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RESUMO

Com vista a utilizagdo de subprodutos do tratamento de esgoto sanitario, a questdo microbiologica do lodo é
extremamente importante, pois revela riscos diretos e indiretos quanto a sua manipulagcdo e uso inadequados.
Neste trabalho houve a quantificacdo e avaliacdo da viabilidade de (oo)cistos de protozoéarios patogénicos em
lodo de ETE, a partir da utilizacdo de reacdo de imunofluorescéncia direta (RID) e do corante vital iodeto de
propideo. Dez amostras de lodo foram coletadas de um sistema de lodos ativados, operado inicialmente em
aeracdo prolongada e depois para modo convencional. Foram encontradas concentracfes de quase 4 mil cistos
de Giardia e de até 129 oocistos de Cryptosporidium por grama de lodo; além média acima de 80%. Os
resultados suscitam preocupacdo quanto a utilizagdo e descarte de lodo sem tratamento adequado.

PALAVRAS-CHAVE: Lodo de esgoto, viabilidade, Giardia, Cryptosporidium.

INTRODUCAO

Durante o tratamento biolégico de esgoto doméstico por Lodos Ativados, os micro-organismos, devido a
separacdo entre os solidos e o esgoto tratado no decantador secundério, sdo concentrados no lodo, 0 que o
torna uma fonte potencial de organismos infecciosos (USEPA, 2003; Romdhana et al., 2009). Este lodo,
quando devidamente tratado, passa a ser chamado biossolido (USEPA, 2003).

Konoté et al. (2013) advertem sobre o acimulo de cistos e oocistos de protozoarios, bem como ovos de
helmintos no lodo em lagoa anaer6bia, facultativa e de maturagdo, com concentragbes de até 120 cistos de
protozoarios - Entamoeba coli, Entamoeba histolytica e Giardia lamblia - por grama.

Apesar de os protozoarios patogénicos Giardia e Cryptosporidium possuirem baixa dose infectante e serem
resistentes a condicbes adversas do ambiente (USEPA, 2003; Bonatti, 2007), ndo sdo produto de
caracterizacdo do lodo quanto a presenca de agentes patogénicos, segundo a Resolugdo CONAMA 375 (2006),
exceto quando solicitado por 6rgdo ambiental competente.

Este trabalho teve por objetivo analisar a presenca e verificar a viabilidade de cistos de Giardia e oocistos de
Cryptosporidium em lodo de esgoto sanitario de um sistema de lodos ativados, operado em aeracdo prolongada
e de modo convencional.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de lodo de esgoto foram coletadas da Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) do Campus da
Universidade de Sao Paulo, na cidade de S&o Carlos, Sdo Paulo. Ela possui tratamento preliminar, seguido de
reator UASB, com 18,8 m3, o qual possui tempo de detengdo hidréulica de 12 horas, e sistema de tratamento
por Lodos Ativados, cujo tanque de aeragdo possui 1,2 m?3, seguido de decantador. Esse Gltimo sistema foi
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operado com dois tempos de residéncia celular (TRC), 20 e 7 dias, vindo a caracteriza-lo como aeracdo
prolongada e convencional, respectivamente.

Para o estudo forma retiradas amostras da linha de retorno de lodo do sistema de lodos ativados, em frascos
previamente lavados, desinfetados e enxaguados com solucdo Tween 80 (0,1%).

Em seguida, 50 mL da amostra foi centrifugado a 1500 x g, por 15 minutos. O sobrenadante foi aspirado e
descartado. Ao pellet final, com menos de 5 mL, sdo adicionados 10 mL de solugdo Tween 80 (0,1%). Apds
homogeneizagdo em vértex por 30 segundos, houve nova centrifugagdo (1500 x g, 15 min.), com retirada e
descarte de sobrenadante. Posteriormente, foram adicionados 10 mL de &gua deionizada e outra
homogeneizacdo em vértex. Apds a terceira centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e descarto, sendo
deixado pellet de 5mL, o qual foi levado ao vortéx e mantido "overnight" a 7,5 £ 2,5 °C.

A partir de duas aliquotas de 10 pL de pellet por amostra, a enumeracéao de cistos e oocistos foi realizada por
reacdo de imunofluorescéncia direta (RID) com utilizacdo de kit Merifluor (Meridien Bioscience Diagnostics,
Cincinnatti, Ohio), seguindo protocolo do fabricante.

A viabilidade dos cistos e oocistos foi inferida através da coloragéo diferencial com iodeto de propideo (Sigma-
Aldrich, USA). Esse reagente, responsavel pela emissdo de fluorescéncia vermelha (A = 510 a 550 nm), penetra
apenas nos microrganismos com membrana danificada (células mortas). As amostras foram examinadas em
microscopio de imunofluorescéncia (Olympus BX51) sob aumento de 400X a 800X.

Para o calculo da concentracdo de (oo)cistos por grama de lodo, foi utilizada a seguinte equagdo, modificada de
Bonatti (2007).

n° de (oo)cistos contabilizados na lamina
VSLxMAxVSFx 1073

N° (oo)cistos por grama =

VSL = volume de sedimento examinado na lamina (10pL)
MA = massa da amostra (g)
VSF = volume de sedimento final (5 mL)

A analise estatistica dos dados encontrados foi realizada utilizando o software STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc,
2004). Os dados, quando necessarios, foram transformados para apresentarem

distribuicdo normal, a qual foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. A homogeneidade de variancia foi

verificada através do teste de Levene e para comparacao de médias foi aplicado o test t de Student.

RESULTADOS

Foram realizadas cinco coletas de lodo para cada tempo de residéncia celular, cujas contagens médias de cistos
e oocistos estdo reportadas na tabela 1.

Tabela 1: Quantificagdo de protozoérios patogénicos em lodo de esgoto ((oo)cistos/grama)

Aeracao Prolongada Convencional
Giardia spp. Cryptosporidium spp. Giardia spp. Cryptosporidium spp.
560 n.d. 673 n.d.
1352 129 2257 n.d.
539 63 2418 82
846 17 681 31
3286 71 3752 n.d.
Média - «
Aritmética 1317 70 1956 57

Nota: n.d: ndo detectado (quantidade menor que o limite de deteccdo do método). * Média das amostras nas
quais ocorreram quantificacdo de oocistos.
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Pode-se observar que cistos de Giardia foram encontrados em 100% (10/10) das amostras analisadas, enquanto
que oocistos de Cryptosporidium em 60% (6/10) delas, resultados superiores aos encontrados por Bonatti
(2007). Porém, com relacdo a apenas Cryptosporidium, foi menor se comparada as porcentagens de amostras
positivas deparadas por lacovski et al. (2004). Houve diferenca estatistica entre a concentracdo de cistos e a de
oocistos, p-valor menor que 0,05. No entanto, ndo foram verificadas diferencas entre as concentragdes de
(oo)cistos, ao se comparar o sistema operado em aeragdo prolongada e de modo convencional ( p-valor =
0,4175).

Os resultados mostram ainda concentracdo expressiva de cistos e oocistos no lodo, superiores aos dados
encontrados por Graczyk et al. (2008) de aproximadamente 27 cistos de Giardia e 14 oocistos de
Cryptosporidium por grama de lodo de ETE; no entanto, préximos aos de Bonatti (2007), de até 4800 cistos
de Giardia por grama e de Gerba et al. (2011), cujas concentragBes se mostraram: para Giardia, de 10 a 1000
cistos por grama e Cryptosporidium, de 100 a 2000 oocistos por grama.

Segundo lacovski et al. (2004), a variacdo tanto da concentrag8o de cistos e oocistos, quanto da porcentagem
de amostras positivas depende das caracteristicas da populagdo, como por exemplo, o nivel de infeccdo, servida
pela ETE.

Com relacdo a viabilidade dos oocistos de Cryptosporidium, para o TRC de 20 dias, 88% se apresentaram
viaveis, enquanto que para 0 TRC de 7 dias, 100%. A viabilidade dos cistos de Giardia pode ser verificada na
figura 1.
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Figural: Viabilidade de cistos de Giardia spp. em lodo de esgoto.

Os resultados encontrados suscitam preocupagdo devido a potencial contaminacdo do lodo destinado a
aplicacéo no solo, sendo necessario tratamento. Como um dos principais destinos do lodo de esgoto é o uso na
agricultura, devem ser ressaltados os riscos diretos e indiretos, como: contaminagdo do solo, da agua, das
plantagdes, etc. Além disso, deve-se atentar ao manejo do lodo para preservar a salde dos trabalhadores e
outras populagdes expostas.
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CONCLUSOES

A mudanca de operagdo do sistema de lodos ativados, de aeracdo prolongada para convencional ndo ocasionou
diferenca na concentracgao de (oo)cistos dos protozodrios pesquisados e nem de sua viabilidade.

As concentracOes de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium ressaltam riscos a Satide Publica caso
ocorra utilizagdo de lodo de esgoto sem tratamento, pois grande parte ainda se encontra viavel, podendo se
dispersar no solo, na agua superficial e subterranea, com potencial contaminacdo de pessoas e animais.
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