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RESUMO

No cenario local de escassez hidrica, inimeros estudos vém sendo desenvolvidos visando o reuso de efluentes
provenientes de estacBes de tratamento de esgotos para fins de irrigacdo. N&o obstante, as legisla¢cdes nacionais
ainda ndo apresentam uma regulamentacdo para estes fins e os meios de certificacdo da qualidade desses
efluentes devem ser revistos para assegurar a populacdo acerca de possiveis patdgenos residuais. Um dos
patdgenos de grande interesse tratam-se dos helmintos os quais sdo responsaveis por inimeras doencas de
veiculagdo hidrica além de seus ovos serem de grande resisténcia principalmente no solo. A bibliografia
especializada descreve uma vasta gama de metodos para a identificacdo e quantificacdo destes, entretanto como
muitos autores apontam, esses métodos possuem fragilidades. Nesta problematica, podemos destacar, aqueles
direcionados para aguas residudrias, que além de uma baixa taxa de recuperagdo dos ovos ainda se restringem a
determinadas concentrac@es de sélidos na amostra. Promovendo uma contribuicdo para esta area, este trabalho
visa 0 estudo de uma das metodologias existentes, tendo como varidveis uma maior eficiéncia, maior taxa de
recuperagdo no menor tempo de analise e menor custo laboratorial. Para isto, a metodologia em questdo sera
desenvolvida em testes laboratoriais realizados com amostras provenientes de EstagcBes de Tratamento de
Esgoto.
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INTRODUCAO

A andlise de quantificacdo e identificacdo parasitoldgica de efluentes de estagGes de tratamento de esgotos é de
suma importancia para a certificacdo da qualidade deste efluente que sera langcado continuamente, direta ou
indiretamente no solo, ou geralmente em algum corpo receptor, visto que a sua presenca pode vir a acarretar
sérios agravantes na salde da populacéo, por estes se tratarem de bioindicadores de uma gama de doencas de
veiculacdo hidrica.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (2015), ao redor do mundo aproximadamente 2 bilhdes de
pessoas, mais de 24% da populagdo mundial, sdo infectadas e mais de 880 milhdes de criancas estdo em processo
de tratamento por conta destes parasitas. A mortalidade estd diretamente relacionada com os casos de
helmintiases, pois quanto maior o nimero de larvas no infectado, maior a gravidade da sua doenga. A
organizacéo ainda completa que, os casos estdo distribuidos em &reas tropicais e subtropicais, com as maiores
ocorréncias na Africa Subsaariana, nas Américas, onde podemos citar o Brasil, na China e no oeste da Asia.

No Brasil, as parasitoses intestinais ainda sdo bastante frequentes. Em um estudo multicéntrico realizado em
escolares de 7 a 14 anos cobrindo 10 estados brasileiros, 55,3% dos estudantes foram diagnosticados com algum
tipo de parasitose. Em Minas Gerais, dos 5.360 individuos examinados, 44,2% estavam infectados, sendo
A.lumbricoides o parasito mais frequente (59,5%), seguido por T. trichiura (36,6%), Giardia lamblia (23,8%) e
Schistosoma mansoni (11,6%) (CAMPOS et. al. 1988 apud ROCHA et. al. 2000).

Silveira (2012) afirma que no Brasil, o tratamento dos esgotos sanitarios visa principalmente a remogéo de
matéria organica com tratamento biolégico, seguindo a legislacdo para langamento de efluentes nos corpos
receptores, 0 que ndo garante a descontaminacdo parasitoldgica suficiente para o redso direto dessas aguas, ou
até mesmo sua disposicdo. Damasceno (2015) complementa que no caso da &gua proveniente de estacfes de
tratamento de esgoto, o risco principal esta relacionando a presenca de microrganismos patogénicos pertencentes
a diversas classes, mas que, no entanto, no que se refere ao tratamento, a maior dificuldade esta na remocéo de
ovos de helmintos. A eliminacdo, ou ao menos a reducdo desse risco, por meio de um tratamento que preserve
os nutrientes ali presentes, transformaria essa dgua em solugéo nutritiva pronta para ser aplicada.

Diversos métodos para a quantificacdo de ovos de helmintos em aguas residuarias sdo descritos na bibliografia
especializada, cada um com suas vantagens e desvantagens. Alguns apresentam uma elevada percentagem de
recuperacdo, mas demandam grande tempo de analise; muitos ndo foram publicados em detalhes para permitir
sua aplicacgdo, ou suas taxas de recuperagdo ndo sdo conhecidas; alguns demandam reagentes quimicos de custo
muito elevado ou ndo sdo adequados para o uso em laboratorios com limitagBes de equipamentos; enquanto
outros sdo capazes de recuperar apenas um nimero limitado de espécies (ZERBINI & CHERNICHARO, 2000).

Em vista as dificuldades apresentadas nas metodologias existentes, é positivo colaborar para o aperfeigoamento
de um método, a partir da consolida¢do das metodologias vigentes, com o intuito do aperfeicoamento daquele
com melhor taxa de recuperacdo e menor custo laboratorial, além de visar a possibilidade de reducdo do periodo
de analise para que assim seja possivel o desenvolvimento do método proposto, facilitando desta forma a
verificacdo da qualidade do efluente tratado langcado nos corpos hidricos.

Dessa forma, a criacdo ou aperfeicoamento de uma metodologia que seja mais eficiente, menos demorada e com
orcamento mais barato por amostra analisada, viabilizara a implantacdo dessa técnica de quantificagdo e
identificacdo dos ovos de helmintos nos laboratorios das proprias ETESs, até mesmo as pequenas, sendo possivel
a determinacéo da qualidade do efluente em periodo habil para sua aplicacéo.

OBJETIVOS

O presente estudo tem por objetivo apresentar os resultados preliminares do levantamento de identificacdo das
qualidades e fragilidades dos métodos de contagem e identificacdo de ovos de helmintos, atualmente
recomendados pela Organizacdo Mundial da Salde (OMS). A partir de testes laboratoriais em um dos métodos
do estudo, identificar as fragilidades e propor uma metodologia adaptada selecionando os procedimentos com
menor custo, menor tempo de analise, e com maior taxa de recuperacao.



MATERIAIS E METODOS

Tem-se como parametro de selecéo inicial as metodologias reconhecidas pelo Guia Integrado de Parasitologia
Sanitaria da OMS (HINDIYEH, 2004) direcionadas a analise dos efluentes tratados proveniente das estacdes de
tratamento de esgotos. Entre os métodos existentes foram analisados os procedimentos de uma das metodologias,
explorando as vantagens e desvantagens, de forma a identificar os pontos deficientes e assim ter condicGes de
verificar uma adaptacéo para aperfeicoamento do método.

Para tanto foram seguidas as seguintes etapas:

Etapa 1 — Levantamento das qualidades e fragilidades da metodologia em estudo de acordo com o descrito na
bibliografia especializada.

Os dados foram obtidos com base em andlise da bibliografia especializada, identificando as melhores
reconhecidas, e mais bem empregadas metodologias, na academia cientifica para a identificacdo e quantificacdo
de ovos de helmintos, com prioridade na taxa de recuperacdo, a priori, das espécies de Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura e ancilostomideos. Entre estas, uma foi escolhida para dar inicio ao estudo detalhado.

Etapa 2 — Estudo dos custos e tempo de execugdo da metodologia

Uma analise acurada se fez necessaria no intuito do detalhamento das vantagens e fragilidades do método
selecionado, levando-se em consideracdo como pardmetros melhor custo, no menor tempo, com a maior taxa de
recuperacéo.

Etapa 3 — Testes laboratoriais com a metodologia em estudo

Iniciou-se a partir de entdo a preparacdo dos materiais, equipamentos, acessorios e reagentes a serem utilizados,
de acordo com a necessidade apresentada pela identificacdo de possiveis fragilidades e desvantagens na
metodologia selecionada.

O desenvolvimento dos testes laboratoriais ocorreu a partir da coleta de amostras de efluentes de lagoas de
estabilizagdo (lagoa facultativa seguida de maturacdo). Para inicio foram realizadas 7 coletas de efluentes
tratados oriundos da lagoa de Maturagdo, do sistema de Lagoas de Estabiliza¢cdo do municipio de Missdo Velha
no més de fevereiro e marco de 2016. Para fins de andlise do efluente tratado foram coletados dez litros (10L)
de amostra diretamente no ponto de saida para o corpo receptor, seguindo os procedimentos de coleta e analiticos
recomendados pela metodologia em estudo.

RESULTADOS

Para a quantificacdo e identificagdo dos ovos de helmintos, dos métodos disponiveis pela OMS, os mais
utilizados apresentam como técnica a sedimentagdo dos sélidos contendo 0s ovos. Dentre esses métodos destaca-
se 0 método de Bailenger modificado por Ayres e Mara (1996).

Estudos desenvolvidos demonstram que o método se compara favoravelmente em relagdo a outras técnicas
devido sua capacidade de recuperacdo de uma maior diversidade de espécie de ovos. (Zerbini, 2001).

Desta forma, este método foi selecionado ndo apenas pela sua alta capacidade de recuperacdo, como apresentado
na bibliografia especializada, mas também por conta da sua simplicidade e do baixo custo dos reagentes
utilizados.

Metodologia de Bailenger modificado por Ayres & Mara (1996)

No método em questdo, as amostras passam por processos de sedimentacdo, centrifugacdo e flutuacdo.
Consecutivas séries de “lavagens”, que tratam de centrifugagdes com descarte do sobrenadante e suspenséo do
sedimentado com Triton X, sdo necessarias e realizadas. O sedimentado é entdo tratado com solucdo tampao
aceto-acética (pH 4,5) e acetato de etila, para a separagdo do material gorduroso. Posteriormente, com a adicéo
de uma solucdo de sulfato de zinco (ZnSO4, densidade 1,18) os ovos, com densidade menor que este valor, sdo
separados do sedimento e flutuam. A contagem ¢é realizada em camara de MacMaster, com observagdo no
microscopio em objetivas de 10x e 40x. O esquema dos procedimentos metodoldgicos pode ser visualizado no
diagrama a seguir:



Procedimento analitico — Método de Estudo

A amostra foi coletada em recipiente
de 10 L pre-lavado com solucédo Triton
e deixado em repouso por uma noite.
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Figura 1: Procedimento analitico de Bailenger modificado por Ayres e Mara (1996).

Durante o procedimento analitico descrito foi observado que o reagente acetato de etila em solugdo com o
tampao aceto-acética apresentou reacdo quando em contato com as cdmaras de visualizagdo do tipo MacMaster
(material poliestireno cristal), gerando manchas de aspecto eshranquigado e impossibilitando de certo modo a
visualizagdo em microscépio.

Para tal comprovacgéo foram realizados testes nas cAmaras e comprovou-se que 0s reagentes, juntamente com a
solugdo descrita, atribuiam certa anomalia a cAmara.

Adaptacdo de metodologia:

Em vista a propor uma solugdo para tal acontecimento, foi adicionado uma nova etapa de lavagem com Triton-
X ap0s a etapa de insercdo dos reagentes causadores, afim de minimizar o montante residual. Ap6s a lavagem a
analise foi seguida naturalmente como demonstrado na figura a seguir:
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Figura 2: Procedimento analitico para proposta de adaptacao.



Na observacdo das camaras constatou-se que a etapa de lavagem adicionada possibilitou ndo apenas uma melhor
visualizacdo da amostra, de forma nitida e limpa, mas como também um desgrudamento das algas comumente
encontradas neste tipo de amostra, uma vez que este trata-se de efluentes de lagoa de maturacdo, aumentando
ainda mais a visualiza¢do dos organismos de interesse.

As figuras sequentes mostram a reacdo dos reagentes supracitados quando em contato com a cdmara MacMaster
ao longo do tempo (1) e de forma pontual (2).

Figura 3: Camaras MacMaster em contato com os reagentes: (1) de forma difusa e (2) pontual.

Como podemaos observar, a figura 3.1 apresenta um embranquecimento difuso, isso por que essa sofreu contato
com as solugdes durante o emprego da técnica medoldgica. Ja a figura 3.2 trata-se do teste desenvolvido no
laboratdrio para diagndstico da anomalia, que se procedeu na adi¢do de uma gota do acetato de etila e uma gota
de solucéo tampao aceto-acética.

Na observagao das camaras constatou-se que a etapa de lavagem adicionada possibilitou ndo apenas uma melhor
visualizagdo da amostra, de forma nitida e limpa, mas como também um desgrudamento das algas comumente
encontradas neste tipo de amostra, uma vez que este trata-se de efluentes de lagoa de maturacdo, aumentando
ainda mais a visualiza¢do dos organismos de interesse.

Figura 4: Visualizacdo das camaras na objetiva de 10x: (1) Antes da etapa de lavagem e (2) apés a etapa
de lavagem.
CONCLUSAO

Para fins preliminares pode-se observar que a metodologia apresentada condiz com o que foi descrito na
bibliografia especializada quanto a sua viabilidade e aplicabilidade em laboratério devido ao seu baixo custo de
material de consumo e de reagentes. Quanto aos intemperes apresentados podemos ressaltar que uma pequena
adequacdo, a qual ndo veio a atribuir nenhum gasto significativo a metodologia, gerou como resposta nao apenas
a preservacdo dos materiais de utilizacdo na técnica empregada, como também uma melhor visualizacdo do
sedimento devido a dispersdo das algas no meio.

RECOMENDACOES

E recomendado um estudo atualizado acerca da taxa de recuperagio da metodologia empregada, uma vez que,
ao aplica-la a efluentes tratados, esta ndo apresentou quantificagdo significativa devido a baixa concentragdo das
espécies de interesse no meio. Ademais, faz-se necessario um aprofundamento do estudo em outras técnicas que
sdo também bastante utilizadas para a quantificacdo e identificacdo de ovos de helmintos para um melhor
desenvolvimento de proposta de adaptacio dessas metodologias.
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