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RESUMO

SILVA, K. J. S. (2019) Métodos de recuperacao e estimativa de viabilidade de cistos de
Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. em residuos do tratamento de dgua de
consumo. Dissertacdo de mestrado. 127 p. Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade
de Séo Paulo, S&o Carlos, 20109.

Esta pesquisa comparou a incorporacdo de iodeto de propidio (IP) com a avaliacéo
simultanea de corantes indicativos de danificagio em membrana e atividade enzimatica
(Live/Dead Cell Assay®) para a estimar a viabilidade de cistos de Giardia muris e oocistos de
Cryptosporidium parvum. Além disso, foram testados métodos de recuperagdo de (oo)cistos
em amostras de lodo e agua de lavagem de filtros (ALF) geradas em escala de bancada,
simulando tratamento de agua por ciclo completo com decantacdo. Dentre os métodos
estudados para a deteccdo de G. muris e C. parvum inoculados em amostras de lodo,
destacou-se a floculagcdo com sulfato férrico, seguida de separagdo imunomagnética (IMS).
Realizou-se, portanto, ensaio de qualidade analitica com ColorSeed™, para este método,
tendo atendido ao requerido pelo Método 1623.1 da USEPA (2012) para Giardia spp.
(32,25%; CV=9,00%), mas ndo tendo sido suficiente para Cryptostoridium spp. (11,00%;
CV=47,67%). O teste com ColorSeed™ em amostras de ALF reproduziu o procedimento de
filtracdo em membrana (FM) com raspagem utilizando Tween® 80 (45°C, 0,1%) seguido de
IMS, tendo atendido ao Método 1623.1 para Giardia spp. (13,00%, CV=19,61%), mas ndo
tendo sido suficiente para Cryptostoridium spp. (2,00%; CV=93,54%). Optou-se por este
procedimento na avaliacdo de qualidade analitica, pois o indculo prévio de suspensbes
comerciais seguido de recuperagdo por FM sem IMS superou 100% para C. parvum, devido a
utilizacdo de fator de multiplicacdo. O desempenho do Live/Dead Cell Assay® sobre
suspensdes comerciais de (oo)cistos foi subjetivo, sobretudo para visualizacdo de organismos
enzimaticamente ativos, de modo que optou-se pela inclusdo de IP como parametro para
estimar o efeito dos métodos de recuperacdo sobre a viabilidade. Em funcdo da baixa
recuperacdo e fluorescéncia de G. muris, a incorporacdo de IP foi avaliada apenas em C.
parvum. Os resultados reiteraram a dificuldade na recuperacdo de protozoarios em lodo e
ALF e o fato de que as particularidades destes procedimentos analiticos podem prejudicar a
interpretacéo de dados de viabilidade.

Palavras-chave: protozoarios; lodo de tratamento de agua; agua de lavagem de filtros; iodeto

de propidio; separacdo imunomagnética; cloreto de polialuminio



ABSTRACT

SILVA, K. J. S. (2019) Recovery methods and viability assessment of Giardia spp. e
oocistos cysts and Cryptosporidium spp. oocysts in water treatment residues. Dissertacdo
de mestrado. MSc dissertation. 127 p. S&o Carlos School of Engineering, University of Sdo
Paulo, Sé&o Carlos, 2019.

This study compared the incorporation of propidium iodide (P1) with the simultaneous
evaluation of dyes that indicate both membrane damage and enzymatic activity (Live/Dead
Cell Assay®) to assess the viability of Giardia muris cysts and Cryptosporidium parvum
oocysts. In addition, methods of recovering protozoan cysts and oocysts from sludge and filter
backwash water (FBW) samples generated on bench scale, simulating conventional water
treatment with decantation, were tested. Among the studied methods for detection of G. muris
and C. parvum spiked into sludge samples, ferric sulphate flocculation followed by
immunomagnetic separation (IMS) lead to higher recoveries. An analytical quality assay was
therefore carried out with ColorSeed™, having met the USEPA Method 1623.1 (2012)
recommendation for Giardia spp. (32.25%, CV=9.00%) but not for Cryptostoridium spp.
(11.00%, CV = 47.67%). The quality assay test for FBW samples replicated the membrane
filtration (MF) procedure using Tween® 80 (45 °C, 0.1%) followed by IMS, having complied
with Method 1623.1 for Giardia spp. (13.00%, CV=19.61%) but again not for
Cryptostoridium spp. (2.00%; CV=93.54%). This procedure was chosen for the analytical
quality exam, since the previous inoculum of commercial suspensions followed by MF
without IMS exceeded 100% recovery for C. parvum, due to the use of a multiplication factor.
The Live/Dead Cell Assay® performance on commercial suspensions of cysts and oocysts
was subjective, especially for visualizing enzymatically active organisms, thus PI inclusion
was chosen as the parameter to estimate the effect of recovery methods on the organisms’
viability. Due to the low recovery and poor fluorescence of G. muris, IP inclusion was
evaluated only in C. parvum. The results reiterated the difficulty in the recovery of protozoa
from sludge and FBW and the possibility of these analytical procedures hinder the
interpretation of cysts and oocysts viability.

Key words: protozoa; water treatment sludge; filter backwash water; propidium iodide;

immunomagnetic separation; polialuminum chloride
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LATAR — Laboratério de Tratamento Avancado e Relso de Agua
LA — Lodo adensado

LB — Lodo bruto

MPC™L-1 — Concentrador de particulas magnéticas 1
MPC™-2 — Concentrador de particulas magnéticas 2

PAC — Cloreto de polialuminio

PBS — Solucao salina de fosfato

SHS — Departamento de Hidraulica e Saneamento

TLP — Tubo de lado plano

USEPA — Agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos
USP — Universidade de S&o Paulo



LISTA DE SIMBOLOS

Al2(S04)3 — Sulfato de aluminio

CaCl; — Cloreto de calcio

CaCO3z — Carbonato de calcio

Fe2(SO4)3 — Sulfato férrico

Gt — Gradiente de velocidade floculagéo

Gmr — Gradiente de velocidade de mistura rapida
H,S04 — Acido sulfurico

HsNSOs — Acido sulfamico

HCI — Acido cloridrico

NaHCOs — Bicarbonato de sodio

NaOH — Hidrdxido de sodio

pH — Potencial hidrogenidnico

pZ — Potencial zeta

rpm — Rotacdo por minuto

Tf — Tempo de mistura lenta

Tmr — Tempo de mistura rapida

uH — Unidade de cor (unidade Hazen)

uT — Unidade de turbidez (unidade nefolométrica de turbidez)

°C — Graus Celsius



SUMARIO

1. INTRODUGAO.......oooieieeeteeee et eeeeee st s st 23
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ot 25
2.1. Giardia spp. € CryptoSPOridium SPP......eeeeierierieriinieriesiesieieee e 25
2.2.  Remocéo dos protozoarios em tecnologias de ciclo completo ....................... 26

2.3. Problemadtica dos residuos gerados em estacfes de tratamento de agua (ETAS)

.............................................................................................................................................. 28
2.3.1. Lodo gerado no tratamento de AQUa.........ccceevverreerieeiieieese e see e 28
2.3.2. Agua de 1avagem de filtr0S ..........cccoevieieeeeiieseseeeee e 30

2.4. Recuperacdo e deteccdo de protozoarios em matrizes ambientais.................. 31
2.4.1. Concentragdo de prot0zZOArios €M AMOSLIAS .........ccorrveerereriereriereeienenens 32
2.4.2. PUMTICAGAD .....eviviiiieiieeee et 36
2.4.3. 1dentifiCaGho € NUMETAGAD ........cocereeieeeieiie et 37

2.5. Estimativas de viabilidade de (00)CIStOS.........ccooeririiiiinieieee e 38
2.5. 1. EXCISTAGAD ....eviiteiiieiieiieeete ettt 39
2.5.2. Inclusao/exclusdo de COrantes..........ccooeiiirieieriiniireeee e 40

3. OBUIETIVOS ...t sttt 42
3.1, ODbjetivos ESPECITICOS ....cuiiieiieeieciecie et 42
4. MATERIAL E METODOS.........ooieiieieeeeseseee st sisses s s s, 43
4.1. Coleta e armazenamento da &gua bruta .............ccceeveveeie i 43

4.2. Ensaios de tratabilidade e selecdo de pardmetros operacionais para jartest ...43

4.3. Ensaios de tratabilidade com filtros de laboratorio acoplados........................ 44
4.4. Geragdo de residuos de tratamento em escala de bancada.............c..ccccveueenene 46
s R 1o o o USRS 46
4.4.2. Agua de lavagem dos filtros (ALF) ........cccceveuveereeeeesieeeseeeesee e 47

4.5. Preparo de [aminas de MiCrOSCOPIA.......cueiviiieiiereiieseesie e se e eas 47



4.6. Ensaios de viabilidade utilizando as SUSPENSOES...........cccvveverrerrerienicrienieneeans 49

4.6.1. Kitab115347 Live/Dead Cell Assay (AbDCam®) ........cccccevvevvverieiiienennnns 50
4.6.2. lodeto de propidio (IP) ......cocceeiiiieiiiieeeee e 51
4.7. Métodos aplicados para a recuperacdo de protozoarios no lodo................... 51

4.7.1. Centrifugacdo direta com insercdo de solucdo de dispersdo (CD + ICN

7X), seguida de separacdo imunomagnética (IMS).........cccccevveieiiiiicie e 53
4.7.2. CD + ICN7X + IMS com etapa de remocao de particulas magnéticas.... 53
4.7.3. Floculacdo com carbonato de calcio (FCCa) .......ccccevvevvevieiveciciiccieenn, 54

4.7.4. Floculagdo com carbonato de célcio (FCCa) seguida de separacdo

IMUNOMAGNELICA (IIMS) ...ttt bbbt 56

4.75. Floculagdo com sulfato férrico (Fe2(SOa4)3) seguida de separacéo
IMUNOMAGNELICA (IIMS) ...ttt e 56

4.7.6. Floculagdo com sulfato de aluminio (Al2(SO4)3) seguida de separacdo

IMUNOMAGNELICA (IIMIS) ... e e 58
4.7.7. Investigacdo do efeito do tampdo de lise sobre CiStoS..........ccccevvveireennene 58
4.8. Meétodos aplicados para a recuperacgdo de protozoarios na ALF.................... 58

4.8.1. Método de filtracio em membrana (FM), utilizando suspensdes de

(o) Lo 1 PSS 59

4.8.2. Método de filtracio em membrana, seguido de separacdo

imunomagnética, (FM+IMS) utilizando suspensdes de (00)CIStOS.........cccveverieveerieennenn. 62
4.9. Estimativa de viabilidade dos métodos de recuperagdo ............c.cceeuvrverveennnns 63
4.10.  Avaliacdo de custos dos métodos de reCUPeraGao .........c.cceververerrereerrennan 63

5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......ovveiieeieeeeeieeeseressiesesses s, 65

5.1. Tratabilidade da agua simulando a tecnologia de ciclo completo com

0 [=Tors ] = To%: Lo SO RU RSO RPOTPRP PPN 65
5.1.1. Diagramas de coagulagdo com policloreto de aluminio (PAC)............... 65
5.1.2. Definicéo dos parametros de operacgdo dos ensaios de tratabilidade ....... 68
5.1.3. ENsaios de filtraCa0 .........cceieeiiiieiieic e 70

5.1.4. Analise da tecnologia proposta para a agua em estudo...........cccccverveeneene. 71



5.2. Geracdo e caracterizagdo dos residuos de tratamento de 4gua .............c..e.... 72

5.2.1. Adensamento dO 1000 ........cccooiiiiiiiiieee e 72
5.2.2. Caracterizacdo geral dos residuos de tratamento.........c.cccoeeverivreieinnnnns 74
5.3. Testes de viabilidade em (00)CISTOS .......ccuviveriiririieneee e 75
5.3.1. Desempenho do kit ab115347 Live/Dead Cell Assay (Abcam®)............. 76
5.3.2. Desempenho do iodeto de propidio (IP) .......cccccvevviieiiere e 82

5.4. Recuperacdo de protozoarios no lodo contendo volumes de suspensdes de

(00 L 15 o 13O OR 83

5.4.1. Resultados para centrifugacdo direta com insercdo de solucdo de

dispersdo (CD + ICN 7X), seguida de separacdo imunomagnética (IMS) ..........c.ccceuenes 83

5.4.2. Resultados obtidos por CD + ICN7X + IMS com etapa de remocdo de
PArtiCUIAS MAGNELICAS ...cvvevieieiccie sttt b et reene e 86

5.4.3. Resultados da concentracdo por floculacdo em carbonato de calcio

5.4.4. Resultados para FCCa + IMS com prévia remocdo de particulas

=10 (o RSP SPRTP PSRN 88
5.4.5. Resultados para floculagdo com Fe2(SO4)3 + IMS .....cooviiiiiiiiiiiiins 89
5.4.6. Resultados para floculagdo com Al2(SO4)3 +IMS ......cviiiiiiiiiiiiiie 91
5.4.7. Analise do efeito do tampéo de lise sobre cistos de Giardia muris.......... 92

5.4.8. Andlise estatistica dos métodos de recuperacdo aplicados para o lodo....93

5.5. Recuperacio de protozoarios no lodo com ColorSeed™ por Fez(SOs)s +

5.6. Recuperacdo de protozoarios na dgua de lavagem de filtros (ALF), contendo

volumes de SUSPENSOES e (00)CISTOS ... .ocuiiviririiiieiieieie et 96
5.6.1. Resultados obtidos por FM + raspagem com Tween® 80 (0,1%, 45°)....96

5.6.2. Resultados obtidos pela FM + raspagem com Tween® 80 (0,1%, 45°) +

5.7. Recuperacdo de protozoarios na agua de lavagem de filtros (ALF) contendo
(070] (o £ oT=T:To L OO UOOURRTTTRRO 100



5.8. Estimativa de viabilidade dos métodos de recuperacéo aplicados............... 102

5.9. Estimativa de custo dos métodos de recuperacdo de protozoarios............... 103
5. CONCLUSOES .....coviiiiieiniiecies sttt 106
REFERENCIAS .....oovuiitiiiteieeie ettt 108
ANEXO 1 - Laudo técnico de analise do cloreto de polialuminio............c.cccceevruennee 118

ANEXO 2 - Especificacdo e laudo de analise da suspensdo de Cryptosporidium

L= YU TP PPRR 119
ANEXO 3 — Especificacao e laudo de analise da suspensdo de Giardia muris......... 120
ANEXO 4 — Especificacio e laudo de analise do indculo ColorSeed™ ................... 121
ANEXO 5 — Certificado de analise do kit Dynabeads®.............cccccccvveivivieieeiieennenn, 122

custos

ANEXO 6 — Orgcamentos e notas dos reagentes e materiais avaliados em termos de



23

1. INTRODUCAO

Infecgdes parasiticas sdo responsaveis por quadros de mortalidade e morbidade, sendo
debilitantes devido a diarreia aguda. Estes casos ocorrem em grande parte da populacgéo,
sobretudo de baixa renda em paises em desenvolvimento, sendo entdo chamadas de “doengas
tropicais negligenciadas”, dentre as quais se destacam as causadas por bactérias, helmintos e
protozoarios (COELHO et al., 2017; GENETU BAYIH et al., 2017; HOTEZ et al., 2007).

Os géneros de protozoarios Giardia e Cryptosporidium incluem os parasitas entéricos
mais comumente encontrados, responsaveis por doencas gastrointestinais causadoras de
desequilibrios nutricionais e problemas de saude severos, principalmente em criancas e em
pessoas com deficiéncias imunoldgicas (THOMPSON; ASH, 2016). As doencas transmitidas
por Giardia e Cryptosporidium sdo chamadas giardiase e criptosporidiose, respectivamente.

Estudos recentes tratam da giardiase e da criptosporidiose na América do Norte
(HOTEZ, 2008), na Europa (HOTEZ; GURWITH, 2011), na Asia (CHO et al., 2013;
KUMAR et al, 2016; MAHMOUDI; ONGERTH; KARANIS, 2017), na Africa
(ALDEYARBI; ABU EL-EZZ; KARANIS, 2016; SQUIRE; RYAN, 2017), e
especificamente no Brasil (COELHO et al., 2017), associando tais doencas a baixa renda
familiar, populagdes vulneraveis e a falta de infraestrutura de saneamento. Isto porque
efluentes e residuos constituem fontes de disseminacdo de microrganismos no ambiente,
podendo conter alta concentracdo de cistos e oocistos, promovendo a contaminacao de corpos
d'agua e impactando principalmente os de abastecimento piblico (DE ARAUJO et al., 2018;
HOFSTRA; VERMEULEN, 2016). Estas parasitoses ocasionam um ciclo vicioso de
exposicdo a pobreza e insalubridade, pois comprometem o desenvolvimento infantil e a
produtividade dos trabalhadores (HOTEZ, 2008), o que exige maior atencdo dos setores de
saneamento e salde publica.

Desde o tratamento da agua ha dificuldades na remocéo de cistos e oocistos (HIJNEN
et al., 2010; KARANIS; SCHOENEN; SEITZ, 1998). Mas na concep¢do do sistema de
tratamento por ciclo completo, predominante no Brasil (IBGE, 2011), as maiores vias de
remoc&o séo a decantacdo (ou flotagdo) e a filtracdo, as quais envolvem a geracao de residuos
(lodo e agua de lavagem de filtros), onde sdo concentradas as impurezas e 0S microrganismos
de dimensdes semelhantes (ANDREOLI; SABOGAL-PAZ, 2017; FREITAS et al., 2010).

A auséncia de manejo adequado destes residuos implica risco a salde publica, em
especial, devido ao cenario brasileiro onde ocorre uma predominancia no despejo indevido de
lodo em corpos d’agua (ACHON; BARROSO; CORDEIRO, 2013; ACHON; CORDEIRO,
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2016) e no retorno de agua de lavagem de filtros (ALF) ao sistema, sem que haja tratamento
da mesma (FREITAS et al., 2010). Isso incentiva que a caracteriza¢do microbiologica dessas
matrizes seja efetuada, com o objetivo de expor o risco a elas associado e, por consequéncia,
incentivar sua gestao.

A deteccdo de cistos e oocistos de protozodrios, contudo, representa um desafio, pois,
além dos altos custos envolvidos, hd uma limitacdo analitica nos métodos de recuperacdo, que
apresentam baixa reprodutibilidade (FENG et al., 2011; FRANCO et al., 2012; FREGONESI
et al., 2012). No caso de aguas (superficiais, subterraneas, tratadas, etc), segue-se o Método
1623.1, estabelecido pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA,
2012), cuja qualidade analitica exige recuperacdo minima de 8% para Giardia spp. € 32%
para Cryptosporidium spp,, 0 que em si constitui valores baixos, podendo subestimar a
presenca dos referidos protozoarios na agua. Conforme os valores de turbidez e a
concentracdo de sélidos aumentam, a identificacdo dos organismos-alvo torna-se ainda mais
dificil (EFSTRATIOU; ONGERTH; KARANIS, 2017b). No caso de residuos gerados em
estacOes de tratamento de aguas (ETAS), que possuem diferentes caracteristicas fisico-
quimicas, ndo ha procedimento definido para deteccdo de (oo)cistos (GIGLIO; SABOGAL-
PAZ, 2018), o que implica em subjetividade ainda maior na interpretacdo de dados de
ocorréncia de protozoarios.

Além disso, a eficiéncia de alguns tipos de tratamento ou desinfec¢do é verificada por
meio da inativacdo de microrganismos, 0 que ndo apresenta um parametro consensual
(NETUSCHIL et al., 2014), principalmente para cistos e oocistos. Embora os métodos in vitro
(desencistamento induzido, incorporagdo ou exclusdo de corantes, etc) e in vivo (ensaios com
animais) tenham sido desenvolvidos para avaliar a viabilidade e a infectividade de (oo)cistos,
atualmente nenhum destes parece ser adequado para analises de rotina em estacGes de
tratamento de agua, de esgoto, ou na industria de alimentos (ROUSSEAU et al., 2018),
indicando uma lacuna metodoldgica a ser explorada.

Neste contexto, a motivacdo desta pesquisa se voltou para o fato de que a investigacéo
de métodos de recuperacdo de protozoarios em residuos de ETA pode fornecer ferramentas
para sua caracterizagdo microbioldgica, podendo avaliar seu risco e, desta forma, estimular o
adequado tratamento e disposicao de lodo e ALF. Além disso, investigar demais técnicas de
estimativa de viabilidade, principalmente voltadas para incluséo e exclusdo de corantes, pode
apresentar uma alternativa simplificada que permita, por exemplo, avaliar o desempenho de

sistemas de desinfeccdo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Giardia spp. e Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium e Giardia sdo géneros de protozoarios patogénicos que constituem
uma das principais causas de surtos de doencas entéricas transmitidas pela agua no mundo
(EFSTRATIOU; ONGERTH; KARANIS, 2017a). As formas infectantes destes patdgenos
sd0 0s cistos e oocistos, respectivamente, que sdo eliminados no ambiente por hospedeiros
infectados. Oocistos de Cryptosporidium possuem morfologia esférica de aproximadamente 3
a 8 um de diametro e cistos de Giardia variam entre 8 a 12 um de comprimento por 5 a 10 um
de largura, apresentando morfologia oval (USEPA, 2012).

A taxonomia de Giardia e Cryptosporidium apresentava controvérsias principalmente
devido & ampla gama de hospedeiros de ambos e a escassez de caracteristicas morfoldgicas
confiaveis para definir as espécies no &mbito da microscopia. Esses problemas foram
resolvidos até certo ponto com a aplicacdo de ferramentas de biologia molecular. No entanto,
a contribuicdo mais valiosa dessas ferramentas tem sido voltada para uma melhor
compreensdo da epidemiologia das infeccbes (MONIS; CACCIO; THOMPSON, 2009;
THOMPSON; ASH, 2016).

Atualmente, com base em dados morfoldgicos e moleculares, 31 espécies de
Cryptosporidium sdo reconhecidas como validas, sendo que 20 foram encontradas no homem,
possivelmente como hospedeiro acidental. Isto pois, dentre elas, C. hominis e C. parvum sao
responsaveis pelas infeccdes em humanos (CHECKLEY et al., 2015; KVAC et al., 2016; LI
et al., 2015; ZAHEDI et al., 2016).

No caso de Giardia, seis espécies sdo reconhecidas no género, uma em anfibios (G.
agilis), duas em aves (G. ardeae e G. psittaci), duas em roedores (G. muris e G. microti) e
uma em mamiferos (G. duodenalis). No caso de G. duodenalis, dois sinbnimos tambem estéo
em uso por razdes historicas: Giardia intestinalis e Giardia lamblia. Além da variagdo
morfolégica dos cistos e trofozoitos, que é a base da taxonomia, existe extensa variacdo
genética entre e dentro de cada espécie, como demonstrado por estudos de proteinas (MONIS
et al., 2003) e polimorfismos de DNA (CACCIO et al., 2008), de modo que G. duodenalis,
especificamente, é organizada em termos de grupos genotipicos, i. e. assemblages. Ha oito
grupos particularmente relacionados (assemblages A a H) dentro de G. duodenalis, dos quais
dois (A e B) sdo majoritariamente responsaveis por infeccbes em humanos (CERTAD et al.,
2017; EINARSSON; MA’AYEH; SVARD, 2016).
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De modo geral, estes parasitos vém sendo repetidamente identificados em &guas
superficiais e em sistemas de tratamento (CASTRO-HERMIDA et al., 2009; CHUAH et al.,
2016; DE ARAUJO et al., 2018; GRACZYK et al, 2008; KUMAR et al., 2016;
ONICHANDRAN et al., 2014; RAMO et al., 2017; WICKI; SVOBODA; TANNER, 2009) e
sua presenca no ambiente apresenta riscos significantes a saide humana, sendo capazes de
sobreviver por meses em aguas superficiais e solos (GALLAS-LINDEMANN et al., 2013).

Dentre os fatores que contribuem para o sucesso destes organismos como parasitos,
estdo o fato de cistos e oocistos constituirem estruturas resistentes (BOUZID et al., 2013),
principalmente pois Giardia spp. apresenta dupla parede (0,3 a 0,5 um de espessura)
(ERLANDSEN et al, 1996; ERLANDSEN; BEMRICK; PAWLEY, 1989) e
Cryptosporidium spp. e demais organismos do filo Apicomplexa apresentam proteinas de
superficie (TEMPLETON, 2004).

Estas formas infectantes sdo excretadas no ambiente em grande nimero por individuos
infectados (e.g. da ordem de 10° oocistos de Cryptosporidium g de fezes de bezerros), sendo
que a dose infectante é teoricamente baixa e o0s oocistos sdo facilmente dispersos,
principalmente por meio de 4gua contaminada (ROUSSEAU et al., 2018; RYAN et al., 2016).
Compilando dados secundarios referentes a dose infectante destes parasitos, Rousseau et al.,
(2018) identificaram que o IDso (numero de (oo)cistos necessario para infectar 50% das
pessoas expostas) foi estimado como sendo entre 10 e 83 oocistos para C. hominis e entre 10 e
2000 oocistos para C. parvum. Similarmente, o IDso para cistos de G. duodenalis foi de 10 a
100 para que os individuos manifestassem sintomas, devendo-se considerar também que ha

casos assintomaticos.

2.2. Remocéo dos protozoarios em tecnologias de ciclo completo

O conceito de multiplas barreiras guia o fornecimento seguro de agua, envolvendo
desde a protecdo dos mananciais, até a otimizagdo dos processos de tratamento e manutencao
apropriada dos sistemas de distribuicdo (BETANCOURT; ROSE, 2004). De acordo com a
Pesquisa Nacional de Saneamento Basico, 83,4% do total de ETAs brasileiras operam por
meio da tecnologia de ciclo completo (IBGE, 2010), a qual engloba as etapas de pre-
tratamento quimico, coagulagéo, floculacdo, decantacdo ou flotacdo e filtracdo, seguidas de
desinfecgéo e corre¢do do pH.

A otimizacdo do processo de coagulacdo, especificamente, promove melhora na

eficiéncia das etapas seguintes do tratamento de ciclo completo, facilitando a remocao de
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protozoarios (LECHEVALLIER; AU, 2004). Ensaios de tratabilidade com a elaboragdo de
diagramas de coagulacdo apresentam-se, portanto, como uma ferramenta para a selecdo dos
parametros operacionais, considerando o tipo de coagulante, pH de coagulacéo e dosagens, de
modo a verificar as condi¢des apropriadas para o tratamento com um objetivo especifico (DI
BERNARDO; DANTAS; VOLTAN, 2011).

Sais inorganicos como sulfato de aluminio, sulfato férrico, cloreto férrico e sulfato
ferroso clorado sdo comuns no processo de coagulacao e floculagdo. Dentre esses coagulantes
inorganicos, os sais de ferro tendem a apresentar maior eficiéncia no tratamento
(AMOKRANE; COMEL; VERON, 1997). Apesar disso, recentemente, vem ocorrendo um
aumento no uso de formas poliméricas de coagulantes metélicos, tais como o cloreto de
polialuminio (PAC). (GHAFARI et al., 2009; JUNG et al., 2016; NAIR; AHAMMED, 2015;
SINHA et al., 2004).

Em comparacdo aos coagulantes convencionais, produtos poliméricos como o PAC
apresentam algumas vantagens como ampla capacidade de remover particulas, turbidez ou
matéria organica sem o consumo de alcalinidade do sistema e gerando menor volume de lodo
(SINHA et al., 2004). Em uma pesquisa utilizando agua simulada com caulinita e ensaios de
tratabilidade em jarteste, Maciel e Sabogal-Paz (2017) verificaram desempenho satisfatério do
PAC para a remogédo de turbidez, mesmo diante da menor dosagem estudada (25 mg L de
produto comercial equivalentes a 2,34 mg L de AI*"), ndo tendo exigido ajuste de pH. Além
disso, diante de estudo com sua aplicacdo em escala de bancada para tratamento em ciclo
completo, foram verificados valores positivos de potencial zeta e remoc¢des de até 2-log para
cistos de Giardia spp. e oocistos Cryptosporidium spp. (MACIEL; SABOGAL-PAZ, 2016).

Adicionalmente, a filtracdo desempenha papel fundamental na remocéo de cistos e
oocistos, principalmente por constituir uma barreira fisica (GALLAS-LINDEMANN et al.,
2013). Entretanto, cistos de Giardia spp. apresentam dimensoes entre 8 e 18 um de diametro e
oocistos de Cryptosporidium spp. variam entre 4 ¢ 6 um (USEPA, 2012). Dados esses
tamanhos, os (0o)cistos sdo potencialmente removiveis pelos filtros, mas os oocistos possuem
capacidade de compressibilidade (LI; GOODRICH; OWENS, 1995), o que pode facilitar sua
passagem pelo meio filtrante e presenca na &gua filtrada. O mecanismo de coagulagédo
aplicado previamente, a taxa de filtracdo, a espessura do leito, o tamanho dos grdos do meio
filtrante (LECHEVALLIER; AU, 2004) e o estado de amadurecimento do filtro, seja por
fatores abidticos ou crescimento de biofilme (PAPINEAU et al., 2010) constituem fatores
intervenientes na eficiéncia de remocao de protozoarios e, portanto, devem ser estudados para

o desempenho adequado do tratamento e garantia de qualidade da agua tratada.
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2.3. Problematica dos residuos gerados em estacGes de tratamento de agua (ETAS)

Os residuos gerados nas ETAs de ciclo completo por decantacdo sao
predominantemente o lodo dos decantadores e a agua de lavagem de filtros (ALF). No
primeiro caso, trata-se de um residuo sélido com alto teor de umidade, categorizado como tal
pela Norma Brasileira NBR 10.004 (ABNT, 2004). A ALF, por sua vez, constitui-se de um
efluente liquido, proveniente da lavagem para expansdo do leito filtrante e remocdo de

impurezas.

2.3.1. Lodo gerado no tratamento de agua

O lodo produzido no tratamento de agua é caracterizado por alta concentracdo de
substancias inorganicas, principalmente precipitados de hidréxidos, derivados de coagulantes
metalicos, metais e material suspenso provenientes do solo do manancial de captacdo e
também microrganismos concentrados no processo de tratamento (ZHOU et al., 2015).
Devido a estas caracteristicas, bem como o alto teor de umidade, o tratamento geralmente
envolve desaguamento, visando a reducdo de volume a ser disposto, 0 que pode ser feito por
lagoas e leitos de secagem, adensamento mecanico em centrifugas, filtros-prensa, dentre
outros (ANDREOLL, 2001; QI; THAPA; HOADLEY, 2011).

Considerando o carater de residuo solido, o manejo da torta de lodo deve ser feito de
acordo com a Lei 12.305 (BRASIL, 2010), que institui a Politica Nacional dos Residuos
Sélidos, de modo que a disposi¢do em aterro ap6s o desaguamento é um método comum de
descarte. No entanto, o lodo ndo constitui um rejeito, e esta disposi¢do ndo é mais adequada,
tampouco a mais pratica devido a demanda de espaco e 0s custos de operacdo de aterros
sanitarios (AHMAD; AHMAD; ALAM, 2016). A crescente preocupacdo com a poluicdo
ambiental e o controle efetivo dos residuos incentivam pesquisas em estratégias alternativas
de manejo (JUNG et al., 2016).

Em fungdo da concentracdo de precipitados provenientes do uso de coagulantes
baseados em ferro ou aluminio, ha estudos que abordam o aproveitamento do lodo de ETA
visando a recuperacdo de coagulantes (CHENG et al., 2012; KEELEY et al., 2016; NAIR;
AHAMMED, 2015). Outras opg¢des incluem seu uso como coagulante no tratamento de
efluentes, adsorvente de metais pesados, meio suporte em wetlands construidos, constituinte
na producgdo de cimento, tijolos e cerdmica, dentre outros (ABO-EL-ENEIN; SHEBL; ABO
EL-DAHAB, 2017; BAl et al., 2014; L1 et al., 2016; YUAN; WANG; PEI, 2016).
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Apesar do potencial descrito, este cenario de aproveitamento do lodo néo se aplica em
paises em desenvolvimento, em que esta matriz tende a ser ambientalmente negligenciada,
despejada diretamente em rios ou no sistema de drenagem (que também retorna ao corpo
d’agua). Isso promove dano direto a qualidade da agua, levando ao aumento acumulado no
nivel de aluminio e outros metais (AHMAD; AHMAD; ALAM, 2016). Além disso, o despejo
do lodo pode causar contaminacdo microbiolégica, em funcdo da concentracdo de
microrganismos no residuo, principalmente cistos e oocistos, 0s quais constituem formas
resistentes, capazes de sobreviver por longos periodos de tempo e em diferentes condigdes
ambientais (KEEGAN et al., 2008).

No Brasil, especificamente, ainda é comum a disposi¢do final do lodo diretamente nos
recursos hidricos, sem que haja o tratamento adequado (IBGE, 2010). Achon e Cordeiro
(2016), em um estudo que avaliou a destinacdo do lodo proveniente de 22 ETAs de uma
mesma sub-bacia localizada no Estado de S&o Paulo, confirmaram que prevalece a disposicéo
in natura nos corpos d’agua, sendo 77% do lodo langado diretamente nos corpos receptores
sem tratamento prévio e, no caso das ETAS que possuem tratamento, 14% do lodo desaguado
é disposto em aterro e 9% é disposto de forma inadequada.

Novamente, cabe destacar que as caracteristicas dos residuos do tratamento de agua
estdo diretamente relacionadas & qualidade do manancial (IPPOLITO; BARBARICK;
ELLIOTT, 2011), o qual pode apresentar risco microbiolégico, principalmente em funcéo de
contaminagfes. Em analise realizada por 19 meses em 28 locais situados em 10 diferentes
bacias do estado de Sdo Paulo, foram detectados cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. em 27,5 e 2,5% das amostras coletadas, respectivamente (HACHICH et
al., 2004). Em 2011, uma pesquisa similar também no estado de S&o Paulo, detectou 41,6%
de amostras de agua superficial e esgoto positivas para Giardia duodenalis, com a verificacdo
da presenca do genotipo tipo All, associado a giardiase humana (FERNANDES et al., 2011).
Oocistos de Cryptosporidium spp. foram encontrados em 42,8% de amostras coletadas no rio
Atibaia e 85,7% no rio Capivari. Giardia spp. foi detectada em 100% das amostras de ambos
0s rios, que sé@o mananciais abastecedores na cidade de Campinas (FRANCO et al., 2016).

Andreoli e Sabogal-Paz (2017), em ensaios em escala de bancada simulando o
tratamento por ciclo completo por flotagdo com ar dissolvido, mostraram que
aproximadamente 18% dos cistos de Giardia spp. € 82% de oocistos de Cryptosporidium spp.
presentes na agua bruta ficam presentes no lodo da flotagdo. Diante do cenario de

contaminagéo, espera-se a ocorréncia de cistos e oocistos no lodo de ETAs seja ainda mais
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acentuada, indicando a necessidade de caracterizar o lodo de ETA em termos de parametros
microbioldgicos, incentivando seu tratamento e a disposi¢do adequada.

2.3.2. Agua de lavagem de filtros

Enguanto o lodo se destaca como residuo em termos massicos, a 4gua de lavagem de
filtros (ALF), em uma estacdo de tratamento de 4gua (ETA) por ciclo completo, representa a
maior quantidade de residuos em volume (LUSTOSA et al., 2017), o que pode corresponder
a aproximadamente 5% do volume total de agua tratada pela ETA (FREITAS et al., 2010).

Considerando o volume gerado, é uma tendéncia que estacdes de tratamento realizem
a recirculacdo da ALF, que significa retorna-la ao canal de chegada de agua bruta (AB).
Entretanto, a esta pratica pode acarretar maior risco microbioldgico principalmente, pois 0s
filtros constituem barreira para particulas com tamanho correspondente a cistos e oocistos
(LECHEVALLIER; AU, 2004). A ALF, portanto, tende a conter (oo)cistos retidos no meio
granular (quando presentes no manancial), 0 que pode implicar em concentracdes até mesmo
maiores do que as obtidas na agua bruta (FREITAS et al., 2010; GALLAS-LINDEMANN et
al., 2013).

Com o intuito de avaliar o potencial de contaminagdo por cistos e oocistos, Karanis,
Schoenen e Seitz (1996) examinaram amostras de AB do manancial abastecedor de uma
estacdo de ciclo completo por decantacdo e amostras de adgua de lavagem dos filtros. Os
resultados para AB foram positivos para Giardia spp. em 83% das amostras e para
Cryptosporidium spp. em 67%. Na ALF, 87% das amostras apresentaram cistos de Giardia
spp. e 84% continham oocistos, 0 que corrobora a indicacdo da presenca de patdgenos nesta
matriz. Similarmente, Andreoli e Sabogal-Paz (2017) identificaram presenca expressiva de
protozodarios na agua de lavagem de filtros de laboratério (FLA), ao simular o ciclo completo
com flotagdo em escala de bancada, trabalhando com &gua simulada com caulinita e acido
himico e indculo de cistos e oocistos. No caso, comparando a média dos organismos
presentes na agua clarificada com o encontrado na ALF, esta continha 63,71% dos cistos de
Giardia spp. e 83,16% dos oocistos de Cryptosporidium spp., entendidos como o conteido
retido no meio filtrante.

Demais estudos, como os de Di Giovanni et al. (1999) e Gibbons, Rigi, Awad-Ei-
Kariem (1998) tambeém trataram das questGes microbioldgicas associadas a (oo)cistos em
agua de lavagem de filtros. Entretanto, estes trabalhos tiveram énfase na detec¢do dos
protozoarios, em fungdo da auséncia de protocolo padrdo para esta matriz (discutido em

detalhes no item 2.4). Por conta disso, foi realizado indculo diretamente na agua de lavagem,
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ndo constituindo dado sobre a presenca autctone na AB e a concentracdo dos organismos na
ALF.

2.4. Recuperacdo e deteccao de protozoarios em matrizes ambientais

Os procedimentos aplicados na deteccdo de protozodrios, especialmente oocistos de
Cryptosporidium spp. e cistos Giardia spp., representam um desafio. Isto porque, além dos
custos envolvidos em termos de insumos e equipamentos e a complexidade analitica dos
exames (ANDREOLI; SABOGAL-PAZ, 2017), h& grande variabilidade e baixa
reprodutibilidade (FRANCO et al., 2012; FREGONESI et al., 2012).

Atualmente, existe um protocolo padrdo estabelecido pela Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos, 0 Método 1623.1 (USEPA, 2012), indicado para a analise de
amostras de agua, sendo aplicavel para agua superficial, subterrénea, tratada, etc. Entretanto,
demais matrizes, tais como efluentes em geral e lodo diferem das amostras de 4gua quanto a
nimero de parasitos, turbidez, concentracdo de material suspenso e metais, dentre outros
parametros de qualidade (BONATTI; FRANCO; NETO, 2007), que podem comprometer o
desempenho do protocolo da USEPA, ndo fornecendo uma recuperagdo razoavel para cistos e
00cistos.

No caso de matrizes complexas, a ndo existéncia de um procedimento padréo reforca o
desafio de deteccdo, podendo subestimar riscos microbiologicos. Com isso, pesquisas vém
buscando ajustar os métodos existentes, com o0 objetivo de estabelecer um protocolo
especifico que considere as particularidades das amostras ambientais em estudo, e. g. esgoto
bruto e tratado (MEDEIROS; DANIEL, 2015), amostras de agua ao longo das etapas de
tratamento (ANDREOLI; SABOGAL-PAZ, 2017; KEEGAN et al., 2008), residuos de
tratamento de agua (GIGLIO; SABOGAL-PAZ, 2018), dentre outras.

Avaliar a eficiéncia de recuperagdo de (oo)cistos de protozoarios é essencial para
realizar uma comparacdo realista entre dados e garantir a confiabilidade dos resultados
(ONGERTH, 2013). A auséncia da avaliacdo de qualidade analitica do método de deteccdo
implica a possibilidade de conclusdes errdneas e imprecisas (EFSTRATIOU; ONGERTH,;
KARANIS, 2017b), principalmente quanto a dados de monitoramento ou desinfec¢do. No
caso de matrizes ambientais diversas, esta avaliagdo € ainda mais pertinente. Nessas
avaliacdes, recomenda-se que o inoculo seja feito com suspensGes comerciais com numero
conhecido de organismos, como BTF EasySeed ™ ou Waterborne Accupike™ recomendados
pelo Método 1623.1 ou BTF ColorSeed™ indicado pelo Método 1693 (USEPA, 2012, 2014).
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De modo geral, independentemente do protocolo aplicado, pode-se dizer que a
identificacdo e deteccdo de cistos e oocistos em amostras requer trés etapas: concentracao,

purificacdo e enumeracdo. Alguns dos procedimentos utilizados sdo apresentados a seguir.

2.4.1. Concentracdo de protozoarios em amostras

A etapa de concentragdo tem por objetivo a reducdo de volume da amostra, de modo a,
justamente, concentrar particulas maiores que um tamanho minimo ou que apresentem uma
determinada velocidade de sedimentacdo associadas aos organismos-alvo (EFSTRATIOU;
ONGERTH; KARANIS, 2017b). Dentre as técnicas disponiveis, podem ser utilizadas
diferentes formas de floculacdo, filtragdo, centrifugacdo e diferentes combinagdes destes

procedimentos.

2.4.1.1. Filtracéo

O procedimento mais popular visando isolar protozoarios de amostras de agua tem
sido a filtracdo (EFSTRATIOU; ONGERTH; KARANIS, 2017b). O método 1623.1 da
USEPA (2012) o recomenda para a concentracdo de amostras, reconhecendo sistemas de
filtracdo em cépsulas contendo filtros de polisulfona (Environcheck® e FiltaMax®), em que,
finalizada a filtracdo, é feita a eluicdo da espuma filtrante com solucGes de tamponamento
contendo Tween® 80. Entretanto, devido ao custo dos equipamentos, baixas eficiéncias de
recuperacdo e pouca praticidade no campo, ha intensa exploracdo de alternativas para
filtracdo, em especial incluindo membranas (EFSTRATIOU; ONGERTH; KARANIS,
2017h).

No caso da filtracdo por membranas (FM), ha relatos de seu uso na concentracdo de
amostras para recuperar Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em amostras de adgua incluindo
diferentes tipos: membranas de policarbonato de 142 mm com poros de 1 um, de acetato de
celulose de 47 mm e 1,2 um de porosidade nominal (ALMEIDA et al., 2015), ésteres mistos
de celulose de 47 mm e 3 um (FRANCO; ROCHA-EBERHARDT; CANTUSIO NETO,
2001; GUIMARAES et al., 2014), dentre outras.

No tocante a outras matrizes, ha pesquisas que aplicaram membranas de ésteres de
celulose (47 mm; 3 pum) na concentracdo de efluentes de reator anaerébio (SANTOS;
DANIEL, 2017) e de sistemas de lodos ativados (MEDEIROS; DANIEL, 2015). Com isso,
apesar da limitagdo relacionada a matrizes turvas exigirem um maior nimero de membranas
(FRANCO; BRANCO; LEAL, 2012), ha clara aplicabilidade do método para amostras de
baixa e média turbidez.
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Apo6s a FM, independentemente do tipo de membrana usada, € realizada a extragdo
mecanica do material retido (por meio de raspagem), utilizando solugéo eluidora Tween® 80
a 0,1% e posterior concentracdo do eluato por centrifugacdo. Ha também a possibilidade de
raspar as membranas utilizando Tween® 80 0,1% aquecido a 45° (FRANCO et al., 2016).

2.4.1.2. Floculagdo

A ideia de concentracdo por floculacdo é baseada no ajuste de pH de uma amostra e
utilizacdo de reagente salino que permita a formacdo de flocos e sua sedimentacdo por
precipitagdo quimica.

Uma técnica de floculagdo foi desenvolvida por Vesey et al. (1993) com o objetivo de
concentrar oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de volume de 10 litros de agua.
Neste procedimento, a amostra era submetida a agitacdo rapida com a adi¢cdo de 100 ml de
solucBes de cloreto de célcio (1M) e bicarbonato de sodio (1M). A seguir, o pH era elevado
até 10 aplicando com solugdo de hidréxido de sédio a 1M. A amostra era entdo deixada em
repouso overnight, para que o sobrenadante fosse descartado. O precipitado era entdo
homogeneizado com auxilio de 200 mL de &cido sulfamico (HsNSOs3) a 10% e, depois,
concentrado por sucessivas centrifugacdes (3000 G; 10 min) até a obtencdo de um sedimento
a ser aliquotado.

Este procedimento foi posteriormente adaptado por Feng et al., (2011), que
determinou que o sedimento formado por FCCa (floculacdo em carbonato de calcio),
utilizando matrizes com a mesma qualidade que em testes de concentracdo por filtracdo em
membranas, foi consideravelmente maior, podendo chegar a 4 mL. Isto dificulta a realizacéo
de etapas de purificacdo por separacdo imunomagnética (apresentada com maior detalhe no
item 2.4.2), 0 que pode constituir um inconveniente analitico.

Ajustes da técnica de FCCa foram também empregados em pesquisas recentes,
utilizando volumes menores da matriz investigada, como em Andreoli e Sabogal-Paz (2017),
que verificaram a presenca de cistos de Giardia spp e oocistos de Cryptosporidium spp. ao
longo das etapas do tratamento de agua por ciclo completo com flotacdo e obtiveram
recuperacdes de 31,5% para Giardia spp. € 70,3% para Cryptosporidium spp. ao avaliar a
qualidade analitica do método empregado em agua sintética com alta turbidez, inoculada com
(oo)cistos provenientes do kit comercial AccuPike®, reconhecido pela USEPA para avaliacéo
de qualidade analitica de métodos de recuperagéo.

Vantagem da floculagdo com carbonato de célcio é a possibilidade de ser usada em
matrizes com alta turbidez. Exemplo recente da aplicacdo deste procedimento foi sua

investigacdo em residuos de tratamento de agua, na concentracdo de amostras de 1 L, com
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centrifugacdo com gradiente reduzido (1500 G; 20 min), onde houve recuperagdo de
60,2%=26,2 para oocistos de Cryptosporidium spp. e 46,1%z5 para cistos de Giardia spp. em
volumes predefinidos de suspensbes comerciais contendo (oo)cistos purificados (GIGLIO;
SABOGAL-PAZ, 2018).

Entretanto, este método possui limitacdes relacionadas a alteracdo da viabilidade, a
perda de organismos no descarte do sobrenadante e a possibilidade de resultados falso-
negativos ou falso-positivos, devido a alteracbes morfolégicas nos protozoarios, que podem
ocorrer em decorréncia do pH basico utilizado para facilitar a precipitacdo quimica
(FRANCO; BRANCO; LEAL, 2012).

Sais metalicos como o sulfato férrico e o sulfato de aluminio também constituem
possiveis floculantes que podem ser aplicados na concentracdo de protozoarios em amostras
(GALLAS-LINDEMANN et al., 2013; KARANIS; KIMURA, 2002; KOURENTI et al.,
2003; VESEY et al., 1993; WICKI; SVOBODA; TANNER, 2009). O estudo de Vesey et al.
(1993) que avaliou o carbonato de calcio como agente floculante incluiu também estes sais
metélicos. Houve, contudo, menos de 10% de recuperacdo de oocistos com sulfato férrico e,
apesar de ter sido obtido 59% de recuperacdo com o uso de sulfato de aluminio, verificou-se
interferéncia na microscopia de imunofluorescéncia, havendo dificuldade de leitura.

Pesquisas posteriores, de Karanis e Kimura (2002) compararam a recuperagdo de
oocistos de Cryptosporidium parvum também para a concentracdo com sulfato férrico
(Fe2(S0a4)3) sulfato de aluminio (Al2(SOs)3) e carbonato de calcio. No caso, houve melhores
recuperacdes para sulfato férrico (61,5%), seguido de sulfato de aluminio (58,1%) e entdo
FCCa (38,8%). O fator diferencial neste estudo em comparacao ao de Vesey et al. (1993) foi o
pH, que inicialmente havia sido basico (9,0) e, nos ensaios de Karanis e Kimura (2002), foi
levemente &cido.

O procedimento de floculacéo &cida relatado consistiu no ajuste de pH da matriz (agua
inoculada com protozoarios das ordens de 10° e 10° oocistos L) para 6,0, no caso do sulfato
férrico e 5,4 para o sulfato de aluminio e na inser¢do de volumes das respectivas solucoes
salinas para gerar as concentracdes de 5 mg L Fe*" e 16 mg L™ de AI**, respectivamente.
Apos a remocgdo dos sobrenadantes, a centrifugagdo dos precipitados era feita com
resfriamento a 4°C e sob gradiente de 2000 G por 10 min. Ambos os sedimentos formados
eram dissolvidos em tampdo acido com pH 4,7 (KARANIS; KIMURA, 2002).

Dentre as limitacbes do uso de agentes floculantes que utilizam &cidos para a
dissolucdo do precipitado estdo a reducdo da fluorescéncia dos cistos e oocistos nas amostras

e a ineficiéncia em matrizes de baixa turbidez (menos que 1 UT), como a agua tratada
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(FRANCO; BRANCO; LEAL, 2012). Contudo, estes métodos foram reproduzidos por
Kourenti et al. (2003) para a deteccdo de Toxoplasma gondii em &gua, apresentando
recuperagdo de 96,5% com o uso de Al2(SO4)3 e 93,1% com Fez(SO4)3. O procedimento foi
utilizado também para concentrar amostras ambientais visando verificar a ocorréncia de cistos
de Giardia duodenalis em coérregos (WICKI; SVOBODA; TANNER, 2009) e em aguas
residuarias (GALLAS-LINDEMANN et al., 2013), tornando-o interessante na investigacao de
matrizes diversas.
2.4.1.3. Centrifugacéo

A manutencdo da viabilidade dos parasitos é algo fundamental nos métodos usados
para recuperar protozoarios, uma vez que esta inferéncia € utilizada para avaliar o risco
microbiologico de amostras e o desempenho de sistemas de tratamento ou desinfec¢do
(ROCHELLE et al., 1999). Neste contexto, ha a centrifugacdo direta para a concentracao de
amostras (ASSAVASILAVASUKUL et al., 2008; ZUCKERMAN; TZIPORI, 2006).

Pesquisas que trabalham com centrifugacdo buscam investigar os tempos requeridos,
temperatura e gradiente, a exemplo dos testes realizados por Kourenti et al. (2003) com a
forma esporulada de Toxoplasma gondii. Seu estudo, no caso, indicou recuperacoes
satisfatrias na existéncia de grande niimero de oocistos (da ordem de 10°), tendo diminuido
em situacOes de prevaléncia menor. Além disso, houve maior recuperacdo média na utilizacao
de gradientes altos (G > 2000), o que nao foi estatisticamente inferido, reiterando a baixa
reprodutibilidade de experimentos com protozoarios.

Dentre as vantagens deste procedimento, cita-se a simplicidade laboratorial,
principalmente para amostras de maior volume, pois ndo exige servicos laboriosos como a
troca de membranas colmatadas ou elui¢des sucessivas, além de ndo alterar a viabilidade dos
organismos-alvo (EFSTRATIOU; ONGERTH; KARANIS, 2017b). Isto torna a centrifugagéo
uma alternativa principalmente no que concerne matrizes turvas, conforme recomendado pelo
Método 1693 da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, como alternativa a
filtracdo na concentracdo de amostras para recuperar protozoarios em aguas residuarias
desinfetadas (USEPA, 2014).

Exemplo da aplicacdo deste procedimento foi a pesquisa de Medeiros e Daniel (2015),
utilizando esgoto bruto submetido a tripla centrifugacdo (1500 G, 15 min). Este experimento
(seguido de purificagdo) promoveu 85,0%+12,9 e 20,0%+8,2 de recuperacdo de cistos e
oocistos, respectivamente, provenientes de indculo com ColorSeed™ na matriz, com turbidez
média de 165 uT. Outra adaptacdo do método incluiu a utilizacdo de solucdo de disperséo

detergente ICN 7X na centrifugacdo de lodo simulado de tratamento de agua (1500 G, 20
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min) inoculado com suspensdes comerciais de Giardia spp. e Cryptosporidium spp., tendo
sido recuperados 41,2%+43,3 e 37,9%+52,9 de cistos. e oocistos, respectivamente (GIGLIO;
SABOGAL-PAZ, 2018).

2.4.2. Purificacéo

Em funcdo da matriz e/ou do método de concentracdo empregado, € possivel que as
amostras contenham sujidades que podem dificultar a identificacdo dos protozoarios. O
acréscimo da etapa de purificacdo, também chamada de concentracdo seletiva, visa remover
tais impurezas por meio de separacdo por gradientes de densidade ou técnicas que utilizam
anticorpos especificos (EFSTRATIOU; ONGERTH; KARANIS, 2017b; ZARLENGA,;
TROUT, 2004).

A concentracdo seletiva foi adaptada dos procedimentos de exame para deteccdo de
parasitos em fezes, que em geral se baseavam em flotagdo com sulfato de zinco ou outros
meios gradientes como citrato de potassio ou sacarose. No caso da sacarose, especificamente,
h& pesquisas que a utilizaram na recuperacdo de cistos e oocistos em amostras de agua
(KIMURA et al., 2000), esgoto bruto (MCCUIN; CLANCY, 2005), efluentes tratados por
lodo ativado (BONATTI; FRANCO; NETO, 2007), dentre outras amostras ambientais.
Contudo, a técnica, apesar de apresentar custo reduzido como vantagem, apresentou baixas
recuperacdes e resultados variaveis nestes estudos, além de consideravel transporte de
sujidades. Isto cedeu espaco as técnicas que envolviam o uso de anticorpos (MCCUIN;
CLANCY, 2005).

A técnica apontada pelos Métodos 1623.1 e 1693 para amostras de agua e esgoto
desinfetado, respectivamente (USEPA, 2012, 2014), é a separa¢do imunomagnética (IMS —
immunomagnetic separation) realizada por meio do kit comercial Dynabeads® GC Combo. O
procedimento consiste em usar microesferas magnetizadas (beads) baseadas em sais metalicos
superparamagnéticos associadas a macromoléculas (AUSTIN; PAGOTTO, 2003). No caso,
estas macromoléculas sdo anticorpos monoclonais especificos, permitindo a captura dos cistos
e oocistos. O protocolo, atualizado pelo fabricante, envolveu sugestdes em termos de volume
da amostra e sua turbidez, tempo de rotacdo e contato com o0s reagentes, pH, concentracdo de
beads e tecnicas de dissociacdo, compiladas em revisao de literatura realizada por Efstratiou,
Ongerth e Karanis (2017D).

As limitagdes da IMS estdo relacionadas principalmente a seu custo elevado e
complexidade analitica (ANDREOLI; SABOGAL-PAZ, 2017; MACIEL; SABOGAL-PAZ,

2016). Além disso, a dissociacdo dos (oo)cistos das esferas magnéticas pode ser realizada por
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meio de via térmica ou acida, de forma que ambas atuam com condi¢Ges ambientais

invasivas, que podem interferir na viabilidade dos organismos.

2.4.3. ldentificacdo e enumeracao

A etapa de enumeracdo envolve a identificacdo e quantificacdo dos protozoarios. No
monitoramento de cistos e oocistos em agua, ha relatos de grande variedade de técnicas, mas
clara predominancia nas baseadas em biologia molecular ou microscopia (EFSTRATIOU;
ONGERTH; KARANIS, 2017b).

Quanto aos métodos que envolvem genética, Adeyemo et al. (2018), em uma revisao
que contemplou diversas técnicas de deteccdo, destacaram vantagens como a especificidade e
confiabilidade dos ensaios, 0 que permite atuacdo mais direcionada no controle de epidemias
e acdes preventivas. Os autores verificaram que a identificagdo de gendtipos de
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. tém sido realizada em amostras ambientais por meio de
FISH (fluorescence in situ hybridization), PCR (polymerase chain reaction) e gqPCR
(quantitative PCR). Contudo, apesar de promissoras, estas técnicas avancadas de biologia
molecular ainda séo relativamente incipientes em paises em desenvolvimento, principalmente
devido aos seus custos (ADEYEMO et al., 2018).

Técnicas de microscopia aplicadas para a visualizacdo de cistos e oocistos tém sido
exploradas em campo claro (BF — bright-field), contraste interferencial diferencial (DIC —
differential interferential contrast) e fluorescéncia (EFSTRATIOU; ONGERTH; KARANIS,
2017b). Os primeiros métodos para visualizacdo em BF foram baseados na fixa¢do da amostra
com Lugol e visualizacdo sem adicdo de corantes, o que pode prejudicar a deteccdo de
organismos em amostras que apresentem sujidades ou baixa concentracdo de parasitos.
Alguns corantes foram estudados para visualizacdo de (oo)cistos em campo claro, mas ha
dificuldades vinculadas a parametros como a técnica de coracdo, preparo do reagente,
variabilidade na incorporacédo de corantes e ndo seletividade (ZARLENGA,; TROUT, 2004).

Ainda sob a luz visivel, é possivel visualizar cistos e oocistos por contraste de fase ou
contraste diferencial interferencial (DIC), sendo que ambas as técnicas fornecem maior
contraste entre o especime e o fundo da imagem, o que auxilia significativamente na
visualizacdo das estruturas do organismo e sua morfologia, provendo, consequentemente,
melhor identificacdo comparada a microscopia de campo claro (EFSTRATIOU; ONGERTH;
KARANIS, 2017b).

Métodos imunoldgicos com visualizacdo em microscopia de fluorescéncia oferecem

varias vantagens sobre as técnicas usadas para luz visivel, principalmente em termos de
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sensibilidade e especificidade na deteccdo de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. em Varios tipos de amostras (KOEHLER et al., 2014). Apesar de ndo
ser possivel identificar a espécie do organismo, esta técnica analitica € considerada melhor e
mais precisa do que a visualizacdo tradicional em microscopia de campo claro (BRESCIA et
al., 2009).

Neste contexto, h& destaque para a reagdo de imunofluorescéncia direta (RID), que
envolve o uso de reagentes contendo anticorpos monoclonais com corantes combinados ao
fluorocromo FITC (isotiocianato de fluoresceina) para analise em fluorescéncia (JOHNSTON
et al., 2003). Este teste apresenta especificidade, ndo requer longo tempo e também ¢é
considerado mais simples de executar, além de que, em termos analiticos, a qualidade dos
reagentes resulta em pouca fluorescéncia no background e minima coracdo nao-especifica, o
que facilita a identificacdo dos organismos-alvo (VOHRA; SHARMA; CHAUDHARY,
2012).

A RID se tornou largamente utilizada e atualmente € reconhecida pelo Método 1623.1
da USEPA (2012) como exame padrdo para deteccdo de (oo)cistos, junto ao teste
confirmatorio da morfologia por DIC e empregando a coracdo com DAPI (4°,6-diamino-
2fenil-indol), que tinge o material genético dos organismos, evidenciando seus nucleos. Para a
analise da RID em FITC, o Método 1623.1 reconhece os kits comerciais Merifluor®
Cryptosporidium/Giardia, Aqua-Glo™ G/C Direct FL, Crypt-a-Glo™ e Giardi-a-Glo™, e
EasyStain™ C&G. Estudos que compararam o desempenho dos diversos kits indicaram que 0
Merifluor® é mais sensivel e engloba uma maior especificidade de cistos de Giardia spp. que
0s demais (ALDERISIO et al., 2017; JOHNSTON et al., 2003).

2.5. Estimativas de viabilidade de (oo)cistos

A verificacdo da eficiéncia de tratamentos e a analise de qualidade microbiologica de
amostras ambientais, agua e residuos esta atrelada a estimativa da viabilidade e infectividade
dos patogenos. Ha, contudo, imprecisdo na definicdo de estados vidveis de organismos,
criando debates em diferentes niveis, pois células em uma mesma populacdo podem
apresentar diversos estagios entre o “vivo” € o “morto”, que constituem extremos dificeis de
definir (DAVEY, 2011; NETUSCHIL et al., 2014).

A infectividade define a capacidade de que o parasito complete seu ciclo de vida em
hospedeiro. Testes de infectividade animal sé&o considerados onerosos e dispendiosos para

analises de rotina, além de demandar uma concentracdo de (oo)cistos minima e levantar
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questBes vinculadas a ética com pesquisas em animais (KOEHLER et al., 2014; ROUSSEAU
etal., 2018).

A viabilidade, por sua vez, constitui-se de uma inferéncia quanto a quantidade de
células vivas, com base na sua atividade metabdlica ou integridade celular. Contudo,
(oo)cistos intactos e metabolicamente funcionais ndo séo necessariamente infecciosos, pois
seus esporozoitos/trofozoitos podem falhar em causar infecgdes nos hospedeiros. Com isso,
este tipo de analise pode subestimar a eficiéncia de tratamentos, 0 que € vantajoso do ponto de
vista de salde publica, pois superestima o risco e considera o pior cenario (ROUSSEAU et
al., 2018).

Este tipo de estimativa pode ser realizada por meio de técnicas como excistacao
(desencistamento) in vitro (PECKOVA et al., 2016; SMITH; NICHOLS; GRIMASON, 2005)
ou a exclusdo/inclusio de corantes (GOMEZ-COUSO et al., 2009; GRIT et al., 2012;
KINYUA et al., 2016; ROBERTSON et al., 2014).

2.5.1. Excistagdo

Considerando que a excistacdo (desencistamento) é necessario para a transmissdo da
giardiase e da criptosporidiose, a capacidade de realizar este processo pode indicar uma
estimativa da viabilidade do organismo (BOUCHER; GILLIN, 1990). Em laboratério, os
ensaios in vitro imitam as condi¢des ambientais em que o desencistamento ocorre, por meio
de exposicao a meio acido e posterior incubacdo em sais biliares, agentes redutores e enzimas
proteases a 37°C, reproduzindo as condi¢Bes as quais os parasitos estariam submetidos na
transicdo entre o estdbmago e o intestino do hospedeiro (PECKOVA et al., 2016; ROUSSEAU
etal., 2018).

Peckova et al. (2016) compararam diferentes protocolos para desencistamento
induzido de oocistos de Cryptosporidium parvum, os quais diferiam em suas respectivas
etapas de pré-incubacdo quimica, meios de excistacdo ou tempo de incubacdo. O estudo
indicou diferencas significativas para a recuperacdo de oocistos viaveis ao modificar os
procedimentos de pré-incubagdo, mas as demais variaveis estudadas ndo apresentaram
viabilidade significativamente diferente do ponto de vista estatistico.

A hierarquia e os sinergismos dos fatores que promovem 0 desencistamento néo séo
completamente compreendidos, na medida em que hd uma variedade de protocolos
apresentados na literatura e auséncia de procedimento padrdo (SMITH; NICHOLS;

GRIMASON, 2005). Outra limitacdo do método de excistagdo in vitro requer um grande
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namero de (oo)cistos purificados, o que ndo costuma ser um cenario realista em amostras
ambientais (ROUSSEAU et al., 2018).

2.5.2. Incluséo/excluséo de corantes

Dentre os ensaios para inferir sobre a viabilidade por meio de aplicacdo de corantes
vitais, podem ser citadas: a verificacdo de reacbes mediadas por enzimas ap0s incorporagdo
do substrato (corando células “vivas” ou supostamente viaveis) e/ou de incluséo de corantes,
o que definira a integridade da membrana da célula (corando células “mortas”/ndo-viaveis).
Em funcdo das dificuldades analiticas vinculadas principalmente a visualizacdo dos
(oo)cistos, cabe investigar diferentes op¢des de corantes vitais.

O azul tripano apresenta-se como exemplo de corante vital incorporado por células
com membrana danificada, as quais podem ser consideradas frageis ou supostamente
invidveis. Boni (2016) aplicou tal corante para estimar a viabilidade de (oo)cistos de Giardia
spp. e Cryptosporidium spp. presentes em agua filtrada obtida apds tratamento de ciclo
completo por flotacdo e apontou como vantagem o exame ser de facil execucdo e poder ser
realizado entre 5 e 10 min. Contudo, este fato implicou também dificuldade analitica, em
virtude da rapida perda da coloracdo nos (oo)cistos, bem como a dificuldade de identificacdo
dos mesmos em microscopia de campo claro, dado que sdo facilmente confundiveis com
sujidades.

Corantes fluorescentes apresentam melhor visualizagdo em microscopia. Como
exemplo, hd os corantes de etidio e propidio, que apresentam alta afinidade com acidos
nucleicos, mas sdo impermeaveis a membrana plasmatica das células. Sua incorporacéao
ocorre de forma fisico-quimica passiva, indicando que ha danificacdo na membrana celular,
corando células que podem estar inviaveis, enfraquecidas ou mortas (NETUSCHIL et al.,
2014). O iodeto de propidio (IP) pode ser aplicado junto a anticorpos monoclonais - FITC,
trabalhando com o DAPI como teste confirmatorio, conforme a recomendacdo do Método
1623.1 da USEPA (2012). Este corante vem sendo empregado em matrizes como efluentes de
reatores anaerobios (KINYUA et al., 2016), residuos de pecuéria (GRIT et al., 2012) e agua
de abastecimento (GOMEZ-COUSO et al., 2009). Sua aplicacdo pode ser feita na suspensio
ou diretamente na lamina para microscopia (ROBERTSON et al., 2014).

Outra op¢édo para estimativa de viabilidade com corantes é a utilizacdo de substratos
de esterase, uma enzima intracelular. Nesse caso, a viabilidade ¢ inferida tanto pela atividade
enzimatica, a qual é necessaria para promover a fluorescéncia, quanto pela integridade da

membrana celular, que € requerida para a retencdo dos produtos fluorescentes dentro da
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celula. Por se tratarem de moléculas eletricamente neutras, os substratos da esterase entram
livremente nas células por difusdo. Uma vez dentro da célula, essas moléculas néo-
fluorescentes sdo convertidas em produtos fluorescentes que sdo, entdo, retidos pelos
organismos com membranas plasmaticas intactas. Contrariamente, 0s substratos que nao sao
hidrolisados e seus produtos rapidamente vazam das células com membranas danificadas,
mesmo quando ainda hd uma atividade residual das enzimas esterases (NETUSCHIL et al.,
2014). Como exemplo, ha o diacetato de carboxifluoresceina (DC), o qual gera fluorescéncia
verde em células consideradas viaveis. Este corante tem sido aplicado na verificacdo de
viabilidade de bactérias em biofilmes (NETUSCHIL et al., 2014) e algas (MACINTYRE;
CULLEN, 2016), inclusive em sistemas de tratamento de agua de lastro com desinfec¢do por
radiacdo ultravioleta (SUN; BLATCHLEY, 2017), sendo cabivel sua investigacdo como
corante vital para analise de viabilidade de (oo)cistos em microscopia de fluorescéncia.

Com o objetivo de superar as deficiéncias nas técnicas que utilizam corantes, a
combinacdo de corantes vitais pode ser aplicada, visando associar os métodos de
exclusdo/inclusdo, em que um corante ndo fluorescente é incorporado e metabolizado para
fluorescer em células vivas, e outro é incorporado por células com membranas danificadas
(ROUSSEAU et al., 2018). Este efeito é esperado por alguns kits comerciais, que sugerem a
visualizagdo simultanea de células consideradas “vivas” e “mortas”. Novamente, trata-se de

uma estimativa de viabilidade, contudo a abordagem é simplificada para tal terminologia.
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3. OBJETIVOS

Avaliar métodos de recuperacdo de protozoarios em amostras de lodo e agua de
lavagem de filtros (ALF) resultantes do tratamento de dgua de manancial superficial por ciclo

completo com decantagdo em escala de bancada.

3.1. Objetivos especificos

- Avaliar a tratabilidade de agua de manancial superficial utilizando cloreto de
polialuminio (PAC), simulando a tecnologia de ciclo completo com decantag&o;

- Avaliar o desempenho de corantes vitais de analise simultanea na estimativa de
viabilidade de cistos e oocistos de protozoarios em comparacgdo a incorporacdo de iodeto de
propidio (IP);

- Comparar a recuperacao de cistos e oocistos de protozoarios em amostras de lodo por
técnicas de concentracdo por centrifugacdo direta e floculacdo seguidas de separagdo
imunomagnética (IMS);

- Comparar a recuperacdo de cistos e oocistos em amostras de ALF por filtracdo em
membranas com raspagem utilizando Tween® 80 aquecido a 45°C, seguida ou ndo de IMS;

- Avaliar a influéncia dos métodos de recuperacdo de protozoarios sobre a estimativa
de viabilidade de cistos e oocistos.

- Comparar os custos dos métodos de recuperacdo de (oo)cistos em lodo e ALF.
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4. MATERIAL E METODOS

As atividades foram desenvolvidas no Laboratorio de Tratamento Avancado e Reuso
de Aguas - LATAR da Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo -
EESC/USP.

4.1. Coleta e armazenamento da agua bruta

A égua bruta (AB) utilizada para a geracdo dos residuos de tratamento em escala de
bancada foi proveniente do Corrego Monjolinho, um manancial superficial localizado no
municipio de Sao Carlos, SP. Os parametros de qualidade foram avaliados tanto para a 4gua,
guanto para os residuos gerados. A agua coletada pela adutora que passa no LATAR foi
armazenada em reservatorio de polipropileno, com capacidade de 500 L, previamente
desinfetado por solucdo de hipoclorito de sddio entre 10 e 12% com tempo de contato de 48
horas. Os ensaios de tratabilidade com a AB armazenada foram precedidos de
homogeneizacdo da agua por meio de mistura manual, visando conservar as caracteristicas
iniciais e evitar sedimentacdo de sélidos no reservatério. O periodo de armazenamento foi de
aproximadamente dois meses, incluindo a elaboracdo dos diagramas de coagulacao e geracao
dos residuos de tratabilidade.

A caracterizacdo da agua do manancial envolveu mensurar parametros fisico-quimicos
e biolodgicos, sendo eles: temperatura, turbidez, pH, alcalinidade total, condutividade elétrica,
potencial zeta, carbono organico total dissolvido, cor aparente, cor verdadeira, dureza,
coliformes totais e Escherichia coli. Os procedimentos para a caracterizagdo da agua foram
realizados de acordo com o Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA; AWWA; WEF, 2012)

4.2. Ensaios de tratabilidade e selecdo de parametros operacionais para jartest

Os ensaios de tratabilidade foram realizados em escala de bancada, em jarteste,
conforme o método indicado por Di Bernardo, Dantas e Voltan (2011) com o objetivo de
gerar diagramas de coagulacdo. Estes graficos apresentam-se como uma ferramenta para a
selecdo da dose adequada de coagulante associada a um pH de coagulagdo, de modo a obter

agua clarificada com menores valores de cor aparente e turbidez.
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O policloreto de aluminio (PAC) foi aplicado como coagulante, com teor de 17,51%
de Al,O3 de densidade de 1,36 g mL™, conforme laudo técnico do fabricante (QUIMISA
S/A), apresentado no anexo 1. Em ensaios preliminares, foram avaliadas as dosagens de 10,
15, 20, 25 e 30 mg L, posteriormente reduzidas para o intervalo entre 5 e 15 mg L™ de
coagulante. Quanto as condigdes de pH, considerou-se o pH natural da agua (neutro), bem
como variagdes entre 6 e 10, por meio da utilizacdo de acido sulfurico (volumes de
aproximadamente 2 mL de H2SO4 a 0,25 N) como acidulante e hidroxido de sédio (volumes
entre 0,2 e 5,5 mL de NaOH a 0,1 N) como alcalinizante em cada jarro.

Os gradientes e tempos de mistura rapida e lenta foram inicialmente adotados com
base em Andreoli e Sabogal-Paz (2017) e Maciel e Sabogal-Paz (2017) respectivamente, 0s
quais aplicaram PAC como coagulante em matrizes similares. Desta forma, a elaboracdo do
diagrama de coagulacdo considerou o gradiente de velocidade médio na mistura rapida (Gmr)
de 1000 s (500 rpm) por 10 s e gradiente de floculagio, i. e., de mistura lenta (Gf) de 30 s™
(35 rpm) por 20 min.

Os parametros operacionais foram reavaliados em seguida, com ensaios em triplicata
para cada condicdo, conforme descrito na Tabela 1, aplicando-se o pH de coagulacdo e a
dosagem de coagulante definidos nos ensaios preliminares. Os parametros “otimizados”, isto
é, 0s mais adequados para as condi¢des de trabalho, foram posteriormente aplicados em novo
ensaio de jarteste com filtros de laboratorio (FLA) acoplados, conforme o item 4.3.

Tabela 1 - Pardmetros avaliados nos ensaios de tratabilidade para sele¢io das melhores condiges de mistura

Parametros Valor Unidade
Selecionado no diagrama mg L ou mg
Dosagem de coagulante preliminar IR
x Selecionado no diagrama
pH de coagulacéo o -
preliminar

Gradiente de velocidade médio na mistura rapida — Gy 700; 800; 900; 1000 st
Tempo de mistura rdpida — T 10; 20; 25; 30 S

10; 20; 30; 40; 50; 30/20

Gradiente de velocidade médio na mistura lenta — Gt st
(escalonado)

Tempo de mistura lenta — Tf 10; 15; 20; 25; 30 min

Velocidade de sedimentacdo — Vs 2,0;15;1,0 cm min't

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3. Ensaios de tratabilidade com filtros de laboratoério acoplados

Os filtros de laboratdrio (FLA) acoplados ao equipamento jarteste constituiram-se de
tubos acrilicos graduados com 19 mm de diametro interno, 40 cm de altura e uma malha

metalica como suporte ao meio filtrante. Os FLA foram preenchidos com areia peneirada para
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a granulometria entre 0,30 a 0,59 mm e tamanho efetivo dos gréos de 0,42 mm. Esta
configuracdo refere-se ao recomendado por Di Bernardo, Dantas e Voltan (2011) para o
FLAL (filtro de laboratdrio do tipo 1).

A montagem dos filtros envolveu a utilizacdo de agua deionizada para facilitar a
transferéncia da areia (previamente seca em estufa a 100 °C por 24 horas) para o interior do
FLA até a marcacdo de 15 cm. O procedimento foi realizado cuidadosamente, para evitar que
ocorresse a formacédo de bolsGes de ar nos filtros. Além disso, certificou-se que os FLA em
repouso estivessem preenchidos com agua deionizada até a altura da saida do filtro, acima do
topo da areia, para evitar que secassem.

As primeiras filtragdes foram realizadas com o fim de confirmar a remogdo de
turbidez e cor aparente pelo filtro e o atendimento ao padréo de potabilidade da agua filtrada,
de acordo com a PRC n° 5 de 2017 do Ministério da Saude (BRASIL, 2017). Também foi
avaliado o potencial zeta (PZ) da &gua filtrada, em comparacdo ao da &gua bruta e da
coagulada. Em seguida, conduziram-se repetidos ensaios de tratabilidade com FLA, visando
exclusivamente a gerar os residuos para tratamento, conforme descrito em maiores detalhes
no item 4.4.

Quanto aos procedimentos em laboratdrio, vale citar que ap6s a etapa de decantacéo,
vinculado a velocidade de sedimentacdo escolhida, havia um tempo de coleta, de modo que a
agua clarificada nesse tempo foi rapidamente retirada de cada jarro pelos coletores
simultaneos e por sifonamento, até a marcacdo de 1 L de cada cuba. Esta agua clarificada por
decantacdo foi utilizada em seguida para a filtracdo, apds o lodo ser removido (item 4.4) e os
jarros serem novamente preenchidos exclusivamente com agua clarificada destinada a
filtracdo. Este procedimento foi realizado com o intuito de evitar comprometer (melhorar) a
qualidade da agua por sedimentacdo dos flocos nos jarros durante o processo de filtracdo,
mantendo uniformes os parametros com o0s quais os filtros tinham contato.

A operacdo dos FLA foi realizada com taxa de filtragdo aproximada de 100 m® m2 d*
(GIGLIO; SABOGAL-PAZ, 2017). Isto quer dizer que, no periodo de 60 s, deveriam ser
produzidos aproximadamente 20 mL de agua filtrada, verificados regularmente por meio do
preenchimento de proveta graduada em tempo cronometrado. Os FLA funcionavam, portanto,
com taxa constante e nivel variavel, na medida em que a taxa de filtracdo era mantida pelo
ajuste dos registros de saida dos jarros e de saida dos filtros, mas a colmatacdo influenciava
sutilmente no nivel dos FLA.

A lavagem dos filtros era realizada apo6s a filtracdo de aproximadamente 350 mL de

agua clarificada. Isso corresponde a 2,5 min de estabilizacdo do FLA e 15 minutos de filtragdo
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sob a taxa maxima de 100 m® m2 d. O procedimento de lavagem é descrito em detalhes no
item 4.4.

4.4. Geracao de residuos de tratamento em escala de bancada

As matrizes de interesse (lodo e agua de lavagem dos filtros - ALF) foram constituidas
de amostras compostas, geradas a partir de diversos ensaios de tratabilidade nas condicdes
previamente definidas (itens 4.2 e 4.3), os quais simulavam o tratamento de &gua por ciclo
completo.

A caracterizacdo dos residuos envolveu parametros fisico-quimicos e biologicos,
sendo eles: demanda quimica de oxigénio (DQO), carbono orgénico total (COT) dissolvido
(exceto para o lodo), sélidos suspensos e sedimentaveis, temperatura, pH, condutividade
elétrica, aluminio, ferro, coliformes totais e Escherichia coli, determinados de acordo com
APHA et al., (2012).

O procedimento para geracdo de cada uma das matrizes é descrito a seguir:

4.4.1. Lodo

O lodo bruto refere-se ao material sedimentado nos jarros do equipamento jarteste
apos a decantacao, constituido de um volume aproximado de 100 mL. Finalizada a etapa de
decantacdo, a agua clarificada era direcionada para a filtracdo e o sobrenadante que
permanecia no jarro era cuidadosamente removido por sifonamento, com o auxilio de
mangueiras de silicone e seringa para gerar um gradiente de pressdo. Deste modo, no jarro
remanescia apenas um volume de aproximadamente 100 mL.

O material referente ao lodo bruto era homogeneizado com bastdo de vidro dentro da
prépria cuba do jarteste, cujo contetdo era entdo vertido para um balde plastico graduado. De
modo a simular tratamento por adensamento por gravidade, este lodo era deixado em repouso,
gerando o lodo adensado. Para tal, utilizava-se um jarro de jarteste, preenchido com lodo
bruto (utilizando proveta graduada para 2 L), aguardava-se um tempo de sedimentacdo e em
seguida o sobrenadante era removido pela mangueira plastica posicionada na marcacdo de 1 L
do recipiente, de forma a concentrar os sélidos da amostra e diminuir o volume da matriz.

O tempo de sedimentacdo para o adensamento foi definido por meio da analise da
interface solido-liquido do lodo em relacdo ao tempo, isto €, da curva de cinética de

espessamento do lodo por gravidade. A curva foi construida conforme o método de Di
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Bernardo, Dantas e Voltan (2011), utilizando-se uma coluna de sedimentacéo (proveta) e um
cronometro.

O lodo adensado, obtido por amostras compostas, foi caracterizado e armazenado em
bombonas opacas de 10 L previamente desinfetadas com hipoclorito de sddio 10-20% por 48
horas. Estes recipientes, umedecidos com Tween® 80 a 0,1%, foram acondicionados em
camara fria, para que a matriz fosse posteriormente usada para indculo de protozoarios a

serem recuperados por diferentes métodos (item 4.8).

4.4.2. Agua de lavagem dos filtros (ALF)

A ALF foi obtida depois de concluidos os ensaios de tratabilidade com filtragéo,
qguando foi realizada a retrolavagem dos filtros de laboratério (FLA). O procedimento
consistiu na insercdo de &gua deionizada em sentido ascensional por meio da utilizacdo de
uma seringa graduada de 50 mL. Em seguida, todo o conteudo do filtro (areia e agua
intersticial) foi vertido em um béquer e acrescentou-se 100 mL de agua deionizada para lavar
0 remanescente no FLA e reunir o conteddo no béquer. O sobrenadante do béquer
(aproximadamente 150 mL) foi considerado ALF. A areia correspondente a cada filtro era
entdo transferida para uma capsula de evaporacédo e seca em estufa a 100 °C por 24 horas para
ser reutilizada nos FLA, conforme procedimento descrito no item 4.3.

As amostras de ALF foram caracterizadas e armazenadas em camara fria (em
bombonas plésticas de 20 L, previamente desinfetadas com hipoclorito de sddio 10-20% por
48 horas) e lavadas com Tween® 80 a 0,1% para posterior in6culo de protozoéarios e ensaios

de desinfeccéo.

4.5. Preparo de laminas de microscopia

A visualizagdo de protozoarios e sua contagem foi realizada mediante a montagem de
laminas de microscopia, independentemente do tipo de in6culo ou método de recuperagéo.
Com isso, seguiu-se um protocolo de preparo de laminas indicado pelo fabricante do kit
Merifluor®, acrescentando Fluoroshield™ com DAPI para testes confirmatdrios e algum
corante vital, fosse iodeto de propidio (IP) ou corante de acdo simultanea (Live/Dead Cell
Assay — Abcam®). Ao longo do presente texto, apontou-se a existéncia de qualquer alteracdo
no protocolo de montagem das laminas, recomendado por Boni (2016) e Freitas (2017), e

empregado por Giglio e Sabogal-Paz (2018).
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Antecedendo o preparo das laminas, os reagentes do kit Merifluor® e os corantes
foram deixados em repouso para que atingissem a temperatura ambiente. Simulou-se uma
camara escura e Umida por meio da utilizacdo de placas de Petri envoltas em papel aluminio
(tanto a tampa quanto a parte inferior). No interior das placas, inseriu-se um pedaco de papel
absorvente dobrado e umedecido com agua deionizada. As laminas foram colocadas dentro
das placas de Petri, devidamente identificadas. Cabe destacar que cada lamina de
imunofluorescéncia apresenta trés pocos, e apenas os das extremidades foram utilizados, de
modo a evitar contaminac@es entre as amostras.

Apo0s secagem da amostra sobre 0s pogos de microscopia (periodo minimo de quatro
horas), foram usados 10 pL metanol anidro 99,8% para fixacdo na ldmina, mediante aguardar
10 min. Em auséncia de luz direta, uma gota do reagente de deteccao do kit Merifluor® foi
colocada no centro de cada po¢o contendo a amostra. Em seguida, adicionou-se uma gota do
contra corante do mesmo kit. Cada placa de Petri foi tampada e incubada por 30 min a 37 °C.

Decorrido o repouso e ainda em auséncia de luz direta, as laminas foram removidas
das respectivas placas de Petri. Em seguida, nos po¢os contendo as amostras, foram realizadas
trés lavagens com 50 pL de solucdo tampao diluida, i. e. solugdo tampao do kit Merifluor®
diluida na propor¢do 20:1, utilizando &gua ultrapura. As lavagens foram realizadas
posicionando as laminas sobre papel absorvente em um angulo de aproximadamente 30° com
a bancada. Posteriormente, as laminas foram recolocadas nas respectivas placas de Petri.

Duas gotas do corante Fluoroshield™ com DAPI foram inseridas em cada pogo de
microscopia contendo amostra e manteve-se um tempo de contato de 10 min com as placas de
Petri fechadas. Em seguida, as laminas foram novamente removidas das placas e, ainda em
auséncia de luz, realizou-se lavagem dos pogos com solucdo salina balanceada de Hanks
(HBSS), utilizando trés repetigdes de 50 pL. Depois da lavagem, inseriu-se o corante vital
selecionado para a verificacdo de viabilidade (volume igual ao da amostra no pogo) e
aguardou-se o periodo de contato respectivo ao reagente, apos o qual mais trés lavagens com
50 uL. de HBSS foram feitas, seguidas de 50 pL de agua ultrapura, evitando formacgdo de
cristais.

A finalizacdo da montagem das Iaminas foi feita mediante a inser¢do de uma gota do
meio de montagem do kit Merifluor® no centro de cada poco de microscopia, que foi coberto
com laminula, selada com Coverslip®. Por fim, as laminas prontas foram transferidas para as
respectivas placas de Petri, que serdo tampadas e mantidas em refrigeracéo, entre 2 e 8°C, até

serem encaminhadas para a leitura em microscépio.
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O equipamento utilizado para microscopia foi 0 Olympus® BX51, sob aumento de
200x a 800x, com o qual se realizou a identificacdo por reagcéo de imunofluorescéncia direta
(RID). A contagem de oocistos de Cryptosporidium spp. e a de cistos de Giardia spp., foram
realizadas simultaneamente. No mesmo procedimento, foram avaliados 0s organismos que
incorporaram, excluiram ou metabolizaram o corante vital de interesse, de modo a estimar a
viabilidade. Desta forma, além da analise com filtro FITC (isotiocianato de fluoresceina), os
(oo)cistos foram contados mediante DAPI (4’,6-diamino-2fenil-indol) para confirmacdo de

aspectos morfologicos, DIC (contraste interferencial diferencial) e WG.

4.6. Ensaios de viabilidade utilizando as suspensoes

Os testes de viabilidade tiveram por objetivo definir uma maneira de estimar a
concentracdo de (oo)cistos viaveis em amostras, de modo a permitir inferéncias mais claras
quanto ao efeito dos métodos de recuperacdo aplicados em matrizes ambientais sobre os
organismos. O corante vital iodeto de propidio (IP) foi testado em comparacdo ao Kit
comercial ab115347 Live/Dead Cell Assay (Abcam®), utilizando suspensdes purificadas de
(oo)cistos de Giardia muris e Cryptosporidium parvum adquiridas da Waterborne (Nova
Orleans — LA, EUA). As suspensdes recém-adquiridas foram analisadas com o kit
Merifluor®, para que seu aspecto fosse verificado antes dos testes de viabilidade
propriamente ditos, de modo a estabelecer um “branco”.

Aliquotas de 5 pL de cada suspensdo de cistos e de oocistos foram colocadas em um
Unico pogo da lamina de microscopia de imunofluorescéncia e 0s organismos viaveis e ndo
viaveis foram analisados qualitativamente e quantificados mediante a incorporacdo dos
corantes vitais. A escolha do melhor corante foi motivada por questdes tais quais a facilidade
de execucédo do procedimento e clareza na visualizacdo dos (oo)cistos, de modo que o melhor
método foi adotado para as proximas etapas da pesquisa.

A visualizacao de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. seguiu as
recomendacdes estabelecidas pelo Método 1623.1 da USEPA (2012), havendo identificacdo
em microscopia de fluorescéncia. O preparo das laminas foi realizado conforme o protocolo
do kit Merifluor®. O controle positivo do kit Merifluor® em uso também foi avaliado, de

modo a certificar o desempenho apropriado dos reagentes.
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4.6.1.Kit ab115347 Live/Dead Cell Assay (Abcam®)

Em virtude da auséncia de relatos da utilizagdo do Live/Dead Cell Assay para
visualizacdo de (oo)cistos, especificamente, foram adotadas as recomendacGes do fabricante,
associadas ao Meétodo 1623.1 da USEPA (2012) para deteccdo de Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. Trés diferentes procedimentos foram testados com o reagente do
Live/Dead Cell Assay, visando excluir possiveis interferéncias na sua agao.

O preparo do reagente para os ensaios de viabilidade com microscopia exigiu que o
corante fosse diluido em PBS (solu¢éo salina tamponada, pH 7,4) para que fosse adicionado a
amostra, gerando uma concentracdo de 5:1 em volume. As solugbes foram preparadas em
frasco de micro centrifugacdo (Eppendorf®) de 0,2mL de volume, protegidos da
luminosidade por papel aluminio. Novas solucdes foram preparadas antes de cada teste, para

uso imediato.

4.6.1.1. Procedimento A: Live/Dead Cell Assay com Merifluor® e
Fluoroshield™ com DAPI

Inicialmente, foi testado o corante associado ao kit Merifluor® e Fluoroshield™ com

DAPI. Nesta avalia¢do, houve indculo de 5uL de cistos da suspensdo de Giardia muris e 5 uL

de Cryptosporidium parvum no mesmo pog¢o de microscopia, o que foi realizado em triplicata

para a contagem de (oo)cistos. O tempo de contato do corante foi de 10 min.

4.6.1.2. Procedimento B: Live/Dead Cell Assay associado ao Fluoroshield™
com DAPI

O segundo método, considerou a utilizacdo do Live/Dead Cell Assay associado ao
Fluoroshield™ com DAPI, mantendo o mesmo tempo de contato. A ndo-utilizagdo do kit
Merifluor® teve o objetivo de avaliar se a fluorescéncia verde dos reagentes interferia na
visualizacdo dos (oo)cistos sob o filtro FITC. Visando definir a fonte dos interferentes, os
cistos e oocistos foram inoculados em pocos diferentes da l1amina de microscopia, isto €, 5 pL.
da suspensdo de Giardia muris em um dos pogos e 5 uL. de Cryptosporidium parvum em

outro.
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4.6.1.3. Procedimento C: Live/Dead Cell Assay aplicado diretamente nos

(oo)cistos
Um terceiro método foi investigado, avaliando o reagente do Live/Dead Cell Assay
diretamente nos (oo)cistos inoculados nos pogos de microscopia, sem que a amostra fosse
fixada com metanol, tampouco que houvesse adi¢do de quaisquer outros corantes ou meios de
montagem. Esta abordagem mais simplificada seguiu o indicado pelo fabricante, no que se
refere a direta adicdo do reagente as celulas, em contato com a lamina por 10 minutos, sem

nenhuma lavagem especifica ou fixacao.

4.6.2. lodeto de propidio (IP)

A estimativa de viabilidade por incorporacdo de iodeto de propidio (IP) (P4170
Sigma-Aldrich®) foi realizada utilizando inoculo das suspensdes comerciais, tratadas
segundo o protocolo de do kit Merifluor® para reacdo de imunofluorescéncia direta (RID),
acrescido de uma etapa de adicdo de IP correspondente ao volume inoculado em cada poco de
microscopia. Seguiu-se o procedimento apresentado no item 4.5, com 5 min de tempo de
contato do corante.

Desta forma, foram utilizadas aliquotas de 5ul. de suspensdes contendo cistos de
Giardia muris e oocistos Cryptosporidium parvum. Os resultados foram contabilizados
mediante contagem de (oo)cistos identificados em FITC e o percentual de corados em
vermelho sob o filtro WG, indicando a incorporacdo de iodeto de propidio por organismos
com membrana danificada. (Oo)cistos positivos para IP, isto é, corados, foram classificados

como ndo-viaveis.

4.7. Métodos aplicados para a recuperacdo de protozoarios no lodo

Os testes iniciais foram realizados visando recuperar cistos e oocistos provenientes de
suspensdes comerciais de Giardia muris e Cryptosporidium parvum suspensos em PBS
(Figura 1 a, anexos 2 e 3), os quais foram inoculados na matriz para diferentes métodos.
Considerando as caracteristicas do lodo, optou-se por avaliar o desempenho de concentragao
por: centrifugacdo direta com solugdo de dispers@o detergente; floculagcdo com carbonato de
calcio, e; floculagbes acidas com sulfato férrico e sulfato de aluminio. Todos o0s
procedimentos aplicados incluiram purificagdo por separacdo imunomagnéetica (IMS), com
excecdo de uma das floculagbes, como teste exploratdrio para verificacdo da necessidade de

inclusédo desta etapa.



52

As recuperagdes obtidas foram agrupadas e analisadas entre si para verificar a
normalidade dos dados por meio de teste Shapiro-Wilk no software PAST. Em seguida,
utilizando o pacote de analise de dados do Microsoft Office® Excel, comparou-se a diferenca
entre as médias por meio de teste t de Student, baseado na hipdtese nula de igual média de
recuperacdo para os métodos. Considerando os resultados e sua significancia estatistica
(P<0,05), foi selecionado um dos métodos para que houvesse inéculo de (oo)cistos
provenientes de ColorSeed™, seguindo os requisitos da USEPA (2012) para validagio de
qualidade analitica do método de recuperacgdo. As suspensdes de ColorSeed™ (Figura 1 b)
apresentam valor médio de 100 cistos de Giardia spp. e 100 oocistos de Cryptosporidium
spp., conforme atestado pelo fabricante (anexo 4).

Cada teste realizado com as suspensdes envolveu contagem de (oo)cistos realizada
paralelamente, de modo a estimar o numero de organismos presentes no volume inoculado.
Para tal, o0 mesmo volume inoculado nas amostras de lodo foi disposto diretamente em pogo
da lamina de microscopia, em triplicata.

No caso do inoculo realizado com ColorSeed™, seguiu-se o procedimento do
fabricante, no qual o material é diretamente despejado na matriz de interesse, mediante a
utilizacdo de 2 mL de solucéo de lavagem de Tween® 20 a 0,5% presente no kit. Em seguida,
trés lavagens do recipiente com 1 mL de agua ultrapura. A montagem de laminas com

amostras contendo ColorSeed™ n&o envolveu a etapa de adicdo de iodeto de propidio (IP).

Figura 1 - Indculo de cistos e oocistos provenientes de (a) suspensdes comerciais; (b) ColorSeed ™

@]

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.7.1. Centrifugacdo direta com insercdo de solucdo de dispersdo (CD + ICN 7X),
seguida de separac¢do imunomagnética (IMS)

O Método 1693 (USEPA, 2014) indica que algumas amostras ndo devem ser filtradas
devido a alta turbidez ou presenca excessiva de material particulado. Com isso, a
centrifugacdo direta (CD) apresenta-se como uma alternativa (OGURA, 2018; SILVA, 2018).

O procedimento adotado contemplou o volume total de lodo em que houve o in6culo
de protozoarios, isto €, 100 mL, com quatro repeticdes e uma amostra sem (0o)cistos
(branco). Realizou-se homogeneizacdo dos organismos na matriz pelo periodo de 30 minutos,
apos o qual, transferiu-se o conteudo referente a cada amostra para dois tubos de centrifuga
(Falcon® de 50 mL de capacidade), devidamente identificados. De modo a evitar perda de
amostra, realizou-se uma lavagem dos béqueres que continham o lodo com inéculo, utilizando
Tween® 80 a 0,1%, cujo volume também foi transferido para os tubos Falcon®.

As amostras foram entdo submetidas a centrifugacdo a 1500 G por 20 min
(Eppendorf® Centrifuge 5810). Decorrido isto, removeu-se o sobrenadante de cada tubo até a
marcacdo de 5 mL, levando-os em seguida ao misturador vortex para homogeneizacdo do
sedimento. Os volumes residuais de 5 mL dos dois tubos Falcon® foram combinados em um
unico tubo, resultando em um volume de 10 mL para cada repeti¢do. O tubo vazio foi entdo
enxaguado duas vezes com 2,5 mL de solucdo de disperséo detergente ICN 7X (MP BIO®) e
este conteudo foi adicionado ao tubo ocupado, totalizando 15 mL para cada amostra (n=4 +
branco), submetidos a segunda centrifugacdo (1500 G, 20 min).

Findas as centrifugac6es, removeu-se o0 sobrenadante de cada um dos cinco tubos até a
marcagdo de 5 mL, realizando-se novamente a desagregacdo do sedimento por agitagdo em
vortex. O concentrado foi encaminhado a etapa de purificacdo por separacdo imunomagnética
(IMS), que foi conduzida de acordo com o procedimento descrito pelo fabricante (kit
Dynabeads™).

Valido ressaltar que a realizacdo da IMS requer a transferéncia da amostra concentrada
para um tubo de lado plano (Dynal™ TLP). Neste momento, adaptou-se o protocolo de
lavagem dos tubos de centrifuga, de modo que, em vez de utilizar agua ultrapura, 1 mL do

detergente ICN 7X foi utilizado em trés enxagues.

4.7.2.CD + ICN7X + IMS com etapa de remocao de particulas magnéticas
As amostras de lodo contendo indculo foram concentradas conforme apresentado no
item 4.7.1, resultando em um volume de 5 mL a ser destinado para a purificacdo por

separacdo imunomagnética (IMS). Em virtude de resultados obtidos ao longo da
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experimentacdo, considerou-se uma etapa adicional que antecedeu a adi¢do dos regentes do
kit Dynabeads™ para IMS.

Cada amostra de lodo concentrado foi homogeneizada, de modo a ressuspender o
sedimento obtido apds a CD e transferida para tubo de lado plano (Dynal™ TLP). Cada TLP
foi entdo acoplado a um concentrador magnético (Dynal MPC™-1), para que fossem
realizados movimentos manuais, visando aderir eventuais particulas magnéticas (e.g.
precipitados de sais metalicos) ao ima do concentrador, removendo-as da amostra de lodo. O
volume de todas as amostras foi preservado, sendo retransferido para o respectivo TLP apos a
lavagem do lado plano com &gua deionizada.

Em seguida, realizou-se a purificacdo por IMS, onde foi aplicada a solugdo de
dispersao detergente ICN 7X (MP BIO®) a 1% para a lavagem dos tubos de centrifuga. Esta

etapa do método foi realizada também conforme o item 4.7.1.

4.7.3.Floculagdo com carbonato de calcio (FCCa)

O procedimento iniciou-se com a homogeneizagdo do inéculo de (oo)cistos na matriz
por 30 min, com auxilio de agitador magnético. As amostras constituiram-se de 100 mL de
lodo adensado (n=4 e branco, i. e., auséncia de inéculo). Todo o material utilizado foi
inicialmente lavado com soluc¢éo eluidora Tween® 80 a 0,1%. Conforme pode ser verificado
na Figura 2, placas de Petri foram utilizadas para cobrir os béqueres que continham as
amostras com inoculo, visando evitar contaminag6es provenientes de goticulas liberadas pela

agitagdo. Além disso, a amostra contendo o branco foi mantida afastada das demais.

Figura 2- Amostras de lodo com indculo de protozoario para concentragdo por FCCa: (a) sob agitacdo;
(b) ap6s precipitagdo quimica
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A concentracdo foi realizada por floculacdo em carbonato de célcio (VESEY et al.,
1993), envolvendo a adicdo de 1 mL de cloreto de célcio (CaCly) a 1M, seguida de 1 mL de
bicarbonato de sédio (NaHCOs) a 1M, mantendo-se a agitagdo por 10 min, i. e. volumes
proporcionais & amostra. Posteriormente, foi adicionado o volume de hidroxido de sddio
(NaOH) necessario para elevar pH das amostras para 10 (10 pL), facilitando a precipitagdo, o
que foi verificado preliminarmente, antes do indculo de protozoarios.

As amostras foram mantidas em repouso por um periodo de 4 horas (Figura 2 b) e
entdo o sobrenadante foi removido com auxilio de pipeta de 10 mL até a indicacdo de 30 mL
(previamente marcada na vidraria), evitando perturbar o sedimento. Os residuais das amostras
foram entdo homogeneizados com auxilio do agitador magnético por 10 min.

Em seguida, adicionaram-se 2 mL de acido sulfamico (HsNSO3) a 10% mantidos sob
agitacdo por 5 min. Com o auxilio de uma pipeta de 10 mL, cada amostra foi transferida para
um tubo de centrifuga de 50 mL (Falcon®). O béquer utilizado foi lavado com solucdo
Tween® 80 a 0,1%, cujo volume utilizado também foi reunido no tubo de centrifuga referente
a respectiva amostra. Os tubos foram completados com agua ultrapura.

O volume reunido foi entdo submetido a centrifugacdo a 1500 G por 20 minutos
(Eppendorf® Centrifuge 5810). O sobrenadante da centrifugacéo foi removido até a marcacdo
de 10 mL e ressuspendeu-se o sedimento com auxilio de vértex e pipeta Pasteur, com
seguidas succgdes e dispensas, para entdo adicionar-se agua ultrapura até a marcacdo de 50
mL. Centrifugou-se a amostra mais uma vez e houve novo descarte do sobrenadante, até a
marcacgdo de 5 mL e o sobrenadante foi novamente ressuspendido. Completou-se o volume do
tubo com solucgdo fosfato salina (PBS) de pH 7,4, visando retornar o pH a neutralidade e foi
realizada uma terceira centrifugacao.

O sobrenadante da terceira centrifugacao foi descartado até a marcacdo aproximada de
1 mL no tubo Falcon® e o sedimento foi ressuspendido e homogeneizado. Com isso, obteve-
se a amostra concentrada, da qual foram retiradas as aliquotas para microscopia.

A recuperacgéo dos (oo)cistos foi calculada por meio da Equacgéo 1, considerando que o
sedimento nao foi completamente analisado, isto é, apenas uma aliquota deste. Com isso, foi
aplicado um fator de correcdo (ANDREOLI; SABOGAL-PAZ, 2017; GIGLIO; SABOGAL-
PAZ, 2018), comparando o volume concentrado com o volume encaminhado para RID.
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R = (M) x 100% (Equacéo 1)
NP

Em que:

P = nimero de (oo)cistos identificados em cada poco de microscopia contendo aliquotas do
sedimento;

NP = numero médio de protozoarios inoculados na matriz;

F = fator de corre¢do igual a 10, calculado pela razdo entre o volume da amostra concentrada

(1 mL) e a aliquota em estudo (0,1 mL).

4.7.4.Floculagdo com carbonato de céalcio (FCCa) seguida de separacgdo
imunomagnética (IMS)

Ap0s o indculo de protozoarios nas amostras em quatro repeticdes (n=4 e branco), foi
realizada a concentracdo por meio de FCCa (item 4.7.3). Posteriormente, foi realizada a
purificacdo por separacdo imunomagnética. O protocolo de IMS foi seguido conforme
recomendacdes do fabricante (kit Dynabeads™). Tal como descrito em 4.7.2, este
procedimento considerou remocdo de particulas magnéticas e precipitados metalicos por meio

da colocacéo das amostras de lodo no MPC™-1, previamente & purificago.

4.7.5. Floculacdo com sulfato férrico (Fe2(SO4)s) seguida de separacdo imunomagnética

(IMS)

A homogeneizacao do indculo de (oo)cistos na matriz foi realizada por 30 min, com
auxilio de agitador magnético. O volume de lodo adensado utilizado foi de 100 mL para cada
repeticdo (n=4 e branco, i. e., auséncia de inoculo). Todo o material utilizado foi inicialmente
lavado com Tween® 80 a 0,1% e os béqueres foram cobertos com tampas de placas de Petri
visando evitar respingos e contaminagdes cruzadas.

O procedimento de concentracdo com sulfato férrico foi adaptado de Karanis e Kimura
(2002) e Kourenti et al. (2003). Desta forma, adicionou-se primeiramente 0,5 mL de
Fe2(S04)s, gerando uma concentracéo final de Fe3* de 5 mgL™* nas amostras sob agitagdo. Em
seguida, acrescentou-se o0 volume de acido cloridrico necessario para diminuir o pH das
amostras para 6,0 (0,2 mL de HCI a 0,1N), verificado antes do ino6culo de protozoarios.

As amostras foram mantidas em repouso por um periodo de 4 horas e entdo o

sobrenadante foi removido com auxilio de pipeta de até a indicacdo aproximada de 25 mL
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(previamente marcada na vidraria), evitando perturbar o sedimento. Os precipitados de
interesse, remanescente das amostras, foram entdo homogeneizados com auxilio do agitador
magnético por 10 min e transferidos para tubo de centrifuga de 50 mL (Falcon®),
previamente lavado com Tween® 80 a 0,1%. Cada bequer usado para as amostras de lodo foi
lavado com solugdo Tween® 80 a 0,1%, cujo volume utilizado também foi reunido no tubo de
centrifuga respectivo a amostra. Os tubos foram completados com agua ultrapura para
balanceamento prévio a centrifugacao.

O volume reunido, referente a cada amostra, foi entdo submetido a centrifugacédo a
2000 G por 10 minutos, com resfriamento a 4°C (centrifuga refrigerada modelo Megafuge 8R
Thermo Scientific™). O sobrenadante da centrifugacéo foi removido até a marcacio de 1 mL
e ressuspendeu-se o sedimento com auxilio de agitador vortex e pipeta Pasteur, com seguidas
succgoes e dispensas, para entdo adicionar-se 1 mL de tampéao de lise, com o qual o sedimento
de cada amostra permaneceu em contato por 60 minutos, sendo agitado em vortex em
intervalos de 15 minutos.

O referido tampéo de lise constituiu-se de uma solucdo acida (tamponada para pH
4,7), a base de acido citrico monohidratado e citrato de sodio. O preparo desta solucao foi
realizado anteriormente aos ensaios com protozoarios, demandando a diluicdo de 8,4 g de
acido citrico monohidratado e 17,64 g de citrato de sodio para 100 mL de agua ultrapura.

Trés lavagens com agua ultrapura foram realizadas, de modo a retirar possiveis
goticulas de amostra na parede do tubo Falcon® e aumentar o volume para aproximadamente
5 mL. Centrifugou-se a amostra novamente (2000 G, 10 min, 4 °C) e descartou-se 0
sobrenadante até a marcacdo de 1 mL. Em seguida, adicionou-se solucédo fosfato salina (PBS
— pH 7,4) até a marcacdo de 5 mL do tubo de centrifuga e homogeneizou-se o conteddo em
vortex. O pH de cada uma das amostras foi aferido para verificar se foi alcancada a
neutralidade. Caso negativo, acrescentou-se volume maior de PBS e submeteu-se a amostra a
nova centrifugacdo. Caso o pH estivesse neutro, preservou-se o volume de 5 mL, a ser
encaminhado a etapa de purificacdo por separacdo imunomagnética (IMS).

O protocolo de IMS foi seguido conforme recomendagbes do fabricante (kit
Dynabeads™). Tal como descrito no item 4.7.2, este procedimento considerou remogio
prévia de particulas magnéticas e precipitados metalicos por meio da colocacdo das amostras

de lodo no MPC™-1, antes da adi¢&o dos reagentes do Kit.
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4.7.6.Floculagcdo com sulfato de aluminio (Al2(SOs4)3) seguida de separacgdo
imunomagnética (IMS)

O procedimento de floculagcdo com Al>(SOa4)3, adaptado de Kimura (2002) e Kourenti
et al. (2003) assemelha-se ao apresentado no item 4.7.5, diferindo apenas na concentracdo de
sal empregado e no pH de floculagdo. Utilizou-se, para a amostra de lodo adensado de 100
mL inoculada com protozoarios, 0,12 mL de sulfato de aluminio (concentracéo final de AI**
na amostra de 16 mg L), cujo pH foi ajustado para 5,4 mediante adicdo de 0,25 mL de acido
cloridrico (HCI a 0,1N), testado antes do indculo dos protozoarios. As etapas de repouso,
descarte do sobrenadante, centrifugacdo, lise, ajuste de pH e separacdo imunomagnética
podem ser verificadas no item 4.7.5.

4.7.7. Investigacdo do efeito do tampé&o de lise sobre cistos

Um teste exploratorio foi realizado apds os ensaios de recuperacdo com sulfato férrico
e sulfato de aluminio seguidos de purificacdo, com o objetivo de verificar efeitos diretos do
meio &cido sobre cistos de Giardia muris. A pertinéncia desta analise complementar
relacionou-se a particularidade de a solugdo ser fortemente acida (pH 4,7), podendo
apresentar implicacOes sobre a integridade dos cistos, tendo favorecido ou ndo sua
recuperacdo e interferido em sua viabilidade.

Com o objetivo de corroborar esta inferéncia, uma aliquota de 5 uL de suspensdo
comercial de Giardia muris, a mesma utilizada nos testes de recupera¢do com inoculo de
suspensdo, foi inserida em um volume de 5 mL de &gua ultrapura, dentro de um tubo de
centrifuga (Falcon®) previamente ambientado com Tween® 80 a 0,1%. Este contetdo foi
submetido a centrifugacdo a 2000 G por 10 min (4° C) e o sobrenadante foi cuidadosamente
descartado até a marcacdo de 1 mL, repetindo o método aplicado a matriz em ensaios com
floculacdes acidas. Em seguida, acrescentou-se 1 mL da solucgéo de lise (tampéo, pH 4,7), a
qual ficou em contato com a amostra por 1 h, com agitacbes em vortex a cada 15 min,
seguindo o protocolo original. Ap6s lavagem com &gua ultrapura e nova centrifugacéo, foram
retiradas duas aliquotas de 50 uL, respectivamente, do concentrado de 1 mL no tubo Falcon®.
Tais aliquotas foram encaminhadas a reacdo de imunofluorescéncia direta (RID) para

visualizacdo do aspecto dos cistos de G. muris.

4.8. Métodos aplicados para a recuperacdo de protozoarios na ALF
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Em funcdo das caracteristicas da &gua de lavagem de filtros (ALF), foram testados
métodos de recuperagdo com base na concentracdo por filtragdo por membrana, conveniente
em matrizes com baixa turbidez e concentracdo de sélidos (MEDEIROS; DANIEL, 2015).
Este método foi adotado com a adaptacédo de Franco et al. (2016), utilizando solucdo eluidora
Tween® 80 (0,1%) aquecido, seguido ou ndo de purificacdo por separacdo imunomagnéetica
(IMS).

Inicialmente, foram recuperados protozoarios provenientes de inoculo de volumes de
suspensdo comercial de Giardia muris e Cryptosporidium parvum, definidos com base em
estimativa da densidade de (oo)cistos. A enumeragdo foi indicada com base na contagem
realizada em triplicata, de aliquotas retiradas da suspenséo paralelamente ao indculo, isto é,
derivadas da mesma homogeneizacdo do momento do ensaio. Os resultados obtidos foram
testados por Shapiro-Wilk no software PAST, para identificar se estavam adequados a
distribuicdo normal. Em seguida, os dados foram analisados estatisticamente pelo teste t de
Student, utilizando o pacote de analise de dados do Microsoft Office® Excel.

Considerando a significancia da comparacdo de médias pelo teste t, com 95% de
confiabilidade, selecionou-se um dos procedimentos para aplicacdo na ALF inoculada com
ColorSeed™, seguindo os requisitos da USEPA (2012) para validacdo de qualidade analitica
do método de recuperagdo. A montagem de Idminas com amostras contendo ColorSeed™ n&o

envolveu a etapa de adi¢do de iodeto de propidio (IP).

4.8.1. Método de filtracdo em membrana (FM), utilizando suspens@es de (0o)cistos

A concentracdo das amostras de agua de lavagem de filtros (ALF) por filtracdo em
membranas, foi realizada sempre no intervalo de um dia de trabalho, conforme
recomendacdes do Método 1623.1 (USEPA, 2012). Adotou-se o procedimento descrito por
Franco et al. (2016).

O protocolo baseou-se na filtracdo de amostras de 1 L de ALF (amostra composta de
varias lavagens de filtros de laboratério), onde foram inoculados (oo)cistos. As amostras
consistiram em quatro repeti¢des, bem como o “branco”, isto ¢, 1 L de ALF sem adicdo de
protozoarios, conforme pode ser visualizado na Figura 3, que exibe as amostras sob agitacao

para dispersédo dos (oo)cistos na matriz (aproximadamente 30 minutos).
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Figura 3 - Amostras de agua de lavagem de filtros com in6culo de protozoarios sob agitagdo

~“Brancd
Fonte: Elaborado pelo autor.

A filtracdo foi realizada com membranas de ésteres mistos de celulose, com diametro
de 47 mm e porosidade nominal de 3 pum (Millipore®). Utilizou-se bomba a vacuo
(Marconi®) com fluxo de 4 L.min e pressdo em torno de 500 mmHg. Todos os materiais
utilizados (Figura 4) incluindo béqueres, pincas e o kit de filtragdo foram umedecidos com

solucdo eluidora Tween® 80 a 0,1%.

Figura 4 - Itens aplicados na concentracéo de protozoarios por FM: (a) Membranas de ésteres de celulose - 47
mm / 3um; (b) conjunto porta filtro
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A quantidade de membranas utilizadas variou em funcéo da sua colmatacdo, verificada
pela diminuicdo da velocidade do fluxo. Optou-se por ndo forcar a filtragdo por longos
periodos em virtude da capacidade de compressibilidade de oocistos (LI; GOODRICH,;
OWENS, 1995), os quais poderiam ficar retidos nos intersticios da membrana e ndo serem
recuperados. Apos a filtracdo, cada membrana foi transferida para uma placa Petri, contendo 5
mL de Tween® 80 a 0,1%.

As membranas utilizadas foram entdo raspadas com auxilio de hastes plasticas
(provenientes do kit Merifluor®), visando a extracdo mecénica dos (oo)cistos. As raspagens
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foram realizadas conforme Franco et al. (2016) e o desenho experimental do processo é

exibido na Figura 5.

Figura 5- (a) Montagem experimental para raspagem das membranas com Tween® 80 aquecido; (b) Detalhes da
raspagem de membrana usada.

Fonte: Elaborado pelo autor.

De modo mais detalhado, pode-se dizer que esta etapa consistiu no descarte do volume
de Tween® 80 a 0,1% contido na placa para um tubo Falcon® (tubo de centrifugacdo com
capacidade de 50 mL) e trés raspagens seguidas da membrana, cada qual utilizando 5 mL de
Tween® 80 a 0,1% aquecido a 45°C pelo periodo de 3 min. Em seguida, foram feitas duas
lavagens com aproximadamente 2 mL da solucdo eluidora. Entre cada uma das raspagens, o
volume foi transferido para o tubo de centrifugacdo, com auxilio de pipeta Pasteur plastica. O
procedimento permitiu reunir um volume de aproximadamente 22 mL por membrana,
demandando aproximadamente 15 min para cada.

O volume resultante das raspagens das membranas foi entdo submetido a dupla
centrifugacdo com gradiente de 1500 G por 15 minutos (Eppendorf® Centrifuge 5810). Apds
a primeira centrifugacao, foi descartado o sobrenadante até a marcacao de 5 mL e completado
com agua ultrapura (Milli-Q®). O sobrenadante da segunda centrifugacéo, por sua vez, foi
cuidadosamente descartado até a marcagdo de 0,5 mL, preservando o sedimento formado.
Este pellet foi ressuspendido por meio de homogeneizagdo em vortex e auxilio de pipeta
Pasteur plastica, e deste contetdo foram retiradas duas aliquotas de 50 uL, dispostas em dois
pocos de microscopia para secagem e posterior preparo para reacdo de imunofluorescéncia
direta (RID).

A recuperacdo dos (oo)cistos foi calculada por meio da Equagdo 1, aplicavel em
situagbes em que o sedimento ndo foi completamente analisado. O fator de correcdo
(ANDREOLI; SABOGAL-PAZ, 2017; GIGLIO; SABOGAL-PAZ, 2018), no caso do pellet
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proveniente da raspagem das membranas seguida de centrifugagéo foi igual a 5, calculado
pela raz&o entre o volume da amostra concentrada (0,5 mL) e a aliquota em estudo (0,1 mL).

4.8.2.Método de filtracdo em membrana, seguido de separacdo imunomagnética,
(FM+IMS) utilizando suspensdes de (00)cistos
O procedimento de FM+ IMS consistiu na filtragdo por membrana, seguida de
raspagem com Tween® 80 a 0,1% aquecido a 45°C e dupla centrifugacdo, conforme descrito
no item 4.8.1. Contudo, o presente método incluiu a etapa de purificacdo, realizada por
separacdo imunomagnética (IMS). Com isso, foi utilizado o volume de 5 mL remanescente no
tubo de centrifugacdo, apos retirada do sobrenadante e ressuspensdo do sedimento por
homogeneizacdo em vortex e agitacdo com pipeta plastica. Este conteddo foi encaminhado
para o tubo de lado plano (Dynal™-TLP) para adicdo dos reagentes do kit Dynabeads™
(Figura 6 (a)).

Figura 6- Etapas da purificacdo da ALF por IMS: (a) reagentes do kit Dynabeads™; (b) homogeneizacdo em
mixer rotatério; (c) TLP no MPC™-1; (d) esferas magnéticas e protozoarios retidos pelo ima do MPC™-1; (e)
tubos de micrcicentrifuga no MPC™-2,

Dissociagdo acida do complexo
“beads+protozoarios” e montagem
das laminas para microscopia.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A IMS foi realizada de acordo com o procedimento descrito pelo fabricante (Kit
Dynabeads™). Resumidamente, as etapas adotadas com a ALF s&o apresentadas na Figura 6:
homogeneizacdo dos reagentes (anticorpos anti-Giardia e anti-Cryptosporidium aderidos a
esferas magnéticas e solucbes tampdo); agitacdo em mixer rotatorio por 1 hora a 18 rpm;
concentragdo do complexo “protozoarios-beads” pelo primeiro concentrador magnético
(MPC™-1); descarte do sobrenadante do TLP e direcionamento para os tubos de

microcentrifuga; concentragdo do complexo “protozoarios-beads” pelo segundo concentrador
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magnético (MPC™-2). Em seguida, utilizando trés dissociacdes acidas de 50 pL de 4cido
cloridrico (HCI) a 0,1 N (Sigma-Aldrich®), neutralizadas por SuL de hidroxido de sddio
(NaOH) a 1N (Sigma-Aldrich®) dispostos nos poc¢os das laminas para microscopia de

imunoflorescéncia.

4.9. Estimativa de viabilidade dos métodos de recuperacao

Com base na escolha do corante vital (item 4.6), seguiram-se 0s métodos de
recuperacdo utilizando o protocolo selecionado. Os resultados obtidos foram compilados em
termos de oocistos corados, visando verificar o efeito dos métodos de recuperacdo sobre a
estimativa de viabilidade. Para isso, comparou-se o percentual de oocistos ditos ndo-viaveis
na amostra recuperada com a estimativa de viabilidade média presente no inoculo utilizado. O
incremento percentual de oocistos positivos para o protocolo selecionado indicou a perda de
viabilidade vinculada a cada método de recuperacao.

Os resultados analisados foram provenientes dos testes de recuperacdo com indculo de
volumes de suspensdes comerciais. Ndo foram considerados os dados do kit ColorSeed™,
utilizado para avaliacdo de qualidade analitica, pois, além de ter sido aplicado apenas para um
dos meétodos testados em cada matriz, seu indculo contém (oo)cistos permanentemente
corados, 0 que impede verificar a incorporacdo de corantes vermelhos. Além disso, excluiu-se
Giardia muris como organismo de interesse para investigacdo de viabilidade, devido a
dificuldade de visualizacdo identificada, analisando-se, portanto, exclusivamente
Cryptosporidium parvum.

Quanto aos métodos tratados, ndo foram considerados os dados obtidos para a
primeira tentativa de recuperacdo por centrifugacdo direta com insercdo de solucdo de
dispersdo seguida de separacdo imunomagnética (CD+ICN7X+IMS, descrita no item 4.7.1),
em que ndo houve etapa de remocdo de particulas magnéticas. Tampouco foram
contabilizados os resultados para floculagdo por carbonato de calcio (FCCa) sem etapa de
purificacdo (item 4.7.3). Nestes procedimentos, a recuperacdo obtida para C.parvum foi

insuficiente para verificar a incorporagédo de corante.

4.10. Avaliacéo de custos dos métodos de recuperacao

Os custos dos métodos de recuperacdo de protozoarios foram levantados com base nos

reagentes utilizados nas etapas de concentracdo, purificacdo e deteccdo. Os dados foram
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corrigidos para dezembro de 2018, considerando o indice geral de precos de mercado (IGP-
M/FGV), por meio da multiplicagdo do valor original pelo fator acumulado do indice de
referéncia. Ndo foram considerados equipamentos, tampouco infraestrutura necessaria, sendo
contabilizados apenas consumiveis durante os procedimentos de recuperacéo.

A concentracdo de amostras que utilizaram sais de célcio, ferro ou aluminio ndo foram
contabilizadas nos custos de recuperagdo, visto que sdo reagentes de uso de rotina em
laboratdrios, comercializados em quantidade, em geral, minima de 500 g, com prazo de
expiracdo em torno de dois anos ou mais. Igualmente, o preparo das solucdes para
precipitacdo quimica e tampdo envolve diluicdo de pequenas quantidades dos referidos
materiais, sendo irrelevante em comparacdo aos demais a longo prazo. O mesmo ocorre para
o0 detergente ICN 7X (MP BIO®) aplicado na centrifugacao direta com adicdo de solucéo de
dispersdo. No caso da concentracdo por filtracdo em membranas, foi contabilizado o valor
unitario das mesmas, posto que amostras turvas, que demandam grande troca de membranas
podem inviabilizar a utilizacdo da técnica por aumentar a dificuldade de execucdo do método
e torna-lo mais oneroso.

A etapa de purificacdo, realizada por separacdo imunomagnética, foi quantificada em
funcéo do custo do kit Dynabeads™, suficiente para 50 testes de acordo com a informagao do
fabricante. Dado que o nimero de dissocia¢bes &cidas ndo estd vinculado ao volume de
anticorpos combinados as esferas magnéticas, o valor total foi divido pelo nimero de testes do
kit, fornecendo o custo unitéario.

Calculo similar foi feito para a deteccdo, utilizando os reagentes do kit Merifluor® e
do corante para teste confirmatdrio de morfologia (DAPI com Fluoroshield™). Contudo, no
que concerne aos testes de deteccdo, a quantidade de reagentes utilizada (contabilizada em
termos de gotas) varia conforme o numero de pocos de microscopia. Deste modo, no caso de
amostra purificada e aplicacdo de trés dissociacfes &cidas, por exemplo, sdo necessarias trés
utilizacdes de Merifluor® (custo do Kit, dividido por cinquenta testes, multiplicado por trés
utilizacdes) e seis gotas do corante DAPI (custo do frasco, dividido pelo volume do mesmo,
multiplicado pelo volume de duas gotas e o nimero de pogos). No caso de amostras ndo
purificadas, nas quais é analisada aliquota do sedimento concentrado, foram contabilizadas
duas utilizagcdes de Merifluor® (referentes a dois pocos de microscopia) e, portanto, quatro
gotas de DAPI por analise.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Tratabilidade da 4gua simulando a tecnologia de ciclo completo com decantagéo

5.1.1. Diagramas de coagulacdo com policloreto de aluminio (PAC)

O ensaio de tratabilidade realizado inicialmente considerou dosagens de policloreto de
aluminio (PAC) entre 10 e 30 mg L%, sem quaisquer alteracGes de pH. A remocéo de turbidez
foi de 81,8% para a dosagem de 10 mg L, 82,3% para 15 mg L e menor que 40% para as
demais dosagens de PAC testadas, o que pode ser visualmente inferido pela Figura 7. Estes
resultados preliminares sugeriram que o mecanismo de coagulagdo predominante foi a
adsorcdo e neutralizacdo de cargas, de modo que se seguiram ensaios de tratabilidade
envolvendo menores dosagens de coagulante, em virtude também da baixa turbidez da agua
do manancial. As doses testadas em seguida foram de 5, 7,5, 10, 12,5 e 15 mg L™ de PAC em

comparacao a sedimentagdo natural, pela ndo utilizacdo do coagulante.

Figura 7- Jarros contendo agua clarificada nos ensaios preliminares para defini¢cdo de dosagens a serem
aplicadas na construgdo dos diagramas de coagulacéo
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 8 e a Figura 9 exibem os diagramas de coagulacdo elaborados para remogéo
de turbidez em funcdo do pH de coagulacédo e dosagem de PAC, considerando a velocidade de
sedimentacdo (Vs) de 2,0 cm min? e 1,0 cm min, respectivamente. Em cada grafico, a regido
delimitada com linha continua em azul refere-se a turbidez remanescente menor que 5,0 uT,
isto é, o valor recomendado para encaminhamento ao sistema de filtragdo em um tratamento
convencional (DI BERNARDO; SABOGAL-PAZ, 2008). As remocdes indicadas pela linha

tracejada em vermelho referem-se aos pontos em que ndo houve alteracéo de pH.
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O ponto A indicado na Figura 8 e na Figura 9 refere-se a dosagem de 10 mg L de
PAC, sem que tenha havido alteracdo de pH da agua bruta (AB). Esta condi¢do proveu a
melhor remocéo de turbidez tanto na velocidade de sedimentacdo de 2,0 cm min™ (93,9%)

quanto na de 1,0 cm mint (95,7%).

Figura 8- Diagrama de coagulacédo para remocao de turbidez nas condicdes: dose de PAC entre 5e 15 mg L™,
Gmr =1000s?, Tmr=10s, Gml= 30 s, Tf: 20 min, Vs = 2,0 cm min™!
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 9 - Diagrama de coagulagéo para remogéo de turbidez nas condic@es: dose de PAC entre 5e 15 mg L%,
Gmr =1000 s, Tmr =10's, Gml= 30 s, Tf: 20 min, Vs = 1,0 cm min-!
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 9 e Figura 10, por sua vez, apresentam o0s diagramas de coagulagdo
desenvolvidos para remocdo de cor aparente, considerando a velocidade de sedimentagao (Vs)
de 2,0 cm mint e 1,0 cm min, respectivamente. Em cada grafico, a regido delimitada com

linha continua em azul refere-se a cor remanescente menor que 15 uH, isto é, o VMP para
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padres organolépticos citado pela PRC n® 5 de 2017 do Ministério da Salde (BRASIL,
2017). As remocdes indicadas pela linha tracejada em vermelho referem-se aos pontos em que
ndo houve ajuste de pH.

Quanto aos destaques de cada diagrama, o ponto A deve ser novamente ressaltado,
desta vez na Figura 10, onde apresentou a melhor remocao de cor aparente para Vs = 2,0 cm
min*! e dosagem de coagulante igual a 10 mg L, sem adigdo de acidulante ou alcalinizante.
Os pontos B e C referem-se as melhores remogdes de cor a 1,0 cm mint, sob a dosagem de 10
mg L e 15 mg L e pH inicialmente ajustado para 8 e 9, respectivamente, com a adic¢o de
hidroxido de sodio.

Figura 10 - Diagrama de coagulagdo para remocéo de cor nas condicdes: dosagem de PAC entre 5e 15 mg L™,
Gmr =1000 s, Tmr =10s, Gml= 30 s%, Tf: 20 min, Vs = 2,0 cm min!
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 11 - Diagrama de coagulagdo para remocéo de cor nas condicdes: dosagem de PAC entre 5 e 15 mg L,
Gmr=1000s?, Tmr=10s, Gml=30 s, Tf: 20 min, Vs = 1,0 cm min*
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A andlise dos diagramas apresentados nas figuras 8, 9, 10 e 11 como um todo, permite
afirmar que o PAC é um coagulante eficiente para o tratamento da agua do manancial de
estudo por decantacdo. Tal afirmacdo se baseia na amplitude de pH na qual o coagulante
apresentou-se aplicavel, promovendo remocdes de turbidez e cor satisfatorias (< 5uT e < 15
uH, respectivamente).

Para dar prosseguimento a selecdo dos pardmetros de mistura adequados, optou-se
pela utilizacdo da dosagem de 10 mg L de coagulante, sem correcdo de pH da agua bruta, em
que foram obtidas remocdes de turbidez e cor aparente dentro do intervalo de interesse. Esta
condicdo refere-se ao obtido no ponto A, para o qual a agua clarificada apresentou cor e

turbidez remanescentes de 1,8 uT e 1,7uHa2,0cm minte1,3uTe 1,1 uHa1,0 cm min™.

5.1.2. Defini¢ado dos parametros de operagéo dos ensaios de tratabilidade

A definicdo dos pardmetros de mistura rapida baseou-se nos resultados apresentados
na Figura 12, onde é possivel verificar a remocdo de turbidez e de cor aparente em funcéo de
(a) gradiente de velocidade para a mistura rapida e (b) tempo de mistura rapida. Os gradientes
adotados foram de 700, 800, 900 e 1000 s* e foram considerados os tempos de 10, 15, 20, 25
e 30s.

Figura 12 - Remogdes de cor aparente e turbidez em funcéo dos pardmetros operacionais de mistura rapida: (a)
gradiente médio de velocidade de mistura, e; (b) tempo de mistura rapida

100,0 100.0 —s—Turbidez
— === Cor aparente
£ 950 95,0 P
o
'S 90,0 90,0 |
g
g 850 85,0
]
o 800 80,0
2
Q
S 750 75,0
70,0 70,0 : ‘
700 800 900 1000 10 15 20 25 30
(a) Gradiente de mistura rapida (s) (b) Tempo de mistura rapida (s)

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: Pardmetros operacionais em (a): Gmr: variavel; Tmr: 10 s; Gf: 30 s%; Tf: 20 min; Vs: 2 cm min’;
Parametros operacionais em (b): Gmr: selecionado 700 s*; Tmr: variavel; Gf: 30 sX; Tf: 20 min; Vs: 2 cm min,
Todos os gradientes de mistura rapida testados apresentaram remogdes acima de
85,0% para cor aparente e 79,0% para turbidez. Optou-se por dar seguimento aos ensaios
utilizando o gradiente médio de 700 s equivalente a rotacdo de 380 rpm no equipamento),
em que houve remocdo média de 88,9% de turbidez e 90,0% de cor aparente. Além disso, a
turbidez média remanescente obtida foi a menor dentre as demais verificadas, de 3,46 uT *
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0,19, atendendo a recomendacdo de Di Bernardo e Sabogal-Paz (2008) para o
encaminhamento de agua clarificada para os filtros.

Quanto ao tempo de mistura rapida, apresentado na Figura 12 (b), houve destaque para
os tempos de 10 s e 25 s, 0s quais apresentaram remocBGes médias de turbidez em torno de
90,0%. Nesta comparacdo, o tempo de 10 s foi considerado mais adequado, devido a maior
remogé&o de cor aparente e menor desvio padréo dos resultados obtidos.

A Figura 13 (a) exibe os resultados de remocdo de turbidez e cor aparente nas
condigdes de gradiente de mistura lenta (Gf) iguais a 10, 20, 30, 40, 50 s e escalonado de 30
a 20 s’. O tempo de mistura considerado nessa etapa de selecdo de pardmetros foi de 20 min
e, no caso da condicdo escalonada, utilizou-se 10 min para cada gradiente. Gradientes
menores favoreceram a clarificagio da agua, tendo havido destaque para o de 30 s™ (88,9 % +
0,60 de remocao de turbidez e 90,0 % * 0,76 de remocdo de cor aparente) e para a floculacédo
com gradiente escalonado. Para dar seguimento aos ensaios, foi selecionado o Gf de 30 s por
conta do menor desvio padrdo apresentado em relacdo ao de 30/20 s (87,4 % +2,76 de
remocao de turbidez e 92,3 % + 2,24 de remocéo de cor aparente).

No que se refere ao tempo de mistura lenta, a Figura 13 (b) mostra os resultados para
0s ensaios de jarteste com tempos entre 10 e 30 min. O tempo de 10 min apresentou as
menores remogOes médias de cor aparente e turbidez, o que indica que este periodo nédo
permitiu a formacédo apropriada dos flocos. Nele, a turbidez remanescente média foi de 9,15 +
0,49 e a cor de 24,3 £ 1,01, de modo que nenhum dos dois parametros atendeu as expectativas
de remocdo para agua clarificada. Apesar disso, verificou-se uma tendéncia crescente de
remocdo dos parametros analisados em fungdo do aumento do tempo de floculagdo até o

periodo de 20 min, tendo este sido selecionado como tempo “6timo” de mistura lenta.

Figura 13 - RemocGes de cor aparente e turbidez em funcdo dos pardmetros operacionais de floculacdo: (a)
gradiente médio de velocidade de mistura, e; (b) tempo de mistura lenta
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Nota: Parametros operacionais em (a): Gmr: 700 s; Tmr: 10 s; Gf: variavel; Tf: 20 min; Vs: 2 cm min’;
Parametros operacionais em (b): Gmr: 700 s*; Tmr: 10 s; Gf: selecionado 30 s*; Tf: variavel; Vs: 2 cm min™.

Por fim, foi definida a velocidade de sedimentagdo (Vs) de 2,0 cm mint, em virtude
dos resultados de remocdo de turbidez e cor aparente apresentados na Tabela 2. Apesar de Vs
igual a 1,0 cm min? apresentar maiores remocdes para 0s parametros de interesse, esta
velocidade é menos interessante ao pensar em migracdo dos parametros operacionais para
escala plena, exigindo maiores instalagdes para unidades de decantacdo. No caso de escala de
bancada, trabalhar com Vs baixa implica um maior tempo de coleta das amostras em jarteste,

tornando os ensaios mais demorados.

Tabela 2 - Remog¢do média percentual de turbidez e cor aparente para diferentes velocidades de sedimentacdo

Vs (cm min?) Remocéo de turbidez (%) Remocdo de cor aparente (%)
2,0 88,9 £ 0,60 90,0 £0,76
1,5 87,2+ 1,56 89,9+ 1,65
1,0 89,7+143 92,9+0,32

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: Pardmetros operacionais: Gmr: 700 s; Tmr: 10 s; Gf: 30 s%; Tf: 20 min; Vs: variavel.

Os parametros operacionais selecionados para os demais ensaios de tratabilidade sdo
apresentados na Tabela 3, a partir dos quais se seguiram testes com filtros acoplados. Estes
valores foram adotados para testes sucessivos, visando a geracdo dos residuos de tratamento
(dgua de lavagem de filtros — ALF e lodo).

Tabela 3 - ParAmetros operacionais "6timos”, adotados nos ensaios de tratabilidade definitivos

Parémetros Valor Unidade
Gradiente de velocidade médio na mistura rapida — Gmr 700 st
Tempo de mistura rapida — Ty 10 S
Gradiente de velocidade médio na mistura lenta — Gy 30 st
Tempo de mistura lenta — T 20 min
Velocidade de sedimentacdo — Vs 2,0 cm.min’?t

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.1.3. Ensaios de filtracio

Com base nas caracteristicas da agua decantada mediante as condi¢des estabelecidas
conforme o item 5.1.2, verificou-se que a matriz era compativel para encaminhamento aos
filtros de laboratorio do tipo FLA1: turbidez < 10 uT e cor verdadeira < 20 uH ou turbidez <5
uT e cor verdadeira < 100 uH (DI BERNARDO; DANTAS; VOLTAN, 2011).

A 4gua filtrada (AF) atendeu aos requisitos da Portaria de Consolidacdo MS n° 5

(2017), dado que a cor aparente se apresentou abaixo do limite de deteccdo dentre os tempos
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de coleta investigados e a turbidez atingiu 0 minimo exigido de 1,0 uT, conforme pode ser
verificado no gréfico da Figura 14.

Figura 14 - Turbidez da &gua filtrada ao longo da carreira de filtragdo em comparacdo as exigéncias da PRC n° 5
do Ministério da Saude (BRASIL, 2017)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: TDH = Tempo de detencéo hidraulica experimental de 2,6 min (GIGLIO; SABOGAL-PAZ, 2017).

5.1.4. Analise da tecnologia proposta para a 4gua em estudo

O potencial zeta (PZ) das amostras de agua bruta, decantada e filtrada foi de -17,80
mV, -2,49 mV e -0,22 mV, respectivamente. Para dguas naturais, 0 PZ é negativo, variando
geralmente entre -8 e -20 mV (RICHTER, 2009), compativel com os resultados obtidos para a
agua bruta. A coagulacéo foi efetiva, na medida em que se obteve uma redugdo no médulo do
PZ, o que ocorre mediante 0 aumento da concentragao idnica, indicando reducdo na repulsao
de cargas e facilitacdo da aglomeracdo de particulas em flocos.

Com base nos dados de cor e turbidez analisados ao longo do tratamento proposto,
verificou-se que a tecnologia de ciclo completo com decantacgdo utilizando o PAC permitiu
remocao media de 97,0% de turbidez da agua e de 86,8% da cor, na decantacdo. Isto é
mostrado no esquema da Figura 15.

Figura 15 - Remocéo de turbidez e cor ao longo das etapas de tratamento

Remocgdo: Remogdo:
- turbidez: 97,0% - turbidez: 2,5%
- cor: 86,8% r -cor: 13,2%
Agua bruta ~ElE Agua
Coagulagdo decantada Filtracio filtrada
Floculagdo

Sedimentacdo

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Quanto aos parametros bioldgicos, foram analisados coliformes totais e Escherichia
coli durante o tratamento, cujos resultados sdo indicados na Tabela 4. No caso, a dgua filtrada
atende aos requisitos da PRC n° 5 de 2017 do Ministério da Saude (BRASIL, 2017) para E.
coli, mas contém coliformes totais, sendo que o ideal é a auséncia em 100 mL na saida da
estacdo de tratamento de agua (ETA). No caso, esta situacdo seria solucionada por meio de

uma etapa de desinfeccéo.

Tabela 4 - Coliformes totais e Escherichia coli detectados nas matrizes em estudo.

Matriz Coliformes totais E. coli

UFC 100mL*
Agua bruta (AB) 730 Ausente
Agua decantada (AD) 310 Ausente
Agua filtrada (AF) 9 Ausente

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: AF constituiu-se de amostra composta.

5.2. Geragao e caracterizacdo dos residuos de tratamento de 4gua

5.2.1. Adensamento do lodo

A andlise da interface do solido-liquido apresentada na Figura 16 permitiu a
elaboracdo da curva de espessamento de lodo apresentada na Figura 17. A “queda” na
interface € muito rapida, devido a quantidade de particulas com sedimentacdo discreta

presentes na amostra. Além disso, a percep¢do € dificultada devido a cor da matriz.

B

Figura 16- Interface sélido-liquido do lodo em proveta graduada no tempo (a) zero, €; (b) 40 min
PRl Y L 5 ;

T TN

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 17- Curva de espessamento do lodo por gravidade, em fungdo da altura da interface sélido-liquido ao
longo do tempo
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Com base na estabilizacdo da interface (Figura 17), estabeleceu-se o periodo de 30
min para que houvesse a sedimentagdo natural das particulas presentes no lodo, simulando um
adensamento por gravidade. O tratamento é apresentado na Figura 18, onde é possivel
comparar visualmente a cor do lodo bruto (LB) e do lodo adensado (LA), cujos parametros
concentrados podem ser verificados na Tabela 5. O sobrenadante foi descartado e os demais
procedimentos da pesquisa utilizaram apenas o LA, tratado simplificadamente por “lodo” a
partir deste ponto do texto.

Figura 18 - Adensamento do lodo: (a) LB emt =0; (b) LB emt =19 min; (c) logo apds a remocao do clarificado
e homogeneizacao do remanescente, e; (d) comparacao entre o sobrenadante removido

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: LB = lodo bruto; t = tempo.
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Tabela 5 - Comparacao entre os pardmetros de qualidade do lodo bruto (LB) e do lodo adensado (LA)

Parémetro LB LA Aumento na concentragéo
Solidos totais (mg L) 520,00+38,61 756,67+22,31 45,5%
Solidos sedimentaveis (mL L) 13 25 92,3%
Cor aparente (uH) 508 >LD -
Turbidez (uT) 305 538 76,4%

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.2. Caracterizacdo geral dos residuos de tratamento

A Tabela 6 apresenta o compilado da caracterizacdo dos residuos gerados nos ensaios
de tratabilidade em escala de bancada. Os parametros apresentados influenciam na capacidade
de recuperar protozoarios nas matrizes e indicam as particularidades que diferem o lodo e a

agua de lavagem de filtros.

Tabela 6 - Caracterizagdo fisico-quimica e bioldgica dos residuos gerados em tratamento em comparagdo a agua

bruta

Parametro AB ALF LA Unidade
pH 7,12 6,62 6,96 -
Temperatura 23 23 23 °C
Turbidez 27,2 6,64 538 uT
Cor 113,0 8,5 >LD uH
abs 254 nm 0,123 0,058 1,206 -
Condutividade 43,96 15,95 48,72 uS cm?
Alcalinidade 18,93 7,786 27,48 mgCaCO3 L
CoT 1,902 0,620 NM mg L?
DQO <LD <LD 101 mg L
Dureza 16,32 4,08 16,32 mgCaCOsL ™!
Sélidos sedimentaveis 0,5 <LD 25,0 mL L1
Aluminio 0,430 <LD 70,680 mg L
Ferro 3,593 1,003 97,800 mg L
Manganés 0,074 0,003 2,640 mg L
Coliformes totais 730 130 19200 UFC 100mL™*
Escherichia coli Ausente Ausente Ausente UFC 100mL™*

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: AB = agua bruta; ALF = &gua de lavagem de filtros; LA = lodo adensado; abs 254 nm = absorbancia no
comprimento de onda 254 nm; COT = carbono organico total; DQO = demanda quimica de oxigénio; LD =
limite de deteccdo; NM = ndo medido.

Notaz As andlises para AB constituem valores médios de vérias amostragens, enquanto ALF e LA foram
produto de amostra composta.

A caracterizacgdo realizada refletiu a dificuldade de manejo dos lodos de estacGes de
tratamento de 4gua (ETAS) e a importancia de que recebam tratamento e destinacdo adequada.
Em comparacdo aos lodos de estagcdes de tratamento de esgotos (ETEs), os lodos de ETA
apresentam baixo carbono organico total, e uma baixa relagdo DBO/DQO, apresentando baixa
biodegradabilidade, podendo comprometer sistemas em que os residuos de ETA sédo
encaminhados a rede coletora de esgotamento sanitario (FERREIRA FILHO; WAELKENS,

2009), o que pode ser sugerido pela analise dos dados da Tabela 6.
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O espessamento por gravidade, apresentado no item 5.2.1, constituiu um tratamento
interessante para aumentar o teor de solidos (Tabela 5), mas também foi responsavel pela
concentracdo de metais no lodo adensado (Tabela 6). No caso do ferro, especificamente,
houve aumento de mais de 2000% em comparacao ao detectado na dgua bruta. Este é mais um
fator relacionado a pouca atengdo que os lodos de ETA possuem em comparacdo aos de
estacOes de tratamento de esgoto (ETES), o qual é de interesse como biossélido. Alternativas
como o langamento do lodo de ETA no sistema de esgotamento sanitario, por exemplo,
devem ser criteriosamente analisadas, pois sua viabilidade técnica depende de fatores como o
regime de descarga dos decantadores, concentracdo de sélidos, diluicdo do lodo de ETA em
relacdo ao afluente a ETE e também ao fato de que a insercdo de metais pode alterar sistemas
bioldgicos de tratamento (WAGNER; PEDROSO, 2014).

No caso da agua de lavagem de filtros (ALF), ndo houve incremento na concentragdo
de metais, tampouco microrganismos. Acredita-se que o volume de &gua deionizada aplicada
para lavagem dos filtros de laboratério ndo tenha permitido uma reproducdo completamente
realista das caracteristicas da ALF em uma ETA real. Contudo, diante da alta concentracédo
dos parametros analisados verificada no lodo, entende-se que a maior remocdo de
microrganismos, sélidos e metais tenha ocorrido na etapa de decantacéo, o que é corroborado
pela andlise das etapas de tratamento apresentada no item 5.1.4.

Ainda quanto a ALF, verificou-se que os parametros de qualidade diferem do
recomendavel para agua potavel em si (BRASIL, 2017), principalmente em termos de
turbidez (6,64 uT) e cor (8,5 uH). Estudos como o de Freitas et al. (2010), em escala piloto,
demonstraram que préticas de recirculacdo de ALF sobre a vazdo de projeto da ETA foram
capazes de alterar as caracteristicas de entrada no sistema e, inclusive, incrementar a presencga
de protozoarios. Numericamente, porém, a quantificacdo de (oo)cistos é dificil de ser
comparada, na medida em que ndo houve associagdo estatisticamente significativa entre 0s
valores de turbidez e a presenca de protozoarios (teste de correlacdo de Spearman) no referido
estudo (FREITAS et al., 2010).

5.3. Testes de viabilidade em (oo0)cistos
Os testes preliminares realizados para estabelecer o “branco” indicaram resultados

satisfatorios para a visualizacdo da suspensdo de Cryptosporidium parvum com Merifluor®.

No caso da suspensdo de Giardia muris, a visualizacdo foi possivel, mas dificultada em
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funcdo da baixa fluorescéncia desta espécie sob o filtro FITC, conforme exibido na Figura 19
e reportado na literatura em comparacéo a Giardia duodenalis (ALDERISIO et al., 2017).

A controversa fluorescéncia de G. muris foi um item a questionar ao tratar cistos com
0 Live/Dead Cell Assay, pois ndo era possivel prever o comportamento das células
supostamente “vivas” (a ficarem verdes sob FITC mediante agdo do corante vital
metabolizado por enzima intracelular) ou mesmo se o kit Merifluor® né&o iria interferir na

analise de resultados.

Figura 19 - Cistos de Giardia muris tratados com Merifluor® e Fluoroshield™ com DAPI, sem adigéo de
corantes vitais, sob (a) DAPI; (b) FITC, e (c) DIC (800x).

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.1. Desempenho do kit ab115347 Live/Dead Cell Assay (Abcam®)
5.3.1.1. Analise do procedimento A

A contagem dos (oo)cistos tratados de acordo com o procedimento A é apresentada
na Tabela 7. De acordo com o fabricante do kit ab115347 para analise combinada, entende-se
gue organismos vivos fluorescem em verde na faixa de excitacdo e emissdo de 494 nm e 515
nm, respectivamente (compativel com FITC), com sombreados vermelhos correspondentes
aos organismos mortos. Considerando a alta afinidade com DNA, o corante vermelho tende a
se destacar na faixa de 528 a 617 nm (compativel com WG).

Os resultados geraram ambiguidades quanto a eficacia do reagente devido a: (i) baixa
fluorescéncia de Giardia muris em verde sob filtro FITC; (ii) idade da suspensdo de G. muris
ser maior do que a de Cryptosporidium parvum; (iii) sujidades e interferentes nos pocos de
microscopia.

Além disso, a Tabela 7 indica que a soma dos cistos de G. muris identificados em
FITC ndo corresponde ao total visualizado em ambos filtros, o que reflete impreciséo do
método. Isto é justificado pelo fato de que grupos de células dentro de uma populacdo
microbiana podem exibir captacdo heterogénea de corantes e, portanto, ser classificados em

mais subpopulag¢des do que simplesmente “vivos” ¢ “mortos” (DAVEY, 2011).
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Tabela 7 - Contagem de (oo)cistos visualizados em FITC e WG mediante o procedimento A para estimativa de
viabilidade

Giardia muris Cryptosporidium parvum
Filtro Coracéo P1 P2 P3 P1 P2 P3
FITC Verde 23 41 17 72 82 22
Vermelho 78 92 70 2 3 2
WG Vermelho 90 123 78 2 3 2
Total FITC 101 133 87 74 85 24
FITC+WG 113 164 95 74 85 24

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Organismos visualizados em verde em FITC sdo considerados viaveis, enquanto os vermelhos
identificados em FITC e/ou WG sdo considerados ndo-viaveis de acordo com a expectativa do método. Cada P
indica uma repeti¢cdo do procedimento.

(i) Baixa fluorescéncia de Giardia muris em verde sob filtro FITC

A visualizagdo de G. muris sob o filtro FITC novamente apresentou-se peculiar, na
medida em que alguns cistos apresentaram as paredes levemente coradas de verde, outros com
verde em destaque, mas todos, tal qual no tratamento ‘“branco”, tiveram coloragdo
avermelhada de alguma forma. Isto culminou em dificuldade na identificagéo e, no caso da
andlise do desempenho do Live/Dead Cell Assay, subjetividade ao inferir se cistos verdes sob
FITC assim o eram por conta da acdo do Merifluor® ou a atuacdo da enzima esterase,
fluorescendo o corante vital positivo do kit de viabilidade.

Além disso, a dificuldade analitica em avaliar a integridade da membrana de cistos de
G. muris por meio da incorporagdo de corante vital vermelho também foi grande, tanto em
FITC quanto em WG, pois a espécie ja apresenta uma tonalidade vermelha, nos intervalos de
excitacdo e emissdo correspondentes ao FITC e WG. Na Figura 20, vé-se um cisto de G.
muris corado de verde, mas com o interior levemente avermelhado sob o filtro FITC e pouco
saturado na visualizacdo sob WG. Este é um cisto que foi tomado como vidvel na contagem
do procedimento A, ao contrério do indicado pela seta branca na Figura 21, que sob o filtro
WG, apresenta coloragdo vermelha intensa e, no filtro FITC praticamente ndo tem coloragéo
verde. Estes foram os critérios para a contagem dos (oo)cistos apresentados na Tabela 7.

Entretanto, esta abordagem é reconhecidamente subjetiva.

Figura 20 - Cisto de G. muris considerado viavel, mediante tratamento com reagentes Merifluor®,
Fluoroshield™ com DAPI e Live/Dead Cell Assay sob aumento de 400x em (a) DAPI, (b) FITC e (c) WG

N

C)]
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 21- Cistos de G. muris e oocistos de C. parvum tratados com Merifluor®, Fluoroshield™ com DAPI e
reagentes do Live/Dead Cell Assay sob aumento de 400x em (a) DAPI, (b) FITC e (c) WG

Legenda:

PRI oocisto viavel
RN Cisto invidvel

Fonte: Elaborado pelo autor.

A incerteza vinculada a analise é corroborada pelo apresentado na Figura 22, onde
surge um suposto falso-positivo, caso o teste considerasse apenas a fluorescéncia sob o filtro
FITC. Trata-se de um cisto de G. muris que, mesmo verde em FITC, ou seja, supostamente
viavel na andlise do Live/Dead Cell Assay®, emitiu coloracdo vermelha intensa em WG,

inclusive se comparado aos demais cistos contidos neste espaco.

Figura 22 - Cistos de G. muris tratados com Merifluor®, Fluoroshield™ com DAPI e reagentes do Live/Dead
Cell Assay positivos para incorporacdo de corante impermeavel 8 membrana e também fluorescendo em verde
sob aumento de 400x em (a) FITC (b) WG

Fonte: Elaborado pelo autor.

Smith e Smith (1989) reportaram que cistos de G. duodenalis corados em vermelho
com iodeto de propidio (IP), poderiam também apresentar fluorescéncia com diacetato de
fluoresceina (DC). Isto pode ser devido a enzimas que permanecem ativas, mesmo em

(oo)cistos que ndo apresentam total integridade da membrana (ROUSSEAU et al., 2018).
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(i) Idade das suspensOes
A aquisicdo de (oo)cistos vivos para pesquisa envolve desafios vinculados ao periodo
necessario para que os laboratorios fornecedores purifiqguem as suspensdes, bem como o
transporte. Com o tempo, ha decaimento de viabilidade dos (oo)cistos mesmo que estejam
acondicionados devidamente, conforme € possivel verificar nos laudos das suspensdes
(apresentados nos anexos 2 e 3). No caso da presente pesquisa, a suspensdo de Giardia muris
foi obtida com dois meses de antecedéncia a de Cryptosporidium parvum, o que permite
inferir maior proporc¢éo de inviabilidade dos cistos em comparagdo aos 00cistos.
(i) Sujidades e interferentes nos pogos de microscopia
Verificado o efeito dos reagentes em G. muris, foram buscados oocistos de
Cryptosporidium parvum corados de vermelho, em comparacdo aos verdes densamente
encontrados em FITC (fosse pela acdo do Merifluor® ou do corante vital), que podem ser
vistos na Figura 23. Contudo, as sujidades presentes na amostra prejudicaram a visualizagdo
e, portanto, afirmacgdes robustas (Figura 24 e Figura 25). Facilmente confundidos com
interferentes, 0s oocistos podem ter tido sua inviabilidade subestimada, por dificil
identificacdo, principalmente sob o filtro WG, no qual espera-se visualizar 0os organismos

“mortos”, segundo o fabricante do kit em analise.

Figura 23 - Oocistos de Cryptosporidium parvum fluorescendo em verde, sendo (a) com interferéncia de
sujidades e (b) sem interferentes, sob aumento de 400X no filtro FITC.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 24- Aglomerado de oocistos de C. parvum ocultados por sujidades, sob aumento de 400X no filtro FITC
apresentando baixa fluorescéncia

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 25- Oocisto viavel e suposto oocisto nao viavel de Cryptosporidium parvum (assinalado pela seta), sob
aumento de 400X no filtro FITC

—

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.1.2.  Analise do procedimento B

Os oocistos de Cryptosporidium parvum nao foram identificados sob o filtro FITC,
impedindo sua quantificacdo. Infere-se que a dificuldade na deteccdo se deva a baixa
fluorescéncia dos reagentes do Live/Dead Cell Assay por si s6 em oocistos. Esta inferéncia
ndo foi registrada em imagens devido a ndo identificacdo dos oocistos pelo filtro DAPI, muito
sensivel a interferéncia das sujidades no poco de microscopia e por eles ndo terem sido
identificados em FITC. Tal resultado corrobora Santos et al., (2015) que afirmaram que
mesmo amostras frescas e intactas de (oo)cistos de Giardia lamblia e Cryptosporidium
parvum, por causa de suas paredes celulares robustas (CAREY; LEE; TREVORS, 2004),
podem ndo ser marcadas por moléculas fluorescentes, tais como CFDA-SE (diacetato éster
succinimidilico de carboxifluoresceina), similar ao diacetato de carboxifluoresceina (DC).
Mesmo a base de fluoresceina, reagentes de detec¢do como os do kit Merifluor® tém acgdo de
superficie. No caso do teste de viabilidade Live/Dead Cell Assay, células supostamente vivas
precisam incorporar o corante e, em seguida, metabolizéa-lo para que haja a fluorescéncia.

A contagem de oocistos do procedimento A pode ter sido facilitada por conta da
atuacdo do Merifluor®. Importante salientar que 0s mecanismos responsaveis pela
fluorescéncia verde em FITC sdo diferentes para o Merifluor® e para o Live/Dead Cell Assay,
sendo o primeiro um reagente de deteccédo, que atua por meio de anticorpos monoclonais e o
segundo um corante vital que fluoresce mediante acdo de enzima intracelular em células
ativas enzimaticamente.

A contagem de Giardia muris envolveu novamente dificuldade analitica devido a
agregacdo dos cistos e sua tonalidade vermelha, inclusive em filtro DAPI, destinado a teste

confirmatorio por meio do destaque dos nucleos que devem ficar azuis. A Figura 26 (a) exibe
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contaminantes em azul e cistos em vermelho, sendo que nem todos estdo com nucleos
evidentes.

Em filtro FITC, 100% dos cistos encontrados apresentaram tonalidade avermelhada e
baixa fluorescéncia, sem que suas paredes fossem coradas em verde, tendo também se
destacado intensamente sob WG (Figura 26 b e c). N@o é possivel, contudo, afirmar se a
aliquota continha 100% de cistos considerados ndo viaveis ou se o0s cistos de G. muris ndo
fluoresceram por ndo terem incorporado ou hidrolisado o corante verde. Ainda, se isso nao
ocorreu devido a baixa fluorescéncia que emitem, conforme verificado no teste “branco” e

reportado por Alderisio et al. (2017).

Figura 26- Cistos de G. muris tratados com Fluoroshield™ com DAPI e reagentes do Live/Dead Cell Assay,
apresentando coloragdo vermelha sob aumento de 400x em (a) DAPI; (b) FITC; (c) WG

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.1.3.  Andlise do procedimento C

A andlise da lamina montada de acordo com o procedimento C permitiu a
identificacdo de 632 cistos de G. muris, todos apresentando cor vermelha em FITC e
intensamente corados no filtro WG, conforme pode ser verificado pela Figura 27, onde (a)
exibe a morfologia em DIC, (b) e (c) a identificacdo e inferéncia de inviabilidade dos cistos,
consideravelmente agregados.

A contagem de cistos proveu um namero consideravelmente acima do identificado nos
demais procedimentos. Assume-se que tal fato tenha ocorrido em virtude da agregacéo de
cistos verificada ao utilizar a suspenséo pela primeira vez. Com o decorrer das analises, foram
realizadas homogeneizagfes (com vortex e pipeta Pasteur) com mais frequéncia, impedindo a
formacgéo de sedimentado na suspenséo.

Novamente, ndo foi possivel identificar oocistos na aliquota da suspensdo analisada,
tal como ocorreu no procedimento B. Ndo houve fluorescéncia verde ou vermelha em FITC,
tampouco identificagdo de oocistos com incorporacdo de corante mediante membrana

rompida sob o filtro WG.
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Figura 27- Aglomerado de cistos de Giardia muris tratados unicamente com o reagente do Live/Dead Cell Assay,
visualizados com aumento de 400X sob (a) DIC; (b) FITC e; (c) WG.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em uma andlise geral, a utilizagdo do Live/Dead Cell Assay pressupunha verificar a
viabilidade por meio da identifica¢ao simultanea de “vivos” e “mortos”. Na medida em que sé
houve seguranca de afirmar a penetracdo de corante vermelho em membranas danificadas,
sem que o efeito verde nos (oo)cistos enzimaticamente ativos fosse identificado, o Live/Dead
Cell Assay exerceu 0 mesmo mecanismo esperado para procedimentos mais engessados, tais
como o uso do iodeto de propidio unicamente, sendo desinteressante, portanto, para analises
de viabilidade em (oo)cistos. Além disso, a fluorescéncia ndo seletiva pode tornar-se um

inconveniente em andlises de amostras ambientais, que podem conter outros organismos.

5.3.2. Desempenho do iodeto de propidio (IP)

Cistos e oocistos identificados em FITC pela acdo dos reagentes do kit Merifluor®
foram analisados em WG para verificar a incorporacdo de iodeto de propidio (IP) por aqueles
considerados ndo-viaveis. O desempenho do corante vital foi tomado como satisfatorio, na
medida em que um percentual dos oocistos de Cryptosporidium parvum inoculado nas
laminas foi visualizado como positivo para IP (ndo-viavel), enquanto os demais oocistos
excluiram o corante.

No caso de Giardia muris como organismo indicador na defini¢do do desempenho do
IP como corante vital, compartilhou-se da incerteza relativa aos reagentes combinados do Live
and Dead Cell Assay. Isto, pois a espécie é de dificil identificagdo em FITC e 100% dos cistos
encontrados apresentaram-se positivos para IP, fato incompativel com a expectativa para a
idade da suspenséo.

Com base na simplicidade metodoldgica da utilizacdo do iodeto de propidio, ja

adotada em demais estudos considerando a viabilidade de protozoarios em diversas matrizes
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(ABELEDO-LAMEIRO et al.,, 2017; MEDEIROS; DANIEL, 2018), optou-se pela sua
utilizacdo para dar continuidade a presente pesquisa.

5.4. Recuperacao de protozoarios no lodo contendo volumes de suspensdes de (0o)cistos

5.4.1. Resultados para centrifugacdo direta com insercdo de solugcdo de

dispersdo (CD + ICN 7X), seguida de separacao imunomagnética (IMS)

A Tabela 8 indica o percentual de recuperacdo de (oo)cistos das suspensdes inoculados
no lodo, obtido por meio de concentragdo por centrifugacdo direta (CD) com adicdo de
solucdo de dispersdo detergente (ICN 7X), seguida de purificacdo por separacao
imunomagnética (IMS). Nao foram identificados (oo)cistos na amostra referente ao branco,
indicando a ndo ocorréncia de protozoarios autdéctones na amostra, tampouco contaminacgdes
no procedimento.

O procedimento de CD + ICN 7X + IMS aplicado as suspensdes de (0o)cistos no lodo
ndo forneceu, portanto, recuperacdo satisfatoria dentro do requerido pela USEPA (2012).
Nenhum dos organismos atingiu a recuperacdo minima exigida e ambos superaram 0
coeficiente de variagdo maximo delimitado pelo Método 1623.1.

Tabela 8- Recuperagdo de (0o)cistos na amostra de lodo submetida a CD + ICN7X + IMS, em funcéo das
dissociacdes acidas.

Giardia muris Cryptosporidium parvum
DissociacOes acidas DissociacOes acidas

Amostra 1 2 3 Total Amostra 1 2 32 Total
1 0 0 1 1 1 1 9 1 11
2 1 0 0 1 2 1 4 4 9
3 0 1 0 1 3 1 1 8 10
4 0 0 0 0 4 0 0 2 2
Média(n"® 3,04 1 0 o004 MR 8104 44 43 80:35
(oo)cistos) (oo)cistos)
Recuperacéo Recuperagéo
por DA (%) 0 0 0 0,0+0,1 por DA (%) 1 3 3 6,1+27
CV 57,7% CV 44,2%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: CD = Centrifugacdo direta; ICN 7X = solugdo de dispersdo detergente; DP = desvio padrdo; DA =
dissociacdo acida; CV = coeficiente de variacao.

Nota2: O valor médio inoculado de G. muris foi estimado como sendo igual a 719,3+54,4 cistos 100 mL de
lodo(aliquota de SpL. de suspensdo; n=3).

O valor médio inoculado de C. parvum foi estimado como sendo igual a 131,3+43,3 oocistos 100 mL™ de lodo
(aliquota de 10 pL de suspensdo; n=3).

Quanto as caracteristicas da matriz, cabe destacar que o lodo apresentava média de
756,67 mg L de sdlidos totais e 538 uT de turbidez, de modo que, mesmo descartada a maior

parte dos sélidos apds IMS, os pocos de microscopia apresentaram muitas sujidades, o que
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pode ter ocultado a visualizagdo de (oo)cistos. Matrizes complexas, como &guas residuarias,
lodo, dentre outras, sdo diferentes de amostras de agua em termos de nimero de parasitos,
bem como em sua composicdo e concentracdo de material suspenso (MCCUIN; CLANCY,
2005; ROBERTSON et al., 2000).

As sujidades (Figura 28) prejudicam principalmente a identificacdo de G. muris, visto
que apresenta baixa fluorescéncia por si s6 (ALDERISIO et al., 2017). Quando se trata de
uma lamina que contém exclusivamente uma aliquota da suspenséo de cistos, a identificacdo é
mais clara, em comparacdo a uma situacdo em que a densidade de cistos é pequena e ha
interferentes. Além disso, o iodeto de propidio (IP) adicionado a lamina para estimativa de
viabilidade colabora com este “tingimento” marrom/avermelhado dos interferentes (item (c)
da Figura 28).

Ainda, a suspensao de Giardia muris ja estava apresentando aglomerados e possivel
contaminagdo por fungos. Existe a possibilidade de que estes aglomerados tenham
prejudicado a acdo dos anticorpos presentes no kit Dynabeads®, impedindo sua ligagdo com
0s cistos. A visualizacdo das laminas em DIC (imagem (b) da Figura 28) permitiu a
identificacdo de esferas magnéticas e, proximo a elas, aglomerados ndo identificaveis o que

poderia constituir sujidades, cistos, fungos, dentre outros.

Figura 28- Sujidades e esferas magnéticas prejudicando a visualizagdo de (oo)cistos apds primeira dissocia¢éo
acida e recuperagdo com CD + ICN 7X seguida de IMS. Visualizagdo com aumento de 400x em: (a) DAPI; (b)
DIC; (c) FITC; (d) WG

(C) 20 um (d)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quanto a recuperagdo insuficiente de C. parvum, assume-se que o fato esteja
relacionado a baixa densidade de oocistos na suspensdo. O volume de indculo havia sido

maior em comparacao ao de G. muris, e, mesmo assim, a contagem dos pocos da suspensao
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rendeu um valor menor do que 500 oocistos. Utilizou-se um volume de 5 puLL de suspenséo de
Giardia muris e 10 pL de Cryptosporidium parvum. O nudmero de oocistos foi
consideravelmente menor do que de cistos de Giardia muris, o que pode ter afetado a
recuperacdo dos mesmos apds a concentracdo das amostras com inéculo. Diz-se isto, pois se
entende que, proporcionalmente, quanto maior o nimero de organismos inoculados na matriz,
maior a possibilidade de recupera-los (ASSAVASILAVASUKUL et al., 2008).

Além destes fatores, é relevante considerar que a matriz em estudo, isto é, o lodo
adensado, apresentava uma concentracdo de 97,8 mg L™ de ferro. A presenca deste metal
pode prejudicar o desempenho da IMS, conforme determinado por Yakub e Stadterman-
Knauer (2000), os quais, em um estudo visando a recuperacgdo de Cryptosporidium parvum e
Giardia lamblia por separacdo imunomagnética em matrizes contendo varias concentracfes
de ferro dissolvido, determinaram que os niveis de recuperacdo diminuiram acentuadamente
nas concentragBes de ferro dissolvido superiores a 4 mg L™ para C. parvum e 40 mg L™ para
G. duodenalis.

Como exemplo de demais trabalhos que concentraram lodo de estacdo de tratamento
de 4gua obtido por meio de ensaios de jarteste com agua de estudo e inoculo de suspensdes de
Giardia spp. e Cryptosporidium spp., pode-se citar Ogura, (2018), que atendeu ao requisito da
USEPA (2012) para a recuperacao de cistos, na medida em que o método CD + ICN 7X +
IMS proveu 16,98% de recuperacdo de Giardia spp. com coeficiente de variacdo (CV) de
22,22%, com resultados em triplicata. A recuperacdo de oocistos, no entanto, foi aquém do
requisito do Método 1623.1 (USEPA, 2012), sendo igual a 13,45% (CV = 26,42%, n = 3).
Utilizando também CD + ICN 7X + IMS em matriz de lodo de ETA por flotacdo (obtido por
meio de agua de estudo e também suspensdes de (0o)cistos, Silva (2018) obteve recuperacdes
que atenderam as exigéncias da USEPA (2012). A recuperacdo de Giardia spp. foi de
32,54% (CV = 29,53%, n = 3) e de 8,16% (CV = 11,01%, n = 3) para Cryptosporidium spp..
Estes resultados corroboram o fato de que o ferro dissolvido constituiu fator interferente na
purificacdo por IMS, na medida em que a agua de estudo gerada por Ogura (2018) e Silva
(2018), mesmo tendo sido tratada com policloreto de aluminio (PAC), ndo possuia ferro em
sua composicdo, gerando lodos com caracteristicas diferentes daquele proveniente do

tratamento da agua do Rio Monjolinho, estudado no presente trabalho.
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5.4.2. Resultados obtidos por CD + ICN7X + IMS com etapa de remocéo de
particulas magnéticas

A Tabela 9 indica a recuperacéo de cistos e oocistos nas amostras de lodo inoculadas

com volumes de suspensdo, submetidas a concentracdo por centrifugacéo direta (CD), seguida

de purificacdo por separacdo imunomagnética (IMS) com adi¢do de solucdo de disperséo

detergente ICN 7X (MP BIO®) a 1%, tendo ocorrido prévia remocdo de particulas

magnéticas. As recuperacdes obtidas ndo atenderam ao critério do Método 1623.1 (USEPA,

2012) para Giardia muris, tampouco para Cryptosporidium parvum.

Tabela 9- Recuperagdo de (oo)cistos na amostra de lodo submetida a remocéo de sais metélicos pelo MPC™-1,
seguida de CD + ICN7X + IMS, em fun¢do das dissocia¢des acidas.

Giardia muris Cryptosporidium parvum

Dissociacfes &cidas Dissociagdes acidas

Amostra 1 2 3 Total Amostra 1 2 3 Total
1 3 0 0 3 1 169 11 13 193
2 0 0 0 0 2 85 9 5 99
3 1 0 0 1 3 108 24 3 135
4 0 0 0 0 4 68 24 9 101
Media(n® 4 o 1 Média(n® 1575 17 75 132
(oo)cistos) (oo)cistos)
DP 1,22 0,00 0,00 1,22 DP 3824 7,04 384 38,01
Recuperacgédo Recuperacéo
por DA (%) 0 0 0 040,07 por DA (%) 25 4 2 3048,78
CV >100% CV 28,79%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: CD = Centrifugacdo direta; ICN 7X = solugdo de dispersdo detergente; DP = desvio padrdo; DA =
dissociagdo acida; CV = coeficiente de variacéo.

Nota2: O valor médio inoculado de G. muris foi estimado como sendo igual a 1640+218 cistos.100mL* de lodo
(aliquota de 10uL de suspensdo; n=3).

O valor médio inoculado de C. parvum foi estimado como sendo igual a 433+102 oocistos.100mL* de lodo
(aliquota de 35 uL de suspensdo; n=3).

Apesar da recuperacao insatisfatoria para C. parvum (30+8,78%), houve aumento em
comparacgdo ao procedimento que ndo incluiu a remocao de particulas magnéticas utilizando o
MPC™-1 (6,1+3,5%). Com isso, fica evidente a necessidade de realizar este procedimento
para matrizes como o lodo de estacdes de tratamento de agua (ETAS), em que haja sais
metalicos que possam afetar o desempenho da IMS, a qual é baseada no acoplamento de

macromoléculas a 6xido de ferro (FesOa4) superparamagnético (AUSTIN; PAGOTTO, 2003).

5.4.3. Resultados da concentracao por floculacdo em carbonato de calcio (FCCa)
A Tabela 10 indica a recuperacdo de cistos e oocistos nas amostras de lodo inoculadas
com volumes de suspensao, submetidas a concentracdo por floculagdo em carbonato de calcio

(FCCa), sem que houvesse purificacdo. A recuperacdo média obtida ndo atendeu ao critério
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do Meétodo 1623.1 (USEPA, 2012), para nenhum dos microrganismos nas amostras
concentradas submetidas a reacdo de imunofluorescéncia direta (RID), além de o coeficiente

de variacdo ter superado o valor maximo exigido.

Tabela 10 - Recuperacdo de (oo)cistos em amostras de lodo submetida a FCCa sem etapa de purificacdo

Amostra Giardia muris Cryptosporidium parvum
1 1 14
2 1 6
3 0 1
4 0 7
Média+DP (n° (oo)cistos) 0,50+0,50 7,00%4,65
Recuperac¢do média (%) 0,27+0,27 12+7,95
CV (%) 100 66,24

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.

Notaz O valor médio inoculado de G. muris nas amostras de lodo foi estimado como sendo igual a 1853+197
Cist0s.100mL™* de lodo (aliquota de 10pL de suspensdo; n=3). O valor médio inoculado de C. parvum nas
amostras de lodo foi estimado como sendo igual a 583+164 oocistos.100 mL! de lodo (aliquota de 30 uL de
suspensao; n=3).

Ao avaliar métodos de floculagdo para a concentracao de Cryptosporidium parvum em
amostras de agua potavel (turbidez menor que 1 uT) onde foram inoculados 2,5 x 10° oocistos
L1, Karanis e Kimura (2002) obtiveram recuperagdo de 38,8% (*12,1%) utilizando o
carbonato de calcio. Também utilizando &gua de estudo (54,8 uT), porém com indculo de
(oo)cistos marcados provenientes de kits comerciais certificados pelo Método 1623.1 da
USEPA (2012), Andreoli e Sabogal-Paz (2017) obtiveram recuperacdes satisfatorias para
cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp., sendo que a recuperacdo dos
oocistos foi superior a de Giardia spp., independente do protocolo testado.

No caso da presente matriz, contudo, houve influéncia da dificuldade de visualizacdo
intrinseca a G. muris (ALDERISIO et al., 2017) e alta turbidez do lodo (538 uT). Isto pode
ser verificado na Figura 29, que exibe o aspecto das laminas de microscopia imediatamente
apos o indculo das aliquotas da amostra concentrada (a) e depois do preparo com 0s reagentes
do kit Merifluor®, DAPI e Fluoroshield™ e iodeto de propidio (IP). Ademais, é possivel
observar que ha perda de amostra, em funcdo das lavagens durante o preparo da lamina para
RID e, além disso, os pocos de microscopia apresentam quantidade expressiva de sujidades,
que comprometem a identificagdo de (oo)cistos durante a analise em microscopio. Este fato

indicou a necessidade de adicionar a etapa de purificacéo.
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Figura 29- Aliquotas de lodo concentrado por FCCa sem etapa de purificacdo: (a) recém-inoculadas no poco de
microscopia; (b) apds preparo com os reagentes de RID
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4.4. Resultados para FCCa + IMS com prévia remocdo de particulas
magnéticas

O acréscimo da purificacdo por separacdo imunomagnética (IMS) promoveu aumento
na recuperacdo de cistos de Cryptosporidium parvum (11%=+2,02) nas amostras de lodo
inoculadas com suspensao, conforme indicado na Tabela 11. Contudo, a exigéncia do Método
1623.1 (USEPA, 2012), i. e. acima de 32%, ndo foi atingida. Quanto a Giardia muris,
manteve-se a auséncia de recuperacdo, justificada novamente pela sua dificuldade de
identificacdo refletir em recuperacdo insatisfatdria. Os resultados sdo apresentados com mais
detalhes na Tabela 11 em funcdo do nimero de (oo)cistos identificados em cada dissociacédo
acida.

Os resultados foram contrarios ao esperado, com base em estudo similar realizado por
Giglio e Sabogal-Paz, (2018) utilizando lodo proveniente de ensaios jarteste para tratamento
de &gua simulada com alta turbidez. No referido trabalho, houve recuperacéo de 60,2+26,2%
de oocistos e 46,1+5% de cistos previamente inoculados, valor consideravelmente maior do
que o obtido na presente pesquisa. Cabe ressaltar que o lodo proveniente de agua natural
apresenta caracteristicas fisico-quimicas que diferem da agua sintética, podendo haver
interferentes nas andlises. Tal diferenca de resultados corrobora a necessidade de investigacdo

do método mais adequado para a recuperacao de protozoarios em matrizes complexas.



89

Tabela 11- Recuperacdo de (oo)cistos na amostra de lodo submetida a FCCa + IMS, em funcéo das dissociacdes

acidas.
Giardia muris Cryptosporidium parvum
Amostra Ilj; ssomagg;a > auda; Total Amostra DESOC'agO;: amdaas; Total
1 2 1 0 3 1 69 17 19 105
2 2 0 0 2 2 95 31 1 127
3 2 1 0 3 3 50 32 6 88
4 1 0 3 4 4 93 36 13 142
—— 5
Meédia (n 175 050 075 3,00 Media (n® 2675 2900 975 11550
(00)cistos) (o0)cistos)

DP 0,43 0,50 1,30 0,71 DP 1852 7,18 6,83 20,62
Recuperagéo Recuperagao 11,27+2,0
oor DA (36) 0 0 0  0,16+0,04 oor DA (36) 7 3 1 1

CV 23,57% CVv 17,85%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: FCCa = Floculagdo em carbonato de célcio; IMS = separa¢do imunomagnética; DP = desvio padrdo; DA =
dissociacdo acida; CV = coeficiente de variacao.

Nota2: O valor médio inoculado de G. muris foi estimado como sendo igual a 1837+36 cistos.100mL* de lodo
(aliquota de 10pL de suspensdo; n=3).

O valor médio inoculado de C. parvum foi estimado como sendo igual a 1025+243 oocistos.100mL ! de lodo
(aliquota de 35 pL de suspensdo; n=3).

5.4.5. Resultados para floculagdo com Fe2(SOa4)s + IMS

A Tabela 12 indica a recuperacdo de cistos e oocistos na amostra de lodo submetida a
concentracdo por floculagdo em sulfato férrico (Fe2(SOas)3) seguida de purificagdo por
separacdo imunomagnética (IMS), em funcdo das dissociacfes acidas (DAs). O protocolo de
Fex(S0a4)3 + IMS aplicado atendeu, portanto, ao requisito do Método 1623.1 (USEPA, 2012)
para Cryptosporidium spp.. Os resultados foram satisfatérios tanto em termos de recuperacdo
quanto no coeficiente de variagdo (CV), apresentando recuperacao de 91+31,1%.

A recuperacdo para C. parvum superou o descrito na literatura para matrizes mais
simples. No caso, Karanis e Kimura (2002), ao avaliarem métodos de floculacdo para a
concentracdo de Cryptosporidium parvum em amostras de agua, obtiveram recuperacdo de
61,5% (+2,0%) utilizando o sulfato férrico sem etapa de purificacao.

No que tange aos cistos, apesar de o coeficiente de variagdo deste procedimento ter
atendido as exigéncias do Método, a recuperacdo foi de 6+2,1%, sendo que a minima
requerida é de 8% para Giardia. Contudo, tratando-se de in6culo com G. muris, que apresenta
dificuldades de visualizagdo intrinsecas a baixa fluorescéncia da espécie (ALDERISIO et al.,
2017), bem como as particularidades da matriz em andlise, 0s resultados apresentaram-se
interessantes para Giardia spp. em geral. Detalhes da Figura 30 permitem verificar como 0s
cistos de G. muris sao facilmente confundidos com sujidades e como a baixa fluorescéncia da
parede os torna visualmente menores em comparacao ao esperado para cistos de Giardia spp,

independente da espécie. Em outras palavras, diante da dificuldade em detectar G. muris
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como organismo alvo, um método capaz de fazé-lo, mesmo em matriz complexa, tende a
evitar que a presenca de cistos seja subestimada por conta de baixa fluorescéncia e demais

interferentes.
Tabela 12- Recuperacédo de (oo)cistos na amostra de lodo submetida a Fe2(SOa); seguida de IMS, em funcéo das

dissociacgdes acidas.
Giardia muris Cryptosporidium parvum

Amostra ?ssomago;as audasy1 Total Amostra D|1s{;soc|agoe52:;1udas3a1 Total
1 42 1 2 45 1 729 107 28 864
2 94 5 0 99 2 977 104 11 1092
3 101 17 3 121 3 1917 93 3 2013
4 94 7 18 119 4 1078 34 43 1155
Média (n° Média (n°
. 82,75 7,50 5,75 96 (oo)cistos 1175,25 845 21,25 1281
(oo)cistos) )
DP 23,70 5,89 7,15 30,68 DP 446,68 29,62 1547 436,27
Recupe- Recupe-
ragdo por 6x1,6 1+0,4 O0£15 6,44x2,06 racdopor 84x318 62,1 2+1,1 91,20+31,06
DA (%) DA (%)
CV 31,95% CV 34,05%

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: Fe»(SO4); = sulfato férrico; IMS = separacdo imunomagnética; DP = desvio padrdo; DA = dissociagdo

acida; CV = coeficiente de variagéo.
Nota2: O valor médio inoculado de G. muris foi estimado como sendo igual a 1491+170 cistos 100mL™* de lodo

(aliquota de 10uL de suspensdo; n=3).
O valor médio inoculado de C. parvum foi estimado como sendo igual a 1404+208 oocistos 100mL* de lodo

(aliquota de 35 uL de suspensdo; n=3).

Figura 30- Cisto de Giardia muris recuperado do lodo submetido a Fez(SO4)s + IMS, visualizado com aumento
de 800x em (a) FITC; (b) DAPI; (c) DIC e; (d) WG

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.4.6. Resultados para floculagédo com Al2(SO4)3 +IMS

A Tabela 13 indica a recuperacao de cistos e oocistos nas amostras de lodo submetidas
a floculagdo com sulfato de aluminio (Al2(SOs)3) sequida de purificagdo por separacéo
imunomagnética (IMS), em funcdo das dissociacdes acidas (DASs). As recuperacfes ndo
atenderam as exigéncias do Método 1623.1 (USEPA, 2012) para nenhum dos protozoarios em
andlise e apresentaram-se aquem dos resultados de Karanis e Kimura (2002) que, aplicando o
sulfato de aluminio para a concentracdo de Cryptosporidium parvum inoculados em amostras
de &gua, obtiveram recuperacéo de 58,1% (£17,0%).

Entretanto, cabe ressaltar que as recuperagdes de G. muris, tal como ocorrido com a
concentracdo com Fex(SOa4)3 apresentaram aumento em relagdo aos demais procedimentos

aplicados. Pode-se afirmar que as floculacdes acidas apresentaram esta particularidade.

Tabela 13 - Recuperacdo de (0o)cistos na amostra de lodo submetida a Alx(SO4)s seguida de IMS, em funcdo das
dissociacdes acidas

Giardia muris Cryptosporidium parvum

Dissociages acidas DissociagOes 4cidas

Amostra 1 D 3 Total Amostra 1 22 3 Total
1 51 14 0 65 1 44 4 1 49
2 52 58 0 110 2 204 12 0 216
3 61 48 5 114 3 25 57 2 84
4 41 18 3 62 4 47 9 5 61
Média
(o] Adi (o]
(n 51,25 3450 200 87,75  Media(n 80 205 2 1025
(oo)cistos (o0)cistos)
)
DP 7,08 18,89 2,12 24,31 DP 72,09 21,27 1,87 66,73
Recupe- Recupe-
ragédo por 2 2 0 4,24+1,18% ragdo por 18 5 0 22’98;014’96
DA (%) DA (%)
CV 27,8% CV 65,1%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Alx(SO4)s = sulfato de aluminio; IMS = separacdo imunomagnética; DP = desvio padrdo; DA =
dissociagdo acida; CV = coeficiente de variacao.

Nota2: O valor médio inoculado de G. muris foi estimado como sendo igual a 2069+49 cistos 100mL"* de lodo
(aliquota de 10puL de suspensdo; n=3).

O valor médio inoculado de C. parvum foi estimado como sendo igual a 446+104 oocistos 100mL* de lodo
(aliquota de 35 pL de suspensdo; n=3).

Neste ensaio, houve a visualizagcdo de dois cistos de Giardia sp., 0os quais foram
considerados autoctones a matriz, isto €, provenientes da amostra de lodo gerada em escala de
bancada a partir do tratamento da agua do Codrrego Monjolinho. Estes cistos foram
encontrados na segunda dissociacdo acida em uma das repeti¢es do procedimento (n=2, 22
DA, Figura 31).

A possibilidade de contaminacdo cruzada foi excluida com base no fato de que nao

estava ocorrendo inéculo de outras espécies que ndo fossem G. muris nas atividades
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laboratoriais paralelas ao teste, apenas com ColorSeed™, o qual apresenta cistos marcados
permanentemente com o corante Texas Red®, que fluoresce em vermelho quando submetido
ao filtro WG, o que ndo ocorreu com os cistos encontrados.

A presenca de cistos detectados no lodo proveniente de tratamento e adensado por
gravidade reiteram, portanto, a necessidade de detec¢do de protozoarios nesta matriz, bem
como o tratamento da mesma, visando identificar o risco sanitario a ela associado, tema deste

trabalho.

Figura 31- Cisto de Giardia sp. recuperado do lodo submetido a Alz(SQa4); + IMS, visualizado com
aumento de 800x em (a) FITC; (b) DAPI; (c) DIC e; (d) WG

€) (d)
10 um 10 um

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4.7. Andlise do efeito do tampéo de lise sobre cistos de Giardia muris

Os resultados obtidos para a recuperacdo de Giardia muris nos procedimentos de
floculacdo com sulfato férrico e sulfato de aluminio incentivaram a investigacao do efeito do
tampdo &cido sobre 0s cistos previamente agregados, na medida em que os demais protocolos
ndo permitiram nenhuma recuperacdo para tal organismo e a etapa de lise acida constituia
fator diferencial, ao comparar os procedimentos estudados. Estimou-se, dessa forma, que a
melhor recuperacdo de G. muris, especificamente, na matriz tenha se devido a acidificacdo da
amostra (contato com solucdo de lise tamponada em 4,7 por 1 h).

O resultado deste procedimento indicou que os cistos da suspensdo de G. muris,
previamente aglomerados, foram desagregados pela acdo do tampéo acido (Figura 32) o que
0s tornou susceptiveis a aderéncia dos anticorpos do kit Dynabeads™. Tratando-se de um
procedimento seletivo de ligacdo, 0 modo como o anticorpo se adere ao organismo alvo é de
direta importancia na eficiéncia de recuperacdo (ZARLENGA; TROUT, 2004). Com isso,
infere-se que o procedimento de separacdo imunomagnética (IMS) para os cistos de G. muris
foi viabilizado, contribuindo com o aumento da recuperacdo se comparada aos demais

métodos estudados.
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Figura 32 - Cistos de G. muris desagregados com tampdo &cido, visualizados sob aumento de 400x em FITC

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4.8. Andlise estatistica dos métodos de recuperacao aplicados para o lodo

A Tabela 14 apresenta um resumo dos resultados de recuperacdo de protozoarios de
suspensdes comerciais inoculados no lodo, em comparagdo aos requisitos do Método 1623.1
(USEPA, 2012). Comparando-se os procedimentos aplicados, verificou-se que a remocao de
particulas magnéticas antes da purificacdo (IMSmag) contribuiu para a recuperacdo de
oocistos de Cryptosporidium parvum, tendo sido empregada em todos os demais métodos que
incluiram separacdo imunomagnética (IMS).

O procedimento de floculacdo em carbonato e célcio (FCCa), seguido ou nao de IMS,
foi insuficiente na recuperacdo de cistos e oocistos, considerando-se o requisito do Método
1623.1 (USEPA, 2012). A inclusdo da etapa de purificacdo reduziu o coeficiente de variacao
(CV) para C. parvum, mas ndo contribuiu com a recuperagcdo de organismos. A analise
estatistica realizada posteriormente (Tabela 15) ndo contemplou FCCa sem purificag&o,
levando em consideracgdo questdes operacionais abordadas no item 5.4.3, que indicaram que a
auséncia de IMS no lodo prejudica a anélise em microscopia.

Além disso, a recuperacao de Giardia muris ndo se aproximou do exigido em nenhum
dos métodos. As floculagdes de carater acido, contudo, apresentaram recuperacdo de G.
muris, (mesmo que abaixo do critério da USEPA (2012), o que indicou um diferencial

proporcionado pela etapa de lise acida, conforme identificado no item 5.4.7.
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Tabela 14 - Recuperagdo de cistos e oocistos de suspensdes inoculadas em lodo, em fungdo do método aplicado

Método de Giardia muris Cryptosporidium parvum
recuperacéo Recuperagéo (%) CV () Recuperacéo (%) CV (%)
CD+ICN7X + IMS 0,00+0,06 57,70 6,09+2,69 44,20
CD+HICN7X + 0,00£0,07 >100% 30,0048,78 28,79
IMSmag
FCCa 0,27+0,27 100,00 12,00+7,95 66,24
FCCa + IMS 0,16+0,04 23,57 11,27£2,01 17,85
Fez2(SO4)3+IMS 6,44+2,06 31,95 91,20+31,06 34,05
Alx(SO4)s+IMS 4,24+1,18 27,80 22,98+14,96 65,10
Método 1623.1 Giardia spp. Cryptosporidium spp.
(USEPA, 2012) 8 - 100 <39 32-100 <37

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: CD = Centrifugac¢do direta; ICN 7X = solucdo de dispersdo detergente; IMS = separacdo imunomagnética
(IMSmag indica a incluséo de etapa de remoc&o de particulas magnéticas, a partir da qual todos 0s
procedimentos de IMS passaram a incluir); FCCa = Floculacio em carbonato de calcio; Alx(SO4); = Floculagéo
com sulfato de aluminio; Fex(SO.)s = Floculagdo com sulfato férrico.

Os resultados de recuperacdo obtidos apresentaram distribuicdo normal, visto que, ao
serem agrupados para teste Shapiro-Wilk, apresentaram valores de P > 0,05. Isto permitiu a
aplicacdo do teste t de Student.

A Tabela 15 apresenta os valores de P (teste t de Student) obtidos para o0s
agrupamentos de todos os procedimentos realizados para recuperacao de oocistos no lodo. No
caso, apresentou-se apenas a analise para os resultados de Cryptosporidium parvum, pois 0s
dados de Giardia muris ndo foram consistentes operacionalmente, havendo, inclusive,

métodos que ndo apresentaram recuperacao (Tabela 14).

Tabela 15 - Comparagdo dos métodos de recuperagdo de oocistos em lodo por analise estatistica (teste t em que
P<0,05 foi considerado significativo).

Métodos analisados Valor P
FCCa + IMS vs CD+ICN7X + IMS 0,538
FCCa + IMS vs Fey(SO4)3+IMS 0,019
FCCa + IMS vs Aly(SO4)3+IMS 0,763
CD+ICN7X + IMS vs Fe;(SO4)3+IMS 0,020
CD+ICN7X + IMS vs Al(SO4)3+IMS 0,535
Fe2(SO4)s+IMS vs Aly(SO4)s+IMS 0,019

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: FCCa = Floculagdo em carbonato de célcio; CD = Centrifugacdo direta; ICN 7X = solucdo de dispersdo
detergente; IMS = separagdo imunomagnética (todas realizadas com etapa de remocao de particulas magnéticas);
Al>(SO.); = Floculagdo com sulfato de aluminio; Fe2(SOa); = Floculagdo com sulfato férrico.

Com base no valor de P, verificou-se que houve diferenca significativa entre as méedias
das recuperacdes por FCCa + IMS em comparagéo a Fex(SO0a4)3+IMS, CD+ICN7X + IMS e
Fe2(SO4)s+IMS, bem como Fez(SO4)3+IMS e Alx(SO4)s+IMS. No caso, a floculagdo com
sulfato férrico foi comum a estas andlises comparativas com P<0,05, sendo, portanto,

estatisticamente significativa. Além disso, apresentou a maior recuperacdo percentual de
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oocistos (item 5.4.5), tendo sido 0 método selecionado para a realizagdo do teste de qualidade

analitica utilizando ColorSeed™.

5.5. Recuperacdo de protozoarios no lodo com ColorSeed™ por Fe2(SO4)3 + IMS

A Tabela 16 indica os resultados obtidos no teste de qualidade analitica do método de
recuperacdo por floculacdo com sulfato férrico (Fe2(SO4)3) seguida de separacdo
imunomagnética (IMS), considerando o in6culo com ColorSeed™. Pode-se observar que as
exigéncias do Método 1623.1 (USEPA, 2012) foram atendidas para Giardia spp., mas nédo
foram suficientes na recuperacao de Cryptosporidium spp., fosse em termos de coeficiente de
variacdo ou de recuperacdo total.

Tabela 16 - Recuperacéo de (oo)cistos provenientes de ColorSeed™ em amostras de lodo com floculagéo em
Fe»(S04)3 seguida de IMS, em funcéo das dissocia¢bes acidas.

Giardia spp. Cryptosporidium spp.

Dissociacdes acidas Dissociacdes acidas

Amostra 1 2 32 Total Amostra 1 2 3 Total
1 28 12 0 40 1 11 3 3 17
2 18 9 6 33 2 1 4 3 8
3 14 14 8 36 3 4 4 7 15
4 13 18 1 32 4 2 1 1 4
Media (n® 4955 1325 375 3525 Meédia (n® 45 3 35 11
(oo)cistos) (oo)cistos)

DP 5,93 3,27 3,34 3,11 DP 3,91 122 218 524
Recuperacgédo o, Recuperagéo por 0
nor DA (%) 18,25 13,25 3,75 35,25% DA (%) 4,50 3,00 35 11,00%

CV 9,00% CV 47,67%

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: Fe,(S0.); = sulfato férrico; IMS = separagdo imunomagnética; DP = desvio padrdo; DA = dissociagdo
acida; CV = coeficiente de variagdo.

A recuperacdo de Giardia spp. ter atendido ao critério da USEPA (2012) corrobora
gue a baixa fluorescéncia de G. muris (ALDERISIO et al. 2017) pode ter refletido em baixa
recuperacdo nos testes que utilizaram suspensdes comerciais. Com relacdo ao obtido para
inéculo com Cryptosporidium parvum (item 5.4.5), em comparagdo aos oocistos de
Cryptosporidium spp., a recuperacao foi reduzida em 80%, mesmo tendo sido reproduzido o
protocolo de concentragdo e purificacdo para avaliar a qualidade analitica. A diferenga de
resultados pode ser relacionada a ordem de grandeza do indculo, capaz de afetar o potencial
de recuperacdo dos oocistos. Karanis e Kimura (2002) aplicando Fe2(SO4)s sem purificacdo
por IMS, identificaram reducdo na recuperagdo, conforme o indculo de oocistos foi alterado

de 1x10° para 2,5x10° e 1x10°, tendo sido recuperados 68,1, 61,5 e 47,0%, respectivamente.
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Houve também investigacdo para entrada de 5x102 oocistos, porém alterou-se o protocolo de
contagem de organismos.

Quanto a purificacdo, cabe mencionar que, apesar de aumentar 0S custos e a
complexidade experimental, a inclusdo de terceira dissociacdo acida pode contribuir para a
validagdo do protocolo testado. Em analises com &gua tratada por ciclo completo com
flotacdo, em escala de bancada, Andreoli e Sabogal-Paz (2017) identificaram que a terceira
dissociacdo acida aumentou a recuperacdo de cistos em 8% e de oocistos em 14,2%. No
presente trabalho, considerar a terceira dissociac@o acresceu a recuperacdo de Giardia spp. em
3,75% e de Cryptosporidium spp. em 3,50% nas amostras de lodo testadas.

N&o foram encontrados (oo)cistos na amostra referente ao branco, o que indica que
ndo houve contaminacdes cruzadas durante o teste, tampouco a possibilidade de ocorréncia de
protozodarios provenientes da matriz. Tal fato € corroborado pela visualizacdo dos (oo)cistos
em WG, em que todos os (0o)cistos apresentaram-se corados em vermelho (proveniente da

marcagdo permanente com Texas Red® do ColorSeed ™).

5.6. Recuperacao de protozoarios na agua de lavagem de filtros (ALF), contendo

volumes de suspensdes de (00)cistos

Os resultados sdo apresentados a seguir em funcdo do método aplicado.

5.6.1. Resultados obtidos por FM + raspagem com Tween® 80 (0,1%0, 45°)

A recuperacdo de protozoarios da ALF por meio de filtragdo seguido de raspagem das
membranas com Tween® aquecido a 45°C é apresentada na Tabela 17. Considerando-se o
Método 1623.1 (USEPA, 2012), foi alcancada a recuperagdo média percentual minima
exigida para ambas as espécies, contudo, os coeficientes de variacdo ultrapassaram o
aceitavel.

Cabe observar que a recuperacdo media de Cryptosporidium parvum (visualizagdo na
Figura 33) apresentou o valor de 100%, mesmo n&o tendo sido identificado valor aproximado
do nimero de (oo)cistos inoculados (também tratado com base em valor médio determinado
em triplicata). Este resultado reflete a imprecisdo da adoc¢éo de coeficientes de multiplicacgéo,
pois, mesmo tendo sido utilizado o volume concentrado de 0,5 mL para retirada da aliquota
para microscopia, o0 sedimento em si apresentava volume menor, ndo identificavel no tubo de
centrifuga. Deste modo, a razéo entre o volume da aliquota e do concentrado também consiste

em uma estimativa que, no presente caso, pode ter superestimado o calculo.
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Tabela 17 - Recuperagdo de (oo)cistos na amostra de ALF submetida a FM sem etapa de purificacdo

Amostra Giardia muris Cryptosporidium parvum
1 80 228
2 42 65
3 36 112
4 33 104
Média+DP (n° (oo)cistos) 47,75+18,90 127,27+60,82
Recuperac¢do média (%) 17,36+6,87 100+49,18
CV (%) 39,58 47,80

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: ALF = 4gua de lavagem de filtros; FM = filtracdo em membrana; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de
variacéo.

Notaz O valor médio inoculado de G. muris em 1000 mL de ALF foi estimado como sendo igual a 1375+218
cistos.1L! de ALF (aliquota de 10uL de suspensdo; n=3). O valor médio inoculado de C. parvum em 1 L de ALF
foi estimado como sendo igual a 618+228 oocistos.1L* de ALF (aliquota de 30 uL de suspensdo; n=3).

Figura 33- Oocistos de C. parvum recuperados da ALF recuperados por FM. Visualizagdo com aumento de 400x
em (a) DAPI; (b) FITC.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apesar dos resultados para recuperacdo média percentual, o critério do Método 1623.1
(USEPA, 2012) para validar a recuperacao de (oo)cistos ndo foi atingido, pois o coeficiente
de variacdo (CV) dos oocistos de Cryptosporidium parvum, superou o valor de 37% (méaximo
exigido para a espécie). O CV indica uma relagdo entre a média e o desvio padrdo das
repeticdes e, com isso, mostra quao diferentes elas podem ser. No caso do método da FM sem
IMS, é possivel presumir que as aliquotas de sedimento que sdo coletadas para RID ndo
necessariamente apresentam as mesmas caracteristicas, mesmo que o pellet seja devidamente
homogeneizado.

Do mesmo modo, a recuperacdo de Giardia muris atendeu ao intervalo de 8-100% do
Método 1623.1 (USEPA, 2012), mas o coeficiente de variagdo superou o valor de 39%. No
entanto, diferentemente da recuperagdo de C. parvum, 0s cistos apresentaram recuperagdo
consideravelmente mais baixa, tendo sido encontrado um ndmero menor em comparagao ao

de oocistos, mesmo que o inéculo tenha sido maior, em numero.
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A baixa fluorescéncia de G. muris (ALDERISIO et al., 2017) pode ter influenciado
negativamente na recuperagdo da espécie. Sua identificacdo foi possivel de ser realizada
apenas em 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), tendo em vista que o preparo das laminas
considerou uma etapa de adicdo de Fluoroshield™ com DAPI (Sigma-Aldrich®), apesar de
este corante ser recomendado pelo Método 1623.1 da USEPA (2012) com o objetivo de
fornecer um teste confirmatorio, ndo de identificacdo. A Figura 34 indica exemplos em que
cistos de G. muris sao identificados em DAPI, mas ndo aparecem em FITC, o que tornou a

leitura das laminas laboriosa e demorada.

Figura 34 - Cisto de G. muris recuperado da ALF por FM. Visualizagdo com aumento de 400x em (a) DAPI; (b)
FITC, e; Aumento de 800 x em (c) DAPI; (d) FITC.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.6.2. Resultados obtidos pela FM + raspagem com Tween® 80 (0,1%, 45°) +
IMS

A recuperacgdo de cistos e oocistos inoculados na ALF submetida a filtragdo seguida de
raspagem das membranas com solugcdo eluidora aquecida a 45°C, dupla centrifugacédo e
purificacdo do sedimento por separacdo imunomagnetica (FM + IMS) é apresentada na

Tabela 18. Os resultados apresentados na

Tabela 18, indicam que a recuperacdo de Giardia muris foi insuficiente e que a de
Cryptosporidium parvum, por sua vez, atendeu ao critério do Método 1623.1 da USEPA
(2012), tanto em média de recuperagdo, quanto em coeficiente de variacdo (CV). Aléem disso,
a visualizacdo de oocistos recuperados na matriz foi clara sob reacdo de imunofluorescéncia

direta (RID), tal como exibido na Figura 35.
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Tabela 18- Recuperacdo de (oo)cistos em amostras de ALF submetidas a FM + IMS, em func¢éo das dissociacbes

acidas.
Giardia muris Cryptosporidium parvum
Amostra Dlljsomagggs amdg: Total Amostra 1E{)}llssoma(;oezsa aC|das361 Total
1 6 0 0 6 1 329 7 4 340
2 5 4 0 9 2 362 55 3 420
3 0 0 0 0 3 205 9 0 214
4 7 0 0 7 4 310 8 4 322
Media(n® — ,5 1 ¢ 55 Media (n® 45, 20 275 324
(00)cistos) (oo)cistos)

DP 2,69 2 0 3,4 DP 58,7 20 164 734
Recuperacéo 0 Recuperacéo 0
por DA (%) 0 0 0 0,00% por DA (%) 41 3 0 43,90%

CV 60,98% CV 22,67%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: ALF = 4gua de lavagem de filtros; FM = filtragdo em membrana; IMS = separa¢do imunomagnética; DP =
desvio padrdo; DA = dissociacao &cida; CV = coeficiente de variacéo.

Notaz O valor médio inoculado de G. muris em 1000 mL de ALF foi estimado como sendo igual a 2089429
cistos.1L! de ALF (aliquota de 10uL de suspensdo; n=3).

O valor médio inoculado de C. parvum em 1000 mL de ALF foi estimado como sendo igual a 738497
oocistos.1L™ de ALF (aliquota de 30 uL de suspensio; n=3).

Além das dificuldades intrinsecas a identificacdo de Giardia muris no que tange a
baixa fluorescéncia (ALDERISIO et al., 2017), cabe ressaltar que se estima que 0s cistos ndo
estivessem passiveis de serem capturados pelos anticorpos monoclonais associados as esferas
magnéticas do kit para IMS (Dynabeads™), devido as aglomeragdes presentes nas
suspensdes. Estes aglomerados, causados em geral por contaminacdo fdngica, sdo de
ocorréncia tipica ao trabalhar-se com suspensfes comerciais, tendo sido verificados em

demais indculos . Seu aspecto pode ser visto na Figura 36.

Figura 35 - Oocistos de C. parvum recuperados da ALF recuperados por FM + IMS. Visualizagdo com aumento
de 400x em (a) DAPI; (b) FITC.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 36 - Aglomerado de G. muris e sujidades encontradas na suspensdo visualizados em FITC sob aumento
de (a) 200x, e; (b) 400x

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.7. Recuperacdo de protozoarios na agua de lavagem de filtros (ALF) contendo

ColorSeed™

A Tabela 19 apresenta 0 resumo das recuperacdes obtidas para filtragdo em
membranas, seguida de raspagem com Tween® 80 aquecido, seguida ou ndo de separacdo
imunomagnética (IMS), em compara¢do com 0s requisitos do Método 1623.1 (USEPA,
2012). Os dados apresentaram distribuicdo normal pelo teste Shapiro-Wilk. Sua analise
estatistica indicou diferenca significativa entre as médias (P = 0,012), com confiabilidade de
95% pelo teste t de Student.

Tabela 19 - Recuperacdo de cistos e oocistos de suspensdes inoculadas em ALF, em funcdo do método aplicado

Método de Gi:ardia muris Cryptosporidium parvum
recuperacgao Recu(gz;agao CV (%) Recuperagéo (%) CV (%)
FM 17,36+6,87 39,58 100+49,18 47,8
FM + IMS 0,00+0,16 60,98 43,9049,95 22,67
Metodo 1623.1 Giardia spp. Cryptosporidium spp.
(USEPA, 2012) 8-100 <39 31-100 <37

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: ALF = 4gua de lavagem de filtros; FM = filtragdo em membrana; IMS = separacdo imunomagnética; CV =
coeficiente de variagdo.
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Desta forma, optou-se por realizar o teste de qualidade analitica com ColorSeed™
aplicando o método que empregou a etapa de separa¢do imunomagnética (item 5.6.2), pois,
apesar de ter apresentado recuperacédo insuficiente de Giardia muris, atendeu a exigéncia do
Método 1623.1 (USEPA, 2012), tanto em recuperacdo, quanto em coeficiente de variacéo
para Cryptosporidium parvum, organismo que foi considerado no teste estatistico. Além
disso, a inclusdo da etapa de purificacdo assegura que, em ocasides de variacdo na qualidade
da agua de lavagem de filtros (e. g. aumento na turbidez ou sélidos suspensos), seré realizada
maior remocdo de interferentes e ndo haverad simplificaces na estimativa de recuperacgéo, a
exemplo da utilizacdo de fatores de correcéo.

A Tabela 20 indica os resultados do teste de qualidade analitica de concentracdo por
filtracdo em membranas seguida de raspagem com solucdo eluidora aquecida a 45°C, dupla
centrifugacdo e purificacdo do sedimento por separacdo imunomagnética (FM+IMS) da agua
de lavagem de filtros inoculada com ColorSeed™" A recuperacdo de Giardia spp. (Figura 37)
foi satisfatoria de acordo com o Método 1623.1 (USEPA, 2012), o que corrobora que os testes
com a suspensdo foram insuficientes no procedimento com IMS devido aos aglomerados de
cistos (item 5.6.2, Figura 36). Entretanto, o método ndo atendeu os requisitos para
Cryptosporidium spp. (Figura 38), o que, a principio, entende-se por ter se devido a influéncia
de uma ordem de grandeza menor do indculo. Nao foram encontrados (oo)cistos na amostra

referente ao branco.

Tabela 20 - Recuperacéo de (oo)cistos provenientes de ColorSeed™ em amostras de ALF submetidas a FM +
IMS, em funcdo das dissociagdes &cidas.

Giardia spp. Cryptosporidium spp.

Dissociagbes &cidas DissociagOes 4cidas

Amostra 1 T 3 Total Amostra 1a 2 3 Total
1 8 1 1 10 1 1 0 0 1
2 10 2 1 13 2 0 1 1 2
3 9 2 1 12 3 0 0 0 0
4 14 2 1 17 4 5 0 0 5
Media(n® 1555 175 1 13 Media (n° 15 025 025 2
(oo)cistos) (o0)cistos)

DP 228 043 0,00 2,55 DP 2,06 043 043 187
Recuperagéo 0 Recuperacéo por 0
por DA (%) 10,25 1,75 1 13,00% DA (%) 15 0,25 0,25 2,00%

CV 0 19,61% CV 93,54%

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: ALF = 4gua de lavagem de filtros; FM = filtragdo em membrana; IMS = separa¢do imunomagnética; DP =
desvio padrdo; DA = dissociacao &cida; CV = coeficiente de variacéo.
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Figura 37- Aspecto de cisto recuperado em amostra de ALF sob aumento de 400x em (a) FITC, (b) WG; (c)
DAPI ¢; (d) DIC

Fonte: Elaborado pelo autor.
Notas: ALF = &gua de lavagem de filtros; Setas brancas indicam cistos de Giardia sp. e setas vermelhas /
segmentadas indicam esferas magnéticas capturadas mesmo apds a dissociacéo acida.

Figura 38 - Aspecto de oocisto recuperado em amostra de ALF sob aumento de 400x em (a) FITC, (b) WG

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: Setas brancas indicam cistos de Cryptosporidium sp.

A interpretacdo e comparacgdo de dados apresentados em estudos sobre protozoarios é
dificultada por conta do emprego de diferentes procedimentos, técnicas e amostragem,
concentracdo e status epidemioldgico das populacbes (ONGERTH, 2013). Isto leva a
diferentes resultados, atendendo ou ndo expectativas de desempenho dos métodos, tal como

ocorreu no presente trabalho.

5.8. Estimativa de viabilidade dos métodos de recuperacgéo aplicados

A Tabela 21 apresenta os resultados positivos para incorporacdo de iodeto de propidio
(IP) em oocistos de Cryptosporidium parvum para os métodos de recuperacdo testados. Os
dados sdo apresentados em fungdo da média percentual de oocistos corados em relacdo aos
identificados, tanto na estimativa do indculo, quanto na recuperacao obtida, i. e. antes e depois
de submetidos aos metodos de recuperacdo. Desta forma, pode-se entender a perda de

viabilidade como a diferenca no percentual de oocistos corados apds a recuperacao.
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Tabela 21 - Percentual de oocistos de Cryptosporidium parvum corados com iodeto de propidio (IP), em funcéo
do método de recuperacdo aplicado

Diferenca no

Mat Método de Corados com IPno  Corados com IP na ercentual de Idade da
riz recuperacéo inoculo (n=3) recuperacgdo (n=4) incgrporagéo de 1P suspensao
ALF FM 7,33% 25,34% 18,01% 128 dias
ALF FM+IMS 11,34% 29,48% 18,14% 134 dias
Lodo FCCa + IMS 34,15% 88,53% 54,38% 169 dias
CD+ICN7X + 0 0 .
Lodo IMS 19,40% 90,53% 71.13% 177 dias
Lodo Fey(SO4)3+IMS 33,22% 94,89% 61,67% 191 dias
Lodo  Alx(SO4)3+IMS 36,10% 98,78% 62,68% 204 dias

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: ALF = 4gua de lavagem de filtros; FM = Filtracdo em membrana; IMS = separa¢do imunomagnética;
FCCa = floculagdo com carbonato de célcio; CD + ICN7X = centrifugagdo direta e adi¢do de solugdo de
disperséo detergente ICN7X; Fex(SO4)s = floculagdo com sulfato férrico; Alx(SO4)s = floculagdo com sulfato de
aluminio.

Os procedimentos que envolveram insercdo de tampdo acido e centrifugacdo
refrigerada (métodos incluindo floculacdo com sulfato férrico e sulfato de aluminio) exibiram
a maior perda de viabilidade de oocistos (acima de 94% com incorporacao de corante, i. e.,
apresentando membrana danificada). A floculagdo em meio béasico, contudo, também
proporcionou grande perda de viabilidade, visto que aproximadamente 88% dos oocistos
recuperados por floculagdo em carbonato de célcio incorporaram IP.

No caso da filtragdo em membranas (FM) e centrifugacdo direta (CD), ndo era
esperada perda de viabilidade significativa, na medida em que ndo constituem métodos
invasivos em termos de amplitude de alteracdo de temperatura ou pH. Entretanto, apesar de
0s resultados para 0os métodos com FM corroborarem esta expectativa, a recuperacao por
centrifugacdo direta (CD) com adi¢éo de solucédo de disperséo detergente ICN 7X (MP BIO®)
a 1%, seguida de separacdo imunomagnética (IMS), apresentou aproximadamente 70% de

diferenga percentual na quantidade de oocistos corados.

5.9. Estimativa de custo dos métodos de recuperacdo de protozoarios

A Tabela 22 indica os custos aproximados relativos aos procedimentos de recuperacao
de cistos e oocistos aplicando: concentracdo com custo desprezivel ou a realizacdo desta etapa
por filtragdo em membranas (FM); a inclusdo ou ndo de purificagdo por separacdo
imunomagnética (IMS), e; a deteccdo por reagdo de imunofluorescéncia direta (RID). Este
levantamento, baseado em reagentes consumiveis, indicou valores expressivos para cada

analise, que corroboram a necessidade de investigar métodos de recuperacao que reflitam, de
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fato, a ocorréncia de (oo)cistos na matriz estudada, de modo que o investimento nestes testes
forneca dados concisos e representativos. Além disso, cabe citar que a realizacdo de testes de
deteccdo de protozoarios exige investimentos em infraestrutura de laboratério, néo
contemplados na presente analise, mas que constituem demandas financeiras expressivas, a

exemplo da aquisicdo de equipamentos como centrifuga, microscopio 6ético, incubadora,

dentre outros.

Tabela 22 - Custo unitario de reagentes consumiveis na recuperacdo de (oo)cistos em funcédo das etapas de

analise
Materiais e Valor do Valor Valor Custo do Total por
Etapas L . Usos reagente por s
reagentes produto corrigido unitario analise analise
Concen- Merifluor® R$2.850,00 R$2.934,75 R$ 58,70 2 R$ 117,39
3 H ™
trageo e F'gg:gsgﬁg RS 26535 R$ 28806 R$ 144 2 RS 288 912027
Membranas R$ 190,00 R$ 203,58 R$ 2,04 3 R$ 6,11
FMeRip Meriflio®  RS285000 R$293475 RS 5870 2  RSILTI o ioco0
- TM 1
F"égg’sgf\m R$ 26535 R$ 28806 R$ 144 2 R$ 2,88
Concen-  Dynabeads™  R$ 16.611,18 R$ 18.221,48 R$ 36443 1  R$ 364,43
tracéo, Merifluor® R$ 2.850,00 R$ 2.934,75 R$ 58,70 3 R$ 176,09 RS 544 84
iald™ '
HI\Q/II?DG F";g:;’sgﬁ';'l R$ 26535 R$ 28806 R$ 144 3 RS 432
Membranas  R$ 190,00 R$ 20358 R$ 2,04 3 RS 611
v Mg Dynabeads™  R$1661118 R$18.22148 R$36443 1  R$36443
S RID Merifluor®  R$2.850,00 R$ 2.93475 R$ 5870 3  R$17609  R$ 550,95
H ™
F'Eg;‘fgﬁ:ﬂ R$ 26535 R$ 28806 R$ 144 3 R$ 4,32

Fonte: Elaborado pelo autor.

Notas: FM = Filtragdo em membranas; IMS = separagdo imunomagnética; reacao de imunofluorescéncia direta.
Né&o foram contabilizados custos de concentragéo por centrifugacédo, tampouco floculacéo.

No caso de FM, foram consideradas, genericamente, 3 membranas por litro a ser concentrado, mas esta
quantidade varia em funcéo da turbidez da amostra.

O custo do reagente Fluoroshield™ com DAPI referiu-se ao frasco de 20 mL, considerando volume médio da
gota como sendo de 50uL e levando em conta que a montagem das laminas para microscopia requer duas gotas

por pogo.
Valores corrigidos para dezembro de 2018 pelo indice IGP-M (FGV).

A concentracdo de protozoarios nas matrizes estudadas, por meio de membranas de
nitrato de celulose com didmetro de 47 mm e porosidade nominal de 3 um, corresponde a
5,1% de incremento nos custos de recuperacdo de protozoarios em que é realizada
centrifugacdo direta ou floculacdo, por exemplo, nas quais o custo predominante € vinculado a
RID. Isto incentiva que demais procedimentos de concentracdo sejam verificados para
amostras com caracteristicas similares as da agua de lavagem de filtros (ALF), estudada neste

trabalho com concentracdo por meio de FM.
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Quanto a inclusdo de etapa de purificacdo por IMS, ha consideravel aumento nos
custos de recuperagéo, conforme indicado por Andreoli e Sabogal-Paz (2017) com dados de
2016. Giglio e Sabogal-Paz (2018) tambeém realizaram este levantamento de custos,
considerando dados corrigidos para julho de 2018, tendo sido obtidos valores similares ao do
presente estudo, se levada em consideracdo a variacdo da conversdo da moeda (délar para
real) e o fato de foram aplicadas duas dissocia¢des acidas por amostra submetida a IMS.

No presente estudo, corrigido para 2018, o protocolo de IMS com trés dissociagdes
acidas exige um investimento aproximado de R$ 544,84 por amostra, sem que sejam
incorporados valores referentes ao método de concentragcdo. Apesar de constituir a etapa mais
onerosa do procedimento de recuperacao de cistos e oocistos, porém, a etapa de purificacao é
fundamental em matrizes complexas, a exemplo do apresentado neste estudo para o lodo
(item 5.4.3).

A andlise dos custos permitiu constatar que a inclusdo do teste confirmatorio
recomendado pelo Método 1623.1 (USEPA, 2012) utilizando o corante DAPI ndo altera a
ordem de grandeza dos custos. Isto reforca sua utilizacdo, principalmente, pois auxilia na
indicacdo de organismos presentes na amostra que ndo tenham sido claramente visualizados
sob fluorescéncia no filtro FITC, a exemplo do que ocorre com Giardia muris (ALDERISIO
et al., 2017), o que, na auséncia da analise com DAPI, subestimaria a ocorréncia de Giardia
spp., comprometendo os resultados de recuperacao de cistos.
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5. CONCLUSOES

A utilizacdo do cloreto de polialuminio (PAC) apresentou remoc6es de turbidez e cor
satisfatorias para o tratamento da agua de manancial superficial em estudo em ampla faixa de
pH, recomendando-se a utilizagcdo do pH neutro. Estes resultados indicam vantagem do uso do
PAC, por ndo exigir custos com alcalinizantes. Além disso, a sele¢cdo dos parédmetros
operacionais permitiu compreender a influéncia dessas condi¢Ges no tratamento com PAC e
direcionar demais estudos com matrizes similares.

As caracteristicas das matrizes geradas, lodo e agua de lavagem de filtros (ALF),
indicaram complexidade no estabelecimento de um método de recuperacdo de protozoarios,
justificando a investigacdo de diferentes procedimentos.

O uso de corantes vitais de acdo simultdnea em cistos de Giardia muris e oocistos de
Cryptosporidium parvum néo foi eficaz. Assume-se que isso tenha sido devido a interferéncia da
fluorescéncia dos reagentes de deteccdo do kit Merifluor® e da baixa fluorescéncia de Giardia
muris, bem como a espessura das paredes de oocistos, que prejudicam a incorporacao de corantes
a base de fluoresceina. Neste trabalho, foi, portanto, de melhor interesse utilizar o iodeto de
propidio para estimar viabilidade de (oo)cistos, baseando-se unicamente na impermeabilidade ao
corante, no caso de organismos de membrana intacta, considerados viaveis.

Com relag8o a recuperagdo de protozoarios no lodo, foram obtidos melhores resultados
utilizando concentracéo por flocula¢do acida seguidas de separacdo imunomagnética (IMS). Neste
contexto, destacou-se a floculacdo com sulfato férrico (Fe2(SQO.)s), a partir da qual, as
recuperacbes de cistos e oocistos de suspensdo comercial foram de 6,44% e 91,20%,
respectivamente. O ensaio de qualidade analitica aplicando indculo de ColorSeed™ foi realizado
para este método e atendeu ao requerido pelo Método 1623.1 da USEPA (2012) para recuperacdo
de Giardia spp. (32,25% e coeficiente de variagdo — CV de 9,00%), mas n&o foi suficiente para
Cryptostoridium spp. (11,00%; CV de 47,67%).

Os testes de recuperacéo aplicados sobre a ALF inoculada com suspensdes comerciais de
Giardia muris e Cryptosporidium parvum indicaram resultados mais coerentes analiticamente
para 0 método de filtragdo em membrana com raspagem utilizando Tween® 80 (45 °C, 0,1%)
seguida de etapa de purificacéo por IMS, do que aquele que ndo contemplou a purificacdo. Apesar
de néo ter havido recuperacéo de G. muris, a recuperacao média de oocistos de C. parvum foi de
43,9%. O ensaio de qualidade analitica com indculo de ColorSeed™ reproduziu, portanto, este

procedimento. Os resultados atenderam ao requerido pelo Método 1623.1 da USEPA (2012) para
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Giardia spp. (recuperacdo de 13,00%, CV = 19,61%), mas ndo foram suficientes para
Cryptostoridium spp. (2,00%; CV = 93,54%).

A incluséo de iodeto de propidio (IP) por oocistos de C. parvum foi utilizada para
estimar o efeito dos diferentes métodos de recuperacdo aplicados sobre a viabilidade dos
organismos. Verificou-se que os procedimentos de concentracdo que envolveram baixas
temperaturas de centrifugacdo e mudangas de pH para caréater &cido (floculacdo em Fex(SQOa)3
e Alx(SO4)3 reduziram a viabilidade de aproximadamente 60% dos oocistos recuperados.
Contrario as expectativas, o procedimento de centrifugacdo direta com solucdo de dispersdo
detergente promoveu a maior incorporacdo de IP, de aproximadamente 70%, considerando a
diferenca percentual entre o indculo e os oocistos recuperados. Estes resultados reforcam o fato de
que procedimentos analiticos de recuperacéo de protozoarios promovem danos morfoldgicos aos
organismos, prejudicando a interpretacdo de dados de viabilidade, cujo método de estimativa
também deve ser investigado.

A anélise de custos dos métodos de recuperacao indicados reitera o fato de que testes
para a deteccao de cistos e oocistos em amostras ambientais exigem investimentos financeiros
expressivos, principalmente vinculados a etapa de purificacdo. Com isso, deve-se insistir na
pesquisa de procedimentos mais adequados para matrizes complexas, em busca de definir
uma metodologia que garanta dados significativos e realistas quanto a ocorréncia dos

organismos-alvo.
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ANEXO 2 - Especificacdo e laudo de analise da suspensdo de Cryptosporidium parvum
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Source of the oocyse: Experimensally infected catves

Species/genus dentification method(s i Direct immunoffuorescence microscopy with
genus-specific monoclonal antibodies; also phase microscopy,

oty O8-19 Date shed: 3/3/1Q l
Total number of pocysts provided:  SX Q% Dage purified: 3 Iohg I
Total volume:
O 4mlL S8 ml O other:

Storage sodution;

HPES with peaicillin, streptormycin, gentumicin, Amphotencin B, 0.01% Tween 20
O 5% FormalinPBS & 0.01% Tween 20
O other:

Punfication metbod(s): Oocysts are purilied from feces by sucrose and Percoll density gradient
centrifugation, after inatial extraction of foces with diethy] ether.

Quantitation Method: Neubauer hemacytameter cousting, using red blood cell method.
Storage Conditicas: 4 % 6 degrees Celcius (i e. relngerator lemperatare)

Exparaton dase: The shelf life of live C, parvum oocysts is geasantecd wp (0 2 months afier the
date of shipment; however, viabelity and useful life of oocysts foe research may continee for a
much longer penod provided cocysts are stored mt refn gemtor (4-8 deg. C) tempembares in the
presence of atibeotscs, inctoding Amphotencin B as fungiorde (025 ug per ml). Foonsalinized
oocysts are guaraoteed for & months alter date of receipl.

The organisms enclosed in this package are infectious to hemans and animals by oral ingestion. The safe
handling and disposal of the coatents of thes package are the responsbility of the recipiest.
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ANEXO 3 - Especificagdo e laudo de analise da suspensdo de Giardia muris

- Wiilerhome™ | lnc.
. Clirdeal ard Envirnmental Farssiinkogy Prosdiects
05 Hurst Sireel, Moo Ovicans, LA J01E URA

Fizl, & Fan: 50-805-333 o Toll-Fres: S60.E50- 0500
Fanail; costssredy s thar mim: L14n
A A e T i AT

Produoct Specification and Analysis Report: Giardia muris

Froduct: Suspension of cysts of Giandes maris, Faberis-Thompson isalare, for use in research,
Source of Cysts: Experimentally infected CFW Mico

Species'genus identification method(l: Direct immusallsorescence Migmscopy with genus
specific mosoclonal antibodies: also phase microseopy.

Lot #:(M61 18

Date shed: 1/ 2 14 hg

Date pusified:y [ == |4 18

Total number of cysts provided: 5% 16

Taial volume:; 4 ml alher:

Sorape solion; t Dhe-snmized waser with penicillin, mmuna'ﬁn.ganun—;wn.m IIIJ{I'I%_-I

R

5% Formalin/PES amd D003%E Tween 20

O
nther;
L
Purification Methodis): Cyses nre parified from feces by sucrase and Percall densicy gradeent

oemirifugalson.
Chmstitation Methpdiz) Meshauer hemacyronsser counting, using red Blood cell method.
Storaps Condilisids ) 4° Celeius

Expiration Drale: Sugpenssons of live cysts expire 21 days after the date of shipmen;
Formalinized cysts capive & months after the dare of shipment,



ANEXO 4 — Especificacdo e laudo de analise do inéculo ColorSeed™

ColorSeed™

Certlificate of Analysis

Batch Number: B 252

GeEmeral .
Sataty: This product is non-hazandous. E‘.ﬂ'f..,, Maa 80
Slarag: 2.8°C. Do not freeze. Crypdosporiddam count: 99 1.3
Calgdogus Husber:  CSCE100 R 80
Fraparation Date: 31 May 2018 (Sandla oot =8 1.7
Engiration Date: 28 Seplember 3018 DAPI staining
Violume: 1022 ml += 42d Cryplosporidiam % +ve 100
Susgsanaben mediic.  Bubiered saline sokusdon.

lardla T +ae 100
Stwilmation mathed.  Garmma iradiation. L |

Stock specifics
Degantam! Cryplosparidium panuwm
Sirain: loma
Sourcs: Baving
Shed dati 11 May 2018
Parrilicatsn mitlsd:  DECONINICUE SUDFDSE and cosiom chionde oeniriugation gradisnts.

Cegasimm: Gianda lambia

Barain: H3

Benwen: Garbil

Esad dile: 11 My 2018

Purification methad:  Sucnose and Percoll dersity gradient centrifugation
Cuality Assurance Officer N
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ANEXO 5 - Certificado de analise do kit Dynabeads®

98-14289-00

ggg!{ggﬂosystems Distributed by IDEXX Laboratories
CERTIFICATE OF ANALYSIS momsz uiS;.’:pport )
#73012 Dynabeads™ GC Combo Kit yoyt e
: +1 800 321 0207
Quantity: 130 kit(s) Europe: +00800 4339 9111
Packaging Lot: 00536249 UK: +44 01638 676%%%8
" v China: +86 21 6127/
Storage: a5:3°C Japan: +81 42271 5921
Expiry Date: 06.2020 (MM.YYYY) Australia: +1300 44 3399
z Idexx.com/water
The kit is composed of:
™ ..
Dynabeads ~ anti-Cryptosporidium 041459901 S
Quantity: 1x5mL
Bulk Lot: 1300
Filling Lot: 00528209
Dynabeads™ anti-Glardia d
Quantity: 1x5mL
Bulk Lot: 0900
Filling Lot: 00528216
10 x SL™ Buffer A
Quantity: 1x60mL
Filling Lot: 00528226
10 x SL™ Buffer B
Quantity: 1x60 mL
Filling Lot: 00532205
QUALITY CONTROL
Parameter Method Requirement Result

The method is used for selective separation of Giardia cysts and
Cryptosporidium oocysts from water sample concentrate. The complex of Recovery of
magnetic particles and cysts/oocysts is separated using a magnetic particle | cocysts/cysts in Confoiing
concentrator and subsequently the oocysts/cysts are dissociated from the water should be
beads. The suspension of oocysts/cysts is collected, fixed lo a microscope 270%.

slide, stained and analyzed using a fluorescent microscope.

Functional testing

1SQ CERTIFICATION

Ties product is produced in accordance 1o Thermo Fisher Scientifc Baitics UAB, a wholly owned subsidiary of Thermo Fisher Scientific Inc. (hereinatter Thermo Fisher] certified Quatily
Management (1SO 5001) and Environmental Management (SO 14001) systems. Thesmo Fisher Scientific Ballics UAB s also certified according to the standards 150 13485 (Qualiy
management system for VD madical dewces)

nor is it suitable for

ERQODUCT USE LIMITATION
This product hias been daveloped for ressarch purposes and i witro use only This product has not been tasted for use in diage of for drug
adminisation to humans or amals.

DISCLAIMER OF WARRANTY

Therma Fisher warrants solely to the Buyer that the Products materially conform to Thermo Fisher's publishad specifications for such Products at the tme of order submission. The waranty
peniad is from the bme Thermo Fisher delivers the Product unti the earlier of either the Product s expiry or ‘use by’ date o its specified number of or 12 months from the date Thermo Fisher
delivers the Product THERMO FISHER, ITS AFFILIATES AND DISTRIBUTORS EXPRESSLY DISCLAIM ALL OTHER REPRESENTATIONS AND WARRANTIES, INCLUDING THE
IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY AND FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE. AND ALL OTHER WARRANTIES, EXPRESS OR IMPLIED INCLUDING, WITHOUT
LIMITATION, SATISFACTORY QUALITY AND NON INFRINGEMENT THIS LIMITED WARRANTY PROVIDED HEREIN DOES NOT APPLY TO ANY DEFECT CAUSED BY FAILURE TO
PROVIDE A SUITABLE STORAGE USE OR OPERATING ENVIRONMENT. USE OF NON-RECOMMENDED REAGENTS OR BIOCHEMICALS. THE USE OF ANY PRODUCT FOR A
PURPOSE OR IN A MANNER OTHER THAN THAT FOR WHICH THEY WERE DESIGNED: MODIFICATIONS DONE BY BUYER; OR ANY OTHER ABUSE, MISUSE OR NEGLECT OF
THE PRODUCTS BY BUYER. Any model or sampie fumished to Buyer is merely ilustrative of the genesal type and quality of goods and does nat represent that any Product will conform i
such model or sample The warranty prowded hesesn is valid only when used by propery traimad individuals. All technical advice, documentation and formation prowded by Thermo Fisher,
whether by phone, a-mad, wabsits or any other channel is provided ‘AS 1S” and without any wasranty of any kind. It 15 the responsibeity of the Buyer fo determine if a Product is sudable fora
specific purpose and to apply the necessary safety precautions. Buyer's exdusive and sole remedy under this wamanty 15: (i) replacement of the Product thal failad to conform 1o the
warranty above o (i) at Thermo Fisher's oplion of where applicable, at Thermo Fisher's distnbutor’s opbon, a credit for that portion of the Product which is not conforming

Thermo Fisher Sclentific Baltics UAB V.A. Graiciuno 8 Viinius tel, #370 700 55131 wew thermoscientific.com/onebio
LT-02241 fax «370 700 55132 info battcs@thermofisher com
Lithuania

Company code 122351387, VAT code LT223513811
Company data are stored 3t the Register of Legal Entties of the Reputiic of Lituania Page 1042
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LIMITATION OF LIABRITY

NOTWITHSTANDING ANYTHING TO THE CONTRARY CONTAINED HEREIN. THE LIABILITY OF THERMO FISHER (WHETHER BY REASON OF BREACH OF CONTRACT, TORT,
INDEMNIFICATION, OR OTHERWISE, BUT EXCLUDING LIABILITY OF THERMO FISHER FOR BREACH OF WARRANTY (THE SOLE REMEDY FOR WHICH WILL BE AS PROVIDED
UNDER SECTION ABOVE)) WILL NOT EXCEED AN AMOUNT EQUAL TO THE TOTAL PURCHASE PRICE PAID BY CUSTOMER TO THERMO FISHER WITH RESPECT TO THE
PRODUCT(S) GIVING RISE TO SUCH LIABILITY NOTWITHSTANDING ANYTHING TO THE CONTRARY CONTAINED HEREIN, IN NO EVENT WILL THERMO FISHER BE LIABLE
FOR ANY INDIRECT, SPECIAL, CONSEQUENTIAL OR INCIDENTAL DAMAGES ARISING OUT OF OR IN CONNECTION WITH THE SALE, USE OR PERFORMANCE OF ANY
PRODUCTS (INCLUDING WITHOUT LIMITATION DAMAGES FOR LOSS OF USE OF FACILITIES OR EQUIPMENT, LOSS OF REVENUE, LOSS OF DATA, LOSS OF PROFITS OR
LOSS OF GOODWILL. ANTICIPATED OR OTHERWISE), REGARDLESS OF WHETHER THERMO (a) HAS BEEN INFORMED OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES OR (b} IS
NEGUGENT. This limitation of liabilty does not limit Theamo Fisher's liabikty for death of personal injury caused by Thermo s neglgence or any other liabity that cannot be excluded by law

Rev 1
QC responsible: R. Stankeviciite-Zukauskiené
Date: 25 July 2017

This document has been produced electronically and is valid without signature.

Page 2042
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ANEXO 6 — Orgamentos e notas dos reagentes e materiais avaliados em termos de custos

Recebemos de 7[ AC OMERCIO F e ———————— o
COMERCIO E SERVICOS DE PRODUTOS LABORATORIAIS LTDA EPP 0s produtos/servicos constante neste N° DOC

T I documento indicado ao Tado

o h | IDENTIFICACAO E ASSINATURA DO RECEBEDOR 00008107
g LAC COMERCIO E SERVICOS DE PRODUTOS LABORATORIAIS LTDA CNPJ: 11.789.451/0001-76

- AVENIDA DOUTOR MIGUEL COUTO, 179 - CASA INSC. EST: 181164199118

i -

\ = JARDIM TINEN - ARARAQUARA - SP - CEP: 14.806-090

f TEL/FAX: 16 3397 9061 16 3397 9060 E-MAIL: geraldo@grupolac.com.br
frtgos poro Loboratono

COTACAO # 00008107

! NOME......: 001697 - FUNDAGAO DE AMPARO A PESQ. DO ESTADO DE CNPJ/ CPF...: 43.828.151/0002-26

' CIDADE/UF.: SAO PAULO - SP T Eoswasnst
BAIRRO....: ALTO DA LAPA ﬂlc(ﬁﬁ,dﬁ\ Mo RN CEP.........: 05.468-901
ENDERECO..: RUA PIO XI, 1500 COMPLEMENTO. :

| TEL/CEL...:

| VENDEDOR..: GERALDO NETO

| COG/PAGTO.: 0011 - 15 DIAS ROTA........ : ARARAQUARA

| EMISSAO...: 02/04/2018 HORA:

VENCIMENTO: 17/04/2018

CODIGO DESCRIGAO/ APLICAGAO QTD VALOR UNIT VALOR TOTAL
005618 MEMBRANA NITRATO DE CELULOSE LISA 3,00UM 47MM C/100 T2 190,00 380,00
004942 PLACA DE PETRI 90X15MM PCT C/ 20 - k30-90150 30 7,80 234.00.
- © SUB TOTAL......: 614,00

DESCONTO. ......: 0,00

ACRESCIMO. .. ... : 0,00

TOTAL: s aomss 614,00

PONTO DE REFERENCIA/ ENTREGA. . .

OBSERVAQOES . . .

PRAZO DE ENTREGA: 15 DIAS.
VALIDADE DA PROPOSTA: 5 DIAS

(SUJEITO A ALTERACAO DE ACORDO C/ A VARIACAD CAMBIAL)
FATURAMENTO MINIMO: RS 150,00

BANCO DO BRASTL AG: 3405-3 C/C: 76292 x
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re= cxmrreniiats DANE R —_—
N Identificagio do E DOCUMENTO {\I.lt\'l'l IAR
:gg—‘iw y: IDEXX BRASIL LABORATORIOS LTDA D/;.» {4?11 ]ll\“l‘ll\‘kr/\\‘
| P = Rua Santa Clara, 236 - - Parque Industrial San Jose 2
55&@;%{5 Cotia - SP CEP: 06.715-867 b-gambn  [hf]

Telefone 113095564911 N 79199 Thave de acessa
BORATORIES S 3517 1200 3774 5500 0120 5500 1000 0791 9914 0396 4544
Ealig Vi Consulta de autenticidade no portal da NF-e

Venda Nacional / A

INSCRICAO ESTADUAL l IE SUBST TRIBUTARIO CNPJ Pratocolo de aulonzagio de uso
:73734?)32m (;0 377.455/0001-20 135170833854434 - 19/12/2017 17:50:36

DESTINATARIO REMETENTE

NOME / RAZAO SOCIAL CNPJ/CPF
FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO 43.828.151/0002-26
ENDERECO BAIRRO / DISTRITO CEP DATA ENTRADA/ SAIDA

RUA PIO XI. 1500 ALTO DE PINHEIROS 05 468-901

FONE / FAX UF INSCRICAQ ESTADUAL HORA DA SAIDA
1633739515 sp

F\'mum DA OPERAGAO hittp://Awvww.nfe fazenda.gov. br/portal/

DATA DE EMISSAO
19/12/2017

FATURA/ DUPLICATAS
Fatura: | Vencimento: 18/01/2018  Valor: 13.611.18

CALCULO DO IMPOSTO
BASE DE CALCULO DO ICMS

VALOR DO ICMS BC ICMS SUBSTITUICAO VALOR DO ICMS SUBSTITUICAO || VALOR TOTAL DOS PRODUTOS
1361118 2450,01 0,00 0,00

VALOR DO FRETE VALOR DO SEGURO DESCONTO (OUTRAS DESPESAS ACESSORIAS VALOR DO IPL VALOR TOTAL DA NOTA
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1361118

TRANSPORTADOR/ VOLUMES TRANSPORTADOS

RAZAO SOCIAL FRETE POR CONTA CODIGO ANTT PLACA DO VEICULO || UF CNPJ/CPF
KARGA FACIL LOGISTICA E TRANSPORTES LTDA 0 - Emitente 12.329.985/0001-82
UF

J[ INSCRIGAO ESTADUAL

ENDERECO MUNICIPIO
AV DOUTOR LINO DE MORAES LEME 290 JARDIM AEROPORTO 04360-00 Sao Paulo 147366128119

sP
QUANTIDADE ESPECIE MARCA NUMERACAO PESO BRUTO PESO LiQUIDO
1 85122 6,00Kg. 0,00Kg

DADOS DO PRODUTO / SERVICO
COD. PROD. DESCRICAO DO PRODUTO/ SERVICO NCM CST | CFOP_|UNID. QUANT. | V. UNITARIO] V. TOTAL | BC.ICMS V. ICMS V. IPI ALIQ. ICMS| ALIQ IPI

98-14289-00 73012 DYNABEAD GC-COMBO SML (50T) -R 38220090 {1.00 5102 KG 1,00] 13.611,18) 13.611,18] 13.611.18] 2.450,0) 0,00] 18,00} 0,00
98-14289-00 - 73012 ANTICORPOS
MONO-DISPERSOS PURIFICADOS DE
CISTOS DE GIARDIA E OOCISTOS DE
CRIPTOSPORIDIUM COVALENTES
LIGADOS A SUPERFICIE DE GRANULOS
MICROSCOPICOS UNIFORMES PARA
ANALISE IN VITRO DE AMOSTRAS DE
AGUA, 50 TESTES,

CALCULO DO ISSON

INSCRICAO MUNICIPAL VALOR TOTAL DOS SERVLOS BASE DE CALCULO ISSON VALOR DO ISSON
6013982 0,00 0,00 0,00

DADOS ADICIONAIS

INFORMACOES COMPLEMENTARES RESERVADO AO FISCO
DADOS BARA DEPOSITO / BANCO DO BRASIL / AGEMCIA: 6998-1 / CONTA CORRENTE: 103000-0 EM

CASO DE MATERIAL OU DADOS DE FATURAMENTO INCORRETOS, EOR GENTLLEZA RECUSAR A
WERCADORTA PROGESSQ FAPESP 2012/50522-0 / IMS 14856, OUTORGADO:wREGINA MAURA BUENO
FRANCO ENTREGA: EESC / LABONATORTO LATAR / AV, TRABALHADOR SAO-CARLENSE, 400 / SAC
CGARLOS/SP./i GEP13566-550 / HORARIO: O9H AS 17H A/C. PROFA.LYDA PATRICIA SAROGAL 2.9
/ DEPARTAMENTO DE HIDRAULICA E SANEAMENTO /FONE: (7€) 33739548.0U 33739534 COBRANCA:
LY SAIP-IR / FAPESP-RUA MONTEIRO LOBATO,255 / CIDADE UNIVERSITARIA ZEFERING VAZ /
CEP: 13083-862 / CAMPINAS / SP RG.: 10.572.126-8 SSP / CPF: 047.172.498-01
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Razio Social: NL COMERCIO EXTERIOR LTDA.
,t’ ""\ CNPJ. 52.541.273/0001-47 .
,/ “‘\ Inscrigdo Estadual: 111.001.175.110
DIAGNOSTICA

Sdo Paulo, 04 de Agosto de 2017.

PROPOSTA 013-2017
A
Dra. Lyda Patricia Sabogal Paz
Prof2. Dr2. do Departamento de Hidraulica e Saneamento
Escola de Engenharia de Sado Carlos
Universidade de S3o Paulo, Brasil.
E-mail: lysaboga@gmail.com

ITEM CAT. DESCRICAO QTDE. PRECO PRECO
UNIT. TOTAL

Merifluor Cryptosporidium/Giardia — 50 ensaios
Kit de imunofluorescéncia direta para a detecgdo

simultanea de oocistos do Cryptosporidium spp e
) onee e . ) R$ 2.850,00 R$ 5.700,00
cistos de Giardia spp. Utiliza anticorpos monoclonais

o ) 02 (Dois Mil (Cinco Mil e
01 250050 [para aumentar a sensibilidade. O procedimento
; . &, KITS Oitocentos e Setecentos
todo leva uma hora e meia. O kit contem 25 laminas
Cinquenta Reais) Reais)

com 3 cavidades por lamina.

Marca: Meridian Bioscience

DEMAIS CONDICOES DA PROPOSTA

- Validade da proposta: 30(Trinta) dias;

- Prazo de entrega: 45 (Quarenta e Cinco) dias apds a confirmagdo do pedido;
- Faturamento minimo: RS 700,00 (Setecentos Reais)

- Condicdo de pagamento: 30 (Trinta) dias;

- Frete: CIF.

Atenciosamente,

l Natalia Paula
3 Analista de Licitagdo Junior II
n.paula@nidiagnostica.com.br
DIAGNOSTICA  Tel 55 11 5061.4411 : m

www.nidiagnostica.com.br - R. Vigario Albernaz, 367 / 371 - Sdo Paulo - SP - Brazil w ' 7

R. Vigario Albernaz, 367/371. Cep. 04134-020 . Sdo Paulo . SP . Brasil
Tel. 55 11 5061.4411 . Fax. 55 11 5061.4921
licitacao@nldiagnostica.com.br . www.nldiagnostica.com.br
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