos e corpo residual citoplasmatico retratil, dentro de uma parede lisa
intacta (DWI, 1998).

Nesta pesquisa, apesar do pequeno numero de amostras, constatou que o
Método McCuin; Clancy (2005) e 1623 (EPA, 2005) foi eficiente quanto a deteccéo de
cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp.

A relacdo da concentracdo de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. encontrada no esgoto bruto e tratado é apresentada nas
Tabelas 3 e 4.
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Tabela 3 — Concentracdo de cistos de Giardia spp. em amostras de esgoto bruto
e tratado ETE - Ribeirdo Preto/SP: valores individuais, média
aritmética, valores minimos e maximos

Esgoto Bruto Esgoto Tratado
Data das coletas Giardia ssp. Giardia ssp.
(cistos/L) (cistos/L)
01/mar NR* NR*
02/abr 1075 0,45
03/abr 540 2,7
04/mai 1060 3,4
05/jun NR* NR*
06/jun 2200 3,5
07/jul 120 2,75
Média aritmética 999,00 2,56
Valor Minimo 120 0,45
Valor Maximo 2200 3,5

*NR — ndo realizado. Nao foi possivel realizar a contagem de cistos de Giardia ssp.
devido a elevada concentracdo de matéria organica na lamina, apos tratamento da
amostra.

Tabela 4 — Concentracdo de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de
esgoto bruto e tratado ETE-Ribeirdo Preto/SP: valores individuais,
média aritmética, valores minimos e maximos

Esgoto Bruto Esgoto Tratado
Data das coletas Cryptosporidium ssp. Cryptosporidium ssp.
(oocistos/L) (oocistos/L)
01/mar NR* NR*
02/abr 3,3 NR
03/abr 28,9 1,05
04/mai ND 0,55
05/jun ND** NR**
06/jun 2,2 0,15
07/jul ND** 0,75
Média aritmética 6,88 0,50
Valor Minimo ND** ND**
Valor Maximo 28,9 1,05

* NR- ndo realizado. N&do foi possivel realizar a contagem de oocistos de
Cryptosporidium ssp., devido a elevada concentracdo de matéria organica na
lamina, apds tratamento da amostra.

** ND — ndo detectado
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Através da analise das Tabelas 3 pode-se observar que a concentracdo de
cistos de Giardia spp. no esgoto bruto foi de 120 a 2200 cistos/L, ja no esgoto tratado
essa concentracdo variou de 0,45 a 3,5 cistos/L. Com relacdo aos oocistos de
Cryptosporidium spp. no esgoto bruto variou de ND (n&o detectavel) a 28,9 oocistos/L
e no esgoto tratado as concentracdes variaram de ND a 1,05 oocistos/L (Tabela 4).

A Tabela 5 apresenta a concentracdo de oocistos de Cryptosporidium spp. e
cistos de Giardia spp. em esgoto, descrita em estudos desenvolvidos por diferentes

grupos de pesquisa.

Tabela 5 — Média da concentracéo de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium
Spp. em esgoto doméstico tratado por diferentes sistemas de tratamento.

Crytosporidium  Giardia Referéncia Técnica utilizada para
Spp spp analise
(oocistos/L) (cistos/L)
37 39 Rose et al., 1996 Filtragdo e concentrag&o por
centrifugacao
Filtragdo em membranas
10,4 4,3 Cardoso et al., 2003 de ac,etato de CeIUIofe €
eluidas com solugéo
tampéo a quente
6 x 10* 1x10° Cantusio Neto et al., 2006 Método 1623
79 a 2469 2a390 Castro-Hermida et al., 2007 Método 1623
158 a 230 26 a 82 Wen et al., 2009 Floculagao com carbonato de
célcio e IMS
1a80 2al4,4 Castro—Hermida et al., 2010 Método 1623

Nos trabalhos sumarizados na Tabela 5, pode ser observado que a
concentracdo de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. nao
apresenta um padrdo homogéneo, sendo que em alguns trabalhos a concentracao de
oocistos de Cryptosporidium spp. foi maior que a dos cistos de Giardia spp., no
entanto, em outros estudos a distribuicAo desses protozoarios segue um padréo
inverso.

A variabilidade na concentracdo desses protozoarios no esgoto depende da
origem e composicdo do efluente tratado em cada estagao e de outros fatores como:

fonte de captacdo de agua para o consumo da comunidade, consumo per capita de
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agua, clima, héabitos e condi¢cdes socio-econdmicas da populacédo, atividades
econOmicas da regido, presenca de efluentes industriais, infiltracdo de aguas pluviais,
idade das aguas residuérias, dentre outras variaveis (ROCHA et al., 2011).

A densidade de cistos de Giardia spp. encontrados no presente estudo é
superior a densidade de oocistos de Cryptosporidium spp., indo ao encontro dos
resultados apresentados por Cantusio Neto et al. (2006) e Rose et al. (1996).

A menor concentracdo de oocistos de Cryptosporidium spp., poderia ser
explicada pelo fato das propriedades de adesédo do parasito as superficies solidas,
considerando que a agregacdo dos oocistos € um fator importante para a otimizacao
dos processos de remoc¢do do Método 1623 da USEPA.

Quando os 00 (cistos) sdo expostos a estresse ambiental ou estresse pelo
processamento da prépria metodologia, a conformacédo dos epitopos dos antigenos é
modificada, fazendo-os ficarem mais ou menos reativos aos anticorpos. No caso em
gue os anticorpos utilizados para a IMS e o corante reagirem abaixo do esperado, 0s
00 (cistos) podem nao ser detectados, causando resultados falsos negativos
(SIMMONS Il et al., 2001).

Evidencia-se que a concentracdo de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. encontra-se no Esgoto da ETE-Ribeirdo Preto/SP com
densidades que se enquadram nos valores apresentados em alguns dos estudos
descritos.

A separacdo imunomagnética representa um avanco ao selecionar os parasitos
na etapa de purificacdo, na qual os cistos e oocistos sdo separados das sujidades,
com desempenho superior aos procedimentos de flutuacdo. Na atualidade, a IMS
apresenta-se como uma ferramenta diagnostica sensivel, com inUmeras vantagens na
deteccdo de agentes patogénicos em diferentes tipos de amostras (ROBERTSON,
GJERDE; 2001). No entanto, o alto custo dos reagentes necessarios para a deteccéo
e quantificacdo dos cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp.; assim
como a especificidade do Método e a necessidade de qualificacdo analitica, torna
esta técnica ainda pouco acessivel no Brasil.

Na Figura 28 se apresenta a comparacgao grafica dos valores médios obtidos a

partir das concentragcfes descritas anteriormente para cistos de Giardia spp. e
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oocistos de Cryptosporidium spp. antes e depois do tratamento de esgoto pelo

Sistema Lodos Ativados.

Giardia spp. Cryptosporidium spp.
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Figura 28 — Distribuicdo das concentragfes de oocistos de Cryptosporidium spp. e
cistos de Giardia spp.no esgoto bruto e tratado da ETE — Ribeirdo
Preto/SP.

A concentracéo de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp.
detectados nos pontos de coleta (bruto e tratado) foram comparados utilizando-se a
analise estatistica ndo paramétrica, mediante o Teste t, com um intervalo de
confianca de 95%.

Através da andlise estatistica dos resultados de cistos de Giardia spp. pode-se
observar que houve uma diferenca significante entre o tipo de esgoto analisado, uma
vez que o valor de p foi menor que 0,05 (Apéndice A). J& com relacdo a analise
estatistica de oocistos de Cryptosporidium spp. pode-se observar que ndo houve
diferenca significante entre o tipo de esgoto analisado, uma vez que o valor de p foi
maior que 0,05, apresentando como resultado o valor de 0,1221 (Apéndice B). O que
significa que mesmo havendo remocgdo de ambos parasitas no esgoto ap0s o

tratamento, a diminuigéo de cistos de Giardia spp. foi significativamente maior.
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No presente estudo ndo foi calculada a porcentagem de remocdo,
considerando o pequeno namero de amostras e a representatividade dos resultados
positivos. Porém, pode-se destacar que em um estudo realizado em 11 ETEs com
sistemas de tratamento por lodos ativados, foi descrita uma remocéo de 90 a 100%
para cistos de Giardia spp. no esgoto tratado (SYKORA et al.,, 1991). Os autores
ainda ressaltam o risco da acumulagédo de cistos no lodo de esgoto final a ser
disposto e a necessidade de cloracéo do efluente e do tratamento do lodo de esgoto.

Segundo Cantusio Neto et al. (2006), o efluente tratado pelo sistema lodos
ativados apresentou uma remoc¢ao de 98,9% de cistos de Giardia spp. e 99,7% de
oocistos de Cryptosporidium spp.. A remocdo desses protozoarios, também nesse
caso, foi explicada pela fixacdo de cistos e oocistos ao lodo ativado em suspensao
gue posteriormente sedimenta no decantador.

Chen et al. (2009) relataram remocbes de 64 a 99% de oocistos de
Cryptosporidium spp. e 98 a 100% de cistos de Giardia spp. em ETEs. Segundo os
autores, avaliar o comportamento microbiolégico de (oo0) cistos permite o
entendimento do grau de estabilizacdo do efluente tratado apés as diferentes etapas
de tratamento do esgoto e alertam para a infectividade dos oo (cistos) encontrados
nos produtos finais.

No entanto, pelas evidéncias apresentadas nos estudos descritos
anteriormente e pelos resultados obtidos no presente trabalho, verifica-se que a
porcentagem de reducdo de Cryptosporidium spp e Giardia spp, foi superior a 50%
em todos os casos, apontando que o sistema de tratamento de esgoto por lodos
ativados da ETE-Ribeirdo Preto/SP favorece a remogdo desses organismos
patogénicos, de maneira relativamente significativa, antes do langcamento no corrego
Ribeirao Preto, corpo d’agua receptor no municipio de Ribeirdo Preto.

Protozoarios como Giardia spp. e Cryptosporidium spp., podem alcancar
cursos de agua de diversas fontes, a partir de efluentes tratados com cargas
parasitarias remanescentes, de esgotos sem tratamento lancados nos rios ou até de
restos de material fecal procedente de &reas de criacdo de gado, cujos 00 (cistos) sao
drenados pelas chuvas (FAYER, 2004).
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Estudos de monitoramento de mananciais indicam que a contaminagao
também pode ocorrer via transporte superficial dos cistos e oocistos proveniente de
fezes aplicadas na adubacdo da terra ou ainda via transporte vertical para as aguas
subterraneas (ROSEN et al., 2000; CACCIO et al., 2005).

No Brasil, a preocupacdo quanto a qualidade da agua levou o Ministério da
Saulde a emitir a Portaria n°1469 de 29/12/2000, republicada como Portaria n° 518 em
25 de marco de 2004 (BRASIL, 2004) que estabelece procedimentos e
responsabilidades com relacdo ao controle da qualidade da agua para consumo
humano e seu padréo de potabilidade. A mesma Portaria recomenda pesquisas sobre
cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. tendo como meta padrdo a
auséncia desses organismos patogénicos na agua potavel.

Resultados de ensaios laboratoriais no controle da qualidade da agua séo
elementos importantes para a tomada de decisdo na gestdo desse recurso.
Resultados imprecisos nos testes podem ocasionar um equivoco na conducao de
medidas na area ambiental, com conseqiente impacto na Saude Publica (BELLAMY,
2004).

O Método 1623 deve ser execultado seguindo critérios para o controle de
qualidade que visam minimizar erros e promover dados confiaveis na anélise de
protozoarios de veiculacdo hidrica (Giardia spp. e Cryptosporidium spp.). Dessa
forma, esse programa inclui a avaliagdo de manuais de uso, protocolos, instrumentos
e equipamentos usados (calibracdo), qualidade dos reagentes, desempenho e
treinamento dos analistas e também cartas controle (para controle de qualidade
interno e externo). Nesse contexto, para esse meétodo € necessario executar
inicialmente testes de precisdo e recuperacdo, de inoculacdo em matriz, controle
negativo e controle de coloracdo com demonstracéo continua dessa capacidade.

Como parte do controle de qualidade do Método foi realizado o Teste de
Eficiéncia (precisao inicial) e Teste de Recuperacéo, descritos na se¢éo de Material
e Métodos (pagina 68), o qual apresentou uma porcentagem de recuperacédo de 28%
para oocistos de Cryptosporidium spp. (Apéndice C).
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Com relacdo a inoculacdo em matriz de agua bruta (Color Seed), o presente
estudo apresentou uma porcentagem de recuperacédo de 23,5% para cistos de Giardia
spp. e 15% para oocistos Cryptosporidium spp. (Apéndice D).

Nestes ensaios de precisdo inicial, atestou-se a habilidade de execucédo do
meétodo, livre de interferéncias da matriz, como por exemplo, a turbidez da amostra de
agua a ser analisada.

McCuin; Clancy (2003) obtiveram porcentagens de recuperacdo em agua
reagente de 45,4 e 61,3% para cistos e oocistos, respectivamente, utilizando o
método de filtracéo por Filta Max® para a etapa de concentracao.

Cantusio Neto (2008) obteve uma porcentagem de recuperagcao, durante a
etapa de purificacdo (IMS) de 71,0 % para cistos de Giardia spp. e para oocistos de
Cryptosporidium spp., 79,0 %.

Grundilingh; Wet (2004) observaram recuperacfes varidveis em amostras
inoculadas artificialmente com Color Seed®: de 0,0 a 10,0% para oocistos de
Cryptosporidium spp. e de 0,0 a 30,0% para cistos de Giardia spp..

Devemos destacar que os oocistos de Cryptosporidium spp. aderem as
particulas e exibem baixa hidrofobicidade; portanto, quanto maior a turbidez, maior a
adesdao a elas, prejudicando a eficiéncia de captura destes organismos. Com relacao
aos cistos de Giardia spp., ressalta-se uma “tendéncia” hidrofébica que propicia uma
maior recuperacao (DAI et al., 2004; HSU; HUANG, 2002).

Vale ressaltar que, duas amostras avaliadas nesse estudo apresentaram altos
niveis de turbidez (409 e 949 NTU). Fato que devemos destacar, pois no momento da
coleta estava sendo realizado o despejo do chorume coletado no Aterro Sanitario de
Ribeirdo Preto, o qual € levado, em dias alternados, para tratamento na ETE.

Considera-se que a turbidez pode ter exercido uma influencia negativa na
recuperagdo, uma vez que altos niveis de turbidez geram maior volume do sedimento
no final do processamento de centrifugo-concentragcéo, o que pode ter promovido uma
queda no desempenho do IMS, dificultando ndo SO a recuperagdo como a
visualizagdo dos oocistos durante a leitura de IFA. Diversos estudos analisaram a
influéncia do volume do sedimento na eficiéncia de captura dos organismos pela

separacdo imunomagneética e, este se revelou um fator critico, pois a medida que
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aumenta o volume do sedimento, cai o valor de captura (QUINTERO-BETANCOURT
et al., 2003; USEPA, 2005); embora valores de até 2,5 mL do sedimento possam ser
processados para cada 100 uL de esferas magnetizadas, os fabricantes recomendam
que nao seja ultrapassada a proporc¢ao de 500 pL do sedimento: 100 uL de esferas ou
“‘beads”. Consequentemente, quanto maior o sedimento resultante no final da eluicéo,
maior o custo e tempo de analise, pois hd a necessidade de aliquotar o sedimento e
processa-lo separadamente.

Hsu et al. (2001) também demonstraram que fatores tais como a idade dos
oocistos ou cistos, e a maneira como é feita a técnica de contaminacao artificial das
amostras de 4gua podem desempenhar um importante papel na recuperacao.

Ha de se ter uma melhor compreensao da deteccéo e identificacdo de espécies
de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp., de forma a acoplar ao
dia-a-dia mecanismos advindos do avanco tecnolégico que muito ajudardo nesse

monitoramento.

5.2. Cistos de protozoérios, ovos e larvas de helmintos identificados por

meétodos analiticos tradicionais.

No presente estudo, a identificagéo de parasitas foi complementada mediante a
realizacdo de técnicas analiticas tradicionais, descritas na metodologia. Dessa forma,
além da identificagdo de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp.
pelo Método 1623, foram identificados cistos/oocistos de protozoarios e ovos/larvas
de helmintos de outras espécies de parasitas patogénicos nas amostras coletadas de
esgoto.

A &gua residuéria pode ser considerada como um importante habitat para a
transmissao de agentes parasitarios devido a capacidade de sobrevivéncia que cistos
e oocistos de protozoarios ou ovos e larvas de helmintos apresentam em condicdes
extremas de poluicdo da agua. De fato, o estudo desses parasitas ndo sO é
interessante devido a sua patogénese, mas também devido a sua persisténcia na

maioria dos processos utilizados no tratamento de esgoto (BEN AYED et al., 2009).
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Diversos estudos assinalam a presenca de parasitas em aguas residuarias.
Jiménez-Cisneros et al. (2001) encontraram uma concentracdo de 23-27 ovos de
helmintos/L em uma amostra de esgoto doméstico bruto, no México. No Brasil, na
cidade de Curitiba, foram encontrados ovos de helmintos em esgoto bruto, com
concentragdes de 85% de Ascaris sp., 5,5% de Toxocara sp., 4,5% de Trichuris sp.,
4,7 de Hymenolepis spp. e 0,4% de Taenia spp. (PAULINO et al., 2001).

Os valores médios obtidos do total de parasitas observados durante o periodo

do estudo constam na Tabela 6.

Tabela 6 — Remocdo de parasitas no esgoto durante o tratamento da ETE-Ribeirdo

Preto/SP.
Esgoto Bruto Esgoto Tratado
Parasitas (Densidade (Densidade Remocéo
Parasitéria/lL) Parasitéria/L) (%)
Cistos de protozoérios
Endolimax nana 8.33 x 10° 6.66 x 10° 20,1
Entamoeba coli 1.83 x 10° 1.50 x 10° 18,2
Entamoeba hystolitica 1.17 x 10° 5.01 x 10° 57,2
Ovos de Helmintos
Ancilostoma sp. 2.67 x 10° 1.17 x 10° 56,3
Ascaris sp. 6.17 x 10° 4.50 x 10° 27,0
Fasciola hepatica 1.16 x 10° 0 100
Strongyloides stercoralis 5.78 x 10* 7.01 x 10° 87,9

Os dados apontam que, o processo de lodos ativados na ETE-Ribeiréo
Preto/SP promoveu uma remocdao parcial de parasitas considerados como possiveis
indicadores de acordo com as orientagdes da OMS (1999). O fator de reducao variou
entre 18,2 e 100%, para parasitas como Endolimax nana, Entamoeba coli, Entamoeba
hystolitica, Ancylostoma spp., Ascaris spp., Fasciola hepatica e Strongyloides
stercoralis (TONANI et al., 2010).

A remocgdo dos protozoarios e helmintos no sistema de lodo ativado ocorre
basicamente por meio da adesédo e sedimentacdo do biofloco formado durante a
decantagdo secundaria (BEN AYED, 2009; GASPARD; SCHWARTZBROD, 2003;
WEN et al.,, 2009). De acordo com Amahmid et al. (2002) e Stott et al. (2003), a
eficiéncia para a remocao de parasitas depende do tempo de detencado hidraulica do
sistema tratamento, nesse caso as lagoas de estabilizacdo, parecem ser adequadas

opcOes considerando o elevado tempo de detencdo. A ETE-Ribeirdo Preto/SP
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apresenta um tempo de detencéo hidraulica de esgoto que varia de 6 a 8 h. Esse
tempo de detengdo parece ser suficiente para transferir parasitas e ovos da fase
liquida para o lodo primério e secundario gerado durante o tratamento do esgoto.

A elevada incidéncia de doencas parasitarias € um permanente problema para
a saude publica pelo fato de apresentarem uma ampla distribuicdo geografica em todo
0o mundo, mas principalmente nos paises em desenvolvimento como o Brasil.
Consequentemente, sistemas eficientes e alternativos para o tratamento do lodo
devem ser implementados para a inativacdo dos parasitas resistentes a fim de
minimizar os riscos inerentes a exposicdo humana, tendo em conta que 0s oocistos e
cistos de protozoéarios sdo ambientalmente resistentes e podem sobreviver no solo
Umido a baixas temperaturas; por sua parte, os ovos de helmintos podem ser
infecciosos por periodos prolongados de tempo.

Frequentemente, os programas de controle de helmintos buscam interferir no
ciclo parasitario com medidas de saneamento e higiene, para reduzir ou impedir a
transmissao. Porém, os parasitos desenvolveram mecanismos adaptativos, como, por
exemplo, o numero elevado de ovos produzidos pelas fémeas (Ascaris sp.), a
espessa casca dos ovos (Ascaris sp. e Trichuris sp.), a penetragcdo cutanea dos
ancilostomideos, além dos habitos e comportamento dos hospedeiros (disseminacao
fecal), que possibilitam sua prevaléncia no ambiente (KONING, 2000).

5.3. Parametros Microbioldgicos

Os principais microrganismos utilizados como indicadores de poluicdo de
origem fecal sdo: coliformes totais, coliformes termotolerantes, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Clostridium perfringens, colifagos (ASHBOLT et al.,, 2001,
BASTOS et al., 2003; HACHICH et al., 2004; SAVICHTCHEVA; OKABE, 2006).

O grupo de bactérias coliformes ¢é empregado universalmente no
estabelecimento do padrdao de qualidade de agua e na determinacéo da presenca ou
auséncia de agentes patogénicos na agua.

Na Tabela 7, podem-se observar as concentracbes de coliformes totais e

termotolerantes encontrados no esgoto bruto e tratado da ETE - Ribeirdo Preto/SP.
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Tabela 7- Concentracdo de coliformes totais e termotolerantes no esgoto bruto e tratado da
ETE-Ribeirdo Preto/SP, expresso em NMP/100 mL.

Esgoto Bruto Esgoto Esgoto Bruto Esgoto Tratado
Amostra/Més coliformes Tratado coliformes coliformes
totais coliformes termotolerantes termotolerantes
totais
O0l/mar 1,3 x 107 2,0 x10% 3,3 x 108 2,0 x 104
02/abr 2,3 x 107 7,9 x 10° 2,3 x 107 1,1 x10°
03/abr 1,3 x 107 3,3x10° 7,9 x 108 1,3 x10°
O4/mai 5,4 x 107 3,3x10% 4,9 x 10° 1,3x10°
05/jun 3.3 x 107 3,3x10° 3,3x10° <1,8
06/jun 7,9 x 10° 4.9 x 10°% 3,3x 108 4.5 x 104
07/jun 2,3 x 107 4.5 x 104 7,9 x 108 <1,8
Maximo 5,4 x 107 7,9 x 10° 2,3x107 1,3x 10°
Minimo 7,9 x10° 2,0x10* 3,3 x 106 <18

Através da analise da Tabela 7, pode-se verificar que houve uma remocao
parcial de coliformes totais e termotolerantes, o que pode estar relacionado com a
presenca de outros protozoarios como Endolimax nana, E. coli/hystolitica e Giardia
spp., levando em conta que o maior mecanismo de remoc¢ao de bactérias no esgoto é
a predacdo exercida por outros protozodarios (TYAGI et al., 2008; TONANI et al.,
2010).

Na Figura 29, se apresenta esquematicamente a reducdo de coliformes totais e
termotolerantes nas amostras analisadas (esgoto bruto e tratado).
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Figura 29 - Distribuicdo das concentragfes de coliformes totais e termotolerantes detectados
nas amostras de esgoto bruto e tratado da ETE-Ribeirdo Preto/SP.

Os resultados obtidos na analise microbioldgica foram avaliados segundo as
legislagbes vigentes do tratamento Decreto Estadual n° 8468 (SP), de 8 de setembro
de 1976 e pela Resolucdo n° 357, de 17 de marco de 2005 do CONAMA (SAO
PAULO. CETESB, 1974; BRASIL. CONAMA, 2005).

O Decreto Estadual n° 8468 (SP) aprova o Regulamento da Lei n® 997, de 31
de maio de 1976, que dispde sobre a Prevencédo e o Controle da Poluicdo do Meio
Ambiente. Ja a Resolu¢do n° 357, de 17 de marco de 2005 do CONAMA, dispbe
sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu
enquadramento, bem como estabelece as condi¢cdes e padrdoes de langcamento de
efluentes, e da outras providéncias.

Ambas as legislacfes classificam as aguas situadas no territério do Estado,
seguindo os seguintes usos preponderantes:

| - Classe 1: aguas destinadas ao abastecimento doméstico, sem tratamento
prévio ou com simples desinfeccéo;

Il - Classe 2: 4guas destinadas ao abastecimento doméstico, apds tratamento
convencional, a irrigacdo de hortalicas ou plantas frutiferas e a recreagéo de contato

primario (natacéo, esquiaquatico e mergulho);
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lll - Classe 3: 4guas destinadas ao abastecimento doméstico, apos tratamento
convencional, & preservacdo de peixes em geral e de outros elementos da fauna e da
flora e a dessedentacdo de animais;

IV - Classe 4: aguas destinadas ao abastecimento doméstico, apés tratamento
avancado, ou a navegacdo, a harmonia paisagistica, ao abastecimento industrial, a
irrigacéo e a Usos menos exigentes.

Observa-se que as legislagbes vigentes, Decreto Estadual n°® 8468 (SP), de 8
de setembro de 1976 e pela Resolugéo n° 357, de 17 de marco de 2005 do CONAMA
(SAO PAULO. CETESB, 1974; BRASIL. CONAMA, 2005) ndo estabelecem limites
para coliformes totais e termotolerantes. O esgoto tratado pela ETE-Ribeirdao Preto/SP
é lancado no Ribeirdo Preto, este considerado de Classe 4, 0 mesmo podera ser
utilizado para o abastecimento publico, somente se métodos especiais de tratamento
forem utilizados, a fim de garantir a sua potabilizacdo (TONANI et al., 2010).

Mediante ao teste estatistico Teste t ndo paramétrico, pode-se observar que
houve diferenga significante entre o niumero mais provavel de coliformes totais e
termotolerantes no esgoto bruto e esgoto tratado, pois o valor de p foi de 0,0019 para
coliformes totais e 0,0149 para coliformes termotolerantes (Apéndice E). Pelo teste de
correlacdo de Pearson (p<0,05), pode-se observar que ndo houve correlacédo
significativa entre as concentragdes de coliformes totais e termotolerantes com cistos
de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. (Apéndice F).

Muller (1999), utilizando o teste de correlacdo de Pearson também néo obteve
correlacgdes significativas entre as concentracdes de oocistos de Cryptosporidium spp.
e coliformes totais e E. coli (p<0,05), em 12 amostras de agua bruta na cidade de S&o
Paulo, onde (coeficiente de correlacao) variou de 0,100 a 0,360. Hachich et al. (2004)
encontraram correlacdo de cistos de Giardia spp. com os indicadores de poluicao
fecal (coliformes termotolerantes, Streptococcus faecalis e Clostridium perfringens).

Devemos ressaltar que o uso do grupo “coliformes” como indicadores da
gualidade da agua para consumo humano, no que tange a presenca de oocistos de
Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp., tem sido muito questionado devido ao
fato de que as bactérias desse grupo sdo menos resistentes do que 0s protozoarios

em questdo. Por esse motivo outros organismos tém sido sugeridos como indicadores
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para a avaliagdo da qualidade da agua, como o Clostridium perfringens. Estes
microrganismos se mostram mais promissores, por apresentarem similaridade com os
cistos de Giardia spp. e o0s oocistos de Cryptosporidium spp. na resisténcia a
desinfeccdo. Porém, a substituicdo dos coliformes como indicadores requer estudos
mais aprofundados (STANDRIDGE, 2008).

5.4. Parametros Viroldgicos

A remocédo de patdgenos virais no tratamento de esgoto convencional resulta
da adsorcdo dos virus ao material particulado, permanecendo concentrado no lodo
(GERBA; SMITH, 2005).

Na Tabela 8, podem ser observados os valores obtidos para o controle-positivo
e negativo, o ponto de corte (cut-off) e a absorbéancia obtida durante a conducéo do
Teste de Elisa - RIDASCREEN® para Rotavirus e Adenovirus no esgoto bruto e
tratado da ETE-Ribeirdo Preto/SP. Pode-se observar que 100% das amostras de

esgoto bruto e tratado apresentaram reacao positiva para Rotavirus e Adenovirus.
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Tabela 8- Valores da Absorbancia (A) obtidos na técnica de Elisa - RIDASCREEN® durante a
analise de Rotavirus e Adenovirus no esgoto bruto e tratado da ETE-Ribeirdo

Preto/SP
Rotavirus
Controle Controle Ponto de Esgoto Esgoto
Amostra Negativo Positivo Corte Bruto Tratado
01/mar 0,050 0,65 0,25 0,964(+) 0,382(+)
02/abr 0,054 0,70 0,26 0,929(+) 0,289(+)
03/abr 0,030 0,60 0,19 0,729(+) 0,283(+)
04/mai 0,035 0,70 0,21 0,714(+) 0,335(+)
05/jun 0,044 0,65 0,23 2,986(+) 1,182(+)
06/jun 0,047 0,75 0,24 0,988(+) 0,303(+)
07/jun 0,024 0,66 0,17 0,845(+) 0,416(+)
Adenovirus
Contrple Con;r.ole Ponto de Esgoto Bruto Esgoto
Amostra Negativo Positivo Corte Tratado
01/mar 0,025 0,680 0,175 0,528(+) 0,434(+)
02/abr 0,058 0,780 0,274 0,521(+) 0,430(+)
03/abr 0,015 0,650 0,145 0,731(+) 0,480(+)
04/mai 0,018 0,650 0,154 0,500(+) 0,420(+)
05/jun 0,033 0,720 0,199 0,789(+) 0,500(+)
06/jun 0,023 0,680 0,169 0,410(+) 0,400(+)
07/jun 0,043 0,630 0,229 0,972(+) 0,500(+)

(+): Reacao Positiva

Considerando que o valor da Absorbancia reflete a coloragcdo produzida

durante a reacdo com o cromégeno tetrametilbenzidina (TMB) e que essa coloracéo

por sua vez estd relacionada com a quantidade de antigeno do Rotavirus e

Adenovirus presente na amostra, verifica-se que houve uma reducdo dos virus apos

tratamento do esgoto por lodos ativados (Figura 30). A remocao de patdgenos virais

no tratamento de esgoto convencional resulta da adsor¢cdo dos virus ao material

particulado, permanecendo concentrado no lodo (GERBA, SMITH, 2005).



95
Resultados e Discussdo

Rotavirus Adenovirus
1.0 0.8
. —_—
o 0.8 SR o 064 [
S = i) i
& 061 B 3 e P
2 B 2 0.4 Emn e e
3 0.4- R 2 i A e
g s 2 e LoD
S 4 EEE e e e
0‘2- % 02 2 2 AN EEEEEEEENN
£ e I fra e
00 T OO T
o o o
R S S
o%\ &‘6& 0@&
q\ 0\0 QO\‘
Q/@ Q/‘JQ Qf)
Amostra Amostra

Figura 30- Visualizagdo da variacdo da Absorbéncia durante o Teste de Elisa -
RIDASCREEN® para Rotavirus e Adenovirus no esgoto bruto e tratado da
ETE-Ribeiréo Preto/SP.

Embora os virus analisados no presente estudo tenham potencial patogénico,
muitos deles, sdo encontrados no ambiente em concentracfes baixas antes do
tratamento de esgoto, portanto, ndo sdo capazes de causar infeccbes em seus
hospedeiros (METCALF, MELNICK, ESTES, 1995). Para a realizacdo da andlise de
virus foi necessario coletar aproximadamente 2L de amostra (esgoto bruto e tratado)
passando por um sistema de filtracdo para a concentracdo da mesma.

A escolha do método de andlise baseou-se na padronizacdo de uma técnica
gue permitisse a reducao do tempo de analise, a simplificacdo do trabalho laboratorial
e a reducao dos custos. O método utiliza anticorpos policlonais em um imunoensaio
enzimatico tipo sanduiche em fase sdlida para detectar somente a presenca do
antigeno especifico. De acordo com os resultados apresentados pode-se dizer que o
volume da amostra e a metodologia utilizada foram adequados para a verificacdo da
reatividade dos antigenos virais nas amostras de esgoto.

A presenca de patdégenos virais no esgoto tratado revela o potencial dessas

aguas em disseminar esses agentes no meio ambiente (RUSIN et al., 2000). Contudo,
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0 risco real a saude publica s6 pode ser avaliado com base em dados de infectividade
e numero de particulas virais por volume em face & modalidade de aplicacdo da 4gua
de reuso.

Atualmente, apesar da Resolucdo n°54, de Novembro de 2005 do Conselho
Nacional de Recursos Hidricos (CNRH), ter estabelecido as modalidades, diretrizes e
critérios gerais para a pratica do reuso direto ndo potavel de agua, ha necessidade de
regulamentacdo complementar de padrdes de qualidade e cddigos de praticas para
as diversas modalidades de reuso (BRASIL, 2006, PROSAB, 2006).

De maneira geral, o controle da contaminacdo por virus, protozoarios e
helmintos ainda ndo tem parametros definidos (SANTAMARIA; TORANZOS, 2003) e
correlacdes entre a deteccao de coliformes e a contaminacdo por virus patogénicos
para o homem nao foram estabelecidas (SALGOT et al., 2001). Por outro lado, mais
de 140 tipos de virus patogénicos para o homem podem ser veiculados pelo ambiente
aquatico (SCHWARTZBROD, 1995), o que representa um risco a saude publica
causando doencas diarréicas por Rotavirus, Astrovirus, Calicivirus, Norovirus e
Adenovirus, ou mesmo as hepatites causadas por Enterovirus (GERBA, ROSE,
SINGH, 1985; ROSE, GERBA, 1991; SCHWARTZBROD, 1995).
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6. CONCLUSOES
Com base nos objetivos tracados para o presente estudo e nos resultados obtidos,

pode-se concluir que:

A concentracdo de Giardia spp. no esgoto bruto variou de 120 a 2200 cistos por
litro, j& no esgoto tratado essa concentracdo variou de 0,45 a 3,5 cistos por litro. Com
relacdo aos oocistos de Cryptosporidium spp. a concentragdo no esgoto bruto variou de
nao detectavel a 28,9 oocistos por litro e no esgoto tratado as concentracdes variaram de
ndo detectavel a 1,05 oocistos por litro, evidenciando diminuicdo apds o tratamento do
esgoto na ETE-Ribeirdo Preto/SP.

O processo de lodos ativados na ETE-Ribeirdo Preto/SP promoveu uma remocao
parcial de parasitas. O fator de reducao variou entre 18,2 e 100% para parasitas tais
como Endolimax nana, Entamoeba coli, Entamoeba hystolitica, Ancylostoma sp., Ascaris

sp. Fasciola hepatica e Strongyloides stercoralis.

Pode-se observar que houve diferenca significativa entre o nimero mais provavel
de coliformes totais e termotolerantes no esgoto bruto e esgoto tratado, mostrando uma
reducdo na concentracdo desses indicadores apés o tratamento do esgoto na ETE-
Ribeirdo Preto/SP.

N&o houve correlagéo significativa entre as concentragdes de coliformes totais e
termotolerantes em relacdo a concentracdo de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp., confirmando a necessidade de futuros estudos para a substituicao

do grupo Coliformes como indicadores por microrganismos mais resistentes.

Em relagédo as andlise de virus, a presenca dos mesmos pela Técnica de Elisa no
esgoto bruto e tratado foi comprovada, revelando a capacidade do Adenovirus e Rotavirus
se disseminar no meio ambiente. A quantidade de antigeno para ambos o0s virus,

refletindo na leitura da absorbancia, diminuiu apos o tratamento por lodos ativados.
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O desenvolvimento do presente estudo, possibilitou a implementacdo da
metodologia 1623 para analise de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia
spp. e do Teste de Elisa para analise de virus no Laboratério de Ecotoxicologia e
Parasitologia Ambiental da Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto — USP, ampliando a
capacidade analitica desse laboratorio e viabilizando a projecdo de novos estudos que

permitam avaliar a prevaléncia dos referidos protozoarios no ambiente.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Para o controle de doencgas infecciosas prevalentes e emergentes torna-se
necessario o combate a pobreza e o fortalecimento de uma adequada utilizacdo dos
recursos publicos, com priorizacdo para a aplicacdo dos mesmos em atividades que
beneficiem a maioria da populagéo, principalmente nas areas da educacéo, saude publica
e saneamento.

A protecdo contra surtos de doencas de transmissdo hidrica precisa de
aprofundamento das pesquisas sobre processos de desinfeccdo, monitoramento da
gualidade de fontes de 4gua e desenvolvimento de novas tecnologias para deteccao de
bioagentes patogénicos emergentes e re-emergentes de importdncia sanitaria
(ROCHELLE et al., 1999).

Um sistema de esgotamento sanitario devidamente planejado constitui uma
estrutura de extrema importancia para a prevencao de doencas transmissiveis, quando a
coleta, transporte e tratamento das &guas residuarias domésticas atende toda a
populacao.

No Brasil, aproximadamente 55% dos municipios conta atualmente com rede
coletora de esgoto ja implantada em quase toda a extensdo de sua éarea urbana,
necessitando, no entanto de obras para o transporte e tratamento do esgoto doméstico.
Esse fato aponta para uma situacdo que agride o meio ambiente, pois cursos d’agua que
cruzam as cidades sao atingidos diretamente por langamentos “in natura” de esgoto bruto,
causando além dos danos diretos ao corpo d’agua, sérios focos de proliferacao de
doencas de veiculacdo hidrica.

O planejamento e a construcdo de um sistema de esgotamento sanitario eficiente,
numa cidade seja ela de pequeno, médio ou grande porte é um desafio para
administradores  publicos, considerando o0 elevado impacto social desses
empreendimentos.

A disposicao de efluentes de esgoto tem sido uma constante preocupagéo por
parte de ETEs e dos 6rgdos ambientais, sendo que a avaliacdo prévia antes do seu
lancamento é vista como uma importante ferramenta para um maior e melhor controle da
contaminagao dos mananciais em todo o mundo. Esse fato se confirma, uma vez que dois

milhées de toneladas de esgoto sdo lancados diariamente em corpos d’agua no planeta
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(COFIE et al., 2006), fazendo desses processos de avaliagdo um importante instrumento
de monitoramento do impacto desses efluentes no ambiente.

Assim, as analises realizadas no presente estudo estdo sendo cada vez mais
indicadas por especialistas das areas de Microbiologia Ambiental, Saneamento e Saude
Plblica, como importantes instrumentos para o conhecimento da persisténcia de
bioagentes patogénicos e do grau de contamina¢ao dos recursos hidricos.

Dessa forma, vem sendo abordada a necessidade de que patdgenos virais,
protozoarios e helmintos, também devam ser utilizados como indicadores da qualidade
microbiolégica da agua potavel, da agua utilizada para fins recreacionais e da agua de
reuso (BOSCH et al., 1998).

A necessidade de monitoramento desses patdgenos se deve ao fato de oferecerem
elevado risco a saude publica, por causarem infeccdo em baixas doses, especialmente
em pessoas imunodeprimidas, idosos e criancas. Além disso, por apresentar dificil
remocao e inativagdo por processos convencionais de tratamento e pela sua persisténcia
no meio ambiente (CROCKETT, 2007).

Durante a realizacdo do presente estudo foi possivel evidenciar que para a
implementacéo de técnicas analiticas especializadas como as utilizadas nesta pesquisa, é
necessario um alto investimento de recursos financeiros para aquisicdo dos materiais e
equipamentos, assim como, profissionais especializados em técnicas especificas, fatores
gue devem ser considerados para fortalecer a implementacéo dessas técnicas em regides
do pais, menos favorecidas economicamente.

Dessa forma, percebe-se que maiores investimentos em programas de
monitoramento da qualidade da agua, tanto potavel quanto residuaria, sdo necessarios
para avancar na identificacdo de bioagentes patogénicos de relevancia sanitaria no Brasil.
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Apéndice A. Teste estatistico realizado na anélise de cistos de Giardia spp.

Parameter
Table Analyzed
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

t, df

How big is the difference?

Mean + SEM of column A

Mean = SEM of column B

Difference between means
95% confidence interval

R squared

F test to compare variances

F,DFn, Dfd

P value

P value summary

Are variances significantly different?

Giardia

Esgoto Bruto
VS

Esgoto Tratado

0,0213

Yes
Two-tailed
t=2.856 df=8

999.0 + 348.9 N=5
2.560 + 0.5521 N=5
996.4 + 348.9
191.8 to 1801
0,5048

399400, 4, 4
P<0.0001

*k%k

Yes
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Apéndice B. Teste estatistico realizado na andlise de oocistos de Cryptosporidium spp.

Parameter

Table Analyzed Cryptosporidium
Column A Esgoto Bruto
VS S
Column B Esgoto Tratado

Unpaired t test

P value 0,1221
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=1.729 df=8

How big is the difference?

Mean + SEM of column A 9.880 = 5.422 N=5
Mean + SEM of column B 0.5000 # 0.1924 N=5
Difference between means 9.380 £ 5.425
95% confidence interval -3.130t0 21.89
R squared 0,2720

F test to compare variances

F,DFn, Dfd 794.4, 4, 4
P value P<0.0001
P value summary kk

Are variances significantly different? Yes
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Apéndice C. Resultados obtidos no Controle de Qualidade — Easy Seed

Spike
SPIKE 01 38
SPIKE 02 19
SPIKE 03 13
SPIKE 04 40
SPIKE 05 33
MEDIA 28,60
DESVIO PADRAO 11,97
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Apéndice D. Resultados obtidos na porcentagem de recuperacao durante as andlises de
esgoto bruto e tratado

Color Seed
Esgoto Bruto Esgoto Bruto Esgoto Tratado Esgoto Tratado
Amostra Cryptosporidium Giardia ssp. Cryptosporidium Giardia ssp.
ssp. ssp.
1 0 41 0 1
2 16 11 9 37
3 0 4 6 6
4 20 38 10 25
Média 9 23,5 6,25 17,25

D/P 10,52 18,73 4,5 16,74
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Apéndice E: Teste estatistico realizado nas amostras de coliformes totais e
termotolerantes nas amostras de esgoto bruto e tratado

Table Analyzed

Column C Esgoto Bruto (NMP/100mL)
VS VS
Column D Esgoto Tratado (NMP/100mL)

Unpaired t test

P value 0,0019
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, DF t=3.961 df=12

How big is the difference?

Mean + SEM of column C 23840000 + 5944000 N=7
Mean + SEM of column D 291100 + 108300 N=7
Difference between means 23550000 + 5945000
95% confidence interval 10600000 to 36510000
R squared 0,5667

F test to compare variances

F,DFn, Dfd 3015, 6, 6
P value P<0.0001
P value summary Frk

Are variances significantly different? Yes
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Apéndice F. Correlacdo entre a concentracdo de cistos de Giardia e oocistos de
Cryptosporidium spp. com a concentracdo de coliformes totais e termotolerantes

Esqgoto bruto

Coliformes
Totais
Cryptosporidium
Giardia

Coliformes
Termotolerantes
Cryptosporidium
Giardia

Esqgoto Tratado

Coliformes
Totais
Cryptosporidium
Giardia

Coliformes
Termotolerantes
Cryptosporidium
Giardia

Coliformes
Totais Cryptosporidium Giardia
0,4943408  0,7363752
0,4943408 0,6626868
0,7363752  0,6626868
Coliformes

Termotolerantes  Cryptosporidium Giardia

0,9611342  0,7646012
0,9611342 0,6626868
0,7646012 0,6626868
Coliformes
Totais Cryptosporidium Giardia
0,2078848  0,1755192
0,2078848 0,4811993
0,1755192  0,4811993
Coliformes

Termotolerantes  Cryptosporidium Giardia

0,9076504  0,7250675
0,9076504 0,4811993

0,7250675  0,4811993
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Anexo A. Autorizagdo da Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo para a
realizacdo das analises no Laboratério de Microbiologia.

COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAQ PAULO

Departamento de Analises Ambientais

&

CETESS

Professora Doutora

Susana Inés Segura Mufoz

Laboratéric de Ecotoxicologia e Parasitologia Ambiental
Departamento de Enfermagem Materno Infantit e Salde Publica
Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto

Universidade de S&c Paulo

Avenida Bandelrantes, 3900 Campus Universitario .

14040-902 Ribeirdo Preto 8P

N/COD.: 004/2010/TL
DATM: 20002510

Prezada Sennora,

Com refagéo 4 sua solicitaco de realizagho da parie pratica do projeto de doutorado intituiado
“Impiantagédo de técnicas para avaliacdo de Cryptosporidium spp, Gfardia spp e bactérias do
grupo coliformes em esgoto de lods” na CETESB, informamos o nossc aceite na execugao do
mesmo pela aluna do curso de Pds-Graduagdo em Enfermagem em Salde Publica Karina

Aparecida de Abreu Tonani.

Para- maijores informagdes e agendamento solicitamos contatar a gerente do Setor de
Microbiclogia e Parasitologia, Dra. Efayse Hachich, Fone 11 3133-3336, responséavel pelo
laboratdrio onde serao desenvolvidos os trabalhos solicitados. ’

Aterciosamente,

Dra. itari nol/ Sato
Gerente
Heq. 07.2443-

!

CETESE ~ Companhia Ambierai do Estado de S4o Pauls — Sede: Av Prof Frederico Hermann Jr., 343 — CEP 05458800 ~ $ic Paulo - SP- Tel, (o1} 3134 3000
Sax. (0xk11} 3133 - 3402 — Taien: 1183053 - CNP.J. n " 43 776.491/0001 — 70 = Insc. Est n.” 109091.375-118 — Insc. Muare. n.® 8.030 313-7 - Sile . www cetesb sp gov br
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