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RESUMO

Este estudo teve como objetivo a otimizacdo de um método para a determinacéo de
ovos viaveis de Ascaris em lodo de esgoto, utilizando-se técnicas de biologia
molecular. Inicialmente, visando avaliar a qualidade do método convencional adotado
pela resolucdo CONAMA N° 375/ 2006 (USEPA, 2003) para quantificacdo de ovos
viaveis de Ascaris em amostras de lodo e compostos, foram realizados ensaios de
recuperacao. Assim, amostras de lodo centrifugado, anaerdbio e aerdbio, de estacdes
de tratamento de esgoto da cidade de Curitiba, Parana, Brasil, foram coletadas em
trés periodos distintos. Os ensaios de recuperacdo consistram na adicdo de
quantidades conhecidas de ovos de Ascaris suum nas amostras de lodo que, a seguir,
foram processadas de acordo com o protocolo estabelecido pela USEPA (2003). Os
resultados produzidos indicam que a acuracia do método adotado pelo CONAMA,
para ambos lodos aerdbios e anaerdbios, encontra-se abaixo do esperado. O valor
maximo de recuperacdo dos ovos inoculados foi 59,8% para amostras de lodo
anaerobio, e 25% para amostras de lodo aerdbio. Vale ressaltar que, de acordo com o
método especificado pela USEPA, a acuracia na recuperacdo de ovos de lodo
anaerobio deve ser 75%. Esta baixa recuperacdo parece estar relacionada a perdas
durante o processamento das amostras, assim como as dificuldades inerentes a
contagem dos ovos em microscopia Optica, técnica subjetiva e dependente da
acuidade visual do analista. Dessa forma, visando sanar estas dificuldades, um
método baseado na técnica da RT-gPCR foi otimizado, fundamentando-se na
determinacdo de RNA mensageiro exclusivo da fase embrionéria de Ascaris. Para o
desenvolvimento do novo protocolo, estudos morfologicos, embriogénicos e
moleculares foram levados a efeito, auxiliando na elaboracdo da estratégia mais
adequada para a realizagdo dos ensaios. Como resultado, foi possivel identificar a
presenca de ovos viaveis de A. suum em todas as amostras de lodo inoculadas
(N=33), com excecdo de duas amostras de lodo aerdbio. Apesar de nao ter sido
possivel realizar a quantificacdo dos ovos de A. suum, o meétodo permitiu a
identificacdo de ovos viaveis, mesmo em baixas concentracdes, e apos trés dias de
incubaco. E importante salientar que, em um futuro préximo, este método podera ser
atil para o monitoramento de técnicas que visem a remocao total do parasita, em

amostras de lodo de esgoto ou em outras amostras ambientais.

Palavras-chave: Ascaris suum, diagndstico molecular de patégenos; lodo de esgoto

sanitario; ovos viaveis de helmintos



ABSTRACT

This study aimed at optimizing a method for the determination of viable Ascaris eggs in
sewage sludge, using techniques of molecular biology. Initially, aiming to evaluate the
quality of the method adopted by CONAMA No. 375/ 2006 (USEPA, 2003) for the
quantification of viable Ascaris eggs from sludge samples and compounds, recovery
assays were performed. Thus, anaerobic and aerobic sludge samples from sewage
treatment plants in Curitiba, Parana, Brazil were collected, at three different periods.
Recovery assays were carried out by the addition of a known quantity of eggs of
Ascaris suum to sludge samples, which were processed according to the protocol
designed by the USEPA (2003). The results produced allow pointing out that the
accuracy of this methodology, for both aerobic and anaerobic sludge, was below
expectation. Regarding the results for the accuracy of recovery of eggs from aerobic
sludge, the maximum value was 25%, whereas for anaerobic sludge the accuracy was
to 59,8%. It is worth mentioning that according to the protocol specified by USEPA the
accuracy for anaerobic sludge should be 75%. The low recovery appears to be
associated with losses during the procedures of processing the samples, as well as
inherent difficulties related to the quantification of the eggs using optical microscopy.
This is due to the subjectivity of the technique that is dependent on the visual acuity of
the analyst. Thus, to circumvent these difficulties, a biomolecular methodology based
on RT-gPCR technique was optimizing. The principle of the method is based on the
determination of exclusive messenger RNA of the embryogenesis of Ascaris. The
development of the new protocol was based on morphological, embryogenic and
molecular studies that were used to support the choice of the most appropriate
strategy for the accomplishment of the assays. The results obtained made possible the
identification of the presence of viable eggs of A. suum in all tested sludge samples (N
= 33), exception made for two samples of aerobic sludge. In spite of had not been
possible to quantify the A. suum eggs, the method enabled the identification of viable
eggs, even at low concentrations, and after only three days of incubation. It can be
stressed that in the near future, the approach adopted for the quantification of viable
helminth eggs using molecular techniques can become an important tool for the
monitoring of techniques aimed at the complete removal of the parasite in sludge or

other environmental matrices.

Key-words: Ascaris suum, molecular diagnosis of pathogens; sewage sludge;

helminth viable eggs
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1 INTRODUCAO

O lodo de esgoto é o principal subproduto solido gerado durante o
tratamento de esgotos domésticos. Apesar de sua geracdo ser diretamente
proporcional a populacdo atendida, o adequado gerenciamento do lodo €, muitas
vezes, negligenciado no Brasil. Desta forma, ndo é raro observar este
gerenciamento sendo realizado de forma emergencial pelos proprios operadores
das estacOes de tratamento, ocasionando custos elevados, dificuldades
operacionais e impactos ambientais. Entre as principais dificuldades no processo
de gestédo do lodo encontra-se a escolha da destinacao final mais adequada para
este subproduto, considerando-se aspectos técnicos, legais, econdmicos e
ambientais.

Desde a década de 1970, o uso do lodo de esgoto como fertilizante em
cultivos e pastagens tem sido proposto como uma alternativa econfmica a
incineracdo e a disposicdo em aterros sanitarios. Entretanto, para a utilizacdo do
lodo de esgoto na agricultura € necessario que este composto apresente elevados
niveis de estabilizacdo da matéria organica, além de sanidade adequada. Este
lodo, cujas caracteristicas quimicas e biol6gicas sdo compativeis com uma
utilizacdo produtiva, denomina-se biossélido. No Brasil, a Resolugdo CONAMA n°
375, de 29 de agosto de 2006, especifica limites de patdgenos para lodos de
esgoto com potencial uso agricola. O principal objetivo das normas reguladoras é
fornecer diretrizes para a protecdo da saude publica e ambiental, considerando-se
0s beneficios e potenciais riscos do uso dos biossélidos.

Para que o lodo de esgoto atinja as condi¢ces sanitarias ideais, técnicas de
higienizacdo devem garantir a reducdo de patdogenos até os limites aceitaveis
especificados pela Resolugcdo. Entretanto, para avaliar a eficiéncia da remocéo
destes organismos sdo necessarios procedimentos adequados para a deteccao e
quantificacdo dos patdgenos, antes e ap0s o tratamento de higienizacao realizado.

Entre os organismos patogénicos que podem estar presentes no lodo de
esgoto, os ovos de helmintos destacam-se devido a elevada resisténcia a
condi¢des adversas do meio e a sua baixa dose infectante. Entre estes parasitas,
0s pertencentes ao género Ascaris sdo normalmente utilizados como indicadores,
pois além de serem encontrados em grande niumero em amostras de origem fecal,

sdo bastante resistentes aos tratamentos de higienizacdo do lodo. Assim, estes
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organismos tém sido utilizados como controle na avaliagdo de técnicas para
remocdo de patdgenos em amostras sanitarias. A metodologia adotada para o
diagnéstico destes parasitas, portanto, deve apresentar alta sensibilidade e
rapidez, aliadas a reprodutibilidade do método. Entretanto, 0 método adotado pela
Resolucdo CONAMA n° 375/06 baseia-se em contagem visual por microscopia
Optica, técnica laboriosa, que demanda tempo de laboratorio e depende do
treinamento e acuidade visual do analista.

A avaliacdo do protocolo da Agéncia Ambiental Americana (EPA 815-R-06-
002), adotado pelo Conselho Nacional de Meio Ambiente para a elaboracdo da
Resolucdo n° 375/06, que define critérios e procedimentos para 0 uso agricola de
lodos de esgoto gerados em estacdes de tratamento de esgoto sanitario, permitiu
estabelecer a intencéo principal desta tese. O fator preponderante foi instigar um
debate sobre a qualidade dos resultados obtidos para a quantificacdo de ovos
vidveis de helmintos pelo método de contagem convencional. Além disso, a
pesquisa foi baseada na necessidade de estabelecer um novo protocolo para a
determinacdo de ovos viaveis de Ascaris com elevada acuracia, que nao dependa
da subjetividade do método, nem da acuidade visual para a leitura em microscopio
otico.

Estudos em biologia molecular proporcionaram a aplicacdo de técnicas
moleculares ao saneamento ambiental, e tém contribuido para um maior
entendimento da composicéo, filogenia e fisiologia dos organismos presentes em
lodos de esgoto e em aguas residuarias domésticas. Entretanto, a principal
dificuldade referente a determinacdo de ovos viaveis de Ascaris em amostras
ambientais utilizando-se técnicas biomoleculares € a presenca de material
genético na forma de DNA, que pode encontrar-se livre no meio, ou ainda, no
interior de células ou organismos inviaveis. O DNA € bastante estavel e mantém-
se integro por longos periodos, mesmo apos a morte do organismo. Assim,
quando utilizadas técnicas moleculares baseadas na deteccdo de DNA, a
presenca desta molécula no interior de ovos inviaveis de Ascaris pode gerar
resultados falso-positivos, podendo ocasionar superestimacéo da real quantidade

de ovos viaveis destes parasitas.



Diferentemente do DNA, as técnicas moleculares que utilizam o RNA como
alvo possibilitam a deteccdo do material genético somente de organismos vivos,
pois 0 material genético na forma de RNA € pouco estavel e ndo se mantém
integro fora de células funcionais.

Dessa forma, visando aumentar a rapidez dos procedimentos
experimentais, e a confiabilidade dos resultados da identificacdo e determinacéo
da viabilidade dos ovos de Ascaris em lodo de esgoto, a proposta desta tese foi
otimizar um meétodo, baseado em técnicas biomoleculares, para a deteccdo deste
parasita. Para isso foi adotada a técnica da transcriptase reversa precedida a
reacdo da polimerase em tempo real (RT-gPCR), utilizando como alvo o RNA
mensageiro do gene alepl presente apenas nas fases iniciais de desenvolvimento

embrionéario de Ascaris.

HIPOTESE

A determinacdo de ovos viaveis de Ascaris em lodo de esgoto doméstico
pode ser realizada por RT-qPCR utilizando o gene alvo alepl presente nas células

embrionarias do parasita.



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Utilizar ensaios de RT-gPCR do gene alepl para a determinacdo de ovos

vidveis de Ascaris suum em lodo de esgoto domeéstico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a acuracia do método especificado pela Resolugdo CONAMA n°
375/06 para a determinacao e quantificacdo de ovos viaveis de Ascaris em
lodos de esgoto;

e Otimizar um método que faca uso da técnica da RT-gPCR para a
determinacdo de ovos viaveis de Ascaris em lodo, baseado no material
genético de Ascaris suum;

e Avaliar os resultados obtidos na determinacdo de ovos viaveis de Ascaris
pelos métodos especificados pela Resolugdo CONAMA n° 375/ 2006, e
baseado na técnica da RT-gPCR.



3 REVISAO DA LITERATURA

A geracdo de lodo em estacbes de tratamento de esgoto (ETEsS) é uma
caracteristica intrinseca dos processos de tratamento e tende a um aumento, no
minimo, proporcional ao crescimento da populacdo humana (CONAMA, 2006).
Sua gestdo adequada deve envolver aspectos econdmicos e ambientais,
considerando-se a presenca de alguns compostos toxicos e perigosos em sua
composi¢cdo, como metais pesados e organismos patogénicos (JIMENEZ et al.,
2007; ARTHURSON, 2008). E fundamental, portanto, que formas adequadas e
seguras de controle e disposicédo final deste subproduto sejam especificadas,

minimizando os riscos a saude publica e ambiental.

2.1 GERACAO E GESTAO DE LODO EM ESTACOES DE TRATAMENTO DE
ESGOTO

O termo lodo refere-se, de forma geral, a diferentes subprodutos sélidos do
tratamento de esgotos (ANDREOLI et al., 2001b). Todos os processos bioldgicos
de tratamento geram lodo, entretanto, as caracteristicas deste subproduto variam
de acordo com o tratamento utilizado. O lodo primario € gerado em decantadores
priméarios, sendo constituido por sélidos sedimentaveis do esgoto bruto. O lodo
biolégico, ou secundario, por sua vez, é formado pela biomassa produzida na
etapa biologica do tratamento. Outros tipos de lodo incluem o lodo misto, formado
pela adicdo de lodo priméario ao lodo secundario; e o lodo quimico, gerado em
sistemas de tratamento que incorporam uma etapa fisico-quimica em seu
fluxograma (VON SPERLING e GONCALVES, 2001). Assim, & possivel afirmar
que o tipo e a quantidade de lodo produzido estdo diretamente relacionados as
tecnologias de tratamento adotadas em cada ETE.

No estado do Paranid, a Companhia Paranaense de Saneamento-
SANEPAR adota sistemas de tratamento de esgotos contendo etapas de
tratamento preliminar, isto é, gradeamento, desarenador e medidor de vazéo,
seguidas por uma etapa biolégica de tratamento ou tratamento secundario, que
pode ser aerdbia ou anaerdbia. Uma etapa de tratamento terciario € adicionada
em algumas ETEs visando a remocéo de nutrientes e patdégenos especificos ou a
remocao complementar de compostos ndo removidos completamente durante o

tratamento secundario. Na Figura 2.1 é apresentado um fluxograma de uma ETE
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contendo todas as etapas de tratamento.

| 5-10 30 -40 80 -90 EDBQS(%)‘
»

ESGOTO TRATAMENTO TRATAMENTO |_escoto | TRATAMENTO | _escoTto f TRATAMENTO | _ESGOTO
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ey v
a »
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FIGURA 2.1 — FLUXOGRAMA TiPICO DE UMA ETE COMPLETA

Nota: A barra superior indica a eficiéncia de remogdo da matéria organica na forma
de DBO (%) em cada etapa

FONTE: Aisse (2000)

Considerando-se o tratamento secundario aerdbio, a SANEPAR utiliza a
tecnologia de lodos ativados com aeracao prolongada. Esta tecnologia é restrita a
ETE Belém, maior geradora de lodo na regido metropolitana de Curitiba, com mais
de 1,56 x 10°> m* de lodo/ ano (2,5% de sélidos totais) produzidos (BITTENCOURT
et al., 2014). Apesar de similar ao sistema convencional, neste tipo de tecnologia a
biomassa permanece mais tempo no sistema. Com isto, ha menos DBO disponivel
para as bactérias, que irdo se nutrir utilizando a matéria organica presente no seu
material celular, em um processo denominado autélise. Em decorréncia, o lodo
excedente removido do sistema ja se encontra estabilizado. Na Figura 2.2 é
apresentado o fluxograma simplificado de uma ETE que utiliza o sistema de lodos
ativados com aeracdo prolongada como tratamento secundario de esgoto
domeéstico.

Para o tratamento secundario anaerdbio de esgoto, as demais ETEs da
SANEPAR utilizam a tecnologia UASB- Upflow Anaerobic Sludge Blanket, ou
reator anaerobio de manta de lodo em fluxo ascendente. O sistema UASB consiste
em um reator de fluxo ascendente, contendo uma zona de lodo cuja biomassa €
responsavel pela degradacéo biologica do esgoto. Esta tecnologia foi desenvolvida
na Holanda na década de 1970 (LETTINGA et al., 1980; LETTINGA e VINKEN,
1980). Estes sistemas apresentam eficiéncia média de remocdo da matéria
organica (DBO) entre 65% e 80% (SEGHEZZO et al., 1998; CHERNICHARO,
2001; VON SPERLING et al., 2001) e como principais vantagens o baixo consumo



27

energético e menor geracao de lodo, quando comparados aos sistemas aerobios
de tratamento. Na Figura 2.3 é apresentado o fluxograma de uma ETE cuja

tecnologia de tratamento secundario € um sistema UASB.
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FIGURA 2.2 — FLUXOGRAMA DE UMA ETE COM TRATAMENTO SECUNDARIO
POR LODOS ATIVADOS COM AERACAO PROLONGADA

FONTE: Andreoli et al. (2001)
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FIGURA 2.3 - FLUXOGRAMA DE UMA ETE COM TRATAMENTO
SECUNDARIO POR REATOR UASB

FONTE: Andreoli et al. (2001)

Apés sua geracdo, o lodo de esgoto devera ser removido dos sistemas,
guando assim 0 exigir, e seguir para as etapas de tratamento e acondicionamento

até sua destinacéo final.

2.1.1 Tratamento e acondicionamento do lodo de esgoto

Os lodos gerados nas ETEs demandam monitoramento constante e
tratamento adequado visando a concordancia com as normas regulatérias para

seus corretos acondicionamento e disposicao final.
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Uma vez removido dos sistemas de tratamento, o lodo deve inicialmente ser
estabilizado via digestdo aerdbia ou anaerdbia, caso ndo o tenha sido durante o
tratamento secundario. Processos de estabilizacdo do lodo visam acelerar a
degradacédo da matéria organica presente neste subproduto, reduzindo odores e a
atratividade de vetores, além de impedir que, se aplicado em solo, o lodo passe a
competir pelos recursos naturais do meio, que Sao necessarios aos processos de
degradacédo de seus compostos organicos (HARTENSTEIN, 1981; FERNANDES
et al., 2005).

Depois de estabilizado, o lodo deve ser submetido a um processo de
reducdo de umidade, que pode ser realizada utizando-se centrifugas, leitos de
secagem ou prensas desaguadoras, entre outros tipos de tecnologias
(GONCALVES et al., 2001). Esta etapa de desaguamento visa a melhorias nas
condicdes de manejo do lodo. Ao reduzir-se o volume deste subproduto, s&o
reduzidos também os custos com seu transporte e com sua disposi¢do final
(AMUDA et al., 2008).

Dependendo da destinacdo final do lodo, tem-se ainda uma etapa de
higienizacdo, cujo objetivo é a reducdo da sua patogenicidade. Uma forma
bastante comum de higieniza¢éo, adotada por muitas ETES no Brasil é a caleacéo
ou estabilizag&o alcalina, em que determinada quantidade de cal (CaO), em geral
30% a 50% da quantidade de sélidos totais no lodo, € adicionada ao lodo
desaguado, visando aumentar seu pH para 12, o que reduz a viabilidade dos
microrganismos presentes (FERNANDES et al, 1996). O processo de
higienizacdo adotado pela SANEPAR ¢é a estabilizacdo alcalina prolongada (EAP)
em que, apoés a elevacéo do pH, é seguido um periodo de cura de pelo menos 30
dias (PARANA, 2009). E importante salientar que, apds qualquer tratamento de
higienizagdo, € necessario verificar a efichcia do processo utilizando-se
metodologias para determinacdo e quantificacdo dos patdégenos utilizados como
indicadores de contaminacao biolégica no lodo de esgotos.

Apés a estabilizacdo, o desaguamento e a higienizacdo, o lodo de esgoto
deve ser acondicionado de forma apropriada. Assim, um dos pontos fundamentais
dentro da infraestrutura necessaria ao gerenciamento do lodo, € a estocagem.
Esta etapa deve ser definida com cautela, pois sdo varios os fatores que podem
exigir um tempo maior deste composto no pétio, a saber: a) tempo de maturagéo

do lodo de esgoto, apds processo de higienizacdo como, por exemplo, a caleacao;
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b) tempo de resposta laboratorial dos parédmetros fisico-quimicos e
microbiolégicos, que serdo utilizados para o adequado enquadramento do lodo; e
c) tempo de espera para utilizacdo do lodo em processos de beneficiamento, que
vai variar de acordo com a demanda da atividade em questdo (i.g. aplicacédo
agricola ou em é&reas de recuperacdo). Na Figura 2.4 é apresentado o lodo
disposto em pétio de estocagem na ETE Belém da SANEPAR, na cidade de

Curitiba, Brasil.

FIGURA 2.4 — PATIO DE ESTOCAGEM DE LODO DE ESGOTO CALEADO-
ETE BELEM (SANEPAR), CURITIBA, BRASIL

FONTE: SANEPAR (2015)

De acordo com a SANEPAR, os patios devem ser dimensionados para um
tempo minimo de estocagem de 90 a 120 dias (SANEPAR, 2011). E importante
salientar que o tempo de resposta de analises tem um grande impacto neste
tempo de espera, em especial a analise parasitologica, que leva em média 30 dias
para emissdo de laudo fornecendo a concentracdo de ovos viaveis de Ascaris no
lodo avaliado.

Em relacdo aos custos, apesar da estrutura fisica dos patios ser parte
importante na infraestrutura das ETES, seus custos parecem mais vinculados a
disposicdo final do residuo. Isto porque, o tempo de patio vai depender
diretamente do tipo de disposicéo final a que o lodo se destina. Como exempilo,
aplicacbes no solo ou disposicdo em aterros sanitarios, que dependem da

disponibilidade de &rea para sua aplicacdo ou disposicédo, sdo mais dependentes



30

da estocagem, do que outras formas de disposi¢cdo, como a incineragao (MALINA,
1993; ANDREOLI et al., 2001a).

Desta forma, considerando-se que:

i) dentre as alternativas de disposicdo final, o uso do lodo estabilizado e
higienizado nos solos apresenta vantagens ambientais e econdmicas, em relagao
as demais alternativas, como disposicdo em aterros e incineracdo (ANDREOLI et
al., 2001; PEGORINI et al., 2003);

i) o lodo a ser utilizado de forma benéfica na agricultura e demais solos
deve apresentar sanidade adequada, expressa pela quantidade de patdgenos
abaixo do limite especificado pelas normas reguladoras (CONAMA, 2006); e

iii) o tempo e os custos de estocagem sao tanto maiores quanto maior for o
tempo necessario de manutencdo do lodo no patio, devido a espera dos
resultados das analises de qualidade do lodo.

Assim, € possivel concluir que metodologias que fornecam respostas
analiticas dos parametros de qualidade avaliados, em tempos reduzidos,
possibilitardo a também reducdo nos custos de manutencdo do lodo de esgoto

destinado a aplicacéo agricola, nos pétios de estocagem do residuo.

2.1.2 Definindo a estratégia adequada de gestéo

A implementacao de um sistema adequado de gestdo de lodo tem ganhado
cada vez mais importancia, devido ao aumento do volume gerado deste
subproduto como resultado da ampliacdo das redes de tratamento de esgoto,
principalmente nos paises em desenvolvimento (ROBBINS et al.,, 2012). Além
disso, a crescente urbanizagéo, juntamente com normas cada vez mais rigorosas
para utilizacdo ou eliminacdo do lodo, e a pressdo da opinido publica, vém
forcando os geradores de lodo a reavaliar suas estratégias de gestdo (POULSEN
e HANSEN, 2003; SPINOSA et al., 2011).

A gestdo do lodo desempenha um papel importante em programas de
saneamento, ajudando a reduzir os problemas de salde e riscos associados a sua
disposicéao final. Aléem disso, o tratamento e a disposicao final adequados do lodo
podem reduzir os custos operacionais de uma estacédo de tratamento de esgotos,
considerando-se que o gerenciamento deste subproduto pode corresponder a até
60% do valor global de operacéo. Apesar disso, 0 planejamento e a execucgéo de

uma adequada destinacédo final do lodo tém sido frequentemente negligenciados,
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principalmente nos paises em desenvolvimento (JIMENEZ et al. 2004; ANDREOLI
et al., 2008).

Para a gestdo adequada do lodo de esgoto € necessario O
comprometimento de setores envolvidos no desenvolvimento e na aplicacdo dos
regulamentos, bem como daqueles que estejam diretamente relacionados com a
sua geracdo, tratamento, utilizacdo ou eliminacdo (JIMENEZ et al., 2004).
Questdes como a conformidade com as melhores praticas ambientais, padrées de
saude, uso de energia, efeito estufa, emissbes gasosas, controle de odor e
redugdo de volume devem ser levados em consideragdo ao se avaliar a
sustentabilidade em longo prazo e a aceitacdo publica da gestéo. Historicamente,
a maior parte do lodo gerado era incinerada, enviada para aterros sanitarios ou
descartada em oceanos, com apenas uma pequena quantidade utlizada na
agricultura (VASSEUR et al., 1997). Atualmente, com a proibicdo da disposi¢cao no
oceano e dada a capacidade limitada de aterros sanitarios, grande parte do lodo é
utiizada de forma benéfica, especialmente na agricultura, pastagens e
recuperacdo de areas degradadas (BITTENCOURT et al., 2009; LU et al., 2012,
BITTENCOURT et al., 2014).

Diante do exposto, decisfes relativas a escolha da melhor estratégia de
gestdo de lodos devem ser realizadas levando em consideracdo fatores
econdmicos, restricdes impostas pela tecnologia disponivel e pela legislacao, além
de fatores culturais e sociais (Figura 2.5). Questdes politicas, bem como a
estrutura dos setores publico e privado também sao fatores chave, que influenciam
na tomada de decisdo para a gestdo mais adequada do lodo de esgoto
(POULSEN e HANSEN, 2003; QUINTANA, 2006).

Politicas Demandas
~ > N

de gestdo operacionais
Fatores econbmicos e
financeiros

Influéncia N Coqsideragﬁes GESTAO DO LODO DE

cultural sociais ESGOTO
Impactos ambientais

Legislagdo Gerenciamento

=
institucional

FIGURA 2.5 — FATORES A SEREM CONSIDERADOS PARA A SELECAO DA MELHOR
ESTRATEGIA DE GESTAO DE LODOS DE ESGOTO

FONTE: Adaptado de Poulsen e Hansen (2003)
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O processo de tomada de decisdo para a correta gestao do lodo pode ser
auxiliado por técnicas quantitativas, aplicadas para modelar a realidade e obter a
previsibilidade. E o caso da modelagem por equacdes estruturais (MEE), que
fornece um caminho hipotético de relacfes lineares entre um conjunto de variaveis
(GOSLING e GONCALVES, 2003). Aplicada ao processo de gestdao de lodo, a
MEE pode indicar o grau de influéncia de cada fator na escolha da melhor
estratégia de gestdo, assim como pode fornecer respostas sobre como estes
fatores relacionam-se e influenciam-se mutuamente, possibilitando a definicdo de
uma estratégia de gestdo de lodo adequada para cada cenario considerado.
Entretanto, apesar do potencial de aplicacdo, ndo ha na literatura, até 0 momento,
estudos que associem ferramentas estatisticas como a MEE as tomadas de

deciséo no processo de gestao do lodo de esgoto.

2.2  SANIDADE DO LODO DE ESGOTO DOMESTICO

Conforme apresentado anteriormente, o uso agricola do lodo de esgoto é
uma forma benéfica de disposicdo final deste subproduto (MELO e MARQUES,
2000; ANDREOLI et al., 2008; SING e AGRAWAI, 2008; BITTENCOURT et al.,
2009). Sua carga de nutrientes elevada enriguece o0s solos e possibilita a
diminuicao de custos com fertilizantes e estabilizantes nos cultivos (BERNAL et al.,
1998; GALDOS et al., 2004; DE MARIA et al., 2010). Além disso, a disposi¢do no
solo tem a vantagem de ser uma alternativa economicamente viavel e com
reduzido impacto ambiental (OLIVER et al., 2005). Entretanto, é necessario que o
lodo n&o prejudiqgue a qualidade do solo ou das aguas de superficie e
subterrdneas e ndo acarrete riscos de contaminacédo, biolégica ou quimica, aos
seres vivos que possam entrar em contato com este composto (THOMAZ-
SOCCOL et al., 2000; ARTHURSON, 2008).

Dessa forma, além de estavel quimicamente, o lodo também deve
apresentar condicbes de sanidade adequadas a fim de n&o oferecer risco de
contaminacdo biologica ao meio (ANDREOLI et al.,, 200la; REILLY, 2001;
CONAMA, 2006; ARTHURSON, 2008). Processos de higienizagcdo de lodo de
esgoto incluem a compostagem (POURCHER et al., 2005; CORREA et al., 2007;
COFIE et al., 2009; ZHANG, 2011), caleacao (CZECHOWSKI e MARCINKOWSKI,
2006; TAMANINI et al., 2008; BITTENCOURTet al., 2009) e tratamento térmico
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(PITERINA et al., 2010; RUBIO-LOZA e NOYOLA, 2010).

A Resolucdo CONAMA n° 375/ 2006 especifica, no Anexo |, processos de
higienizacdo de lodo que proporcionem: (a) reducao significativa de patégenos, e
(b) reducédo adicional de patégenos. No primeiro caso sdo estabelecidos, entre
outros, os processos de digestdo aerdbia e anaerdbia, ambos em temperatura de
20°C, por periodos minimos de 40 e 60 dias, respectivamente, e a caleagdo, em
que o pH do lodo deve ser elevado até 12 por um periodo minimo de duas horas.
Para a reducdo adicional de patdégenos, em especial alguns ovos de helmintos,
que apresentam alta resisténcia aos tratamentos definidos para reducéo
significativa, existem opcOes de processos como a compostagem em leiras
aeradas por 3 dias, com temperatura minima de 55°C e tratamento térmico, pelo
aguecimento do lodo de esgoto ou produto derivado liquido a 180°C durante um
periodo de 30 minutos (CONAMA, 2006). Entretanto, para avaliar se um
tratamento de desinfeccdo foi eficiente na remocdo de patdgenos, € necessario
guantificar os organismos viaveis presentes em amostras do lodo, antes e apos
qualquer tipo de tratamento.

A Resolugdo CONAMA n° 375/ 2006 estabelece limites aos compostos
toxicos e principais tipos de patdgenos encontrados em biossélidos, classificando-
0s em duas classes distintas: lodo Classe A, para aplicacdo em quaisquer culturas
agricolas e lodo Classe B cuja aplicacdo seria restrita aos cultivos de café,
silvicultura e culturas para producao de fibras e 6leos, desde que com aplicacéo
mecanizada, em sulcos ou covas. Entretanto, esta Resolucdo também fixou o
prazo de cinco anos, a partir da data da publicacdo, para que somente lodos
enquadrados como Classe A possam ser aplicados em praticas agricolas (Secéo
3, artigo 11, paragrafo 1°). Atualmente, portanto, apenas lodos que se enquadrem
nos parametros definidos para a Classe A podem ter qualquer aplicacao agricola,
tornando-se prioritario o desenvolvimento de metodologias adequadas para a
deteccdo e quantificagdo de organismos patogénicos neste subproduto. O Quadro
2.1 apresenta os valores diretivos para patogenos fixados pela Resolugéo
CONAMA n° 375/ 2006 e aplicaveis a biossolidos gerados no Brasil.

Os grupos de patdgenos que devem ser monitorados em amostras de lodo
de esgoto sdo: virus entéricos, principalmente adenovirus e enterovirus; coliformes
termotolerantes (Escherichia coli) e Salmonella, como representantes bacterianos

das contaminacdes bioldgicas de origem fecal; e helmintos na forma de ovos
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viaveis de Ascaris, ou seja, capazes de originar um individuo adulto em condicdes
adequadas do meio (STRAUB et al., 1993).

QUADRO 2.1 — CONCENTRACOES MAXIMAS DE PATOGENOS PARA LODOS
DE ESGOTO CLASSESAEB

Classe do lodo de

esgoto ou derivado Limite de concentracdo de patégenos

Coliformes Termotolerantes < 10° NMP/ g ST

Ovos viaveis de helmintos <0, 25 ovos / g ST

A Salmonella - auséncia em 10 gde ST
Virus < 0,25 UFP ou UFF /g ST
Coliformes Termotolerantes < 10° NMP/ g ST
B*

Ovos viaveis de helmintos < 10 ovos / g ST

Notas: NMP — NuUmero Mais Provavel;, ST — Sélidos Totais; UFP — Unidade
Formadora de Placa; UFF — Unidade Formadora de Foco; *aplicagdo em préticas
agricolas ndo mais vigente
FONTE: CONAMA (2006)

Apesar de muitos patégenos serem encontrados em amostras de lodo, sua
presenca nao indica, necessariamente, que exista risco de contaminacédo (LEWIS
e GATTIE, 2002). O risco é funcao da dose infectante necesséria para que aquele
organismo possa gerar um quadro patogénico em um individuo. Por exemplo, a
dose infectante minima para Cryptosporidium parvum é de 1 a 100 oocistos,
enquanto que para Vibrio Cholerae ou Escherichia coli este valor é de 10°
organismos (MANDELL et al., 2005).

Para helmintos, a dose infectante minima é bastante baixa e o contato ou
ingestdo de um Uunico ovo viavel pode levar ao desenvolvimento da doenca
associada ao parasita (NAVARRO et al., 2009). Assim, a baixa dose infectante,
associada a estrutura resistente de seus ovos, faz com que os helmintos sejam o
principal alvo das técnicas de higienizacdo do lodo de esgoto. E fundamental,
portanto, quantificar o niamero de ovos dos representantes deste grupo em

amostras de lodo destinadas ao uso agricola com elevadas acuracia e rapidez.
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2.2.1 Ovos de helmintos em lodo de esgoto

Na area da Engenharia Sanitaria, o conceito de helmintos encontra-se
relacionado ao grupo de parasitas intestinais cujo hospedeiro definitivo € o
homem. As doencas geradas por estes organismos sdo descritas como
helmintiases e possuem abrangéncia global, apesar de serem mais frequentes em
paises em desenvolvimento (JIMENEZ e MAYA, 2007).

Helmintos sdo animais metazoarios, acelomados ou pseudocelomados,
com sexos separados ou hermafroditas. Apresentam-se em diversos tamanhos e
formatos, variando desde organismos pequenos e foliaceos até cilindricos e
alongados (REY, 2008). O termo helminto, portanto, € de origem pratica e significa
verme parasita. Estes organismos encontram-se divididos entre os filos
Platyhelminthes e Nematoda (agrupado dentro do superfilo Ecdysozoa) e, apesar
de evolutivamente distantes, apresentam varias similaridades anatbmicas e
funcionais que refletem seu modo de vida em comum (WAKELIN, 1996).

O desenvolvimento dos helmintos segue trés estadios principais, a saber:
ovo, fase de larva ou juvenil e adulto, sendo que o numero de fases larvais varia
para cada espécie (PARKER et al.,, 2003). Apdés a fecundacdo, os ovos séo
eliminados do corpo do hospedeiro, geralmente com as fezes. Caso encontrem
condicdes propicias no meio, seja pela ingestdo ou contato com um hospedeiro
intermediario ou recursos adequados para realizar a embriogénese no solo (no
caso dos geohelmintos), o ciclo recomeca. Muitas vezes, entretanto, as condi¢cdes
ndo sdo ideais e os ovos sdo mantidos viaveis em fase latente ou de dorméncia,
na qual a resisténcia estrutural sera essencial (PERRY, 1989).

Em relacdo ao saneamento ambiental, as principais caracteristicas de
interesse dos helmintos estdo relacionadas a estrutura dos seus ovos. Os
parasitas adultos também podem ser eliminados com as fezes, entretanto, ndo séo
capazes de sobreviver fora do hospedeiro. Por outro lado, os ovos destes
parasitas sao formados por estruturas bastante resistentes que se mantém viaveis
mesmo quando submetidos a processos severos de dessecacdo ou a acdo de um
forte agente quimico (GHIGLIETTI et al., 1997; PERRY, 1999).

A elevada resisténcia dos ovos de helmintos a fatores externos adversos
pode ser atribuida a espessa casca ou envoltério presente na maior parte dos

representantes desse grupo. Como exemplo, a casca dos helmintos pertencentes
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ao género Ascaris é formada por trés revestimentos principais: a) camada externa,
irregular, de constituicdo lipoproteica e recoberta por mucopolissacarideos; b)
membrana quitinosa, intermediaria e de espessura variavel; e c) membrana interna
de constituicao lipidica (WHARTON, 1983). A sobreposicao destas camadas forma
uma estrutura compacta capaz de resistir as situacdes de estresse fisico (calor),
quimico (oxidantes, detergentes) ou biolégico (proteases), durante as etapas de
desinfeccédo do lodo (MASSARA et al., 2003; GUZMAN et al., 2007).

Entre os helmintos presentes no lodo de esgoto, 0 nematdédeo Ascaris é o
mais refratario aos processos de tratamento e sua inativacdo ou permanéncia no
material tratado pode servir de indicador da eficiéncia do processo (MAYA et al.,
2010).

2.3  Ascaris

O género Ascaris abrange parasitas importantes para o controle e avaliacao
da eficiéncia de técnicas de higienizacdo de lodo de esgoto. Isto porque, além de
terem co-evoluido com o homem, sendo facilmente encontrados em qualquer
regido povoada do planeta (LELES, 2010; DOLD e HOLLAND, 2011), os ovos de
Ascaris sao extremamente resistentes aos processos de desinfec¢cdo do lodo
(MASSARA et al., 2003; MAYA et al., 2010). Além disso, podem ser encontrados
em grandes quantidades, dada a capacidade de uma fémea adulta em depositar
mais de 200.000 ovos por dia, eliminados com as fezes do hospedeiro (SINNIAH,
1982).

Quando em contato com o0 solo, os ovos de Ascaris iniciam seu
desenvolvimento embrionéario até a formacédo de uma larva. O fato desse parasita
necessitar de uma etapa de desenvolvimento no solo classifica-o como um
geohelminto, assim como espécies como Trichuris trichiura, Necator americanus e
Ancylostoma duodenale (PEARSON, 2002).

Em condi¢cGes de temperatura, umidade e oxigenagcédo adequadas a larva de
Ascaris lumbricoides realiza duas mudas ou ecdises, passando da fase inicial (L1),
para a fase intermediaria (L2) e para a terceira e ultima forma larval atingida no
solo (L3), sendo a unica capaz de infectar o hospedeiro. A larva L3 pode manter-
se infectante no ambiente por muitos anos, pois é capaz de reduzir seu
metabolismo até o minimo necessario (REY, 2008). Em Ascaris suum, a larva

infectante é L2, realizando apenas uma muda durante sua fase de vida fora do
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hospedeiro (MURRELL et al., 1997). Outros autores, entretanto, afirmam que pode
ocorrer uma segunda muda ainda dentro do ovo de A. suum, sendo esta forma
larval L3 responsavel pela infeccdo dos hospedeiros (MAUNG et al.,, 1978;
GEENEN et al., 1999).

Uma vez ingerida, a larva vai eclodir do ovo devido aos estimulos
fornecidos pelo hospedeiro e migrar pelo sistema circulatério até o pulméo, na
denominada migracéo pulmonar. Ao final rompe o vaso, penetra na luz do alvéolo
e sofre a terceira muda (L4). Esta forma larval segue pela arvore respiratéria até a
cavidade oral, onde é novamente deglutida, seguindo mais uma vez para 0
intestino delgado, onde ocorre a diferenciacdo sexual. Cerca de um més apés a
copula, os ovos sédo eliminados com as fezes e o ciclo recomeca (REY, 2008).

O ciclo de vida de Ascaris no hospedeiro e a patologia causada pelo
parasita sdo amplamente estudados e descritos na literatura. Entretanto,
informacdes a respeito do seu desenvolvimento embrionario inicial e ciclo de vida

fora do hospedeiro ainda sao bastante limitadas (CRUZ et al., 2012).

2.3.1 Ascaris lumbricoides e Ascaris suum

O género Ascaris compreende duas espécies, morfologica e geneticamente
muito similares (LELES et al., 2012): Ascaris lumbricoides, parasita do homem, e
Ascaris suum, parasita de suinos (ANSEL e THIBAU, 1973). A classificacdo
taxondmica de ambas as espécies esta definida no Quadro 2.2.

Apesar da proximidade genética entre as espécies, acredita-se que a
infeccdo cruzada dos parasitas seja baixa em condi¢cdes naturais, principalmente
em regides endémicas (PENG et al.,, 2005; PENG et al.,, 2007). Entretanto,
estudos recentes apontam para a possibilidade de alguns genotipos de Ascaris
suum serem capazes de parasitar humanos (NEJSUM et al., 2005; LELES et al.,
2009; ARIZONO et al., 2010).

Os resultados de um estudo clinico realizado na Dinamarca por Nejsum e
colaboradores (2005), em que regides polimérficas do genoma de parasitas foram
analisadas, permitiram concluir que todos os casos de infeccdo causada por
Ascaris nha amostra selecionada eram devido a ingestdo de ovos de A. suum. A
conclusdo do estudo foi que a ascariase na regido pode ser caracterizada como

uma zoonose contraida a partir do contato com esterco dos suinos.
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QUADRO 2.2 — CLASSIFICACAO TAXONOMICA DAS ESPECIES Ascaris suum e
Ascaris lumbricoides

Reino Amnmmalia
Superfilo Ecdysozoa
Filo Nematoda
Classe Secernenthea
Ordem Ascandida
Familia Ascarididae
Género Ascans

Arizono e colaboradores (2010), em estudo realizado no Jap&o, isolaram o
DNA dos parasitas obtidos de pacientes que apresentavam sintomas de
ascariase. Os pesquisadores encontraram nove genaotipos diferentes. Seis deles
correspondentes a A. lumbricoides e os restantes a A. suum. Apesar da baixa
prevaléncia encontrada desses gendtipos nas amostras do estudo, os resultados
indicam a possibilidade de que parte dos casos de ascariase observados na
regido de estudo seja causada pela infeccéo por A. suum.

Apesar dos resultados encontrados serem oriundos de pesquisas realizadas
em paises desenvolvidos (LORD e BULLOCK, 1982; ANDERSON, 1995) e, em
contrapartida, estudos realizados em regibes endémicas de paises em
desenvolvimento como Guatemala (ANDERSON et al., 1993) e China (PENG et
al., 1998) nédo terem encontrado as mesmas evidéncias de infec¢do cruzada, nao
se pode descartar a possibilidade de que parte dos ovos encontrados em
amostras de lodo no Brasil, principalmente em regides rurais, possa pertencer a A.
suum. Assim sendo, metodologias de deteccdo dos parasitas devem apresentar
sensibilidade suficiente para detectar ambas as espécies quando presentes nas

amostras analisadas.

2.3.2 Desenvolvimento Embrionario de Ascaris

Os ovos fecundados de Ascaris que séo eliminados pelo hospedeiro contém
apenas um blastbmero ou célula germinativa. Conforme ja apresentado, as

divisGes celulares que caracterizam a embriogénese do parasita s6 vao ocorrer no
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solo, em condi¢cdes adequadas de oxigenacgdo, temperatura e umidade (REY,
2008).

As etapas do desenvolvimento embriogénico da ordem Ascaridida, apesar
de ainda pouco elucidadas, ja foram discutidas em 1887 pelo embriologista
alemdo Theodor Boveri durante estudos com o0s cromossomos de Ascaris
megalocephala (atualmente Parascaris equorum) (BOVARI, 1887; TOBLER,
1986). Os embrides de P. equorum funcionaram como um 6timo modelo para o
estudo embrionario do grupo, pois permitiram a descoberta de uma importante
caracteristica embriogénica presente em alguns nematdédeos, entre eles as
espécies de Ascaris: a eliminacdo de parte da cromatina existente nas células
iniciais do embrido (blastbmeros) que dardo origem as células somaticas do
individuo adulto (MORITZ e ROTH, 1976; GOLDSTEIN e STRAUS, 1978;
MULLER et al., 1991; MULLER et al., 1996; GILBERT, 2010).

O processo de reducao da cromatina, também conhecido como diminuicao
cromossOmica, ndo é observado em todos os nematddeos; na verdade apenas
dez espécies do grupo apresentam algum mecanismo similar ao descrito por
Boveri, sendo a maioria pertencente a familia Ascarididae (MULLER e TOBLER,
2000). O processo envolve a eliminacdo de uma parte do DNA presente nos
cromossomos de algumas células do parasita durante sua fase embrionaria. Este
‘processamento” do material genético parece estar vinculado a mecanismos de
regulacdo génica envolvidos na diferenciacdo das células germinais em células
sométicas (ETTER et al., 1991; ETTER et al., 1994; MULLER et al., 1996). Cerca
de 85% do DNA nuclear total de Parascaris sdo removidos apos a segunda divisdo
celular do embrido (GODAY et al., 1992). Para A. suum e A. lumbricoides a fracéo
eliminada é de 25%, porém ndo antes da terceira divisdo celular (MORITZ e
ROTH, 1976; GOLDSTEIN e STRAUSS, 1978; MULLER et al., 1996).

A eliminacdo da cromatina nas espécies de Ascaris vai ocorrer em regioes
especificas no cromossomo, porém pouco se sabe sobre o mecanismo de quebra
do cromossomo nestas regides ou como elas sao selecionadas (GILBERT, 2010).
Apoés a quebra, o DNA presente entre o sitio de clivagem e a extremidade do
cromossomo (telébmero) € degradado e multiplas unidades da sequéncia
telomérica TTAGGC sao adicionadas a regido da delecao, provavelmente devido a
acao da enzima telomerase (JENTSCH et al., 2002).

Os segmentos de DNA eliminados durante a diminuicdo cromossdmica sao
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formados, majoritariamente, por sequéncias repetitivas e nao codificadoras
(MULLER et al., 1991). Entretanto, foram identificados dois genes de copia Unica
em Ascaris spp. que também sdo removidos durante o processo (ETTER et al.,
1991; ETTER et al., 1994; SPICHER et al.,, 1992). Esta descoberta reforcou a
hip6tese de que este mecanismo esteja vinculado a processos de regulacdo
génica (GILBERT, 2010).

Os genes removidos das células pré-somaticas do embrido de Ascaris
foram denominados de fertl e alepl. O primeiro € ativado logo apos a fertilizacao
e é responsavel por uma série de transcritos de RNA, provavelmente com funcéo
estrutural (SPICHER et al., 1994). O gene alepl esta associado a expressao de
uma proteina andloga a proteina ribossomal S19 de eucariotos, denominada de
ALEP1 (do inglés Ascaris lumbricoides Eliminated Protein) (ETTER et al., 1991,
ETTER et al., 1994). Proteinas ribossomais sdo responsaveis pela estabilidade
estrutural das subunidades dos ribossomos e, portanto, devem apresentar
expressao constitutiva em todas as células de um organismo. Entretanto, a
proteina ALEP1 s6 vai ser expressa nas fases iniciais do desenvolvimento do
embrido ou nas células germinativas restantes, devido ao mecanismo de remocéao
do seu gene codificador. Etter e colaboradores (1994) identificaram um segundo
gene, ativado apenas apoés a eliminacdo de alepl, que codifica para outra proteina
S19 que fard parte da estrutura dos ribossomos presentes nas células pré-
somaticas. Esta heterogeneidade ribossomal parece estar relacionada a
diferenciacdo celular do parasita durante a passagem da fase embrionaria para a
fase larval (BLAXTER, 2003).

As caracteristicas atipicas da embriogénese de Ascaris, associadas a
grande quantidade de transcritos nas etapas iniciais de seu desenvolvimento
(CLEAVINGER et al., 1989) podem servir de base para a criacdo de uma
ferramenta molecular adequada ao diagnostico de fases especificas do parasita.

2.4  PURIFICACAO E QUANTIFICACAO DE OVOS VIAVEIS DE HELMINTOS
EM LODO DE ESGOTO

Os primeiros protocolos para quantificar ovos viaveis de helmintos em lodo
de esgoto foram baseados em meétodos de isolamento dos ovos a partir de
amostras fecais (FAUST et al., 1939; ALLEN e RIDLEY, 1970). Entretanto, a
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elevada diluicdo do lodo exigiu a adaptacdo destes métodos para amostras
contendo baixas concentracbes dos parasitas (STEER et al., 1974). Foi
necessario, portanto, desenvolver novas metodologias, capazes de processar e
avaliar grandes volumes de material e concentrar 0os ovos existentes nas
amostras, reduzindo os componentes indesejaveis do lodo a uma quantidade
minima (SATCHWELL, 1986).

Desde as primeiras tentativas para purificacdo de ovos de parasitas de
amostras de lodo (STEER et al., 1976; MEYER et al., 1978; REIMERS et al., 1981)
até os dias de hoje, diferentes métodos foram desenvolvidos (HUYARD et al.,
2000; BEAN e BRABANTS, 2001; USEPA, 2003) e, apesar de utilizarem materiais
e reagentes diversos, sdo constituidos basicamente por quatro etapas: (i)
amostragem do lodo; (ii) separacdo dos ovos do material indesejado no lodo e
aumento da sua concentracdo na amostra; (iii) incubacdo em temperatura e
oxigenacdo adequadas para o desenvolvimento da larva, e (iv) andlise e
guantificacdo de viaveis, geralmente por analise microscépica (NELSON e DARBY
2001).

Em cada uma destas etapas, variacoes nos reagentes e materiais utilizados
caracterizam cada um dos métodos de quantificacdo encontrados na literatura.
Estas diferentes operacdes sao responsaveis pela acuracia e precisdo das
metodologias e cada uma delas deve ser avaliada, visando a maior recuperagao
de ovos viaveis das amostras (BOWMAN et al. 2003).

2.4.1 Amostragem

A etapa de amostragem de lodo de esgoto deve receber atencédo especial
durante o desenvolvimento de um protocolo. Amostras de lodo n&o representativas
da real diversidade do meio desqualificam os resultados posteriores obtidos por
um meétodo (USEPA, 2003). De acordo com a USEPA, em seu Regulamento
Sampling Procedures and Protocols for the National Sewage Sludge Survey
(1988), a forma mais representativa de coletar amostras de lodo € utilizando-se a
técnica de grab sampling, isto é, coletar diretamente apds a etapa de interesse
durante a operacdo da estacdo. Ou seja, se 0 interesse € em lodo desaguado,
uma amostra representativa seria idealmente obtida na saida do equipamento

utilizado para remoc¢éo de 4gua, seja uma prensa desaguadora ou uma centrifuga,
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como exemplo. De acordo com o Regulamento, a homogeneidade da amostra é
garantida devido aos elevados tempos de detencdo do lodo na estacdo, o que
reduz a variabilidade das caracteristicas deste subproduto.

Além da qualidade do lodo amostrado, € importante considerar também a
quantidade de lodo a ser utilizada durante os ensaios de quantificacdo. A
quantidade de material utilizado nos ensaios esta diretamente relacionada ao nivel
de deteccao a ser obtido (BOWMAN et al., 2003). Na regulamentacao da USEPA
(2003), o limite de ovos de helmintos estabelecido para lodo a ser aplicado na
agricultura ou em pastagens (biossolidos Classe A) é de 1 ovo/ 4 g de sélidos
totais (ST). Dessa forma, para que o monitoramento seja adequado, o tamanho da
amostra deve possibilitar que se atinja o limite de deteccdo. Entretanto, amostras
muito grandes podem resultar em menores taxas de recuperacdo (BEAN e
BRABANTS, 2001). Isto porque elevadas quantidades de solidos interferem na
eficiéncia das diferentes operacdes da fase de purificacdo dos ovos (BOWMAN et
al., 2003).

Em geral, o volume de amostra ensaiado deve conter entre 5 g (REIMERS
et al., 1989) e 50 g (USEPA, 2003) de sodlidos totais. Entretanto, durante o
desenvolvimento de nova metodologia, este valor deve ser estabelecido pelo
pesquisador, com base na acuracia e na precisdo obtidas para ensaios contendo

diferentes concentracdes de sélidos.

2.4.2 Separacdo e concentracdo dos ovos de Ascaris

Em geral, os métodos para determinacdo de ovos viaveis de helmintos
utilizam vérias operacdes sequenciais como lavagem ou dessorcdo dos ovos da
matriz do lodo, sedimentacao, filtracdo, flotacdo, extracdo, entre outros. Estes
passos sdo utilizados para garantir a separagdo adequada dos ovos dos demais
contaminantes, facilitando a identificacdo e contagem em etapa posterior. Na
Figura 2.6 é apresentada uma representacdo esquematica da sequéncia de
operacdes necessérias para a purificacdo e quantificacdo de ovos de helmintos

em amostras de lodo.
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FIGURA 2.6- REPRESENTACAO ESQUEMATICA GERAL DAS PRINCIPAIS ETAPAS
PARA DETERMINACAO DE OVOS VIAVEIS DE HELMINTOS EM
AMOSTRAS DE LODO DE ESGOTO

FONTE: O autor (2013)

24.2.1 Dessorc¢ao

A etapa inicial do processo de purificagdo e concentragdo dos ovos de
helmintos estd relacionada a dessor¢do destes ovos da matriz de compostos
presentes no lodo (REIMERS et al., 1989; NELSON e DARBY, 2001). As

membranas de revestimento dos ovos destes parasitas associam-se aos



44

compostos organicos presentes no residuo, como acidos humicos, acidos fulvicos
e polissacarideos (GASPARD et al., 1994). Presos no interior da matriz organica
do lodo, os ovos tornam-se refratarios as etapas de sedimentacao diferencial e de
flotagdo (MEYER et al., 1974; GASPARD et al., 1994). Portanto, & necessario
remover estas matrizes de contaminantes para que 0S ovos possam ser isolados
adequadamente.

O uso de proteinas, como a lactoalbumina pode ser efetivo no processo de
dessorgao (O'DONNELL et al., 1984) e até mesmo agua morna pode ser utilizada
na lavagem das amostras (YANKO 1987). Entretanto, a lavagem das amostras
com solucdes de surfactantes é a principal estratégia para remover os ovos da
matriz do lodo (REIMERS et al., 1989; GASPARD et al., 1996; BOWMAN et al.,
2003). Para reduzir a fracdo mais grosseira dos sélidos e facilitar o contato entre a
solucdo de lavagem e as particulas do lodo pode-se realizar uma etapa de lise
mecanica anteriormente a lavagem (REIMERS et al., 1989).

Os reagentes surfactantes mais utilizados sdo os detergentes nado ionicos,
como por exemplo, Triton®, Tween® 80 e 7X® (BOWMAN et al., 2003). O uso de
baixas concentracbes desses compostos pode ser efetivo na dessor¢édo dos ovos
da matriz do lodo. Gaspard e colaboradores (1996) utilizando 0,01% w/v de
dodecilsulfato de sodio (SDS) na fase de dessorcao, observaram que 88% a 93%
dos ovos de Ascaris suum permaneceram viaveis. No entanto, a lavagem do lodo
com altas concentracfes de detergente pode ter um efeito toxico sobre os ovos de
helmintos, o que compromete a integridade da membrana do parasita (JASKOSKI
1954). Satchwell (1986) avaliou 0 uso de trés detergentes, cloreto de cetilpiridinio,
SDS e Nonidet P40 ®, a uma concentracdo de 0,8% w/v em uma etapa de
lavagem antes da filtragdo. De acordo com os resultados deste estudo,
aproximadamente 31% dos ovos de Taenia ndo foram recuperados apos a
lavagem.

Assim como a concentracdo, a escolha adequada do detergente é um fator
determinante para a recuperacdo dos ovos dos parasitas. Bowman e
colaboradores (2003) avaliaram a acdo dos detergentes Triton®, Tween® 80 e
Linbro® 7X durante ensaios de concentracdo e recuperacdo de ovos de Ascaris.
Estes pesquisadores concluiram que, quando utilizado o detergente 7X, o método
apresenta maior taxa de recuperagao dos ovos do parasita em relacdo aos demais

detergentes utilizados. Além disso, esse reagente ndao formou precipitado quando
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em contato com as solugbes de sais utilizadas durante a etapa de flotacao
(BOWMAN et al. 2003).

2.4.2.2 Sedimentacéo e peneiramento

Apoés a etapa de dessorcdo, é importante recuperar 0S 0vos presentes na
solucdo e remover os residuos grosseiros de lodo que interferem na concentracéo
e purificacdo do material. Em geral, etapas de sedimentacdo seguidas de
peneiramento sao eficazes nesta fase (MEYER et al., 1974).

Para permitir que os sélidos sedimentem apos a lavagem das amostras, a
solugcdo homogeneizada € colocada em repouso por periodos que variam de 4 até
12 horas ou mais, dependendo das caracteristicas do material (YANKO, 1987;
REIMERS et al., 1989; USEPA, 2003). Com o objetivo de aumentar a eficiéncia da
dessorcédo, apds remover o sobrenadante, novas etapas de lavagem seguidas de
sedimentacao podem ser realizadas (USEPA, 2003).

Ao final das etapas de sedimentacdo, novo volume da solugéo de lavagem
€ adicionado ao residuo obtido. Esta mistura contera os ovos, juntamente com
uma grande quantidade de residuos do lodo. Neste estagio, o uso de peneiras de
malha grossa (20 a 50 mesh) garante a remocédo da fracdo mais grosseira de
sélidos, reduzindo os residuos interferentes na etapa da flotacdo (BLACK et al.,
1982).

2.4.2.3 Flotacéo

ApoOs sedimentar e peneirar a amostra, a recuperacdo dos ovos € realizada,
em geral, por flotacdo. O principio da flotagdo baseia-se na diferenca de gravidade
especifica (SG) entre os ovos e uma solucdo de flotacdo de alta densidade
(DRYDEN et al.,, 2005). Solugdes comumente utilizadas incluem sacarose
(FITZERALD e FOX, 1978), sulfato de zinco (YANKO, 1987), sulfato de magnésio
(REIMERS et al., 1989; BOWMAN et al., 2003) e cloreto de sédio (GASPARD et
al., 1996).

Para que ocorra a flotagao, a densidade da solugéo deve ser maior do que
a densidade dos ovos. Para a maioria dos ovos de parasitas a gravidade
especifica encontra-se entre 1,05 e 1,23 (DAVID e LINDQUIST, 1982; DRYEN et
al., 2005). Assim, as solu¢des mais utilizadas apresentam valores de SG de 1,18
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(NaCl), 1,20 (ZnSO, e MgS0O,4) e 1,30 (sacarose). Combinacdes desses sais
produzem solu¢gdes com densidades diferenciadas como € o caso das solu¢fes de
cloreto de sddio e cloreto de zinco (SG 1,35) e nitrato de sodio e tiosulfato de
sodio (SG 1,45) (CRINGOLI et al., 2004).

A escolha da solugéao de flotagdo mais adequada a determinado protocolo
depende tanto das etapas anteriores de processamento como da espécie do
parasita que se deseja recuperar. Algumas solucdes salinas, por exemplo, tendem
a precipitar na presenca de detergentes, como € o caso de NaCl (BOWMAN et al.,
2003). Outras, como a sacarose, Sao viscosas e exigem maior tempo de
centrifugagéo; entretanto, recuperam até mesmo 0s ovos mais pesados, COmo 0S
de Taenia spp. (DAVID e LINDQUIST, 1982). Além disso, dependendo do
floculante escolhido, devem ser evitados longos periodos de contato entre as
solugbes e 0s ovos, pois alguns desses sais podem inibir o desenvolvimento
embrionario do parasita (SMITH, 1991; GASPARD et al., 1996).

ApoOs a adicdo da solucéo de flotacdo no sedimento contendo 0s ovos, uma
etapa de centrifugacao auxilia a decantacdo dos residuos de lodo ainda presentes,
além de permitir que os ovos flutuem mais rapidamente na superficie da solucéo
(DRYEN et al., 2005). O tempo de centrifugacdo, assim como a composicado do
lodo, influencia na eficiéncia do processo; as condicdes de operacdo adotadas em
um protocolo, portanto, devem ser avaliadas visando aperfeicoar a recuperagao

dos ovos para cada tipo de amostra (NUNES et al., 1994).

2424 Extracéo

A etapa da extracdo aparece em diversos protocolos de quantificacdo de
ovos de helmintos e tem o objetivo de remover contaminantes proteicos e lipidicos
dos ovos obtidos apds a floculagdo (USEPA, 2003).

Utilizando-se reagentes lipofilicos e hidrofilicos, a amostra € particionada
em duas fases, leve e pesada, sendo que, na fase hidrofilica, os ovos dos
parasitas sdo concentrados no fundo dos tubos (NELSON e DARBY, 2001). Entre
as solucdes lipofilicas mais utilizadas encontram-se o éter dietilico e o0 acetato de
etila (RUDE et al., 1986), enquanto na fase hidrofilica € comum o uso de etanol
acidificado e acetato (USEPA, 1992).

Apesar de eficazes na remocao de contaminantes, alguns desses reagentes
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podem ser prejudiciais a manutencdo da viabilidade dos ovos de helmintos.
Originalmente apresentada por Allen and Ridley (1970) como uma técnica para
purificar ovos de parasitas em amostras de fezes, a extracdo com formaldeido-
etanol foi utilizada por Satchwell (1986) durante a etapa de concentracao dos ovos
em amostras de lodo de esgoto. A etapa de extracdo consistia em remover 0s
contaminantes com o uso de solucao salina de formol 40% seguida de solucao de
éter dietilico. Entretanto, o método ndo garantiu a recuperacdo dos ovos
inoculados nas amostras, e 95% deles foram perdidos durante esta etapa de
extracdo (SATCHWELL, 1986).

Nelson e Darby (2001) adicionaram reagentes comumente utilizados
durante a etapa de extracdo em solucdes contendo concentracdes conhecidas de
ovos de A. suum. Apés 1 hora de exposicao, a solucao contendo alcool acidificado
foi a que apresentou a menor quantidade de ovos viaveis recuperados (52,2%).
Efeito sinérgico foi observado ao se misturar solucdo de alcool acidificado com
éter dietilico ou com acetato de etila. Nestes casos, a recuperacdo observada foi
igual a 26,5% e 4%, respectivamente. Além da perda da viabilidade, o uso de
reagentes de extracdo pode levar a baixa recuperacdo dos ovos das amostras,
que muitas vezes sdo removidos juntamente com a fase lipofilica ou destruidos
pela acdo dos reagentes, impossibilitando sua identificacdo pela analise
microscoépica (NELSON e DARBY, 2001).

A reducdo no uso de compostos toxicos durante a etapa de extracdo dos
ovos nas amostras de lodo é uma preocupacdo dos protocolos adaptados para
esse tipo de andlise. Almeida e colaboradores adaptaram o protocolo de extracéo
definido por Ritchie (1948) para amostras clinicas de fezes, substituindo o éter
utilizado durante o passo de extracdo por agua estéril saponificada, reagente
lipofilico menos toxico. No entanto, a recuperacdo de ovos das amostras foi 80%
menos eficaz quando comparada com o protocolo original (ALMEIDA et al., 2009).

Uma alternativa & extracdo € uma nova filtracao utilizando-se peneiras com
aberturas capazes de reter os ovos a0 mesmo tempo em que permitem a remogao
de proteinas, lipideos e outras moléculas contaminantes (USEPA 2003). Nelson e
Darby (2001) compararam dois metodos de extracdo dos ovos de helmintos
presentes em amostras de lodo. No primeiro método foram utilizadas soluc¢des de
alcool acidificado e éter dietilico para a remocao dos contaminantes, enquanto no

segundo foram utilizadas apenas peneiras. A recuperacdo dos ovos no metodo



48

que utilizou os reagentes quimicos foi menor, atingindo o valor méximo de
recuperacdo de 34% contra o percentual de 64% observado no método fisico de

purificacdo dos ovos.

2.4.3 Incubacao

Uma vez concentrados, os ovos de helmintos séao incubados visando ao
desenvolvimento da larva infectante (L3) dentro dos ovos viaveis (BOISVENUE et
al., 1990). A etapa de incubacdo é fundamental, pois a larva s6 é capaz de se
desenvolver em um ambiente que apresente condicbes de temperatura e
oxigenacao adequadas (PEARSON, 2002). Além disso, a composi¢cdo do meio em
que 0s ovos serdo incubados também influenciara o desenvolvimento larval do
parasita (CRUZ et al., 2012).

A temperatura de incubacéo € um dos fatores que mais influenciam o tempo
de desenvolvimento do embrido dentro do ovo (ARENE, 1986). De maneira geral,
temperaturas mais elevadas aceleram o desenvolvimento dos ovos, enquanto que
em temperaturas mais baixas o tempo de incubacdo necessario para o
desenvolvimento larval € maior (ARENE, 1986; CRUZ et al., 2012). Ovos viaveis
incubados em temperaturas de 20°C levam, em média, 17 dias para atingir a fase
L1 (GEENEN et al., 1999); em temperaturas de 28°C esse tempo € reduzido para
12 dias (CRUZ et al. 2012).

Em relacdo aos meios de incubacgdo, solu¢cbes contendo H,SO, 0,1N
(YANKO, 1987) e formalina nas concentracdes 0,5% (REIMERS et al., 1989) e 1%
(OKSANEN et al., 1990) sédo bastante utilizadas. Estas solucdes tém acao
antimicrobiana e evitam o crescimento de fungos e outros organismos capazes de
interferir no desenvolvimento embrionario do parasita (CRUZ et al., 2012). Outras
solugdes incluem agua destilada (OKSANEN et al., 1990) ou ainda meios
enriquecidos com nutrientes (GASPARD et al., 1996).

E importante que amostras controle de ovos de parasita, em geral Ascaris
suum, sejam incubadas simultaneamente aos ovos recuperados do lodo; desta
forma quando a maior parte do controle estiver embrionado as amostras estarao

prontas para contagem (USEPA, 2003).



49

2.4.4 Determinacgdo e quantificac&o de ovos viaveis

Ao final do periodo de incubacédo, a quantidade de ovos vidveis presentes
nas amostras deve ser mensurada. A forma de quantificagdo mais aplicada nas
diferentes metodologias é a contagem em microscopio Optico (REIMERS et al.,
1981; YANKO, 1987; REIMERS et al., 1989; GASPARD et al., 1996; BOWMAN et
al., 2003), entretanto, tentativas de determinacdo do numero de ovos viaveis
utilizando mecanismos moleculares ja foram descritas (PECSON et al., 2007). De
qualquer forma, esta € uma etapa critica do método, pois 0 nimero de ovos
vidveis encontrados é uma resposta direta da eficiéncia dos processos de
desinfeccdo do lodo, além de ser utilizado como parametro na escolha da
destinacdo mais adequada desse residuo (USEPA, 2003).

A contagem dos ovos em microscopio Optico é uma técnica que exige
acuidade visual do analista, pois a presenca de interferentes a leitura, como
celulose, graos de polen e leveduras pode gerar falsos positivos (MOODLEY et al.,
2008).

Em geral a leitura é feita em uma camara Sedgwick-Rafter, que apresenta
dimensdes de 50 x 20 x 1 mm e capacidade para 1 mL de solucdo. Como a
analise dos ovos € realizada em pequeno aumento (40X ou 100X), a camara
fornece razoavel reprodutibilidade aos ensaios (WOELKERLING et al., 1976).

Durante a contagem, o analista deve obter o numero total de ovos do
helminto de interesse e determinar quantos desses abrigam uma fase larval. No
caso de Ascaris, sdo reportadas as quantidades de ovos ndo embrionados e de
ovos nas fases larvais (USEPA, 2003). Dessa forma, o nimero de ovos viaveis €
fornecido como a quantidade de ovos larvados por grama de sélidos totais.

Ainda em relagdo a Ascaris, na literatura séo relatadas seis fases de
desenvolvimento do parasita observadas: ovo (uma célula), quatro fases larvais e
adulto, sendo que, para ser considerado viavel, o ovo observado em microscépio
otico deve abrigar uma larva formada (Figura 2.7) (BOWMAN et al., 2003; USEPA
2003). Entretanto, Cruz e colaboradores (2012) observaram oito estagios
intermediarios de desenvolvimento entre a fase de ovo e a primeira fase larval
(duas, trés e quatro ceélulas, mérula, mérula tardia, blastula e gastrula). De acordo
com o0s resultados obtidos pelos pesquisadores, estes estagios séo

potencialmente indicativos da viabilidade dos ovos e ndo podem ser
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desconsiderados durante a contagem, com o risco de subestimar o niumero real de

organismos viaveis na amostra (CRUZ et al., 2012).

a u T R T

FIGURA 2.7 - FOTOMICROGRAFIA DE OVOS DE Ascaris sp.: a8) OVO EMBRIONADO
(UMA CELULA); b) OVO INVIAVEL; c) OVO VIAVEL LARVADO

FONTE: FCFRP-SP (2012)

2.5 APLICACAO DE TECNICAS MOLECULARES NO DIAGNOSTICO DE
PARASITAS EM LODO DE ESGOTO

Ensaios visando a identificacdo e a quantificacdo de parasitas em lodo de
esgoto podem receber uma valiosa contribuicdo utilizando-se ferramentas da
biologia molecular. Isto porque as técnicas moleculares apresentam vantagens
gue incluem maiores acuracia e rapidez de resposta, além da possibilidade de
identificagdo de organismos ndo cultivaveis, utilizando-se técnicas da
metagendmica.

A maior parte das pesquisas existentes em diagndstico molecular de
parasitas € oriunda de estudos clinicos e, portanto, utiliza amostras fecais para
deteccdo e quantificacdo do material genético dos patdégenos. Entretanto, apesar
da composi¢cdo mais complexa e a presenca de maior niumero de interferentes no
lodo de esgoto, resultados obtidos a partir de amostras fecais podem ser bons
indicativos do potencial destas técnicas para amostras sanitarias. A seguir sao
apresentadas, com base em literatura recente, as técnicas moleculares para
deteccdo de parasitas que vém obtendo resultados expressivos e com potencial

para o diagndstico de patégenos em amostras de lodo sanitario.

2.5.1 Extracdo do material genético presente em amostras ambientais

A qualidade da andlise molecular de qualquer tipo de amostra, seja ela

oriunda de cultivos puros ou diretamente de alguma fonte ambiental, depende do
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método utilizado para a extragdo do material genético presente no meio a ser
analisado (MARTIN-LAURENT et al., 2001). Este processo torna-se bastante
laborioso no caso de amostras complexas como o lodo de esgoto, que apresentam
grande quantidade de compostos interferentes as técnicas moleculares (WILSON,
1997).

Compostos interferentes podem formar complexos com os &cidos nucleicos
(DNA e RNA), impedindo sua separacdo do restante da amostra. Estes
interferentes podem, também, inibir a atividade de enzimas como a DNA
polimerase, essencial a realizagdo da maior parte dos ensaios moleculares
(WILSON, 1997). Dessa forma, é fundamental a extracdo e purificagcdo adequada
do material genético presente na amostra para que nao ocorram erros de
diagnéstico devido ao mascaramento do DNA/ RNA alvo. Entre os principais
interferentes descritos para lodo de esgoto encontram-se os &cidos humicos e
fulvicos, alguns compostos fendlicos e metais pesados (TSAI e OLSON, 1992;
STINEAR et al., 1996; WILSON, 1997; BRAID et al., 2003; SCHRIEWER et al.,
2011).

A presenca de compostos inibidores leva a resultados falso-negativos, por
inibirem a atividade da DNA polimerase, necessaria para a amplificacdo do
segmento génico alvo (STINEAR et al., 1996; LOGE et al., 2002; AUDEMARD et
al., 2004). Entretanto, metodologias de preparo de DNA que visam minimizar a
interferéncia dos inibidores tém sido desenvolvidas e tém apresentado bons
resultados. Pode-se citar o uso de sondas de oligonucleotideos acopladas a
esferas paramagnéticas capazes de encontrar e hibridizar apenas com o DNA em
amostras complexas (STINEAR et al.,, 1996; KAUENER e STIENER, 1998);
aplicacdo de resinas para adsorcdo de &cidos humicos durante a extragdo do
material genético (SCHRIEWER et al., 2011); cromatografia de troca ibnica ou por
exclusao (HURT et al., 2001), e eletroforese para separacdo do DNA, com
posterior excisdo do fragmento de gel contendo o material genético (ZHOU et al.,
1995).

Metodologias menos sofisticadas também tém sido efetivas na remocgéao de
inibidores da PCR. Como exemplo pode ser citada a realizacdo de diluicdes
sucessivas da amostra para extragcdo, em casos em que haja grande quantidade
do material genético de interesse (QUEIPO-ORTUNO et al., 2008), uso de

floculantes (BRAID et al., 2003) e adicdo de albumina do soro bovino nas
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amostras durante a extracdo (WANG et al., 2007). Nesses casos, a possibilidade
de associar o aumento da eficiéncia da reacdo com custos reduzidos torna estes
métodos bastante atraentes.

Outro fator importante na extracdo do material genético é associar a
remocado dos interferentes das amostras um procedimento adequado de
purificacdo dos &cidos nucleicos. Isto porque € fundamental que o material
genético possa ser recuperado mantendo sua integridade assim como em
concentracdo suficiente para realizacdo das andlises posteriores (ROH et al.,
2006).

A purificacdo € um ponto critico durante a extracdo do RNA de amostras
ambientais (BORNEMANN e TRIPLET, 1997; YU e MOHN, 1999; ALM e STAHL,
2000). Por tratar-se de uma molécula instavel e altamente susceptivel a acdo de
nucleases presentes no interior das células e também dispersas em qualquer meio
biologico, o RNA pode ser rapidamente degradado ou danificado caso os
procedimentos de purificacdo ndo sejam adequados (HURT et al., 2001).

O uso de kits comerciais para extracdo simultanea de DNA e RNA de lodo
garante alta purificacdo e recuperacéo dos acidos nucleicos (ROH et al., 2006). A
principal vantagem refere-se a rapidez de extracdo do material genético das
amostrasassociada a elevada pureza do material obtido. A extracdo por um
método de elevada recuperacdo como este é adequada para a obtencdo de
guantidades padronizadas de DNA ou RNA a serem utilizadas em curvas de
calibracdo para quantificacdo absoluta por PCR em tempo real, por exemplo.
Entretanto, seu custo deve ser considerado na realizacdo de ensaios de
diagnéstico molecular contendo grande nimero de amostras (ROH et al., 2006).

2.5.2 PCR convencional

A Reacdo em Cadeia da Polimerase, ou PCR, é uma técnica que
revolucionou o campo da biologia molecular desde o seudesenvolvimento por Kary
Mullis (SAIKI et al., 1985).

O principio da PCR é simples: trata-se do aumento do niamero de cépias de
determinado segmento de DNA de interesse presente na amostra, até que se
atinja uma quantidade que possa ser visualizada em gel, apds corrida

eletroforética. O uso de sequéncias de oligonucleotideos iniciadores, ou primers,
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capazes de se anelar apenas na sequéncia de interesse, garante a especificidade
da técnica. Ciclos de temperatura pré-definidos levam a repetidas etapas de
desnaturacdo do DNA alvo, anelamento dos iniciadores nas regides especificas e
amplificacdo da sequéncia desejada por uma enzima polimerase termoestavel.
Desta forma, é relativamente simples detectar a presenca de um determinado
patbgeno na amostra, desde que se defina previamente qual sequéncia alvo do
DNA deste organismo deseja-se amplificar e, a partir dai, desenhar os iniciadores
adequados para o reconhecimento desta sequéncia (LEWIN, 2007).

O uso da PCR convencional, ou “end-point” PCR, tornou-se corriqueiro em
laboratérios de diversas areas, e a engenharia sanitaria ndo é excecdo. Para
diagnéstico de parasitas, entretanto, essa técnica apresenta uma grande limitacéo,
pois € capaz de indicar presenca ou auséncia de determinada espécie, porém nao
de quantifica-la facilmente e com precisdo. De qualquer forma, sua contribuicdo
tem sido notavel, seja na caracterizacao de diferentes populagdes microbianas em
amostras de lodo (CHOI et al.,, 2007; MCMAHON et al., 2007; PINHATI, 2008;
WANG e ZHAO, 2011), deteccao de material genético de enterovirus, adenovirus,
virus da hepatite A e rotavirus em amostras ambientais (SHIEH et al.,, 1997,
BARRELLA, 2008; RIGOTTO et al., 2010); determinacdo da presenca de alguns
parasitas como, por exemplo, 0os géneros de protozoarios Cryptosporidium e
Giardia em lodo doméstico (RIMHANEN-FINNE et al., 2001; COUPE et al., 2005;
KHOUJA et al., 2010); ou diagnéstico de Ascaris sp. em amostras de tecido do
hospedeiro (ISHIWATA et al., 2004).

Um variacao interessante do método da PCR é a Nested-PCR em que,
apos a primeira amplificacdo do DNA, € realizada uma nova reacdo de PCR
utilizando-se iniciadores adicionais. Esta técnica minimiza a amplificacdo
inespecifica, isto €, de segmentos que ndo sejam aquele definido como alvo.
Desta forma, a Nested-PCR apresenta alta eficiéncia de deteccdo do DNA de
interesse em amostras ambientais, onde é comum a presenca de compostos que
atuam como interferentes ao método (TOZE, 1999; FORMIGA-CRUZ et al., 2005).

Por se tratar de uma técnica que define apenas a presenca/auséncia de
organismos, pesquisas que utilizam a PCR convencional para diagnéstico de
helmintos em lodo de esgoto sdo poucas (PECSON, 2006). Outro fator limitante é
a impossibilidade de distinguir organismos viaveis daqueles inviaveis, pois o DNA

pode manter-se estavel, livre no meio ou no interior de células mortas, por um
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longo periodo de tempo (MCKILLIP et al., 1998; YARON e MATTHEWS, 2002;
FONTAINE e GUILLOT, 2003).

2.5.3 PCR em tempo real

A PCR em tempo real, também denominada PCR quantitativa ou qPCR,
surgiu como resposta a necessidade de quantificar o material genético amplificado
durante os ciclos de reacédo da polimerase (PORCHER et al., 1992; HIGUSHI et
al., 1993; GIBSON et al., 1996; HEID et al., 1996). Desde entdo foi estabelecida
como uma técnica robusta amplamente utilizada em investigacdes biologicas
variadas, dada a sua capacidade para detectar e quantificar baixas concentracoes
de acidos nucleicos (VALASEK e HEPA, 2005; VANGUILDER et al., 2008).

Enquanto a PCR convencional exige a realizacdo de eletroforese em gel
para detectar o produto amplificado, a tecnologia da gPCR quantifica os produtos
em tempo real e durante cada ciclo da reacdo. Neste caso 0s ensaios sdo
conduzidos em um termociclador (conhecido como Sistema de Deteccédo de
Sequéncias, ou SDS) que monitora a emissao crescente de fluorescéncia a
medida que mais copias do gene sdo geradas (BUSTIN, 2004).

Na técnica em tempo real ha duas espécies de compostos fluorescentes
gque podem ser utilizados para quantificar o produto da PCR em um equipamento
SDS: SYBR Green® e TagMan® ambas tecnologias desenvolvidas e
patenteadas pela empresa Applied Biosystems. A principal diferenca entre elas
esta relacionada ao alvo de ligacdo: SYBR Green se ligara a todo DNA dupla fita
encontrado na amostra, enquanto TagMan reconhecera apenas a sequéncia alvo
do DNA a ser amplificado, aumentando a especificidade da técnica (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2007).

O principio da técnica TagMan® envolve a utilizacdo de uma sonda
(sequéncia oligonucleotidica) especifica para o DNA alvo, marcada com um
fluoréforo repdrter na posigado 5. Esta mesma sonda, na posigao 3’, apresenta
uma molécula inibidora de fluorescéncia, denominada de quencher. Enquanto
estdo proximos, isto é, ambos ligados a sonda, o quencher é capaz de inibir a
fluorescéncia emitida pelo fluoréforo. Entretanto, ao encontrar e ligar-se a
sequéncia alvo, a sonda é clivada pela acdo da enzima DNA polimerase, e 0

fluoréforo é liberado. Uma vez afastado de seu inibidor,0 fluoréforo pode emitir
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fluorescéncia que € capturada e quantificada pelo equipamento SDS (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2007). Na Figura 2.8 é apresentado um desenho esqueméticoda

producéo de fluorescéncia utilizando-se sondas TagMan®.
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FIGURA 28 - REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA EMISSAO DE

FLUORESCENCIA UTILIZANDO-SE SONDA TaqMan®.
Nota: O fluor6foro repérter é liberado e emite fluorescéncia apés o inicio da

polimerizacdo pela DNA polimerase e consequente clivagem da sonda

FONTE: Applied Biosystems (2010)

Durante os ensaios de gPCR, a quantidade de fluorescéncia de cada
amostra € monitorada, resultando em uma curva que relaciona a quantidade de
DNA amplificado com o valor de Ct, ou threshold cycle, que € o nimero do ciclo da
PCR em que a fluorescéncia ultrapassa a linha base. Atualmente, padronizou-se o
uso do termo Cq (ciclo de quantificacdo), em substituicdo ao Ct, mas com
significado similar (BUSTIN et al., 2009). Na Figura 2.9 é apresentado, como
exemplo, um gréfico de amplificagdo obtido em um ensaio de PCR Tempo Real
(APPLIED BIOSYSTEMS, 2007). Este gréfico relaciona a emissdo da
fluorescéncia normalizada durante a amplificagdo, denominada de ARn com o
respectivo valor de Cqg. A normalizacdo da fluorescéncia visa minimizar as

diferencas devido as varia¢cdes no comprimento do caminho éptico da luz incidente
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sobre cada amostra. Como as amostras encontram-se em posi¢oes diferentes
durante o ensaio, em geral em uma placa de reacéo, as variagbes do caminho
optico da luz de excitacdo podem interferir na real fluorescéncia emitida por cada
amostra. Assim, a fluorescéncia emitida é normalizada dividindo-se o valor obtido
em cada amostra por um No caso de uma curva de calibracédo, os valores de Cq
sdo relacionados com as concentracbes de DNA padrdo. Na Figura 2.10 é
apresentado um exemplo de uma curva de calibracdo obtida por PCR em Tempo
Real (APPLIED BIOSYSTEMS, 2007).
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FIGURA 2.9 - NUMERO DE CICLOS VS FLUORESCENCIA (ART) OBTIDO EM
ENSAIO DE PCR EM TEMPO REAL

Notas: ART — intensidade de fluorescéncia normalizada; linha azul horizontal indica o threshold ou
limite
FONTE: Applied Biosystems (2007)

Ensaios de deteccdo mais sensiveis e a maior reprodutibilidade obtida nas
pesquisas realizadas em gPCR permitiram criar novas solucbes para antigos
problemas, difundindo a técnica para todas as areas que apresentassem algum
enfoque biolégico (VANGUILDER et al., 2008). Em pouco tempo a PCR em tempo
real tornou-se uma ferramenta indispensavel em ensaios de DNA, incluindo-se ai o

diagnéstico molecular de parasitas em amostras ambientais.
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FIGURA 2.10 — CURVA DE CALIBRAGCAO OBTIDA EM ENSAIO DE PCR EM TEMPO
REAL. A QUANTIDADE DE UMA AMOSTRA DESCONHECIDA E
DETERMINADA COM BASE NO SEU VALOR DE Cq

FONTE: Applied Biosystems (2007)

A técnica convencional da PCR, ja utilizada em ensaios de diagnostico,
ganhou reforco com o advento da qPCR, permitindo ndo sé a determinacdo da
presenca ou auséncia de patdégenos, mas também a quantificacdo destes
organismos nas amostras. Dessa forma, amostras de lodo tornaram-se adequadas
para a aplicacdo desta técnica, devido a necessidade de se quantificar o material
bioldgico presente nesse tipo de residuo. Exemplos de organismos mensurados
em lodo de esgoto a partir de analises de qPCR incluem enterovirus (SANO et al.,
2003; MONPOENHO et al., 2004); reovirus (GALLAGHER e MARGOLIN, 2006),
protozoarios (ALONSO et al.,, 2011); enterococos (VIAU e PECCIA, 2009) e
Escherichia coli (WERY et al., 2008). Pecson e colaboradores (2007)
desenvolveram uma técnica de quantificacdo de ovos de Ascaris através de gPCR
de uma regido do DNA ribossomal (ITS-1) do parasita e 75% das amostras néo
apresentaram diferencga estatistica do método padrdo de contagem microscopica
(PECSON et al., 2007).

Apesar da grande diversidade bioldgica existente em amostras de lodo de
esgoto e biossolidos em geral, muitas vezes o organismo de interesse encontra-se
em pequeno numero, dificultando a deteccdo por métodos convencionais. A alta

sensibilidade da qPCR, entretanto,confere a ela capacidade de indicar a presenca
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de determinado organismo, ainda que este se encontre em quantidades bastante
reduzidas. Kramme e colaboradores (2011), utilizando a gPCR para diagndstico de
Strongyloides spp. em amostras fecais obtiveram o limite de detec¢ao (com 95%
de confianca) de apenas uma larva por ensaio de PCR. Isto é, aplicando-se o teste
de diagndstico, havia 95% de probabilidade de o resultado ser positivo, mesmo
contendo somente o DNA de uma Unica larva de estrongil6éide na amostra.

O desenvolvimento de técnicas de diagnostico de parasitas por qPCR
multiplex também vem apresentando resultados promissores. Uma técnica
multiplex envolve a deteccdo simultdnea de varios DNA alvos, ou seja, varias
espécies patogénicas diferentes. Qvarnstrom e colaboradores (2006) definiram
uma metodologia qPCR multiplex para deteccdo de trés espécies diferentes de
amebas de vida livre causadoras de quadros patogénicos severos no homem e o
método mostrou-se sensivel para detec¢do de apenas uma ameba por ensaio em
amostras clinicas. Basuni e colaboradores (2011) desenvolveram uma técnica
pentaplex para deteccdo de quatro espécies diferentes de geohelmintos em
amostras fecais (Ancylostoma, Necator americanus, Ascaris lumbricoides e
Strongyloides stercoralis) e o0s resultados indicaram alta sensibilidade e
especificidade do método quando comparado a técnica por contagem
microscopica.

Apesar de ser uma técnica bastante sensivel e capaz de quantificar o
material genético com elevada eficiéncia, ainda sdo poucos 0s estudos que
associam a PCR quantitativa com a deteccdo de helmintos parasitas em lodo
sanitario. Isto porque mesmo sendo capaz de quantificar, a aplicacdo isolada da
gPCR néo permite distinguir entre organismos viaveis e ndo-viaveis presentes nas

amostras de lodo.

2.5.4 RT-PCR

A técnica da transcricdo reversa combinada com a reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR) provou ser uma metodologia adequada para quantificar
expressao génica (LIVAK, 2001).

Trata-se de uma técnica bastante sensivel, utilizada para detectar os niveis
de expressdao de RNA em uma amostra. Os ensaios sao realizados em duas

etapas. Primeiramente o RNA de interesse € convertido em DNA complementar
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(cDNA) por uma enzima transcriptase reversa. Este cDNA é entéo utilizado como
alvo (ou molde) em uma reacdo de amplificagdo com iniciadores especificos por
PCR convencional (PCR) ou em tempo real (qPCR) (LEWIN, 2002).

A principal vantagem do uso desta técnica em ensaios para deteccdo de
patbgenos é a capacidade de quantificar por gPCR apenas material de
organismos vivos, pois o RNA apresenta tempo de meia-vida curto nas ceélulas,
geralmente de algumas horas, dependendo do produto a ser expresso (LEWIN,
2002). Alguns estudos que ja utilizaram esta técnica em amostras sanitarias
incluem: deteccéo de virus da hepatite A, poliovirus e rotavirus em esgoto (TSAI et
al., 1994), virus entéricos e Salmonella em lodo anaerébio (WONG et al., 2010),
deteccdo da viabilidade de patdégenos néo cultivaveis presentes em biossolidos
(DUNAEV et al., 2008) e bactérias patogénicas como Listeria sp., Staphylococcus
spp. e Yersinia enterocolitica em lodos aerobio e anaerdbio (BURTSCHER e
WUERTZ, 2003).

2.6 RT-PCR DE Ascaris EM FASE EMBRIOGENICA

Uma metodologia adequada para deteccdo molecular de ovos de Ascaris
sp. em lodo de esgotos deve, além de quantificar apenas o DNA de organismos
vivos, diferenciar o material genético de adultos e formas embrionarias. Como
cuidado adicional deve-se evitar 0 uso, como alvo, de uma regido de DNA muito
polimorfica, isto €, que apresente grandes variacdes na sequéncia de interesse,
seja em uma mesma espécie ou entre espécies muito proximas (LEWIN, 2002).

A regido ITS1 (do inglés Internal Transcribed Spacer |I) do DNA nuclear de
Ascaris é uma regido que codifica para RNA nao funcional e esta localizada entre
os genes do RNA ribossomal. Varias pesquisas tém sido realizadas com o parasita
Ascaris utilizando esta regido como alvo molecular (JOHNSON et al.,1998;
ISHIWATA et al., 2004; PECSON et al., 2006), entretanto seu uso é mais coerente
com pesquisas epidemiolégicas, pois esta regido do DNA varia bastante, mesmo
dentro de uma mesma espécie de Ascaris (ANDERSON, 2001).

Zhu e colaboradores (1999) utilizando PCR-RFLP (do termo em inglés,
Restriction Fragment Lenght Polymorphism ou Polimorfismo de Comprimento de
Fragmentos de Restricdo) encontraram diferencas no perfil de restricdo entre A.

suum e A. lumbricoides em regides ITS1. Peng e colaboradores (2003), também
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utilizando o mesmo alvo molecular, encontraram cinco genétipos diferentes de
Ascaris spp. De acordo com Arizono e colaboradores (2010) a sequéncia de ITS-1
apresenta dois sitios altamente polimorficos (posicdes 133 e 246) entre as
espécies de Ascaris de origem humana e suina. Entretanto, apesar dessa regido
ser mais susceptivel a mutacbes e, dessa forma, apresentar maior variabilidade
entre espécies proximas, sequéncias conservadas também podem ser
encontradas nas regido ITS1 e seu uso como alvo em reacdes de
quantificacdondo pode ser descartado, principalmente devido ao elevado namero
de cépias desta regidao no genoma (PECSON et al., 2006).

Genes constitutivos, ou housekeeping genes, sdo alvos moleculares
adequados para realizacdo de ensaios de RT-gPCR, pois apresentam expressao
proteica constante em todas as células do organismo e, portanto, grande
quantidade de material genético de interesse para ser analisado (LIVAK, 2001).
Entretanto, para a quantificagdo de ovos viaveis de helmintos, a escolha do gene
também deve levar em consideracdo a etapa de desenvolvimento do parasita que
se deseja detectar, nesse caso, a embriogénese.

Conforme apresentado na Secédo 2.3.2, a proteina ALEP1 de Ascaris esta
associada a um gene estrutural cuja expressdo encontra-se associada a fase
embriogénica, devido ao mecanismo de reducdo da cromatina descrito para este
grupo. Dessa forma, o RNA mensageiro que codifica para ALEP1 associa trés
caracteristicas necessariaspara o reconhecimento de ovos viaveis do parasita na
amostra:

1) na forma de transcrito (MRNA) esta relacionado apenas as células

viaveis;

2) estd associado a um gene estrutural (proteina ribossomal) e, portanto,
deve apresentar expressao constante em todas as células e em
guantidade adequada para ser mensurado;

3) a proteina ALEP1 é expressa em maior quantidade durante a fase
embriogénica do parasita, devido ao mecanismo de reducdo da
cromatina observada nesta espécie.

Assim, o uso do mRNA de ALEP1 em ensaios de RT-gPCR pode ser util

para indicar a viabilidade de ovos de Ascaris em amostras de lodo de esgoto, com
menor risco de obtencdo de resultados falso-positivos, ocasionados devido a

maior estabilidade do DNA no meio. A sequéncia de cDNA do RNA mensageiro de



61

ALEP1 é apresentada na Figura 2.11(ETTER et al., 1991).

Conforme apresentado anteriormente, sequéncias de DNA ou RNA
utilizadas como alvos em ensaios moleculares para deteccao de ovos de Ascaris
devem apresentar sensibilidade suficiente para reconhecer ambas as espécies do
género, A. suum e A. lumbricoides. Uma ferramenta bastante Gtil para comparar
sequéncias de &cidos nucleicos ou de proteinas e indicar similaridade entre
diferentes organismos é o algoritmo BLAST® (ALTSCHUL et al., 1990), disponivel
no sitio do National Center of Biotechnology Information (NCBI). Utilizando a
sequéncia do cDNA de ALEP1 de Ascaris lumbricoides da Figura 2.11 em uma
analise no BLASTN® (alinhamento de nucleotideos) o resultado obtido foi de 100%
de similaridade com uma sequéncia de Ascaris suum que codifica igualmente para
uma proteina ribossomal S19 (Figura 2.12). A correspondéncia total entre as
sequéncias das espécies confirma o cDNA de ALEP1 como alvo molecular capaz
de identificar ambas as espécies de Ascaris em ensaios para determinacédo de

ovos viaveis do parasita em amostras de lodo de esgoto doméstico.

start

GAGA|ATG|GTAAAAGCGACTAGCGTGAAGGATGTCGATCAACATGAAATTGTTCAGCATATCGCCAAGTTC 70
M V KA TSV KDV DO QUHETIUVOQHTIA MATKTF

TTAAAGAAGAGTGGTAAGGTGAAGGTGCCGGAATGGTCAGATGTTACTAAGATGGGTATTTCGAAGGAGC 140
L K K 8 G KV KV P EW S D VT KMOGTI S K E

TAGCGCCTTTAAACAGCGACTGGTATTATGTGAGAACGGCGAGCATCGCACGACGCCTTTATGTGCGATC 210
L AP LNGSDWY Y VR RTA ASTIM ARIZBRILYVRS

GCCAACGGGCGTTGATGCACTGAGGCTTGTCTATGGTGGCAGCAAACGACGTGGCGTGGTCCCTAATCAT 280
P T GV DAULRULUVY GG S KRRGV V P NH

TTTGCCAAGGCTTCCGGCTCGGTAATCCGTAAAGCCCTGCAGACACTCGAGGCAATCARATGGGTGCAGA 350
F A KA S G S VIRIKALUGOQTIULEA BAWATIIKM®WUVDQ

AACATCCAGATGGTAACGGACGCGTACTTACCAAACAGGGAAGGAAGGATCTCGATCGAATTGCTTCTCA 420
K H P DG NGR RV L TIKOQGRIEKUDIULDUDRTIWASNDQ

GATGCGTCAGAACGATCGGTTCACTGCG| TAG|CAGCAGAAATATTTCTGTGTTGTCTGCGTGG[AATAAAJAA 490
M R Q N D R F T A stop poly A signal

TGTTTGTTGTTTGGC

poly A tail

FIGURA 2.11 — SEQUENCIA DO DNA COMPLEMENTAR DO mRNA DE alepl DE
Ascaris lumbricoides. NOS RETANGULOS: CODON DE INICIO (ATG),
CODON DE TERMINACAO (TAG) E SINAL DA CAUDA POLI- A

FONTE: Etter et al. (1991)
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2.7 METODOS DE QUANTIFICACAO DE OVOS DE HELMINTOS: A BUSCA
PELO ‘GOLD STANDARD’

Desde 1992 quando, pela primeira vez, uma norma reguladora impos limites
a concentracdo de patdogenos em biossdélidos de aplicacdo agricola (USEPA,
1992), varias tentativas para desenvolver e padronizar um método para a
determinacdo de ovos viaveis de helmintos tém sido levadas a efeito (GASPARD
et al., 1996; HUYARD et al. 2000; BEAN e BRABANTS, 2001; GASPARD e
SCHWARTZBROD, 2003; PECSON et al., 2007).

Para que um método quantitativo seja considerado adequado ele deve
apresentar elevada acuracia, isto €, deve ser capaz de recuperar a maior
guantidade de ovos inoculados em uma amostra, assim como garantir a
reprodutibilidade dos ensaios (BOWMAN et al., 2003). Além disso, é fundamental
que o0 método seja capaz de detectar e enumerar diferentes patégenos nos
biossdlidos com um grau conhecido de confiangca (SIDHU e TOZE, 2009).
Caracteristicas adicionais incluem alta sensibilidade, rapidez e facilidade de
realizacao.

Os primeiros protocolos testados apresentavam baixa acuracia,
principalmente devido a auséncia de informagBes sobre como os compostos
quimicos utilizados poderiam interferir na integridade e viabilidade dos ovos dos
parasitas (SATCHWELL et al., 1986). Entretanto, nas ultimas décadas, varios
estudos foram realizados acerca das condicbes ideais de processamento e
incubacdo das amostras que assegurem a viabilidade dos ovos recuperados
(GASPARD et al.,1996; JOHNSON et al., 1998; NELSON e DARBY, 2001; CRUZ
et al., 2012).

Um dos primeiros métodos a atingir niveis adequados de acuracia e
precisado foi o método de Tulane, desenvolvido por Reimers e colaboradores em
1981. As pesquisas tinham como objetivo avaliar a presenca e a densidade de
formas resistentes de parasitas, em amostras de lodo de esgoto, de diferentes
estacOes de tratamento da regido sul dos Estados Unidos. O método desenvolvido
para recuperacdo de ovos de helmintos incluia uma etapa de lavagem com
detergente anidnico (Linbro® 7X), floculagdo com solucdo de MgSO. (SG 1,2) e
incubagéo em solugéo de formalina 0,5% (REIMERS et al., 1989).
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(= Graphic Summary

Distribution of 6 Blast Hits on the Query Sequence 4
Mouse-over to show deffine and scoras, chick to show alignments

Color key for alignment scores

(=) Descriptions

Legend for links to other resowces [ uniGene B 6e0 [3 Gene B structure [ Map Viewer K pusChem BoAssay

Sequences producing significant alignments:

Ascans lumbricoides eliminatad protein No. 1 mRNA, complete cds p 33 933 100% 0.0 100%
Parascans umwvalens nbosomal protein S19G6 mRNA, partial cds a17 477 7% Je-121 50%
A.suum ALEP-1 gene for ribosomal proten S19 EH | 549 100% 2e-83 100%

FIGURA 2.12 — ANALISE DA SEQUENCIA DO cDNA DE alepl DE Ascaris lumbricoides PELO ALGORITMO BLAST®

FONTE: O autor (2012)
Nota: Dentro do retangulo vermelho encontram-se as porcentagens de similaridade com outras sequéncias do banco genémico




64

Em 1987, Yanko definiu uma nova metodologia de determinacdo de ovos,
baseada no método de Tulane. Nessa nova estratégia, agua morna de torneira foi
utilizada na dessorcao dos ovos do lodo. Para a floculacdo foi utilizada solucao de
ZnS0O4 (SG 1,2) e os ovos, apods a etapa de concentracédo, foram incubados em
solugdo H,SO, 0,1 N. O limite de deteccdo deste método foi de 0,2 ovos de
Ascaris por grama de solido (YANKO, 1987). A acuracia do método também foi
satisfatoria, recuperando, em média 88% dos ovos das amostras inoculadas. Em
1992, a USEPA definiu o método de Yanko como a metodologia padrdo para
quantificacdo de ovos viaveis de helmintos em amostras de lodo e aguas
residuarias (USEPA, 1992).

Novos estudos, entretanto, continuaram a ser realizados visando encontrar
um método ainda mais eficaz e com elevada taxa de recuperacdo dos ovos nas
amostras. Gaspard e colaboradores (1996) desenvolveram um protocolo de
recuperacédo e determinagao da viabilidade dos ovos de helmintos, utilizando uma
etapa de lavagem bifasica com SDS 0,01% e acetato de etila, seguida de duas
etapas de floculacdo com NaCl (SG 1,19). ApGs 0 processamento, as amostras
eram incubadas em &gua deionizada em temperatura de 30°C. O aumento da
temperatura resultou no desenvolvimento mais rapido das fases larvais nas
amostras incubadas, tendo sida atingida a fase L1 (Ascaris) em 13 dias. Os
pesquisadores avaliaram ainda uma etapa de extracdo apods a fase de incubacéo,
utilizando ultrassonicacéo e hipoclorito de sédio. As amostras submetidas a este
procedimento apresentaram recuperacdo, em média, 40% maior do que aquelas
sem o tratamento (GASPARD et al., 1996), tendo sido obtido 80% de acuracia.

Vérias outras metodologias de determinacdo da viabilidade de ovos de
helmintos sdo descritas na literatura (HUYARD et al.,, 2000; THOMAZ-SOCCOL et
al., 2000; BEAN e BRABANT, 2001), entretanto, ndo existem dados de Garantia
de Qualidade-Controle de Qualidade (QA/QC) para esses métodos, seja porque 0
namero de repeticdes realizados em ensaios de recuperacao foram insuficientes, a
amostragem néao foi representativa ou, ainda, ndo foram fornecidas informacgdes
sobre a qualidade dos dados analiticos obtidos (BOWMAN et al., 2003).

Em 2003, Bowman e colaboradores revalidaram a acuracia e precisdo do
método de Tulane. Em seus ensaios, 0 método apresentou recuperacdo dos ovos
variando de 75,5% para lodo anaerdbio em lagoa, 80% para amostras de lodo
acidificado e 58% para lodo caleado (BOWMAN et al., 2003). No mesmo ano a
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USEPA estabeleceu, com base no método de Tulane, a nova metodologia padrao
para quantificacdo de ovos viaveis de Ascaris em amostras de lodo de esgoto. Em
relacdo ao método original, as principais alteragdes incluem a substituicido da
etapa de extracdo por filtracdo em peneira de 400 mesh e a incubac&o dos ovos
recuperados em solucao de H,SO4 0,1 N (USEPA, 2003). Em 2006, a Resolugéo
brasileira CONAMA 375/ 06 adotou o método da USEPA (2003) como metodologia
padrao para quantificacdo de ovos viaveis de helmintos em amostras de lodo.

De Victorica e Galvan (2003) desenvolveram uma metodologia de
quantificacdo que dispensa a etapa de incubacdo dos ovos recuperados. Nos
protocolos desenvolvidos pelos autores, a etapa de extracdo é substituida por
fitragem em membranas com poros de 0,8 um de diametro. Apés a filtracdo, os
ovos sdo removidos da membrana e corados com solucdes indicativas de
viabilidade, como por exemplo, safranina e azul de metileno. O método baseia-se
no fato de que ovos inviaveis apresentam alteracBes na estrutura da membrana
celular que os tornam permeaveis a alguns tipos de corantes (ZHOU et al. 1985).
A principal vantagem do método € a rapidez com que 0S ensaios podem ser
realizados, pois ndo € necessario esperar pelo desenvolvimento da larva do
parasita. Utilizando esse método os autores conseguiram até 77% de acuracia, o
que é bastante razoavel, considerando que o tempo de ensaio é de apenas 6
horas (DE VICTORICA e GALVAN, 2003).

Na Tabela 2.1 sdo apresentados alguns dos principais métodos de
determinacdo de ovos viaveis de helmintos descritos na literatura. As principais
diferencas estdo relacionadas as solucfes utilizadas nas etapas de dessorcéo,
floculacdo, extracdo e incubacdo. Alguns métodos, como de Tulane (1989) e
Gaspard et al. (1996) realizam a etapa de extracdo apos a incubacdo dos ovos,

com o objetivo de induzir a ecloséo dos ovos larvados.

2.8 GARANTIA DE QUALIDADE-CONTROLE DE QUALIDADE (QA-QC)

Nas ultimas décadas, varios ensaios de viabilidade de ovos de parasitas em
biossolidos foram desenvolvidos. Entretanto, nenhum método foi universalmente
aceito, principalmente devido a falta de dados publicados de Garantia de
Qualidade e Controle de Qualidade (QA-QC) para os protocolos desenvolvidos
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2002; BOWMAN et al., 2003).
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Os termos garantia de qualidade e controle de qualidade, s&o muitas vezes

utilizados como sindnimos para se referir a formas de garantir a qualidade de um
servico ou produto. Os termos, no entanto, tém significados diferentes. Garantia de
qualidade refere-se ao planejamento e implementacéo de atividades que garantam
que os requisitos de qualidade de um produto ou servico sejam cumpridos. O
controle de qualidade, por sua vez, é formado por técnicas de observacdo e
atividades capazes de detectar e corrigir eventuais falhas no processo, visando
atingir a qualidade exigida (KONIECZKA e NAMIESNIK, 2009).
Em relacdo as técnicas de determinacdo de patégenos em amostras de lodo, a
garantia de qualidade envolve: (i) estabelecer um plano de amostragem
representativo, ou seja, que contemple toda a variabilidade esperada no lodo de
esgoto, inclusive devido a mudancas operacionais ou climaticas; (ii) descrever
como a qualidade dos dados analiticos foi garantida durante a aplicacdo de
determinado protocolo e (iii) realizar as analises em um laboratério independente
gue possa garantir a idoneidade dos ensaios (USEPA, 2003).

O controle de qualidade assegura que as demandas da garantia de
qualidade sejam cumpridas. De acordo com o Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998), pelo menos sete elementos
essenciais compdem o QC: certificacdo de competéncia do analista; recuperacéo
de organismos inoculados nas amostras; analise de controles positivos; analise de
controles negativos; calibracdo do método com amostras padronizadas; andlises
em replicatas e manutencdo de graficos e dados de controle. Para a maior parte
dos métodos desenvolvidos, atingir todas as exigéncias pode ser dificil, entretanto,
esses elementos devem ser vistos como 0s objetivos a serem alcancados na
elaboracdo e implementacdo de uma metodologia de alta qualidade (USEPA,
2003). Assim, métodos para determinacdo da viabilidade e quantificacdo dos ovos
de helmintos em amostras de lodo devem seguir um programa QA/QC que ateste
a qualidade dos dados obtidos e valide sua aplicagdo mesmo em diferentes

condi¢cbes de amostragem.



TABELA 2.1 —-CARACTERISTICAS DE CINCO PRINCIPAIS METODOS PARA DETERMINACAO DA
VIABILIDADE DE OVOS DE HELMINTOS EM AMOSTRAS DE LODO

Métodos

Caracteristicas

Surfactante Flotagao Extragao Incubacéo Acuracia (%) Referéncias
Reimers et al.,
Tulane Limbro® 7X MgSO, 10% NacClO®* | Formalina 0,5% 75,5° 1989; Bowman et
al., 2003
Yanko Agua morna ZnSO, Alcool 4cido H,S0O, 0,1N 83-92 Yanko, 1987
Ultrasonicacéo Agua
0 -

Gaspard et al. 0,01% SDS NaCl + NaCloA deionizada 87-91 Gaspard, 1996
USEPA Limbro® 7X MgSO, Peneiracéo H,SO,4 0,1N 75-80 USEPA, 2003
de Victorica 0 Filtragdo em . x de Victorica e
and Galvan NaCl 0,85% ZnS0O4/ MgSO, membranas Sem incubacao 54 -77 Galvan, 2003

FONTE: O autor (2013)
Nota: * ApOs a etapa de incubacio ®Para lodo digerido anaerobicamente
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2.9 DESENVOLVENDO E VALIDANDO NOVOS ENSAIOS BIOLOGICOS

O desenvolvimento de novos métodos para ensaios biologicos €
fundamental para a melhoria do processo de diagnostico de patdogenos em
amostras ambientais. Metodologias que garantam maior acuracia, rapidez e
reprodutibilidade aos ensaios, além de possibilitar a minimizagdo de custos, sao
idealmente almejadas por pesquisadores nas mais diversas &reas. Conforme
apresentado na Secao 2.7, a engenharia sanitaria ndo foge a essa regra e busca,
constantemente, métodos adequados para a identificacdo e quantificacdo de
patbgenos em amostras sanitarias. Entretanto, é importante salientar que para o
desenvolvimento de novos métodos analiticos deve-se seguir, obrigatoriamente,
uma sequéncia de etapas que visem alcancar o objetivo final, isto €, a obtencéo de
um meétodo inovador, robusto e adequadamente validado (TAVERNIERS et al.,
2004).

Cada etapa, ou fase de desenvolvimento da nova metodologia, é importante
para o processo global, demandando, muitas vezes, meses ou até mesmo anos,
para que seus objetivos especificos sejam alcancados (GREEN, 2010). A
validacdo de metodologias, portanto, € um processo continuo, que tem inicio com
a descricdo do proposito do método, o desenvolvimento dos ensaios e a
caracterizacdo do seu desempenho. A continuagdo ocorre com a documentagao
da metodologia e a validacdo dos resultados. E importante ressaltar que o
monitoramento continuo € obrigatério para garantir que 0s ensaios continuem
gerando resultados de acordo com as caracteristicas de desempenho
originalmente definidas (OIE, 2014). Na Figura 2.13 s&o apresentadas as cinco
etapas essenciais para a validagcdo de uma nova metodologia de ensaio bioldgico.

A Etapa 1 é formada pela selecdo do método e pela investigacdo da
viabilidade do ensaio. A escolha do método é um importante aspecto da validacéo,
pois esta diretamente relacionada ao propdsito e a resposta desejada do
experimento. A viabilidade do ensaio, por sua vez, é definida pela selecdo dos
recursos necessarios e pelo formato do ensaio que se pretende desenvolver
(TAVERNIERS et al., 2004; EDERVEEN, 2010). Como exemplo, se o interesse do
novo método é verificar a perda da viabilidade de particulas virais, um ensaio de

infectividade em cultura celular serda mais relevante do que ensaios de PCR ou
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Western Blot, por exemplo (EDERVEEN, 2010).

ETAPA 1 Selecdodo Método = Sele¢do do método
€ = Selegdo de padrdes de referéncia
Viabilidade .
= Instrumentagdo
= Reagentes
ETAPA 2 Desenvolvimento » Otimizagdo do método
> e

= Sistemas adequados de controle

Padronizagdo

= Amostragemadequada

i
Problema que exige reavaliagdo

A
ETAPA 3 S Caracterizagdo = Acurdcia (precisdoe exatid3o)
------ da
Performance =Repetibilidade
Validagdo
ETAPA4 dac = Reprodutibilidade
Performance "Robustez
Manutengdo
ETAPAS e ¢ = Substituicdo de reagentes, padrdes
Melhorias =Substituicdo de equipamentos

=Verificagdo daacuracia

=Transferéncia para outro laboratério

FIGURA 2.13 — ETAPAS NECESSARIAS AO PROCESSO DE VALIDACAO DE
NOVO ENSAIO BIOLOGICO

FONTE: Adaptado de Ederveen (2010)

Na sequéncia, a etapa 2 devera ser conduzida visando a estruturacdo do
experimento e a obtencdo dos parametros e condicfes Otimas para a realizagédo
dos ensaios. A determinacdo da especificidade do ensaio, assim como a
verificacdo da adequacdo das amostras, condicbes e equipamentos tambéem
deverdo ser realizados. Esta etapa € essencial para o sucesso do novo ensaio
desenvolvido, pois fornece respostas para perguntas como: “0s equipamentos e
condicdes avaliadas sdo adequados para este método?”, ou ainda: “este método é
adequado para determinado tipo de amostra?” (WOOD, 1999; EDERVEEN, 2010).

De acordo com a resposta obtida nesta fase, verifica-se se ha condicdes
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para a continuidade da validagéo ou se novas condi¢cdes deverao ser obtidas.

A etapa 3 consiste na caracterizacdo da performance, utilizando-se
amostras e controles em triplicata, assim como padrées adequados. Nesta fase a
realizacdo dos ensaios fornecera um bom indicativo da precisdo e acuracia do
novo método. Entretanto, é fundamental, que os resultados estejam de acordo
com o que se definiu nas etapas anteriores. A reavaliagdo do ensaio, no caso em
que seja verificada a existéncia de alguma inconformidade, deve ocorrer neste
ponto. O retorno para a etapa 2 deve ser compreendido como 0 processo de
melhoria dos procedimentos e refinamento da metodologia, fundamentais para a
obtencdo de um ensaio biolégico de confianca (VAN ZOONEN et al.,, 1999;
SHABIR, 2007).

Apenas quando o método tiver sido desenvolvido com sucesso, isto €,
apresentando todas as condi¢cdes de ensaio bem definidas e sem a necessidade
de modificacbBes, € que os ensaios de validacdo propriamente ditos poderdo ser
realizados. Na etapa 4, portanto, serdo selecionados e avaliados critérios de
validacdo, cuja escolha devera estar associada ao tipo de método utilizado. De
forma geral, os critérios chave para a validacdo de um método analitico sdo: a)
seletividade/ especificidade; b) limite de deteccédo; c) limite de quantificacdo; d)
recuperacdo; e) faixa de trabalho e linearidade; f) acuracia; g) precisdo
(repetibilidade e reprodutibilidade), e h) robustez. A aplicacdo ou ndo de cada um
destes critérios vai depender do propdsito e da natureza do método em
desenvolvimento (VAN ZOONEN et al., 1999). Como exemplo, métodos que visem
a determinacdo/ identificacdo de patdgenos em amostras ambientais poderdo
dispensar a analise de critérios como limite de quantificacdo e linearidade;
entretanto, outros critérios como especificidade, limite de deteccdo e robustez do
método sdo essenciais para estes tipos de ensaios. E importante salientar, ainda,
gue tanto nesta etapa de definicdo dos critérios de validacdo, como naquelas
anteriormente descritas, € fundamental que um programa QA/ QC seja seguido,
garantindo a qualidade e edoneidade do novo ensaio desenvolvido (Sec¢ao 2.8).

O processo de validagéo, entretanto, ndo termina apos a implantacdo do
ensaio; este deve ser constantemente monitorado em relagdo as suas acuracia e
precisdo. Uma das principais formas de monitoramento utiliza testes de
proficiéncia, em que diferentes laboratorios testam, simultaneamente, 0 mesmo

conjunto de amostras, ensaiadas de acordo com o método avaliado. Caso se
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verifiqgue alterac6es nos critérios validados anteriormente, uma investigacao para
determinacdo do evento responsavel por estas alteracdes, assim como medidas
de correcdo de possiveis perturbacdes nos ensaios, devem ser colocadas em
pratica (EDERVEEN, 2010). Esta fase de monitoramento constante caracteriza a
etapa 5 do processo de validacdo; um método desenvolvido deverd permanecer
nesta etapa até que sejam definidas alteracées que visem a melhoria dos ensaios.
Nestes casos recomenda-se o retorno para a etapa 3 e a reavaliacdo do
desempenho do método apoés a definicdo de novas condi¢cdes de ensaio.

Diante do exposto, pode-se afirmar que um processo de validagcédo envolve
mais do que apenas a obtencdo de critérios de desempenho; fundamentalmente
trata-se de um processo complexo, em que etapas como a definicdo da
aplicabilidade e a obtencado de condi¢cbes 6timas de ensaios sdo essenciais para o
seu sucesso. O desenvolvimento do novo método, portanto, deve ser
cuidadosamente levado a efeito, buscando-se dados e informag¢des que visem a

melhor adequacao da resposta aquilo a que se propde investigar.



3 MATERIAL E METODOS

As metodologias adotadas para o desenvolvimento desta pesquisa foram
separadas de acordo com 0s objetivos especificos propostos e sdo apresentadas
a seguir. Os ensaios foram realizados nas instalacbes do Laboratorio de
Engenharia Ambiental Professor Francisco Borsari Netto (LABEAM/ UFPR) e do
Laboratério de Biologia Molecular aplicada ao Saneamento (BIOSAN/ UFPR),
Departamento de Hidraulica e Saneamento, Universidade Federal do Parana
(UFPR).

3.1 AVALIACAO DA ACURACIA NA DETERMINACAO DE OVOS VIAVEIS DE
Ascaris EM LODO DE ESGOTO PELA METODOLOGIA USEPA (2003)

A acuracia (% de recuperacdo) do método para determinacdo e
quantificacdo de ovos viadveis de Ascaris em amostras de lodo, adotado pela
Resolucdo CONAMA n° 375/ 2006 (USEPA, 2003), foi avaliada pela realizagédo de
uma analise de QA-QC denominada de split / spike, utilizando-se diferentes
matrizes de lodo de esgoto doméstico. Os ensaios split/ spike, também
denominados de ensaios de recuperacdo, consistiram na adicdo de quantidades
conhecidas de ovos de A. suum em amostras de lodo, verificando-se,
posteriormente,a recuperacdo destes ovos pelo método avaliado. A seguir sédo
descritos o0s ensaios realizados durante esta etapa.

3.1.1 Amostragem de lodo de esgoto doméstico

Com o objetivo de realizar uma amostragem abrangente para a realizacao
dos ensaios, coletas de lodos anaerébio e aerdbio, ambos provenientes do
tratamento de esgoto domeéstico, foram realizadas. As amostras foram coletadas
nas estactes de tratamento de esgoto (ETEs) Atuba Sul e Belém, pertencentes a
Companhia de Saneamento do Parana- SANEPAR, e localizadas na regido
metropolitana da cidade de Curitiba, Parana. Ao todo foram realizadas trés
campanhas de coletas, a saber: fevereiro, abril e junho de 2014.

As amostras coletadas consistiram em: a) lodo anaerdbio, originario de
reator UASB (ETE Atuba Sul), e b) lodo aerébio, originario do processo de lodos
ativados com aeracao prolongada (ETE Belém). Os lodos foram coletados apos

desaguamento em centrifuga. Considerou-se ainda a adicdo ou néo de cal (CaO)
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para higienizagao, totalizando quatro tipos de amostras (Quadro 3.1). A quantidade

de cal adicionada foi definida pela Companhia de Saneamento do Parana-

SANEPAR, e seguiu a relacdo 1:1 (uma parte de cal para cada parte de solidos

totais do lodo, ou caleacdo a 50%), em um processo de tratamento conhecido
como Estabilizacdo Alcalina Prolongada (EAP) (BITTENCOURT et al., 2014). Na

Figura 3.1 a-d sdo apresentados os quatro pontos de coleta das amostras, e na

Figura 3.2 a-d os diferentes tipos de lodo amostrados para este estudo.

QUADRO 3.1 —-ORIGEM E IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS DE LODO ADOTADAS
NESTE ESTUDO

Tecnologia cédigo de
ETE Localizacao de Lodo Ponto de Identif?ca(;éo
Tratamento | Gerado |Coletado Lodo (letras)
de Esgoto
Apos AN
25°28'23"S centrifugagéo
1 Ahi Z
Atuba Sul 49°11'12"W UASB Anaerdébio Ap6s ]
centrifugacéo e AC
caleacdo
Apods
ot pn Lodos centrifugacao BN
25°30'54"S ativados com
Belém oq A g Aerdbio Apoés
49°12'44"W ~ . ~
aeragao centrifugacéo e BC
prolongada caleagao

Notas: 1Upﬂow anaerobic sludge blanket reactor, ou reator anaerébio de manto de lodo

FONTE: O autor (2014)

A escolha das amostras baseou-se em trés pontos principais, a saber:

Necessidade de avaliar

a acuracia das

metodologias

de

quantificacdo de ovos viaveis de Ascaris, utilizando-se lodos com

diferentes origens e caracteristicas (i.e. anaerébio e aerébio), de

acordo com as exigéncias de garantia de qualidade dos ensaios;

No Parana, o tratamento de higienizagdo do lodo adotado pela

SANEPAR ¢é a EAP. Desta forma, biossolidos disponibilizados para

uso agricola no estado irdo conter cal em sua composicdo e a

influéncia deste composto em relacéo a recuperacao dos ovos de A.

suum nas amostras precisa ser avaliada;

Ensaios que utilizam lodos sem caleacdo sdo importantes para

avaliar a acuracia na quantificacdo de ovos de A. suum viaveis,

antes e apos processos de desinfeccao.
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FIGURA 3.1 - AMOSTRAGEM DE LODO: a) COLETA DE LODO CENTRIFUGADO-ETE
BELEM; b) SAIDA DE LODO CENTRIFUGADO E CALEADO - ETE
BELEM; c) CENTRIFUGA- ETE ATUBA SUL; d) SISTEMA PARA
CALEACAO DE LODO- ETE ATUBA SUL

FONTE: O autor (2014)

i" . 4. ".:.
‘(E“.‘%.--.-’.ﬂ'&.}":.ﬁ -
FIGURA 3.2 — TIPOS DE LODOS AMOSTRADOS: a) LODO ANAEROBIO APOS
CENTRIFUGACAO E SEM CALEACAO (AN); b) LODO ANAEROBIO
CENTRIFUGADO E CALEADO (AC); c) LODO AEROBIO APOS

CENTRIFUGACAO E SEM CALEACAO (BN); d) LODO AEROBIO
CENTRIFUGADO E CALEADO (BC)

FONTE: O autor (2014)
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Visando ao controle das amostras avaliadas, foi adotado um coédigo de
identificacdo contendo duas letras e um numero. Para amostras provenientes da
ETE Atuba (lodo anaerdbio), a letra inicial adotada foi A; para aquelas coletadas
na ETE Belém (lodo aerdbio), adotou-se a letra B. A segunda letra referiu-se ao
processo de caleacdo. Amostras coletadas imediatamente apds a centrifugacao,
sem adicdo de cal, foram nomeadas com a letra N. Ja amostras centrifugadas e
caleadas, receberam a letra C. Por fim, uma numeracdo de 1 a 3 foi adotada no
final do identificador, referindo-se a campanha em que a amostra foi coletada.
Como exemplo, um cdédigo de identificacdo AN1 refere-se a amostra proveniente
da ETE Atuba Sul (lodo anaerébio), apds centrifugacédo, sem caleacdo e coletada
durante a 12 campanha realizada (fevereiro/ 2014).

Imediatamente apds a coleta, as amostras foram armazenadas em
refrigerador, a 4°C £ 1°C. A seguir foram realizados ensaios gravimétricos para a
determinacao da concentracdo de solidos totais (ST) das amostras de lodo obtidas
(APHA, 1998).

3.1.2 Aquisicéo de ovos viaveis de Ascaris suum

Ovos viaveis de Ascaris suum foram adquiridos da empresa Excelsior
Sentinel (Ithaca, NY, EUA). A escolha dos ovos do parasita suino baseou-se em
trés principais caracteristicas deste organismo, a saber: i) apesar de potencial
agente etioldgico de quadros de zoonose em areas agricolas, a espécie A. suum
apresenta baixa patogenicidade para humanos, quando comparada a espécie irma
A. lumbricoides; ii) As espécies de Ascaris sdo estrutural e geneticamente similares,
e ambas podem ser utilizadas como modelo experimental do género, de acordo
com o objetivo da pesquisa; e iii)) ovos de A. suum s&o disponibilizados
comercialmente, purificados e em concentragéo conhecida.

Os ovos de Ascaris suum foram fornecidos em suspensdo aquosa
tamponada contendo 0,5% de formalina, em concentracdo de 4 x 10* ovos mL™ e
viabilidade aproximada de 90%. A suspensao de ovos, definida como suspenséao
padrdo, foi armazenada a 4°C £ 1 °C. A integridade dos ovos adquiridos foi
verificada pela andlise de aliquotas de 1 mL da suspensdo em microscépio oéptico,
marca Olympus (Toquio, Japdo), modelo BX41. Na sequéncia, foram realizados

ensaios de verificacdo da viabilidade dos ovos obtidos.
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3.1.21 Teste de viabilidade

Para verificar a viabilidade dos ovos de A. suum fornecidos foram realizadas
diluicdes seriadas 10, 102, 10 e 10 da suspensdo padrdo de ovos, utilizando-
se solucdo de H,SO,4 0,1 N como diluente. As diluicbes tiveram como obijetivo
reduzir o nimero de ovos nas amostras, permitindo que a contagem microscépica
deste material fosse realizada com maior acuricia. Na sequéncia, aliquotas
contendo 4 mL das amostras diluidas foram incubadas em estufa microbioldgica, a
28°C, por 21 dias.

Ap6s o periodo de incubacdo, as amostras foram analisadas em
microscépio 6ptico marca Olympus (Toquio, Japao), modelo BX-41, utilizando-se
camara de Sedwick-Rafter. Durante a analise, ovos contendo apenas uma célula
foram considerados inviaveis e ovos em desenvolvimento embrionario avancado

(estagios de blastula ou gastrula), ou em fase larval, foram definidos como viaveis.

3.1.3 Inoculacéo e recuperacdo de ovos viaveis de A. suum nas amostras de

lodo: ensaios split/ spike

ApOs as etapas de amostragem de lodo, aquisicdo e verificacdo da
qualidade dos ovos de A. suum, foram realizados ensaios de inoculacdo e
recuperacédo de ovos do parasita no lodo (ensaios split/ spike).

Inicialmente, cada amostra de lodo coletada era esterilizada por
autoclavacdo, a 121°C e 1,05 kg/cm? por 1 h (MAYA et al., 2012). Ap6s a
esterilizacdo, aliquotas em triplicata das amostras eram inoculadas com ovos de
Ascaris suum. Para os ensaios realizados neste estudo, trés concentracdes de
ovos de A. suum foram utilizadas como in6culo, a saber. 10 ovos/ g ST,
estabelecido como limite de concentracdo de ovos de helmintos em amostras de
lodo de esgoto classe B (como apresentado anteriormente, a classe ndo esta mais
vigente para aplicagdo agricola no Brasil); 1 ovo/ g ST, como concentragéo
intermediaria; e 0,25 ovo/ g ST, que é o valor limite especificado pela Resolugéo
CONAMA (2006) para lodos classe A, com potencial de uso na agricultura.

Para a inoculacdo, 100 g de lodo autoclavado eram dispostos em béquer,
onde era adicionada a quantidade de ovos de A. suum necessaria a obtencao da
concentracdo desejada. Como exemplo, uma amostra de lodo contendo 20% de

sélidos totais (20 g de ST/ 100g de amostra) deveria ser inoculada com 200 ovos,
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caso se desejasse atingir a concentracao final de 10 ovos/ g ST. A quantidade de
ovos requerida como indculo era obtida a partir de diluices da suspensao padrédo
de ovos de A. suum. Previamente a inoculacdo, a quantidade de ovos, presente na
aliquota a ser utilizada,era verificada por microscopia optica.

Apés a inoculacdo, as amostras eram processadas de acordo com a
metodologia de quantificagdo de ovos vidveis de helmintos adotada pela
Resolucdo CONAMA n° 375/ 06, ou seja, aquela especificada pela United States
Environmental Protection Agency- USEPA (2003). Paralelamente, amostras
controle, isto €, contendo lodo autoclavado sem a adicdo de ovos de Ascaris, eram
processadas também em triplicata, seguindo a mesma metodologia aplicada as
amostras inoculadas. As principais etapas da metodologia USEPA (2003) utilizada
para o processamento das amostras, podem ser visualizadas na Figura 3.3. O
tempo aproximado de processamento completo de uma amostra, excluindo-se o
tempo de incubacéo, era de 2 dias, dependendo do tipo de amostra e da
habilidade do analista. O protocolo detalhado do procedimento, assim como 0s
reagentes e equipamentos necessarios para sua realizacdo, encontra-se descrito
no Anexo A. E importante salientar que o método da USEPA (2003) aplica-se
apenas ao isolamento e purificacdo de ovos de Ascaris. Apesar de possibilitar o
isolamento de outras espécies de parasitas, como Taenia sp., Trichuris trichiura e
ancilostomideos, as etapas deste métodos foram otimizadas para a recuperacéo
de ovos do indicador Ascaris, ndo havendo garantias de adequada recuperacao e
purificacdo para outras espécies de helmintos.

Apbs o processamento, as amostras eram incubadas a 28 °C, por 21 dias.
Durante este periodo, o volume de solu¢cédo era monitorado e os tubos contendo as
amostras eram mantidos com tampas soltas para permitir a aeracdo dos meios. Ao
final do periodo de incubacéo, a quantificacdo dos ovos viaveis recuperados em
cada replicata era realizada por analise microscopica (microscopio Olympus,
modelo BX41, aumento de 100 X).

A acuricia, na forma de porcentagem de recuperacdo dos ovos inoculados,
era obtida pela quantidade de ovos de A. suum observada nas amostras em
microscopia Optica apO0s a incubacdo, descontada a quantidade de ovos
observada na amostra controle, dividida pela quantidade total de ovos inoculados,

e multiplicada por 100 (Equacéo 3.1):
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. n? ovos recuperados — n2 ovos no controle
% Recuperacao = S , x 100 (3.1)
n® ovos inoculados

A porcentagem de viabilidade dos ovos recuperados, por sua vez, era
obtida dividindo-se a quantidade observada de ovos viaveis multiplicada por um

fator 1,14, pela quantidade total de ovos, e multiplicada por 100 (Equacéao 3.2):

S n® de ovos viaveis observados x 1,14
% Viabilidade = x 100 (3.2)
n? total de ovos observados

O fator de multiplicacdo adotado refere-se a correcdo da viabilidade inicial
dos ovos inoculados, considerada igual a 86% (14% de inviaveis, portanto), de
acordo com os ensaios de viabilidade realizados com a suspenséo padréao (Sec¢ao
3.1.2.1). O objetivo da determinacéo da porcentagem da viabilidade, expressa pela
Equacdo 3.2, era verificar a influéncia do meio (lodo) no desenvolvimento dos
ovos, ou seja, a potencial inativacdo de ovos originalmente viaveis. Assim,
justifica-se a adocdo do fator de correcdo na Equacdo 3.2, pois deve-se
desconsiderar no calculo 0s ovos que ja se encontravam inviaveis no inéculo.

Na Figura 3.4 € apresentada uma representacdo esquematica geral dos
ensaios split/ spike realizados para recuperacdo dos ovos de Ascaris inoculados

em amostras de lodo.

3.2  UTILIZACAO DA RT-gPCR PARA A DETERMINACAO DE OVOS VIAVEIS
DE A. suum EM LODO DE ESGOTO

O segundo objetivo especifico desta pesquisa envolveu a utilizacdo da
técnica da RT-gPCR para a determinacdo de ovos viaveis de A. suum em
amostras de lodo de esgoto. Para tanto, considerando que o desenvolvimento de
um novo ensaio bioldgico demanda investigacdo adequada do organismo ou
molécula de interesse, tornou-se necessaria a realizacdo de ensaios morfologicos,
estruturais e de desenvolvimento do parasita Ascaris. A seguir, S8o apresentadas
as metodologias adotadas durante esta etapa da pesquisa, divididas em: a)
analise morfologica e ultraestrutural de ovos de A. suum; b) acompanhamento da
embriogénese de Ascaris; c) desenvolvimento e avaliagdo de ensaio molecular
para determinacdo de ovos viaveis de Ascaris; e d) determinacdo de ovos viaveis
de Ascaris suum em amostras de lodo de esgoto utilizando-se ensaio molecular

desenvolvido.
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FIGURA 3.3

AL

- PRINCIPAIS ETAPAS DA METODOLOGIA USEPA (2003) PARA
QUANTIFICACAO DE OVOS VIAVEIS DE Ascaris EM LODO: a) 100 g DE
AMOSTRA, EM TRIPLICATA, PARA ADICAO DE INOCULO; b) AMOSTRAS
IMERSAS EM AGUA DEIONIZADA (14-16 HORAS); ¢) ROMPIMENTO DE
GRANULOS POR LIQUIDIFICACAO; d) ETAPA DE SEDIMENTAGAO A 4°C,
COM DETERGENTE 7X; €) AMOSTRAS SEDIMENTADAS (SOLIDOS DE
FUNDO); f) REMOCAO DO SOBRENADANTE POR ASPIRACAO A VACUO;
g) PENEIRAMENTO 50 mesh (0,3 mm) COM RECUPERACAO DO
FILTRADO; h) AMOSTRA CENTRIFUGADA COM SULFATO DE MAGNESIO
(d= 1.2 g/mL) (RECUPERAGCAO DO SOBRENADANTE); i) PENEIRAMENTO
400 mesh (0,04 mm) COM RECUPERACAO DO RETIDO (SETAS). APOS
ESTA ETAPA, OS SEDIMENTOS RECUPERADOS SAO INCUBADOS EM
SOLUGAO H,S0, 0,1IN, A 28 °C, POR 21 DIAS

FONTE: O autor (2014)
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FIGURA 3.4 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS ETAPAS DO ENSAIO
CONVENCIONAL DE RECUPERACAO DE OVOS DE Ascaris suum
INOCULADOS EM AMOSTRAS DE LODO DE ESGOTO

FONTE: O autor (2015)

3.2.1 Analise morfologica e ultraestrutural dos ovos de A. suum

Com o objetivo de avaliar a morfologia e estrutura dos ovos de A. suum,
ensaios de Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV) e Microscopia Eletrénica
de Transmissao (MET) foram realizados.

Para o preparo das amostras visualizadas em MEV, 1 mL de suspensao de
ovos de A. suum, contendo aproximadamente 8 x 10° ovos, foi filtrada a vacuo em
filtro faixa branca, com didmetro de poro de 25 um. Apoés a filtracdo, o papel filtro
contendo os ovos, foi cortado em se¢des menores (0,5 cm x 0,5 cm), que a seguir

foram fixadas (14 a 16h) em solucdo de Karnovsky (paraformaldeido 1%,
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glutaraldeido 3%, cacodilato de sédio 0,07 M). Apoés a fixagéo inicial, as secdes de
filtro foram lavadas em solugéao tampéo fosfato 0,2 M, pH 7,3. A seguir, uma etapa
de fixacdo secundaria por 2 h com solucdo 1% de tetréxido de 6smio (Sigma-
Aldrich, St Louis, EUA) foi realizada. A esta etapa seguiu-se nova lavagem em
tampao fosfato e, na sequéncia, a desidratacdo das amostras em série alcodlica
crescente (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) foi realizada.

Apés a imersdo em alcool absoluto, foi realizada a desidratacdo das
amostras em equipamento Ponto Critico, marca Bal-Tec, (Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemanha) modelo CPD-030. A seguir, as amostras foram metalizadas
em metalizador marca Balzers (Oerlikon Balzers, Liechtenstein), modelo SCDO030.

ApoOs o preparo, as amostras foram visualizadas em microscopio eletrénico
de varredura, marca TESCAN (Brno-Kohoutovice, Republica Tcheca), modelo
Vega 3. A captura das imagens da varredura foi realizada utilizando-se o software
Vega TC (TESCAN).

No processamento das amostras para visualizacdo em MET, 1 mL de
suspensdo contendo, aproximadamente, 8 x 10° ovos de A. suum foi centrifugado
a 3500 x g, por 5 min, em centrifuga marca Celm (Barueri, Sdo Paulo), modelo LS-
3 Plus. O sedimentado formado foi fixado em solucdo de tetréxido de 6smio 1%,
por 2 h. A seguir foi realizada a desidratacdo das amostras em série alcoodlica
crescente (30%, 50%, 70%, 90% e 100%). As amostras foram gradativamente
incluidas em resina Spurr® de baixa viscosidade (Spurr low-viscosity embedding
kit- Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), sendo 1 parte de resina : 1 parte de alcool por
30 min; 2 partes de resina : 1 parte de alcool por 30 min; e resina pura. Apos
imersdo em resina pura, as amostras foram dispostas em tubos de 0,2 mL e
incubadas em estufa marca Odontobras, modelo EL- 1.1, a 70 °C, por 18 h.

ApoOs incubacdo, os blocos de resina formados foram cortados em
equipamento ultramicrétomo, marca Leica (Wetzlar, Alemanha), modelo Ultra-Cut.
Os cortes ultra-finos obtidos foram contrastados com acetato de uranila (4%) e
solucdo de citrato de chumbo (0,4%) e visualizados em microscoépio eletrénico de
transmissdo, marca JEOL (Toquio, Japao), modelo 1200EXIl. A captura das
imagens de transmissdo foi realizada utilizando-se o software Gatan Digital

Micrograph (JEOL), versao 2.x.
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3.2.2 Acompanhamento da embriogénese de A. suum

Visando ao monitoramento das fases do desenvolvimento embrionario de
Ascaris, amostras da suspensao padrdo de ovos de A. suum foram diluidas 25 e
125 vezes com solucdo de H,SO, 0,1 N, obtendo-se, respectivamente,
suspensdes com concentracdes de 1600 ovos mL™ e 320 ovos mL™. A seguir,
tubos tipo Falcon contendo estas suspensdes, em triplicata, foram incubados em
estufa microbiolégica, a 28 °C. O objetivo das diferentes concentracdes foi verificar
se a quantidade de ovos no meio influencia o tempo de desenvolvimento
embrionério de Ascaris.

Diariamente, durante o periodo de 21 dias, uma aliquota de 500 pL de cada
suspensao era coletada dos tubos e analisada em microscopia éptica (microscépio
Olympus, modelo BX41, aumento de 100 X e 200 X). Durante a analise
microscépica, determinava-se o0 estagio embrionario dos primeiros 30 ovos
visualizados, provenientes de cada aliquota. Os seguintes estagios foram
monitorados durante a embriogénese de A. suum: 1 célula; 2 células; 3 células; 4
células; morula inicial ( 5 a 10 células); moérula tardia; blastula, gastrula, larva 1 e
larva 2. Os ovos em desenvolvimento foram fotografados em camera marca

Fujifilm, modelo Finepix AV.

3.2.2.1 Avaliagdo dos ensaios da embriogénese: tabelas de vida e teste de

Mantel

Com o objetivo de determinar a dindmica da primeira divisdo celular no
interior do ovo de Ascaris, isto é, o inicio da embriogénese considerando-se
diferentes concentracdes, tabelas de vida de coorte foram construidas, utilizando-
se os dados obtidos durante observacdo microscopica.

Uma tabela de coorte é uma ferramenta da ecologia populacional bastante
util para acompanhamento da dindmica de crescimento de uma populagéo, e faz
uso de conceitos como taxas de natalidade, mortalidade e crescimento. Neste
estudo, foram adotados conceitos similares, porém adaptados de acordo com o
objetivo do ensaio, que € o acompanhamento da quantidade de ovos de Ascaris
que dardo inicio & embriogénese ao longo do tempo. O Quadro 3.2 apresenta as
variaveis utilizadas para o desenvolvimento das tabelas de vida de Ascaris, sua

definicdo da ecologia populacional e as adaptacdes realizadas para sua utilizacao
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na investigagdo da dindmica da embriogénese do parasita.

QUADROS 3.2 — VARIAVEIS UTILIZADAS NA CONSTRUGAO DE TABELAS DE
VIDA NA ECOLOGIA POPULACIONAL E SUA ADAPTAGAO
PARA OS ENSAIOS DE EMBRIOGENESE DE A. suum

Conceito
Variavel R
Geral Adaptado
X Classe da idade (anos, meses, | Dias de incubacdo dos ovos
dias) de A. suum
. D . NUmero de ovos néo
Numero de individuos vivos na X .
Ny : embrionados com x dias de
idade x . ~
incubacao
Proporc¢éo de individuos vivos Propor¢éo de ovos nédo
I na idade x embrionados com x dias de
Iy = Ny/ No incubacao
Ndmero de individuos mortos NUmero de ovos embrionados
dy entre x e (x+1) no intervalo entre x e (x+1)
dy = Nx = Nys1 dias
Probabilidade de um individuo
morrer entre x e (x +1) Probabilidade de um ovo
Ax embrionar entre x e (x+1) dias
qx = (Nx - Nx+1)/ Nx
Probabilidade de um individuo . B
sobreviver entre x e (x+1) Probabilidade de um ovo néo
Px o= 1- q embrionar entre x e (x+1) dias
X — 47 Yx

Notas: lAdaptado para construcéo de tabela de vida de inicio da embriogénese de

ovos de A. suum; Ng— Namero inicial de individuos ou ovos

FONTE: O autor (2015)

Também nesta etapa, 0s ensaios da embriogénese de Ascaris, realizados

nas concentracdes de 1600 ovos mL™ e 320 ovos mL™, foram avaliados utilizando-

se o teste bioestatistico de Mantel. O teste de Mantel investiga a correlacdo e a

significAncia estatistica entre duas matrizes e comumente é aplicado entre uma

matriz de distancia genética e uma de distancia espacial (euclidiana). Para a

avaliacdo dos ensaios de embriogénese, entretanto, adaptou-se o teste de Mantel

para a utilizacdo de outras matrizes, considerando-se cada concentragao de ovos

independentemente: a) matriz de distancia ou variacdo ontogenética, em que cada

dia de embriogénese encontra-se associado a uma distribuicdo distinta de fases
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de desenvolvimento do parasita; e b) matriz de distancia temporal, em que as
variacdes de posicdes geograficas definidas originalmente no teste ddo lugar as
variacdes no tempo, ao longo dos dias de embriogénese de Ascaris.

Os resultados da embriogénese de ambas as concentracdes de ovos foram
avaliados utilizando-se o teste de Mantel de maneira independente. Para a
realizacdo do teste, ambas as matrizes (ontogenética e temporal) foram definidas
com 21 colunas, cada uma referente a um dia da embriogénese. Na matriz de
variacdo ontogenética, cada coluna continha a distribuicdo de fases da
embriogénese referente ao respectivo dia de desenvolvimento, enquanto que a
matriz temporal apresentava a distancia, em dias, entre cada distribuigéo.

O teste de Mantel foi realizado utilizando-se o software BioEstat®, versdo

5.0, com um intervalo de confianca de 95%.

3.2.3 Padronizacdo do ensaio molecular para determinacdo de ovos viaveis
de Ascaris em lodo de esgoto

Visando a definicdo das melhores condicbes de ensaio para a determinacao
de ovos viaveis de Ascaris, métodos biomoleculares foram avaliados durante o
desenvolvimento deste estudo, a saber: a) indu¢cdo do desenvolvimento larval em
ovos de A. suum; b) lise celular dos ovos de A. suum; c¢) isolamento e purificacdo
do material genético (RNA) presente nos ovos de Ascaris; d) obtencdo de cDNA a
partir das amostras de RNA isoladas; e e) amplificacdo do cDNA obtido por PCR

em tempo real (QPCR).

3.2.3.1 Inducdo do desenvolvimento larval em ovos de Ascaris suum

Com o objetivo de induzir o desenvolvimento larval e, com isso, a sintese de
RNA nos ovos de Ascaris, suspensdes em H,SO4 0,1N contendo: a) 8000 ovos
mL™?; b) 1600 ovos mL™; ¢) 320 ovos mL™* e d) 64 ovos mL™ foram incubadas, em
triplicata, em estufa microbioldgica, a 28 °C, por 3 dias. Paralelamente, outros dois
conjuntos de amostras, contendo as mesmas concentragdes, foram mantidos em

incubacéo a 28 °C, por 7 e 21 dias, respectivamente.

3.2.3.2 Lise celular dos ovos de Ascaris suum

Para a liberacdo do conteudo citoplasmatico das células presentes nos ovos
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de Ascaris para posterior isolamento do RNA total presente nas células, diferentes
técnicas de lise celular foram avaliadas, a saber: a) lise quimica com uso de
reagentes que interferem na integridade da membrana dos ovos; b) lise enzimética
com solucbes de proteinase K e lisozima; e c) trés diferentes técnicas de lise
mecanica, utilizando-se ultrassom, nitrogénio liquido e micropérolas de vidro.

Todos os ensaios descritos a seguir foram conduzidos em triplicata.

3.2.3.2.1 Via Quimica

No processo de lise celular por via quimica, 1 mL de cada suspensao
descrita no item 3.2.3.1 foi centrifugada em centrifuga marca Celm, modelo LS-3
Plus, a 3400 x g, por 5 min. A seguir, 0 sobrenadante foi descartado e o
sedimentado foi disposto em um béquer de 10 mL, onde foram adicionados 3 mL
de solucdo NaOH 0,5 N. Os béqueres contendo os ovos foram, entdo, incubados
com agitacao constante, a 4 °C, por 12 h. Apés este periodo, as suspensdes de
ovos foram dispostas em tubos tipo Falcon e centrifugadas a 3400 x g, por 5 min.
O sobrenadante foi descartado e ao sedimentado foram adicionados 5 mL de
solucdo NaClO 4%. Apés 1 min em temperatura ambiente, a suspensdo foi
novamente centrifugada, o sobrenadante descartado e nova aliquota de 5 mL de
solucéo NaClO 4% adicionada sobre o sedimentado. Apds 10 min, as suspensfes
foram agitadas, invertendo-se os tubos por 4 vezes. Na sequéncia, foram
realizadas cinco lavagens do sedimentado com agua deionizada, intercaladas com
etapas de centrifugacéo e remocao do sobrenadante. Apos a ultima lavagem, 400
pL de solugéo tampé&o TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) foram adicionados
sobre o sedimentado que, a seguir, foi macerado por 1 min com o auxilio de um
bastdo de vidro. Ao final do procedimento, 50 pL da suspenséo foram observados

em microscopio 6ptico, marca Olympus, modelo BX-41, em aumento de 200 X.

3.2.3.22 Via Enzimética

Para avaliar a eficiéncia da lise dos ovos de A.suum por processo
enzimatico, 1 mL de cada suspensdo de ovos descrita no item 3.2.3.1 foi
centrifugada a 3400 x g, por 5 min, utilizando-se tubos de 15 mL tipo Falcon. Apés
o descarte do sobrenadante, o sedimentado obtido foi transferido para um tubo

tipo Eppendorf, onde foram adicionados 400 pL de solugdo tampdo TE. O
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sedimentado foi entdo ressuspendido, utilizando-se equipamento vortex marca
Biomixer (Westlake Village, EUA), modelo QL-901 e, a seguir, 20 pL de solucéo de
proteinase K (SDS 10%, EDTA 0,4 M pH 8 e 2 mg mL™ proteinase K) foram
adicionados aos tubos que, a seguir, foram mantidos em banho Maria marca Nova
Etica (S&o Paulo, Brasil), modelo 314/8, a 65 °C, por 10 min.

Ap6s o periodo de incubacdo, 50 pL de lisozima 10 mg L™ (Axygen, Union
City, EUA) foram adicionados ao tubo. Apds nova homogeneiza¢do com vortex, 0s
tubos foram mantidos em estufa, a 37 °C, por 12 h. Na sequéncia, os tubos foram
centrifugados a 12.000 x g, em microcentrifuga marca Sigma (Osterode am Harz,
Alemanha), modelo 1-14. O sobrenadante foi descartado e o sedimentado
ressuspendido em 400 pL de solucdo tampéo TE. Ao final do procedimento, 50 uL
da suspenséao foram observados em microscopio éptico, marca Olympus, modelo
BX-41, em aumento de 200 X.

3.2.3.2.3 Via Mecéanica

Os processos de lise celular dos ovos de A. suum por via mecanica,
avaliados durante este estudo, foram: i) ultrassonicacéo; ii) choque térmico, com
uso de nitrogénio liquido, e iii) lise por micropérolas de vidro, com 0,1 mm de
diametro.

Para avaliar os trés processos de lise mecanica, 1 mL de cada suspensao
de ovos ( item 3.2.3.1) foi transferido para tubo tipo Falcon e centrifugado a 3400 x
g, por 5 min. A seguir, o sobrenadante foi descartado e os sedimentados obtidos
foram ressuspendidos utilizando-se 400 pL de solucdo tampédo TE. Na sequéncia,
procedeu-se de acordo com cada técnica de lise a ser avaliada.

Para a técnica de ultrassonicagdo, as amostras foram transferidas para
tubos de vidro com capacidade de 10 mL e dispostas em equipamento
ultrassonicador, marca Unique (Indaiatuba, Brasil), modelo Ultracleaner 1400. A
seguir foram submetidas a ondas ultrassonicas de 40 kHz, por 30 min. Ao final do
procedimento, 50 yL da suspensdo foram observados em microscépio o6ptico,
marca Olympus, modelo BX-41, em aumento de 200 X.

Visando a avaliacdo da eficiéncia do choque térmico para lise celular dos
ovos de A. suum, tubos contendo as amostras em solugdo tamp&o TE foram
submergidos em nitrogénio liquido por 3 min, e imediatamente descongelados em

banho-maria, marca Nova Etica, modelo 314/8 a 65°C, por 5 min. Este ciclo de
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congelamento/ descongelamento foi repetido por trés vezes. Apés o ultimo ciclo,
50 pL da suspensédo foram observados em microscépio 6ptico, marca Olympus,
modelo BX-41, em aumento de 200 X.

Para a lise celular utilizando-se micropérolas de vidro, as suspensfes em
tampao TE foram transferidas para tubos tipo Eppendorf, onde foram adicionadosl1
mg de micropérolas de vidro, com diametro de 0,1 mm (BioSpec, Bartlesville
EUA)(Figura 3.5). A seguir, os tubos contendo as amostras foram centrifugados
em microcentrifuga marca Sigma, modelo 1-14, a 4500 x g, por 45 s. O
sedimentado obtido foi novamente ressuspendido e 50 pL da suspenséo foi
observada em microscépio Optico, marca Olympus, modelo BX-41, aumento de
200 X.

FIGURA 3.5 — MICROPEROLAS DE VIDRO PARA LISE MECANICA DE CELULAS DE A.
suum: a) FRASCO DE 500 g COMERCIALIZADO (BIOSPEC); b)
MICROPEROLAS DE VIDRO (0,1 mm DE DIAMETRO)

FONTE: O autor (2014)

3.2.3.3 Extracéo e purificacdo de RNA dos ovos de A. suum

Apbs a definicdo da técnica de lise celular mais adequada as amostras, dois
protocolos de extracdo e purificacdo de RNA dos ovos de A. suum foram
avaliados: a) método do fenol-guanidina (CHOMCZYNSKI e SACCHI, 2006); e b)
extragdo por kit comercial AxyPrep Multisource total RNA mini-prep kit® (Axgen).
Os ensaios foram realizados com as concentragcdes de ovos descritas na Sec¢ao
3.2.3.1 e apos os procedimentos de lise celular utilizando micropérolas de vidro
(Secédo 3.2.3.2.3). Todo o material plastico utilizado nos ensaios de extracdo de

RNA era livre de RNAses, e as vidrarias e solugbes foram tratadas com
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dietilpirocarbonato (DEPC) 0,5%, seguido de autoclavacéo, previamente ao uso.

No método do fenol-guanidina, 400 pL de cada suspensdo de ovos apés a
lise foram transferidos a um tubo tipo Falcon de 15 mL, onde adicionou-se 1 mL de
solucéo D (tiocianato de guanidina 4 M; citrato de sodio 25 mM pH 7,0; sarcosil
0,5% e 2-mercaptoetanol 0,1 M). Apdés homogeneizacdo em vOrtex, marca
Biomixer, modelo QL-901, adicionou-se aos tubos 0,3 mL de solugcédo de acetato
de sbdio 2 M, pH 4,0. Na sequéncia, apos homogeneizacdo manual, foi realizada a
adicdo de 3 mL de fenol saturado em agua e 0,6 mL de cloroférmio, seguida de
agitacdo manual vigorosa. Os tubos foram mantidos em gelo, por 15 min e, apds
este periodo, foram centrifugados a 3400 x g, por 60 min, em centrifuga marca
Celm, modelo LS-3 Plus. O sobrenadante foi cuidadosamente transferido para
tubos tipo Eppendorf, evitando o contato com a interfase formada. Na sequéncia,
adicionou-se 1 mL de isopropanol para cada 1 mL de amostra transferida. A
seguir, os tubos foram incubados a -20 °C, por 1 h e, ap6s este periodo, foram
centrifugados a 10.000 x g, por 15 min, em microcentrifuga marca Sigma, modelo
I-14. O sobrenadante foi descartado e o sedimentado lavado com 1 mL de etanol
70%. Apos nova centrifugacao a 10.000 x g, por 15 min, o sedimentado (RNA) foi
seco a temperatura ambiente, por 10 min. O RNA obtido foi dissolvido utilizando-se
50 uL de agua estéril e livre de RNAses, em estufa de secagem marca Lucadema,
modelo 82/100, a 60 °C, por 15 min. Paralelamente, outra suspensdo de RNA foi
obtida, dissolvendo o sedimentado seco em 20 pL de agua estéril e livre de
RNAses e seguindo as mesmas condi¢cdes de incubacéo, visando a obtencao de
uma solugéo mais concentrada.

A extracdo de RNA pelo kit AxyPrep Multisource total RNA mini-prep kit®
(Axgen) foi realizada de acordo com as instru¢des do fabricante, utilizando-se o
protocolo para purificacdo de RNA total a partir de tecidos vegetais, fornecido
juntamente com as instrucdes de uso do kit. A etapa de purificacdo em coluna
(spin/vac column, fornecida no kit) foi realizada em microcentrifuga, marca Sigma,
modelo 1-14. Ao final do procedimento de purificacdo, o sedimentado de RNA foi
ressuspendido em 50 pyL ou 20uL de tampéo TE, obtendo-se duas concentracdes
distintas do material.

Em ambos os protocolos (método do fenol-guanidina e por kit de extracao),
imediatamente apos a extragdo, uma aliquota de 5 pL foi separada em tubo de 0,2

mL para leitura em equipamento NanoDrop, marca ThermoScientific (Waltham,
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MA, EUA), modelo 2000C. O restante da amostra foi utilizada como alvo em uma

reacao de transcriptase reversa, para obtencdo do cDNA de Ascaris suum.

3.2.34 Sintese do cDNA de A. suum

O DNA complementar (cDNA) de A. suum foi obtido pela reacdo da
transcriptase reversa, utilizando-se como molde o RNA obtido na etapa anterior
(Secéo 3.2.3.3).

A reacao da transcriptase reversa foi realizada utilizando-se o kit cDNA
Reverse Transcriptase kit® (Applied Biosystems, Carlsbad, EUA) de acordo com as
instrucdes do fabricante e em equipamento termociclador, marca Biosystems
(Curitiba, Brasil), modelo Biocycler MG25+. As condi¢cOes de ciclagem foram: 25 °C

por 10 min; 37 °C por 120 min, e 85 °C por 5 min.

3.2.3.5 Amplificacdo de cDNA de A. suum

Os ensaios descritos a seguir referem-se a etapa de amplificacdo do cDNA
obtido visando: a) verificagdo da presenca de Ascaris na amostra pela técnica da
PCR convencional; e b) amplificacdo do cDNA de interesse por PCR em tempo

real (QPCR), utilizando como alvo o gene alepl.

3.235.1 PCR convencional

O cDNA obtido das amostras foi utilizado como molde para a PCR
convencional, utilizando-se um conjunto de iniciadores para o gene mitocondrial do
citocromo b (mt-cytB) de Ascaris. Os iniciadores foram sintetizados pela empresa
Invitrogen (Life Technologies, Carlsbad, EUA) e apresentam as sequéncias:
GTTAGGTTACCGTCTAGTAAGG, para o] iniciador forward; e
CACTCAAAAAGGCCAAAGCACC, para o iniciador reverse (LOREILLE et al., 2001).
O tamanho de fragmento esperado para a reacdo de amplificacdo era de 142
pares de base (pb).

A reacdo da PCR foi realizada em equipamento termociclador marca
Biosystem, modelo Biocycler MG25+, em um volume final de reagéo de 25 pL,
contendo: tampéo da Tag-polimerase 10 X; 25 mM de MgCL,; 2 mM de dNTPs ;8
pmol/ uL de cada iniciador; 1 U/ pL de Tag-polimerase; agua livre de RNAse e 2

puL do cDNA extraido. Reacfes contendo agua no lugar do cDNA foram utilizadas
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como controles negativos.

Para ambos iniciadores, a seguinte condi¢do de PCR foi utilizada: 95 °C por
10 min, e 50 ciclos de 95 °C por 1 min, 52 °C por 45 s e 72 °C por 45 s. Ao final da
amplificacdo, para avaliar a qualidade da PCR e verificar a presenca de
fragmentos amplificados, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 2%,
100V, por 1 h.

3.2.3.5.2 Amplificacdo em tempo real (QPCR)

As amostras de cDNA obtidas a partir das metodologias de extracdo do
RNA das quatro concentracbes de ovos de A. suum ensaiadas (Secdo 3.2.3.1)
foram utilizadas em ensaios de PCR quantitativa (QPCR- Tagman®), visando &
determinacdo de ovos vidveis de Ascaris e avaliacdo de uma potencial curva de
calibracdo do método.

Os iniciadores utilizados no ensaio da gPCR foram definidos de modo a
reconhecer e amplificar a sequéncia do cDNA de alepl (Figura 2.11). As
sequéncias oligonucleotidicas dos iniciadores e sonda foram obtidas de forma
otimizada utilizando-se o software Primer Express® versdo 3.0 (Applied
Biosystems). O Quadro 3.3 apresenta as sequéncias 5’-3’ dos iniciadores e da
sonda utilizados durante este estudo. A sonda contém o fluor6foro FAM e o
quencher MGB (minor groove binder). Os iniciadores e sonda TagMan® foram
sintetizados e comercializados pela empresa Applied Biosystems (Carlsbad, EUA).

As amostras de cDNA foram amplificadas em equipamento SDS Real-Time
7500 Fast (Applied Biosystems). As reacdes foram realizadas em triplicata e em
volume final de 25 pL, contendo: os reagentes para a amplificacdo (Taq 2X Master
Mix); 900 nM de cada iniciador; 250 nM da sonda; 5 pL do DNA alvo e agua livre
de RNAses. As reacdes foram realizadas em placa contendo 96 pocos para

reacao (MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate - Applied Biosystems).
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QUADRO 3.3 — SEQUENCIAS OLIGONUCLEOTIDICAS DOS INICIADORES
FORWARD E REVERSE E DA SONDA PARA AMPLIFICACAO
DO cDNA DE ALEP1 POR gPCR

Iniciador (qPCR) Sequéncia (5'- 3")

Forward ALEP1 CCGGCTCGGTAATCCGTAA

Reverse ALEP1 TTCTGCACCCATTTGATTGC

Sonda ALEP1 FAMCCCTGCAGACACTCMGB

FONTE: O autor (2012)

Para amplificacdo do cDNA alvo, as seguintes condi¢bes de ciclo foram
utilizadas: 50 °C - 2 min; 95 °C - 10 min; e 50 ciclos de 95 °C - 15sege 60 °C - 1
min. ApOGs a reacdo de amplificacdo, os resultados obtidos foram analisados
utilizando-se o Software 7500 v. 2.0.5.

Um segundo conjunto de sonda e iniciadores para ensaio de gPCR foi
utilizado, visando a amplificacdo do cDNA obtido a partir do RNA ribossomal ITS1
(Internal transcribed spacer 1) de Ascaris (PECSON et al., 2007). A resposta do
cDNA de ITS1 ao ensaio de amplificacdo foi comparada a resposta obtida pelo
cDNA de alepl. Assim, foi possivel acompanhar a resposta de duas classes de
RNA ao ensaio desenvolvido: o RNA mensageiro de alepl e o RNA ribossomal de
ITS-1.

O cDNA das amostras de ITS-1 foi obtido conforme metodologia descrita na
Secao 3.2.3.4, e amplificado em equipamento SDS Real-Time 7500 Fast (Applied
Biosystems). As sequéncias 5'-3' de sonda e iniciadores utilizadas neste ensaio
encontram-se no Quadro 3.4. As concentragcbes de reagentes e condi¢cdes de

amplificacdo seguiram aquelas descritas para a amplificacdo do cDNA de alepl.
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QUADRO 3.4 - SEQUENCIAS OLIGONUCLEOTIDICAS DOS INICIADORES
FORWARD E REVERSE E DA SONDA PARA AMPLIFICACAO
DO cDNA DE ITS1 POR qPCR

Iniciador (qPCR) Sequéncia (5'- 3")
Forward ITS1 TGCACATAAGTACTATTTGCGCGTAT

Sonda ITS1 EFAMCGTGAGCCACATAGTAAATTGCACACAAATGTAMRA

FONTE: Pecson et al. (2006)

3.2.4 Determinacdo de ovos viaveis de Ascaris suum em amostras de lodo
de esgoto por ensaio molecular

A técnica da RT-gPCR padronizada com os ovos de A. suum purificados foi
utilizada para determinacdo de ovos viaveis do parasita nas amostras de lodo
aerobio e anaerobio coletadas.

Simultaneamente ao processamento das amostras de lodo para
determinacdo da recuperacdode ovos de A. suum inoculados, utilizando-se o
método de contagem microscopica descrito na Secao 3.1.3, outros conjuntos de
amostras em triplicata e com as mesmas concentracdes inoculadas de ovos foram
processadas, utilizando-se, também, a metodologia definida pela USEPA (2003).
Entretanto, ap0s processamento, as amostras foram incubadas por 3 dias, em
temperatura de 28 °C.

ApOs o0 periodo de incubacdo, as amostras foram processadas para
extracdo do RNA total e obtencdo do cDNA, de forma idéntica ao que foi
apresentado nas Secdes 3.2.3.3 e 3.2.3.4. O cDNA obtido foi utilizado como alvo
para a gPCR em equipamento Real-Time 7500 Fast (Applied Biosystems), de
acordo com o protocolo descrito na Secdo 3.2.3.5.2 e utilizando-se o cDNA do
gene alepl como alvo. Na Figura 3.6 é apresentado um diagrama do ensaio
molecular desenvolvido e utilizado para determinacdo de ovos viaveis de Ascaris

nas amostras de lodo de esgoto.
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de A. suum
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FIGURA 3.6 — DIAGRAMA DO ENSAIO BIOMOLECULAR PARA DETERMINACAO DE
OVOS VIAVEIS DE Ascaris

Nota: As duas primeiras etapas seguem a mesma metodologia do ensaio convencional de

recuperacdo dos ovos inoculados

FONTE: O autor (2014)

3.3 AVALIACAO ESTATISTICA DOS ENSAIOS REALIZADOS

Como ultimo objetivo especifico da pesquisa, os resultados obtidos na
determinacdo de ovos viaveis de Ascaris em lodo por microscopia Optica
(metodologia USEPA, 2003) foram avaliados utilizando-se ferramentas estatisticas

de analise, a saber:
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I teste de Kruskal-Wallis para andalise da variancia na recuperacdo dos
ovos inoculados, entre os diferentes tratamentos utilizados (lodos AN,
AC, BN e BC, trés concentracdes de inéculos e trés campanhas). Neste
teste a hipotese nula (Hp) afirmava ndo haver diferenca na recuperacao
dos ovos de acordo com o tipo de lodo inoculado/ concentragcéo/
campanha, e a hipotese alternativa (H;) afirmava que a recuperacao dos
ovos era dependente da caracteristica avaliada;

il. teste U de Mann- Whitney, apds confirmacao da existéncia de diferenca
significativa nos testes de Kruskal-Wallis. O teste U verifica a existéncia
de diferenca significativa na recuperacdo de ovos entre cada um dos

grupos ensaiados, avaliados par a par.

O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado aos dados agrupados dos quatro tipos
de lodo (AN, AC, BN e BC), com tamanho de amostra N=27 (triplicatas de trés
concentracfes de inoculos e trés campanhas de coletas), com exce¢do do lodo
AN, cujo tamanho da amostra foi N = 18, devido a realizacdo de apenas duas
coletas para este tipo de lodo (Secéao 4.1.1).

As concentragfes de indculo também foram avaliadas pelo Teste de
Kruskal-Wallis, ensaiando cada lodo separadamente. Nestes casos N=9 (triplicatas
de cada concentracdo e trés campanhas realizadas), com N= 6 para o lodo AN.
Por ultimo, o teste de Kruskal-Wallis foi aplicado na avaliacdo da influéncia das
diferentes campanhas na acuracia determinada para cada lodo, mantendo o
tamanho das amostras em N= 9 (lodos AC, BN e BC) e N=6 (lodo AN).

E importante salientar que nesta etapa optou-se pela realizacdo de testes
estatisticos ndo paramétricos, também denominados de testes livres de
distribuicdo, visando a um tratamento estatistico mais robusto, principalmente
dado o tamanho das amostras. Os testes foram aplicados utilizando-se o software
SPSS®, versdo 13.0 (SPSS INC., 2004), com um intervalo de confianca de 95%.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos durante o
desenvolvimento desta pesquisa. De forma similar & organizacdo do Capitulo 3 —
Material e Métodos, os resultados encontram-se divididos de acordo com cada
objetivo especifico proposto; a excecao esta relacionada as analises estatisticas,
cujos resultados sé@o apresentados e discutidos ao longo do Capitulo.

4.1 AVALIACAO DA ACURACIA DA METODOLOGIA USEPA (2003) PARA
DETERMINACAO DE OVOS VIAVEIS DE Ascaris EM LODO DE ESGOTO

Esta pesquisa teve como primeiro objetivo especifico a avaliacdo da
recuperacdo de ovos de Ascaris inoculados em amostras de lodo de esgoto,
utilizando-se a metodologia especificada pela USEPA (2003). A importancia desta
avaliacao reside ndo somente na verificagdo da acuracia e precisdo de um ensaio
de quantificacdo; mais do que isto, o questionamento se encontra na validade
desta metodologia, quando aplicada de forma idéntica a amostras com
caracteristicas e matrizes tdo diversas, como é o caso do lodo de esgoto. Os
resultados dos ensaios realizados visando ao cumprimento deste primeiro objetivo

sdo apresentados e discutidos nas préximas secoes.

4.1.1 Concentracdo de solidos nas amostras de lodo

A determinagéo da concentragdo de solidos totais nas amostras de lodo é
etapa essencial para a definicdo dos ensaios de recuperacdo dos ovos de A.
suum. Isto porque, de acordo com as Normas Regulatérias (USEPA, 2003;
CONAMA, 2006), a quantidade de ovos de Ascaris em uma amostra de lodo deve
ser expressa como numero de ovos viaveis por grama de solidos totais. A Tabela
4.1 apresenta os resultados de solidos, totais, fixos e volateis, obtidos para as
amostras de lodo, considerando-se as trés campanhas de coletas realizadas. E
importante salientar que durante a terceira campanha de coleta ndo foi possivel
coletar amostras de lodo anaerdbio da saida da centrifuga, que se encontrava
inoperante no periodo. Desta forma, nesta campanha foram coletas apenas
amostras de lodo anaerdbio caleado (AC3), disposto no patio de estocagem da
ETE Atuba Sul.

A concentracdo de solidos totais encontrada para lodo aerobio foi menor do
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que aquela observada para lodos anaerébios (Tabela 4.1). Esta concentracéo esta
vinculada ao processo de tratamento de esgotos no qual se originam os lodos.
Sistemas anaeroébios tipo UASB geram lodos com teor aproximado de solidos
secos entre 3% a 6%. Por sua vez, considerando-se o sistema aerobio de lodos
ativados com aeracao prolongada, este valor encontra-se entre 0,8% e 1,2%. Um
fator determinante da eficiéncia da centrifuga no processo de desaguamento é a
concentracdo de solidos volateis no lodo. Desta forma, quanto maior o grau de
estabilizacdo do lodo a ser desaguado, melhor sera o desempenho observado na
centrifuga e, por conseguinte, o teor de solidos na torta gerada (ANDREOLI et al.,
2001).

TABELA 4.1 — CONCENTRACAO DE SOLIDOS TOTAIS (ST), FIXOS (SFT) E VOLATEIS
(SVT) NAS AMOSTRAS DE LODO COLETADAS

ST: SFT: SVT:
1 18,92 + 0,04 9,58+0,10 9,34+0,13
AN 2 19,48+ 0,25 10,5+ 0,26 8,98 + 0,07
3 ND ND ND
1 19,25 +0,82 11,81 +0,45 7,44 +0,45
AC 2 24,59 +0,38 16,33 +0,22 8,26 +0,15
3+ 36,43+ 0,66 24,45 + 0,66 11,98 +0,10
1 13,70 £ 0,65 5,23+0,15 8,47 40,50
BN 2 14,24 +0,6 4,33+0,11 9,91+0,49
3 17,43+0,22 5,88+0,15 11,55 + 0,09
1 23,48+ 0,43 15,60+ 1,11 7,87+1,52
BC 2 24,87+0,72 16,06 + 2,28 8,81+1,61
3 18,47 +0,82 11,84 +0,44 6,63+1,26

FONTE: O autor (2014)
Notas: ‘valores em % de sélidos; + desvio-padrdo;* coleta ndo realizada devido & inatividade da

+

centrifuga da ETE Atuba no periodo; ™" lodo coletado em pétio de estocagem; ND - ndo
determinado; AN — lodo anaerébio centrifugado e nado caleado; AC — lodo anaerébio centrifugado e

caleado; BN — lodo aerobio centrifugado e ndo caleado; BC — lodo aerébio centrifugado e caleado
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Lodos caleados apresentaram concentracdo de soélidos acima daquela
encontrada para lodos ndo caleados, expressa pelo aumento no teor de sélidos
fixos das amostras (BITTENCOURT et al., 2011). Conforme apresentado
anteriormente, as amostras de lodo caleado coletadas na 3% campanha na ETE
Atuba (AC3) foram origindrias do patio de estocagem da ETE. Assim, as
concentracfes de sdélidos nestas amostras sdo expressivamente maiores do que
aguelas observadas para lodos caleados imediatamente apos a centrifugacao. Os
valores de sdlidos totais (ST) encontrados foram utilizados para o calculo da
guantidade de ovos adicionada nas amostras, visando atingir as concentracoes
utilizadas nos ensaios de recuperacao (Secéo 3.1.3).

4.1.2 Avaliacao da viabilidade dos ovos de Ascaris suum

Os ovos de A. suum adquiridos da empresa Excelsior Sentinel (Ithaca, NY)
foram fornecidos em estagio embrionario, ou seja, contendo apenas uma célula
germinativa. Neste estagio ndo é possivel diferenciar ovos de A. suum viaveis,
daqueles inviaveis, isto €, sem potencial para originar uma larva. Na Figura 4.1 séo
apresentadas fotomicrografias O6pticas dos ovos de A. suum presentes na
suspensdo padrao adquirida. Tanto ovos com a membrana mamilonada
caracteristica (4.1-a), como ovos decorticados (4.1-b) foram encontrados durante

analise microscopica da suspensao.

A

10 pm 10 pm
a ~b ,

FIGURA 4.1 — OVOS DE A. suum EM SOLUCAO DE FORMALINA 0,5% a) OVO COM
MEMBRANA MAMILONADA; b) OVO DECORTICADO

FONTE: O autor (2013)

Apenas ovos vidveis de A. suum apresentardo transcricdo do DNA, ou seja,

sintese de RNA nas células.Assim, é necessario conhecer a concentracédo de ovos



98

vidveis na suspensdo fornecida, pois esta sera utilizada no desenvolvimento de
meétodo biomolecular de determinacéo de ovos de Ascaris.

Durante a analise em microscopia Optica, apos a incubacdo, ovos contendo
a larva, ou em estagio de desenvolvimento embrionario com mais de uma célula,
foram considerados vidveis. Os ovos que ndo sofreram divisdo celular e
continuaram com apenas uma célula foram considerados inviaveis. Na Figura 4.2-
a e b sdo apresentadas, respectivamente, fotomicrografias Opticas de um ovo

inviavel e de um ovo viavel (larvado), visualizados nas amostras analisadas.
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FIGURA 4.2 — OVOS DE A. suum APOS INCUBACAO A 28°C, POR 21 DIAS: a) OVO
INVIAVEL; b) OVO VIAVEL (LARVADO)

FONTE: O autor (2013)

A porcentagem média de ovos viaveis de A. suum foi 81%, considerando-se
as trés diluicdes avaliadas. Na Tabela 4.2 sdo apresentadas as quantidades de
ovos Viaveis e inviaveis encontradas nas diluicdes 102, 102 e 10 da suspensao
padrdo e a respectiva porcentagem de viabilidade para cada uma destas
amostras. Como é esperado que a incerteza dos resultados aumente com a
realizacdo de diluicbes das amostras, a viabilidade real deve estar proxima ao
valor da menor dilui¢do, isto €, 86%. Este valor é condizente com aquele fornecido
pela empresa fornecedora dos ovos, que é igual a 90%. As diluicdes 10, por
apresentarem concentracdo elevada de ovos de A. suum,n&o foram consideradas
nos ensaios de viabilidade, devido a dificuldade na contagem microscopica dos

OVO0sS presentes nestas amostras.
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TABELA 4.2 — NUMERO DE OVOS TOTAIS, VIAVEIS E INVIAVEIS DE A. suum EM
DIFERENTES DILUICOES DA SUSPENSAO PADRAO

DiluicAio N Ovostotais (mL1) Viaveis (mL1) Invidveis (mL1) Viabilidade (%)

102 6 558+ 10 480+ 10 784 86+1,8
103 6 43+ 3 32+3 11+2 74,4 +7
104 6 6+2 5+1 1 83,3+16,7

Nota: N- nUmero de amostras incubadas; + desvio padrao
FONTE: O autor (2013)

4.1.3 Avaliacdo da metodologia USEPA (2003) na recuperacdo de ovos

viaveis de Ascaris em lodo de esgoto

Ensaios de recuperacdo (split/ spike) sdo especificados pelas normas
reguladoras, entre elas a USEPA (2003) e a NBR ISO/IEC 17025 (ABNT, 2005),
para verificagdo da acuracia de um método, quando em um processo de validagao.

Os ensaios de recuperacdo sdo de facil execucédo e podem ser aplicados
em diversas areas que apresentem interesse na verificacdo e validacdo de um
ensaio analitico. Entretanto, € fundamental que o organismo, ou molécula, alvo
seja acessivel e fornecido em quantidade e pureza conhecidas. Neste estudo, uma
das principais dificuldades observadas durante a realizacdo dos ensaios de
recuperacao foi a aquisicdo de ovos purificados de Ascaris suum. Este material, na
forma concentrada e purificada, ndo é comercializado no Brasil, sendo necesséria
a importacdo a partir de empresas especializadas como a norte-americana
Excelsior Sentinel. Entretanto, esta aquisicdo tem um custo elevado,
principalmente devido a onerosas taxas de importacdo. Além disto, a aquisicao de
material bioldgico de outros paises exige a autorizacao por parte de agéncias de
controle e vigilancia sanitaria, o que torna o processo lento, colocando em risco o
desenvolvimento da pesquisa.

Conhecendo esta realidade, um questionamento que surge refere-se a
exigéncia na metodologia USEPA (2003) para o uso de ovos de A. suum como
controles durante o processo de incubagdo das amostras (ver Anexo A). Estes
controles sdo importantes para a definicdo do periodo adequado para a leitura das
amostras; quando a maior parte dos ovos do controle se encontrarem

embrionados as amostras estardo prontas para a leitura. Entretanto, tendo em



100

vista a dificuldade na aquisicdo deste material, € provavel que muitos laboratérios
de analise parasitolégica ndo adotem esta exigéncia, apesar de sua importancia
para a correta execucdo da metodologia. Uma solucdo para estas dificuldades
seria a coleta, purificagdo e concentracdo de ovos de A. suum presentes em
residuos de abatedouros de suinos no Brasil. Apesar de ser um processo bastante
trabalhoso e insalubre, grande quantidade de ovos pode ser isolada desta forma, o
gue poderia garantir uma reserva adequada de material para ser utilizada como
controle nos ensaios de quantificacdo ou em processo de validacéo.

ApOGs a aquisicdo do material bioldgico, foi possivel realizar os ensaios de
recuperacdo e avaliar a resposta da metodologia USEPA (2003). Na Tabela 4.3
sdo apresentados os valores de acuracia (% de recuperacdo) e viabilidade (%)
obtidos para as amostras de lodo, considerando-se as trés campanhas de coletas
realizadas. A porcentagem de recuperacdo, ou acuracia, e a porcentagem de
viabilidade foram calculadas aplicando-se as Equagdes 3.1 e 3.2, respectivamente
(Secéo 3.1.3).

Analisando os resultados apresentados na Tabela 4.3, é possivel elencar
algumas observagdes importantes:

e de forma geral, considerando-se a acuracia do método para as trés
coletas realizadas, tanto lodos anaerébios quanto aerdbios
apresentaram valores abaixo do especificado pelo método da USEPA
(2003), que €é de 75%, considerando-se lodos digeridos
anaerobicamente. O método da USEPA nao apresenta valores de
acuracia determinados para lodos aerobios (BOWMAN et al., 2003);

e |odos anaerdbios apresentaram a maior recuperacao de ovos, com um
valor maximo de 59,8%, obtido nas amostras AN1 contendo a menor
concentracéo de indculo. Em relacdo ao lodo anaerébio caleado, o valor
de acuracia obtido foi proximo ao observado nas amostras nao
caleadas; a viabilidade observada, entretanto, foi consideravelmente
reduzida na presenca de cal. Redugdo ainda mais significativa foi
observada em lodo AC3, coletado em patio de estocagem, indicando
que o tempo de maturacdo do lodo apds a caleacdo € importante para
aumentar sua resisténcia a patdégenos;

e |odos aerObios apresentaram acuracia bastante baixa, com um valor

maximo de 25% para amostras BC3, contendo 0,25 ovo/ g ST. A menor
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porcentagem de recuperacao observada entre as amostras aerobias foi
de 3,5% para lodo BN1 inoculado com 1 ovo/ g ST. A reducéo da
viabilidade dos ovos nas amostras caleadas de lodos aerdbios foi ainda
mais notavel do que o observado em lodo anaerébio, atingindo 25% em
amostras BC3 com inéculo de 1 ovo/ g ST.

e quanto menor a quantidade de ovos nas amostras, maior a dispersao
estatistica observada, indicando que as medidas realizadas nestes
casos s&o menos consistentes, dado o tamanho da amostra.

Os resultados, aguém do esperado pela metodologia, evidenciam a falta de
dados sobre a aplicabilidade do método para amostras de lodo de origem e
composicao diversas. Bowman e colaboradores (2003), ao definirem a acuracia da
metodologia adotada pela USEPA, avaliaram quatro matrizes de biossdlidos, a
saber: i) lodo tratado pelo processo Synox (SOBSEY et al.,, 1990), em que ha
adicdo de &cido sulfurico, ozbénio e &cido nitroso (tratamento acido); ii) lodo
digerido anaerobicamente e armazenado em lagoa; iii) mistura contendo solo e
lodo anaerdébio estabilizado; e iv) lodo apds tratamento alcalino Chemfix (adicédo de
cal, cimento Portland e silica) (REIMERS et al., 1990).

Entretanto, a Norma USEPA generaliza a aplicacdo destes ensaios para
amostras de esgoto, lodos e compostos (Apéndice | EPA/625/R-92/013 — ver
Anexo A), sem especificar para quais tipos de lodos a acuracia da metodologia
pode ser adequada. Desta forma, dada a auséncia de ensaios para matrizes de
lodo variadas, a especificacdo pelo CONAMA (2006) de que a metodologia
definida pela USEPA (2003) seja utilizada para quantificacdo de ovos de Ascaris
em lodos gerados nos processos de tratamento no Brasil € questionavel.

A nédo universalidade do método USEPA de quantificacdo de ovos de
Ascaris em lodo pode ser evidenciada pela analise estatistica dos dados de
acuracia obtidos neste estudo. Aplicando-se o teste de Kruskal-Wallis aos lodos
AN, AC, BN e BC, observou-se diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos, com p < 0,05; o resultado, entretanto, n&o indica entre quais grupos essa

diferenca ocorre, sendo necessaria a confirmacgéo pelo teste U de Mann-Whitney.



TABELA 4.3 — ACURACIA (% DE RECUPERAGAO) E VIABILIDADE (%) NA QUANTIFICACAO DE OVOS DE A. suum
PELA METODOLOGIA USEPA (2003)

Tipo de lodo Amostra (cl)r:/c’:)csullc;) Acuracia (%) Viabilidade (%)
12coleta 2acoleta 3acoleta 12coleta 2acoleta 3acoleta
10 453+15 29,8+6,1 97,1+ 0,6 83 +3,6
AN 1 42,7+ 6,1 21+ 42 NR 93,8+ 1,9 80,6+ 3,9 NR
Anaerébio 0,25 59,8+ 6,2 35+ 7,1 935+6,3  58,3+11,8
10 326+ 2,1 23,3+1,3 40,3+3,1 81,6+0,5 66,6 + 18,3 32,4+ 23
AC 1 41,3+ 6,1 48,7+4,2 56,3x1,5 69,3+ 3,8 62,2+ 9,6 57,1+5,1
0,25 58,3 + 8,3 30 £14,1 413+x21 51,8+9,9 50+2,1 40+ 1,6
10 4,7+ 2,1 75+ 2,3 13,3+ 3,5 75,8+ 9,5 80+ 8,6 30,7+5,4
BN 1 35+ 15 18+ 2,5 19+2,1 73,6129 77,8+ 8,7 50+ 8,9
0,25 16,7+ 8,4 20+£9,4 16,4+4,4 | 72,2+25,45 50+ 22,9 50+12,9
Aeroébio
10 73+ 1,1 12+1,2 53+1,5 59,6+5,9 54,2+ 6,8 40+ 6,2
BC 1 47+ 1,2 14+ 3,2 8+2,7 55,6+ 9,6 85,7+ 12,8 25+ 8,2
0,25 11,1+ 4,8 16,7+ 5,8 25+5,2 33,3+2887 66,7+289 33,3+189

Notas: AN — lodo anaerébio centrifugado nédo caleado; AC — lodo anaerdébio centrifugado caleado; BN — lodo aerébio centrifugado ndo caleado; BC
—lodo aerdbio centrifugado caleado. NR — Coleta ndo realizada devido a inatividade da centrifuga da ETE Atuba no periodo
FONTE: O autor (2014)
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Comparando os resultados dos ranks médios obtidos no teste de Kruskal-
Wallis é possivel afirmar que a maior recuperacdo dos ovos de Ascaris vai ocorrer
no lodo anaerobio (Figura 4.3). Entre os lodos anaerébios, o lodo caleado (AC)
apresentou um rank ligeiramente superior aquele do nédo caleado (AN), indicando
maior acurcia nas analises de recuperagdo realizadas com este tipo de lodo.
Entretanto, a diferenca entre os ranks € baixa e pode ter sido influenciada pela
diferenca de tamanho entre as amostras. Para verificar se ha diferenca
significativa entre os lodos anaerébios AN e AC aplicou-se o teste U de Mann-
Whitney. O resultado do teste pode ser visualizado na Figura 4.4 e indica a
inexisténcia de diferenca significativa na acuracia dos ensaios de recuperacao
entre lodo anaerdbio ndo caleado (AN) e caleado (AC), com valor p= 0,676 (Figura
4.4-a).

Ranks
Tipo de lodo N Mean Rank
Acuracia (% de 1 18 75,50
recuperacéo) 2 27 77,33
3 27 30,00
4 27 25,67
Total 99

Test Statistic®P

Acuréacia (% de
recuperacao)
Chi-Square 71,201
df 3
Asymp. Sig. ,000

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Tipo de lodo

FIGURA 4.3 — RESULTADOS DO TESTE DE KRUSKAL-WALLIS DE ANALISE DE
DIFERENCA ENTRE GRUPOS, APLICADO AOS DIFERENTES TIPOS
DE LODO

Notas: Tipo de lodo: 1- AN, 2- AC, 3- BN, 4- BC; Asymp. Sig fornece o valor-p (<0,05)

FONTE: O autor (2014)

De forma similar, pode-se verificar a existéncia ou nao de diferenga entre
lodos aerodbios caleados e ndo caleados aplicando-se o teste U. Assim como 0s

lodos anaerdbios, os resultados obtidos indicaram néo haver diferencga significativa
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entre as amostras BN e BC, com um valor-p igual a 0,242 (Figura 4.4-b). Alterar a
variavel dependente para viabilidade de ovos, entretanto, confirma a diferenca
significativa entre lodos caleados, anaerébios ou aerébios (p < 0,05 para ambos os
pares). Esta resposta confirma o que se esperava em relacdo ao processo de
caleacao, isto é, que a elevacdo do pH do lodo ocasiona a inativacdo gradativa
dos ovos de Ascaris presentes, conforme apresentado por diversos autores
(ERICKSEN et al., 1996; BREWSTER et al., 2003; CAPIZZI-BANAS et al., 2004).

Com base no exposto, € possivel afirmar que a caleacdo nao interfere na
recuperacdo dos ovos do parasita Ascaris e sim na porcentagem de viabilidade
destes ovos. Desta forma, a diferenca de recuperacdo dos ovos entre 0S grupos,
indicada pelo teste de Kruskal-Wallis, refere-se a lodos anaerobios e aerobios.

A diferenca na composicdo e propriedades de lodos de esgoto anaerdbios
e aerébios é bem documentada na literatura (SOMMERS, 1977; HERNANDEZ et
al., 1991; ZIPPER et al., 1999; SHENG e YU, 2006; BANEGAS et al., 2007). Deve-
se esperar, portanto, que uma metodologia de recuperacdo de material biologico,
que dependa de propriedades como sedimentabilidade e teor de solidos,
apresente diferencas de resposta, utilizando matrizes tdo diversas em seus
ensaios. Entretanto, a Resolugcdo CONAMA N° 375/ 06 ndo leva em consideragéo
as diferentes caracteristicas existentes nos lodos gerados no Brasil, o que pode
colocar em risco a saude publica e ambiental, caso sejam especificados ensaios

de diagndstico de patégenos ndo adequados a realidade do pais.

a Test Statistic$ b Test Statistic®
Acuracia (% Acuracia (%
de de
recuperacao) recuperacao)
Mann-Whitney U 225,000 Mann-Whitney U 297,000
Wilcoxon W 396,000 Wilcoxon W 675,000
Z -,418 Z -1,171
Asymp. Sig. (2-tailed) ,676 Asymp. Sig. (2-tailed) ,242

a. Grouping Variable: Lodos anaerobios a. Grouping Variable: Lodos aerébios

FIGURA 4.4 — RESULTADOS DO TESTE U DE MANN-WHITNEY DE ANALISE DE
DIFERENCA ENTRE DUAS AMOSTRAS: a) LODOS ANAEROBIOS AN
E AC; b) LODOS AEROBIOS BN E BC

Notas: Asymp. Sig. (2-tailed) fornece o valor-p
FONTE: O autor (2014)
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O teste de Kruskal-Wallis também foi aplicado visando a andlise da
diferenca na recuperacdo dos ovos de Ascaris considerando-se grupos de
concentracdo e de campanha de coletas.

Com excecdo do lodo AN, os demais grupos apresentaram diferenca
significativa na recuperacdo dos ovos de A. suum, considerando-se as diferentes
concentracdes de indculo. O valor-p foi igual a 0,143 para o lodo AN; e 0,03, 0,05
e 0,01 para as amostras AC, BN e BC, respectivamente (Figura 4.5 a-d). As
amostras AN, durante seu processamento pela metodologia USEPA,
apresentaram boa sedimentabilidade e homogeneidade, o que pode ter evitado a
formacdo de aglomerados de ovos, comuns em concentragdes elevadas deste
parasita (Secdo 4.1.3.1, Figura 4.9). Assim, no caso de amostras AN, a
distribuicdo do inéculo de forma mais homogénea pode ter sido fator determinante
para a auséncia de diferenga significativa nas concentra¢cdes dentro do grupo.
Para as demais matrizes de lodo, entretanto, a baixa sedimentabilidade e as
perdas de ovos durante o processamento (Secéo 4.1.3.1) podem ter se refletido na
diferenca de recuperacédo observada, variando conforme a quantidade de in6culo

utilizada.

Test Statistic$P Test Statistic$P

Acuracia (%
recuperacédo)

Chi-Square
df
Asymp. Sig.

3,886
2
,143

Acuracia (%
recuperacao)

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Concentragac

Chi-Square
df
Asymp. Sig.

11,871
2
,003

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Concentragéc

Test Statistic$P

Acuréacia (%
recuperacao)

Test StatisticP

Chi-Square
df
Asymp. Sig.

10,689
2
,005

Acuracia (%
recuperacao)

Chi-Square
df
Asymp. Sig.

8,956
2
,011

a. Kruskal Wallis Test a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Concentragéo b. Grouping Variable: Concentragéo

FIGURA 4.5 — RESULTADOS DO TESTE DE KRUSKAL-WALLIS DE ANALISE DE
DIFERENCA ENTRE GRUPOS, APLICADO A DIFERENTES
CONCENTRACOES DE INOCULO : a) AN, b) AC, c) BN, d) BC

Notas: Asymp. Sig. (2-tailed) fornece o valor-p
FONTE: O autor (2014)
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Para as diferentes campanhas de coleta, o teste Kruskal-Wallis aplicado
afirmou haver diferenca significativa para os lodos AN, BN e BC. De acordo com o
teste, a amostra AC nado apresentou diferenca significativa, mas o valor-p
encontrado (0,065) foi bastante proximo do nivel de significancia a estabelecido
(0,05). A diferenca encontrada, neste caso, pode estar mais associada a robustez
de resposta fornecida pela aplicacdo do teste ndo paramétrico, do que a real
auséncia de diferenca significativa entre as coletas para este tipo de lodo. Uma
forma de confirmar, ou refutar, esta resposta seria o0 aumento do tamanho da
amostra N, em ensaios subsequentes.

As diferencas significativas de recuperagdo dos ovos, encontradas para
lodos AN, BN e BC considerando-se as campanhas de coleta (valor-p igual a
0,001, 0,018 e 0,006, respectivamente) devem estar associadas, muito
provavelmente, a variagdes temporais na qualidade dos lodos coletados. De fato, é
sabido que as propriedades do lodo podem variar local e temporalmente, devido
as flutuacbes sazonais e variacbes nhas caracteristicas do esgoto tratado
(BANEGAS et al., 2007; SALMIATI et al.,, 2012). Além disto, ndo se pode
desconsiderar o fator operacional, que exerce uma forte influéncia na
caracteristica dos lodos gerados; a inatividade ou mau funcionamento de algum
equipamento dentro do fluxograma de uma ETE compromete em grande extenséo
a qualidade do lodo gerado.

Além do problema da falta de universalidade, evidenciado pela diferenca
significativa na recuperacao de ovos de Ascaris para lodos anaerébios e aerobios,
e entre diferentes concentracdes e periodos de coleta, 0 método USEPA (2003)
apresentou baixa acuracia de forma geral para as amostras avaliadas neste
estudo. A secéo a seguir apresenta as dificuldades encontradas na implementagé&o
da metodologia avaliada, assim como provaveis causas para a baixa acuracia

observada nas amostras ensaiadas.

4.1.3.1 Avaliagdo das perdas durante processamento das amostras e
guantificacdo de ovos viaveis de A. suum pela metodologia USEPA
(2003)

A metodologia de quantificacdo especificada pela USEPA utiliza diversas

seguéncias de lavagem da amostra com detergente 7X (MB Biomedicals), visando
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a dessorcdo dos ovos das particulas de lodo, reduzindo a quantidade de
interferentes a andlise. A primeira dificuldade para a implantagdo do método é a
aguisicao deste reagente; material que encarece os procedimentos.

As varias lavagens com detergente ndo levam a perda significativa dos
sélidos sedimentados, que devem conter os ovos de A. suum inoculados.
Entretanto, a etapa de succdo a vacuo, utilizada para a remog¢éo do sobrenadante
apos a sedimentacdo das amostras em contato com o detergente, pode remover
parte dos solidos de fundo, se nao for realizada com cautela. Uma recomendacao
vélida é manter uma fina camada de liquido imediatamente sobre a superficie dos
sélidos, 0 que pode evitar a perda de material.

Apos as sequéncias de lavagem, sedimentacédo, filtracdo e peneiramento
em abertura de 50 mesh, esta ultima para remover os solidos grosseiros, a etapa
de flotacdo era realizada. Nesta etapa, os ovos de Ascaris suum, com densidade
de 1,18, flotam em solucdo de sulfato de magnésio (d= 1,20), apds centrifugacéo.
Entretanto, conforme observado, € importante que a quantidade de sélidos
utilizada ndo exceda a marca de 1 mL para tubos tipo Falcon de 15 mL, e 5 mL no
caso de tubos de 50 mL. O excesso de solidos no fundo dos tubos interfere na
flotacdo, levando a suspensdo de particulas de lodo, conforme apresentado na
Figura 4.6-a. Ao serem transportadas juntamente com o sobrenadante, essas
particulas serdo retidas com os ovos na segunda etapa de peneiramento, em
abertura de 400 mesh (Figura 4.6-b). Portanto, esta etapa pode interferir na
visualizacdo em microscopia 6tica, ao carrear contaminantes que podem mascarar
a presenca dos ovos no campo microscopico analisado. Alguns interferentes a
visualizacdo em microscopia sdo apresentados na Figura 4.7.

A analise em microscopia 6ptica exige acuidade visual do analista, pois é
grande a presenca de interferentes a leitura, como restos celulares e outras
células como leveduras e graos de pélen (Figura 4.8). Desta forma, quando n&o
realizada por um analista bem treinado, a leitura microscépica pode nao ser
condizente com a real quantidade de ovos de Ascaris nas amostras, sendo um dos

principais pontos criticos da metodologia USEPA (2003).
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FIGURA 4.6 — PARTICULAS DE LODO (SETAS) NAO REMOVIDAS NAS ETAPAS DE
PURIFICACAO: a) FLOTACAO; b) PENEIRAMENTO (400 MESH)

FONTE: O autor (2014)

FIGURA 4.7 — OVO DE Ascaris suum (SETA) EM MEIO A PARTICULAS
INTERFERENTES A VISUALIZACAO EM MICROSCOPIA OPTICA

FONTE: O autor (2014)

Em relacdo a recuperacao dos ovos, as amostras contendo as menores
concentracdes inoculadas (0,25 ovo/ g ST), apresentaram a maior média de
recuperagdo, nos quatro tipos de amostras avaliadas. Uma possivel explicacdo é
que, muitas vezes, 0s ovos de Ascaris suum tendem a se aglomerar, tornando
dificil a contagem dos ovos, quando presentes em maior numero (Figura 4.9).
Nestas situacfes, a acuidade visual do analista é fator determinante para a
qualidade dos ensaios.
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FIGURA 4.8 —-ESTRUTURAS SIMILARES A GRAOS DE POLEN, VISUALIZADAS
DURANTE A ANALISE MICROSCOPICA DAS AMOSTRAS

FONTE: O autor (2014)

FIGURA 4.9 -OVOS DE Ascaris suum (SETAS) AGRUPADOS EM AMOSTRA
AN1, INOCULADA COM 10 OVOS/ g ST

FONTE: O autor (2014)

As amostras ensaiadas apresentaram outros ovos de helmintos isolados
juntamente com 0s ovos de Ascaris, entre eles Trichuris trichiura, Taenia sp.,
Hymenolepis diminuta e ancilostomideo (Figura 4.10). Entretanto, conforme
apresentado anteriormente, a metodologia USEPA aplica-se apenas ao isolamento
e purificacdo de ovos de Ascaris, ndo havendo garantia de que a quantidade
encontrada dos ovos destes outros parasitas seja representativa do real nimero

presente nas amostras.
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FIGURA 4.10 — OVOS DE OUTROS HELMINTOS OBSERVADOS NAS AMOSTRAS DE
LODO ANALISADAS: a) Trichuris trichiura; b) Taenia sp.; ¢) Hymenolepis
diminuta; d) ANCILOSTOMIDEO

FONTE: O autor (2014)

A baixa acuracia da metodologia USEPA observada para lodos aerébios
pode ser explicada com base nas propriedades do tipo de lodo amostrado.
Sistemas de lodos ativados com aeracao prolongada baseiam-se nos processos
da respiracdo enddgena, em que tecidos celulares biodegradaveis sdo oxidados a
dioxido de carbono, agua e amobnia, devido a baixa relacdo alimento/
microrganismo (A / M) neste tipo de sistema. Entretanto, durante o processo de
respiracdo enddgena pode ocorrer a destruicdo da estrutura do floco, dificultando
a sedimentagdo dos sélidos neste residuo (ANDREOLI et al., 2001). Como a
metodologia USEPA baseia-se em etapas de sedimentacdo dos sélidos para
recuperagdo dos ovos nas amostras, caso a sedimentabilidade do lodo néo seja
adequada, a acuracia da metodologia fica comprometida. Na Figura 4.11 é
apresentada uma amostra de lodo BN1, apdés as etapas de liquidificacdo e
sedimentacao a 4 °C, por 4 h.
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FIGURA 4.11 ~AMOSTRA BN1, APOS LIQUIDIFICACAO E SEDIMENTACAO A 4°C,
POR 4 HORAS.

FONTE: O autor (2014)

A formacdo de escuma espessa na superficie da amostra, observada na
Figura 4.11, indicou a ineficiéncia no processo de sedimentacdo, e parte dos
sélidos permaneceu em suspensédo, prejudicando as etapas subsequentes da
metodologia.

Outros agentes interferentes neste tipo de amostra sdo 0s microrganismos
filamentosos, que quando em excesso na microbiota do lodo, levam a
desestruturacdo do floco, fenébmeno denominado bulking. Este fenbmeno é
caracterizado pelo crescimento excessivo de bactérias filamentosas, como os
géneros Nocardia, Microthrix e Beggiatoa, formando uma macroestrutura capaz de
interferir na sedimentacdo e compactacdo do lodo, devido a producéo de flocos
com estrutura difusa e pouco condensada (WILLIANS e UNZ, 1985; COSTA et al.,
2013). A presenca destas filamentosas € favorecida em ambientes com baixa
concentracdo de alimento e nutrientes, como é o caso dos sistemas de lodo
ativado com aeracdo prolongada, devido as suas baixas exigéncias nutricionais,
gquando comparadas a outros microrganismos do consorcio da digestao aerdbia
(PARSEKIAN e PIRES, 2002).

Na Figura 4.12 sao apresentados os sedimentos recuperados das amostras
BN1 (4.12-a) e AN1 (4.12-b), apds processamento e incubacdo a 28 °C, por 21
dias, de acordo com a metodologia USEPA. E possivel observar que os
sedimentos isolados da amostra de lodo aerdbio apresentam uma estrutura difusa,
similar a uma rede, o que caracteriza o crescimento de filamentosas. Os

sedimentos isolados de amostras de lodo anaerdbio, por sua vez, encontraram-se
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mais compactos e sem sélidos em flotacéo.

FIGURA 4.12 -SEDIMENTOS APOS INCUBACAO A 28 °C, POR 21 DIAS: a)
AMOSTRA BN1; b) AMOSTRA AN1

FONTE: O autor (2014)

Em analise microscopica das amostras BN1 e BC1, foi possivel visualizar a
formagédo do bulking, com predominancia de bactérias filamentosas similares a
Nocardia sp. (Figura 4.13). Estes resultados indicam a ineficiéncia de
sedimentacdo neste tipo de amostra, o que se reflete na baixa acuracia na

recuperacéo de ovos de Ascaris observada.

FIGURA 4.13 -MICRORGANISMOS SIMILARES A Nocardia sp. EM AMOSTRA BN1

FONTE: O autor (2014)
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4.2 OTIMIZAGAO DE ENSAIO BIOLOGICO PARA DETERMINACAO DE
OVOS VIAVEIS DE Ascaris POR RT-qPCR

O segundo objetivo especifico da pesquisa refere-se a utilizacdo da técnica
de RT-qPCR para determinacéo de ovos viaveis do parasita Ascaris em amostras
de lodo de esgoto. Conforme apresentado na Secéo 2.9, o desenvolvimento desse
ensaio bioldgico compde a segunda etapa de um processo de validacgéo.

A determinacdo de ovos viaveis de Ascaris também considerou as
caracteristicas morfolégicas, embriogénicas e moleculares do parasita. Desta
forma, dados sobre o comportamento e caracteristicas morfoloégicas e moleculares
de Ascaris puderam ser utilizados na elaboracdo da estratégia mais adequada

para a otimizacdo deste método.

4.2.1 Morfologia e ultraestrutura dos ovos de Ascaris suum: avaliacdo em

microscopia eletronica

Os ensaios de microscopia eletronica de varredura e transmissao foram
realizados com o objetivo de avaliar a estrutura dos ovos de A. suum, sabidamente
resistentes a processos de lise celular. Como € necessario aos ensaios
moleculares de quantificacdo que os ovos do parasita sejam lisados, visando
recuperar o RNA total presente no interior das células, o conhecimento da
morfologia e ultraestrutura destes ovos pode prover informac¢des que auxiliem na
elaboracao de estratégias adequadas de lise.

As fotomicrografias obtidas em MEV (Figuras 4.14 a-d) apresentam o ovo
de Ascaris suum como uma estrutura compacta, com casca homogénea, podendo
estar revestida por uma membrana irregular, denominada de mamilonada (Figura
4.14-a). Esta membrana é constituida, em grande parte, por mucopolissacarideos
e proteinas (QUILES et al., 2006) e é secretada pelo Gtero da fémea, ndo sendo
constitutiva da oogénese do parasita. Na Figura 4.14-b é apresentada a juncéo
entre a membrana mamilonada e a membrana mais externa constituinte do ovo,
denominada de membrana vitelinica (WHARTON, 1980). Dada sua menor
espessura dentre as camadas do ovo (aproximadamente 0,2 um), a funcdo desta
membrana parece nao estar vinculada a protecdo mecanica. Outras funcdes que
podem estar associadas a esta estrutura sdo a retencdo da luz ultravioleta
(QUILES et al., 2006) e o auxilio nos processos dispersivos do ovo no meio

ambiente, devido as sua propriedades adesivas (MASSARA et al., 2003).
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Ovos decorticados apresentam pouca (Figura 4.14-c) ou nenhuma camada
mamilonada (Figura 4.14-d). Neste caso, a camada vitelinica de composicdo
lipoproteica encontra-se diretamente em contato com 0 meio, 0 que auxilia em
processos de desinfeccdo que utilizam tratamentos por radiagdo (CHERNICHARO
et al., 2003). Entretanto, a lise do ovo nao é facilitada por estes processos, que
irdo interferir na viabilidade dos ovos, mas ndo em sua estrutura.

A estrutura compacta da camada vitelinica, que confere resisténcia
estrutural aos ovos, é auxiliada por outras duas membranas, a saber. membrana
quitinosa, intermediaria e mais espessa dentre as trés membranas; e membrana
lipidica, contendo aproximadamente 75% de lipideos em sua constituicdo. Na
Figura 4.15 sdo apresentadas as quatro membranas em corte, visualizadas em
microscopio eletrbnico de transmissao.

Com base nas micrografias obtidas e fundamentando-se em discussdes da
literatura, € possivel realizar algumas inferéncias a respeito do processo de lise
dos ovos de Ascaris:

o processos de lise baseados em tratamentos quimicos devem utilizar
agentes quimicos combinados para 0 ataque a membrana, devido a
variedade na composicdo entre as diferentes camadas constituintes da
casca,;

o processos de lise por dessecacdo ou turgescéncia ndo devem ser
eficientes, devido a presenca da camada lipidica interna, que confere
resisténcia a passagem de vapor d'‘agua, devido a sua baixa
permeabilidade;

o devido a grande resisténcia estrutural conferida pelo conjunto de
membranas constituintes, mecanismos que facilitem a lise mecanica dos
ovos devem apresentar resultados adequados.

De acordo com as consideracdes acima, as estratégias de lise que foram
testadas nos ovos de A. suum durante este estudo foram definidas. Os resultados

obtidos encontram-se descritos e discutidos na Se¢éo 4.2.3.1.



a

SN MY M WO 408 mm

SEM MAG 400 0x Dot S8 2 uym

L B F Date(monliy) S0ID014

c

SEM HV 50w WO 5.89 mm |

BEM MAG .50 b Dot 3¢ oum

=% Duto|moddy). 0910014

115

VEGAD THSCAL  SEM MV 180 WY WO A0 mm
SEM MAG 28 55x Det. S8
Mo - re

Dhate| oy ) OO IC14

d

VEGAI TESCA| SEM NV 152kV WO 5.67 mm
SEM MAG 450 &x Det. BE 10 pm
CME.UFPR are Dustn(nwidry) 03030014

VEGAY TEBCAM

CME-UFPR
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FIGURA 4.15 — ULTRAESTRUTURA DA CASCA DE OVO DE A. summ : M -
MEMBRANA MAMILONADA; V - MEMBRANA VITELINICA; Q-
MEMBRANA QUITINOSA; L - MEMBRANA LIPIDICA

FONTE: O autor (2014)

4.2.2 Desenvolvimento embrionéario de Ascaris suum

Por se tratar da otimizacdo de uma metodologia que visa identificar o
nematddeo Ascaris em suas fases iniciais de desenvolvimento, fizeram-se
necessarios o acompanhamento e a investigacdo do processo de embriogénese
do parasita.

A expressdao dos genes em uma espécie estd associada a etapa de
desenvolvimento em que ela se encontra. Isto porque a atividade celular vai estar
relacionada as exigéncias do meio e as necessidades de cada organismo nas
diferentes fases de desenvolvimento. Em Ascaris, como nos demais organismos,
esta demanda leva ao controle do genoma, que sé sera transcrito de acordo com a
necessidade do individuo (ROSA et al., 2014).

Conforme apresentado anteriormente, uma das formas de controle da
expressdo génica em Ascaris € o fendbmeno da reducdo da cromatina, em que
aproximadamente 25% do genoma do parasita sdo eliminados das células pré-
somaticas durante o desenvolvimento embrionario (TOBLER et al., 1972; MORITZ
e ROTH, 1976). De acordo com Spicher e colaboradores (1994), esta reducéo
ocorre entre a terceira e a quinta clivagem celular no interior do ovo. Desta forma,o

acompanhamento da embriogénese € importante para se definir qual o tempo
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ideal, ap6s o inicio do desenvolvimento embrionério, para que seja realizada a
extragdo do RNA transcrito do gene alepl (eliminado das células pré-somaticas do
ovo), em quantidade adequada para sua utilizacdo nos ensaios moleculares de
determinacao do parasita.

Na Figura 4.16 sédo apresentadas as fases da embriogénese de Ascaris
suum, observadas em microscopia Optica, durante o periodo de monitoramento de
21 dias. No inicio do desenvolvimento de Ascaris, circundada pela membrana
espessa do ovo, foi observada apenas uma célula, ocupando a maior parte da
cavidade interna e caracterizada por um citoplasma denso e granuloso (Figura
4.16-a). Apos a primeira divisdo, duas ceélulas foram perfeitamente distinguiveis,
ocupando os dois polos da estrutura, conforme pode ser visualizado na Figura
4.16-b. A segunda clivagem originou quatro células no interior do ovo (Figura 4.16-
c); entretanto, em alguns casos, foi possivel observar um estagio intermediario
com trés células. Este estagio, porém, pareceu ser instivel e apenas uma
pequena porcentagem dos ovos contendo trés células pdde ser observada durante
0S ensaios.

Apés a divisdo em quatro células, as clivagens subsequentes deram
origem a uma estrutura contendo entre seis e doze células, denominada de moérula
inicial (Figura 4.16-d). A morula (do latim morula, ou amora) € a etapa da
embriogénese em que as sucessivas divisbes ddo origem a aglomerados de
células, denominados de blastbmeros. Esta etapa € dividida em morula inicial e
tardia. Esta ultima foi identificada nos ensaio a partir do momento em que nao era
mais possivel determinar o numero de blastbmeros na esfera de células formada
(Figura 4.16-e).

Ao final da etapa de morula tardia, a formacdo de uma cavidade central,
preenchida com liquido, péde ser visualizada. Esta cavidade é denominada de
blastocele e encontra-se revestida internamente por uma camada de células
denominada de blastoderme. Sua etapa de formacédo é conhecida na biologia do
desenvolvimento como blastula (Figura 4.16-f). A blastoderme, em processo de
diferenciacdo celular posterior, vai originar os orgaos internos do parasita. Nos
dias subsequentes, observou-se a ocorréncia de uma invaginacdo devido a
movimentagdo das células do embrido. Esta etapa é definida na literatura como

gastrulacdo (Figura 4.16-g) e caracteriza-se pela formacdo dos trés folhetos
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FIGURA 4.16 — ETAPAS DA EMBRIOGENESE DE A. Suum: a) OVO COM UMA CELULA GERMINATIVA; b) DUAS
CELULAS; c¢) QUATRO CELULAS; d) MORULA INICIAL; €) MORULA TARDIA; f) BLASTULA; g)
GASTRULA; h) LARVA 1; i) LARVA 2

FONTE: O autor (2014)
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embrionarios, ectoderme, mesoderme e endoderme, nos organismos triblasticos,
como é o caso de Ascaris.

As etapas de formacéo larval em A. suum s&o bastante discutidas, com
alguns autores definindo até duas etapas anteriores (pré-larva) a formacao da
larva 1 (L1) (DMITRYJUK et al., 2006; CRUZ et al., 2012). Entretanto, a distincéo
entre estas etapas e as fases de gastrula e L1 ndo sdo muito evidentes, optando-
se neste estudo em dividir o desenvolvimento larval em L1 e larva 2 (L2). A
primeira larva formada apresenta es6fago rabditdéide e ndo é infectante até que
seja realizada a primeira muda dentro do ovo. Durante a avaliagdo em microscopia
Optica, foi possivel identificar esta larva como apresentando formato de anel e
estruturas mais densas e pouco definidas em seu interior (Figura 4.16-h).

ApoOs a primeira muda realizada dentro do ovo, foi observada a formacéo de
L2, larva filaridide, com formato mais longo que L1 e infectante (Figura 4.16-i).
Alguns estudos indicam uma segunda muda dentro do ovo, originando a larva L3,
similar ao que ocorre com Ascaris lumbricoides (MAUNG et al., 1974; GEENEN et
al., 1999). Entretanto, o tempo para formacgao desta terceira forma larval seria de,
aproximadamente, um més apos a formacdo de L2 (GEENEN et al., 1999) e,

portanto, ndo foi observada neste estudo.

42.2.1 Influéncia da concentracdo de ovos de Ascaris no desenvolvimento

embrionario do parasita

Ovos de A. suum contendo apenas uma célula podem ser viaveis e dar
inicio a consecutivas divisdes celulares, ou podem permanecer nesta fase, e ndo
realizar as clivagens que levam a formacéo de larva. Neste Gltimo caso os ovos
sdo considerados inviaveis, ou seja, sem condi¢ao de originar um individuo adulto.
Entretanto, nem todos os ovos apresentam o mesmo tempo de desenvolvimento.
Dependendo das condi¢cées do meio e das condicdes fisioldgicas do organismo,
um ovo viavel pode dar inicio a sua divisao celular logo no primeiro dia, ou esperar
uma semana ou mais para realizar a primeira clivagem.

Os fatores que influenciam o tempo de desenvolvimento de Ascaris,
considerando-se condicdes de temperatura, umidade e aeracdo Otimas, ainda séo
desconhecidos. Entretanto, durante este estudo foi possivel observar diferencas
nos tempos de desenvolvimento dos ovos, quando incubados em diferentes

concentracbes. Nas Figuras 4.17 e 4.18 é apresentada a evolucdo da
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embriogénese em ovos de Ascaris suum (N= 30), ao longo dos 21 dias
monitorados, para as concentracdes de 1600 ovos mL* e 320 ovos mL™,
respectivamente.

Apo6s o primeiro dia de incubacéo, a totalidade das amostras, em ambas as
concentracfes avaliadas, encontrava-se ainda com apenas uma célula. A primeira
clivagem teve inicio no segundo dia para a maior concentragdo de ovos. No caso
das amostras contendo as menores concentracdes de Ascaris, 0 inicio observado
foi mais lento, entretanto, a progressao observada foi mais acelerada, com 10%
dos ovos dando inicio as divisdes celulares ja no terceiro dia de desenvolvimento.

A evolugdo para as outras etapas de desenvolvimento também ocorreu
mais rapidamente quando a quantidade de ovos incubados foi menor (Figura
4.18). Uma possivel explicacdo para este fato € que um meio menos concentrado,
proporciona melhores condigbes de desenvolvimento para o ovo, principalmente
em relacao a quantidade de oxigénio disponivel no meio.

A Tabela 4.4 apresenta a porcentagem de ovos encontrada em cada etapa
de desenvolvimento, considerando-se os 21 dias avaliados e as duas
concentragbes ensaiadas. Analisando os resultados apresentados na tabela é
possivel afirmar que as divisbes celulares dos ovos de A. suum aconteceram mais
rapidamente em meio menos saturado. Como exemplo, apds cinco dias de
incubacdo, 63,4% dos ovos incubados em menor concentracdo ja haviam
realizado pelo menos uma clivagem celular, enquanto que, considerando-se a
concentracdo de 1600 ovos mL™, este valor foi de apenas 23,3%. Outra diferenca
significativa p6de ser observada durante as fases de morula tardia e blastula. Em
menor concentracdo de ovos, a observacédo da fase de moérula tardia coincide com
a formacédo das primeiras blastulas; para as amostras contendo maior quantidade
de ovos, o tempo entre as duas fases é de, aproximadamente, dois dias (Tabela
4.4).
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FIGURA 4.17 — DESENVOLVIMENTO DE OVOS DE Ascaris suum (N=30), EM CONCENTRAGCAO DE 1600 OVOS mL™* E DURANTE
21 DIAS DE INCUBAGAO

FONTE: O autor (2014)
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O processo de muda larval também parece estar vinculado as alteracdes
nas condi¢cdes de incubacédo, devido as diferentes concentracdes de ovos de
Ascaris. Considerando-se as amostras mais concentradas, L1 foi observada pela
primeira vez aos 15 dias de incubacéo, e L2 aos 17 dias. Este resultado esta de
acordo com outras observacdes encontradas na literatura para A. suum, em que
periodos de muda larval entre 2 e 3 dias foram descritos (JOHNSON et al., 1998;
CRUZ et al., 2012). Entretanto, em amostras contendo menor concentracdo de
ovos, foi possivel observar que ambas as formas larvais L1 e L2, apareceram
simultaneamente nas amostras, indicando um periodo mais curto de muda larval
(Tabela 4.4). Estimulo parecido parece estar associado as diferentes temperaturas
de incubacdo dos ovos de A. suum. Kim e colaboradores (2012), estudando a
embriogénese de ovos de A. suum em camara de incubacdo com umidade
controlada, e contendo areia como substrato, observaram que o tempo de
formacédo da larva L1 foi reduzido em dois dias, aumentando-se a temperatura de
incubacédo de 25 °C para 35 °C. Entretanto, a influéncia da concentracdo de ovos
incubados de A. suum sobre o tempo de embriogénese do parasita ainda nao foi
descrito na literatura.

De acordo com os resultados observados, o terceiro dia de incubacéo
apresentou maior similaridade na composicdo das fases embriogénicas entre as
duas concentracdes avaliadas (Tabela 4.4), sendo: 94% e 6% de ovos com uma e
duas células, respectivamente, para a concentracédo de 1600 ovos mL™; e 90% e
10% de ovos com uma e duas células, respectivamente, para a concentracao de
320 ovos mL™.

Desta forma, definiu-se este tempo de incubacédo para ser utilizado nos
ensaios moleculares, visando a transcricio do RNA de Ascaris suum.
Paralelamente, optou-se pela utilizagdo de outros dois tempos de incubacgao, a
saber: 7 e 21 dias. O tempo de incubacéo de 7 dias foi definido como um periodo
intermediario para avaliar a expressao do gene alepl, considerando-se que neste
periodo deve ocorrer a eliminagédo de parte do genoma de Ascaris que contém o
gene (etapa de morula inicial). Definiu-se também a realizacdo de ensaios
moleculares aos 21 dias, quando a maior parte dos ovos encontra-se larvado (L2),

em ambas as concentracdes estudadas.



TABELA 4.4 - QUANTIDADE DE OVOS DE A. SuuM (%) EM CADA ETAPA DA EMBRIOGENESE, POR DIA DE INCUBAGAO E
EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE ENSAIO

1600 ovos mL™* 320 ovos mL™*

dias 1c 2c 3c A4c Ml MT B G L1 L2 1c 2c 3c 4c Ml MT B G L1 L2
1 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 96,7 3,3 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 94 6 0 0 0 0 0 0 0 0 90 10 0 0 0 0 0 0 0 0
4 80 16,7 3,3 0 0 0 0 0 0 0 50 433 O 6,7 0 0 0 0 0 0
5 76,7 20 3,3 0 0 0 0 0 0 0 36,7 23,3 6,7 16,7 | 16,7 0 0 0 0 0
6 73 20 35 35 0 0 0 0 0 0 26,7 16,7 3,3 13,3 30 6,7 3,3 0 0 0
7 60 233 O 6,7 6,7 3,3 0 0 0 0 16,7 13,3 3,3 0 6,7 33,3 26,7 0 0 0
8 36,7 26,7 33 10 13,3 10 0 0 0 0 23,3 3,3 0 0 10 16,7 46,7 0 0 0
9 30 26,7 10 13,3 133 0 6,7 0 0 0 16,7 10 0 0 6,7 33,3 33,3 0 0 0
10 26,7 233 33 16,7 13,3 133 3,3 0 0 0 10 6,7 0 0 0 40 36,6 | 6,7 0 0
11 20 20 10 6,7 20 10 13,3 0 0 0 6,7 6,7 0 0 0 13,3 23,3 50 0 0
12 13,3 133 O 10 20 16,7 26,7 0 0 0 6,7 0 3,3 0 3,3 3,3 30 53,4 0 0
13 6,7 33 33 6,7 233 16,7 40 0 0 0 3,3 0 0 0 0 0 6,7 23,4 33,3 333
14 6,7 3,3 0 3,3 10 23,3 50 3,3 0 0 3,3 0 0 0 0 33 13,3 6,7 36,7 36,7
15 6,7 0 0 0 33 13,3 56,7 16,7 3,3 0 3,3 0 0 0 0 3,3 3,3 3,3 50 36,8
16 6,7 0 0 0 0 16,7 46,7 26,7 3,3 0 3,3 0 0 0 0 0 3,3 6,7 40 46,7
17 3,3 3,3 0 0 0 6,7 23,3 46,7 10 6,7 3,3 0 0 0 0 0 33 10,1 40 433
18 3,3 0 0 0 0 6,7 6,7 40 36,7 6,7 3,3 0 0 0 0 3,3 6,7 3,3 30 53,3
19 3,3 0 0 0 0 3,3 6,7 26,7 13,3 46,7 | 3,3 0 0 0 0 0 0 10 20 66,7
20 3,3 0 0 0 0 3,3 3,3 6,7 10 73,3 | 3,3 0 0 0 0 33 16,7 0 34 733
21 3,3 0 0 0 0 0 0 3,3 6,7 86,7 | 3,3 0 0 0 0 0 0 0 3,4 933

Notas: * valores em%,; 1c- 1 célula; 2c- 2 células; 3c- 3 células; 4c- 4 células; MI- mérula inicial; MT- mérula tardia; B- blastula; G- gastrula;
L1- larva 1; L2- larva 2. Valores em destaque indicam o primeiro dia de observacdo da fase de desenvolvimento associada, nas
concentracdes: 1.600 ovos mL™ (amarelo) e 320 ovos mL™ (verde)

FONTE: O autor (2014)
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4.2.2.2 Tabela de vida e andlise do grau de correlacdo entre o tempo de

incubacédo e o desenvolvimento embrionario de A. suum

Outra forma de visualizar a dinamica da embriogénese do parasita Ascaris,
em particular o inicio do processo da divisdo celular, pode ser obtida utilizando-se
uma tabela de vida de coorte. A tabela de vida, construida para ambas as
concentragdes de ovos, com No = 30, e de acordo com os célculos das variaveis

apresentados no Quadro 3.2, é apresentada na Tabela 4.5.

TABELA 4.5 — TABELA DE VIDA DE ASCARIS SUUM PARA AS CONCENTRACOES
1600 OVOS mL * e 320 OVOS mL™*

1600 ovos mL1 3200vos mL?
X NXx Ix dx gx pXx Nx Ix dx gx pXx
1 30 0,967 1 0 1 30 1 0 0 1
2 29 0,967 1 0,03 0,97 30 1 3 0,10 0,90
3 28 0,933 4 0,14 0,86 27 0,90 12 0,44 0,56
4 24 0,800 1 0,04 0,96 15 0,50 4 0,27 0,73
5 23 0,767 1 0,04 0,96 11 0,37 3 0,27 0,73
6 22 0,733 4 0,18 0,82 8 0,27 1 0,13 0,88
7 18 0,600 7 0,39 0,61 7 0,23 2 0,29 0,71
8 11 0,367 2 0,18 0,82 5 0,17 0 0 1
9 9 0,300 1 0,11 0,89 5 0,17 2 0,40 0,60
10 8 0,267 2 0,25 0,75 3 0,10 1 0,33 0,67
11 6 0,200 2 0,33 0,67 2 0,07 0 0 1
12 4 0,133 2 0,50 0,50 2 0,07 1 0,50 0,50
13 2 0,067 0 0 1 1 0,03 0 0 1
14 2 0,067 0 0 1 1 0,03 0 0 1
15 2 0,067 0 0 1 1 0,03 0 0 1
16 2 0,067 1 0,50 0,50 1 0,03 0 0 1
17 1 0,033 0 0 1 1 0,03 0 0 1
18 1 0,033 0 0 1 1 0,03 0 0 1
19 1 0,033 0 0 1 1 0,03 0 0 1
20 1 0,033 0 0 1 1 0,03 0 0 1
21 1 0,033 0 0 1 1 0,03 0 0 1

Notas: Ng = 30; x- dias de incubacgdo dos ovos; N,- numero de ovos ndo embrionados
em x; l,- proporcdo de ovos ndo embrionados em x; d,- nUmero de ovos embrionados
no intervalo x e (x+1); gy- probabilidade de um ovo embrionar no intervalo x e (x+1); py-
probabilidade de um ovo ndo embrionar no intervalo x e (x+1)

FONTE: O autor (2014)
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A adaptacdo e a utilizacdo de uma tabela de vida neste estudo teve como
objetivo a criagdo de um mecanismo util para o acompanhamento da dindmica do
inicio da divisdo celular de Ascaris. O interesse foi manter a ideia conceitual de
uma tabela de vida da ecologia populacional, ou seja, uma ferramenta capaz de
monitorar alteracbes no estado fisiologico de um individuo ou populacéo.
Considerando-se o processo de embriogénese do parasita, a diferenca é que esta
alteracdo ndo deverd ocorrer via um estimulo negativo, como a morte dos
individuos, mas via um estimulo positivo, de passagem da condi¢cdo de ovo néo
embrionado, para ovo em embriogénese, ou viavel.

E possivel perceber que, de maneira similar ao que ocorre com as tabelas
de vida classicas, a tendéncia é que a probabilidade de mudanca de estado (qy)
seja baixa no inicio do tempo monitorado. No caso de A. suum, esta mudanca
significa a primeira clivagem da célula do embrido, e o tempo para que isso ocorra
esta relacionado ao processo de transicdo do parasita de um meio adverso, sem
condicOes adequadas de temperatura, umidade e aeragéo, para outro, adequado
ao seu desenvolvimento.

Analisando os dados apresentados na Tabela 4.5, varias informacfes a
respeito do desenvolvimento de Ascaris podem ser obtidas, auxiliando na
compreensao do comportamento do parasita durante sua etapa de incubacdo. A
incubacdo é exigida na maior parte das metodologias de determinacdo e
guantificacdo de ovos viaveis de Ascaris, para a inducao do desenvolvimento dos
ovos e verificagdo de sua viabilidade. Desta forma, com base na tabela de vida
construida, algumas caracteristicas do desenvolvimento de A. suum podem ser
elencadas:

e a propor¢cdo de ovos ndo embrionados do parasita (Iy), em ambas as
concentracdes, diminui até manter-se constante. ISso porque 0S 0vos SO
podem se desenvolver até o limite de sua populagdo viavel. A
porcentagem restante de |l refere-se, portanto, aos ovos inviaveis das
amostras (3% para ambas as concentracoes);

e pode-se constatar, pela analise da variavel d, na Tabela 4.5, que o inicio
da embriogénese de Ascaris suum néo é um processo facil de ser predito.
A primeira clivagem celular pode ocorrer tanto no primeiro dia, quanto

apos 16 dias de incubacdo, conforme pode ser observado para a
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concentracdo de 1600 ovos mL™. E possivel, entretanto, estabelecer a
probabilidade de que a primeira clivagem aconteca em um determinado
intervalo. Como exemplo, entre o terceiro e o quarto dia de incubacéo, ha
14% de chance de um ovo se dividir, considerando-se a maior
concentracdo de ovos incubada. No mesmo periodo, este valor sobe para
44%, para a concentracdo de 320 ovos mL™;

e A distribuicdo da quantidade de ovos embrionados por intervalo de tempo
(dx) é mais gradual para a maior concentracdo de ovos de A. suum,
evidenciando o que tinha sido observado anteriormente, isto €, que a
evolugdo da embriogénese vai ocorrer mais rapidamente em menores
concentracfes de ovos do parasita.

As diferencas observadas no desenvolvimento dos ovos de Ascaris
parecem relacionadas a outros fatores que ndo s6 o tempo de incubacdo em
condicbes adequadas. Uma forma de avaliar o grau de correlacdo entre o tempo
de incubacédo e o desenvolvimento embrionario de ovos de A. suum € a aplicacédo
de teste de Mantel de correlacdo entre matrizes.

Normalmente utilizado para investigar a significancia estatistica entre uma
matriz genética e uma matriz espacial, neste estudo o teste de Mantel foi aplicado
na investigacao da correlacdo entre uma matriz de desenvolvimento embrionario
de ovos de A. suum (dita matriz ontogenética) e o tempo de incubacao destes
ovos (matriz temporal). O teste foi aplicado separadamente para cada
concentracdo de ovos. Na Figura 4.19 é apresentada a saida dos resultados
obtidos, utilizando-se o software Bioestat, versdo 5.0.

Os valores de significancia encontrados (p-valor) indicam uma associacao
significativa entre as matrizes para ambas as concentragbes (p< 0,05). Esta
associacao era esperada, pois o desenvolvimento do parasita deve apresentar
uma correlacgdo significativa com o tempo de incubacao. O interesse na realizacao
do teste, entretanto, foi verificar o grau de correlacdo entre tempo e
desenvolvimento embrionario, para cada concentracao de ovos avaliada.

O coeficiente de correlacdo de Pearson (r) encontrado para as amostras de
1600 ovos mL™* e 320 ovos mL™ foi igual a 0,396 e 0,459, respectivamente. Os
resultados indicam haver uma maior correlacdo entre o tempo de incubacdo e o

desenvolvimento embrionario para a menor concentracao de ovos do parasita.
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A menor correlacdo entre o tempo de incubacdo e o desenvolvimento
embrionario observada para a concentracdo de 1600 ovos mL™, pode explicar a
diferenca na embriogénese de Ascaris em diferentes concentracdes de ovos, ja
apresentada nas secdes anteriores. Uma menor dependéncia do tempo de
incubacdo pode estar associada a presenca de agentes limitantes no meio, como
baixa concentracdo de oxigénio ou saturacdo com metabdlitos toxicos, o que
adiaria o inicio das divisdes celulares do parasita. A confirmacéo da relacédo entre
a quantidade de ovos incubados e o tempo necessario para inicio das divisdes
celulares de Ascaris permite a elaboracéo de estratégias mais adequadas para o
desenvolvimento de ensaios biolégicos associados as fases iniciais de
desenvolvimento do parasita.

FIGURA 4.19—- INTERFACE ENTRE O PROGRAMA BIOESTAT 5.0 E A SAIDA DOS
RESULTADOS OBTIDOS PELO TESTE DE MANTEL: a) 1600 OVOS
mL™; b) 320 OVOS mL™*

FONTE: O autor (2015)
Nota: coeficiente de correlacéo de Pearson (r) e significAncia da correlacédo (valor p) em destaque

nos retdngulos vermelhos
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4.2.3 Analises moleculares

Os resultados apresentados a seguir referem-se aos ensaios realizados
para obtencdo e amplificacdo do cDNA alepl de A. suum, visando a determinacéo

molecular dos ovos do parasita.

4231 Lise dos ovos de Ascaris suum

Ovos de Ascaris sdo uma das estruturas biolégicas mais resistentes de que
se tem conhecimento (WHARTON, 1980; PECSON e NELSON, 2005). Sua
espessa casca, conforme apresentado e discutido na Secdo 4.2.1, confere
extrema resisténcia estrutural frente a acdo de agentes quimicos, fisicos ou
biolégicos. Desta forma, a fim de se definir qual a técnica de lise mais adequada
para o rompimento destas estruturas, foram avaliados cinco tipos de tratamentos,
considerando-se as vias quimica,fisica e enzimatica. Na Tabela 4.6 é apresentada
uma sintese dos tratamentos aplicados e sua efetividade em relacdo a lise dos
ovos de A. suum.

O tratamento quimico utilizou a agdo combinada de dois agentes de ataque
a membrana: hidréxido de sédio 0,5 N e hipoclorito de sodio 4%. O NaOH 0,5 N
atua sobre a camada protéica mais externa da casca, além de remover a
membrana mamilonada, quando presente no ovo. Para que a acdo deste
composto seja eficaz, € necesséario um longo tempo de contato, o que é garantido
pela incubacao por até 16 horas, com agitacdo a 4 °C. A acdo do NaClO 4%, por
sua vez, é sobre a membrana quitinosa, a mais resistente dentre as camadas da
casca de Ascaris. A potente acdo oxidante do hipoclorito age sobre os
polissacarideos presentes nesta membrana, oxidando grupos primarios de alcool a
carboxilatos (DE NOOQY et al., 2000). Entretanto, apesar da remocao parcial das
membranas externas, ndo foi possivel observar a lise completa dos ovos
utilizando-se os agentes quimicos. Na Figura 4.20-a € apresentado um ovo de A.
suum, visualizado em microscopia Optica, apés ter sido submetido ao tratamento
guimico descrito.

O tratamento enzimatico baseou-se no uso combinado de duas enzimas
hidroliticas, a saber: 2 mg mL™ de proteinase K na etapa inicial, e 10 mg mL™ de

lisozima em etapa posterior. A proteinase K & uma enzima da classe das serino-
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proteases, atuando sobre ligacdes peptidicas apdés aminoacidos hidrofobicos, e
tem sua atividade otimizada na presenca de SDS, que age como um forte
desnaturante protéico. Desta forma, a aplicagdo desta enzima visou ao
rompimento da membrana vitelinica, camada mais externa, e de constituicao
protéica, presente na casca dos ovos de A. suum. A lisozima, por sua vez, atua
sobre peptideoglicanos, sendo bastante utilizada no rompimento da parede celular
de bactérias, em especial, gram-positivas (CHASSY e GIUFFRIDA, 1980). Assim,
sua agao sobre a membrana quitinosa do ovo de Ascaris foi investigada durante o
tratamento realizado. Entretanto, os resultados observados pela acdo enzimatica
(Figura 4.20-b) ndo foram satisfatorios, e mesmo parte da membrana mamilonada

ainda permaneceu intacta ap6s o tratamento.

TABELA 4.6 — TRATAMENTOS DE LISE DE OVOS DE A. SumM AVALIADOS DURANTE
ESTE ESTUDO

Via Tratamento Tempo® Custo? Lise

Quimica NaOH 0,5 N + NaCIlO 4% 14-16h + NO

Proteinase K 2 mg mL™ +

Enzimatica Lisozima 10 mg mL™ 14-16 h ++ NO
Ultrassom 40 kHz 30 min ++ NO
Mecanica Nitrogénio Liquido 25 min +++ parcial
Micropérolas de vidro 0,1 mm 1 min + completa

Notas: ltempo referente a etapa mais longa; “custo comparativo: + baixo, ++ médio, +++ alto; NO-
nédo observada
FONTE: O autor (2014)

Com excecao da ultrassonicacdo, os tratamentos utilizados pela via
mecanica, para o rompimento dos ovos de A. suum, foram mais eficazes. No caso
da aplicacdo de ondas de ultrassom, a estrutura do ovo manteve-se intacta,
apesar de algumas modificacbes morfolégicas terem sido observadas, interferindo,
inclusive, na coloracdo do material em microscopia Optica (Figura 4.20-c).

No caso do tratamento por choque térmico, utilizando-se ciclos rapidos de
resfriamento em nitrogénio liquido e aquecimento a 65 °C foi possivel observar

pontos de maior fragilidade na casca, com escape de material celular, conforme
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pode ser observado na Figura 4.20-d. O processo de lise, porém, néo foi completo,

e o tratamento nao foi considerado adequado aos propoésitos deste estudo.
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FIGURA 4.20 — OVOS DE A. Suum VISUALIZADOS APOS TRATAMENTO DE LISE
POR: a) VIA QUIMICA; b) VIA ENZIMATICA; ¢
ULTRASSONICACAO; d)  NITROGENIO  LiQUIDO; )
MICROPEROLAS DE VIDRO

FONTE: O autor (2014)

O tratamento de lise por via mecanica, utilizando-se micropérolas de vidro,
com diametro de 0,1 mm, foi aquele que apresentou melhores resultados, com o
rompimento completo da maior parte dos ovos visualizados. Na Figura 4.20-e é
possivel visualizar vestigios da casca lisada, apdés o tratamento com as
micropérolas. Conforme discutido na Secéo 4.2.1, a resisténcia estrutural dos ovos

Y

de Ascaris, principalmente devido a espessa membrana quitinosa, deve exigir
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metodologias mais drasticas de lise. A acdo das micropérolas esta associada ao
cisalhamento causado por estas estruturas, quando submetidas, juntamente com
0S 0vos, a centrifugacdo a 4500 x g.

Além de mais efetivo, o tratamento utilizando-se micropérolas de vidro
apresenta tempo de ensaio e custo reduzidos, quando comparado aos demais
tratamentos avaliados (Tabela 4.6). Desta forma, este método foi escolhido como
0 mais adequado a lise dos ovos de A. suum, para recuperacdo e purificacdo do

material genético do parasita.

4.2.3.2 Extracdo do RNA e sintese do cDNA de Ascaris suum

Previamente a realizacdo da PCR, foi necessario extrair o RNA de A. suum
em quantidade suficiente para a sintese de cDNA e posterior amplificacdo. Assim,
foi estabelecido um protocolo para que o material genético fosse extraido com
gualidade adequada e pudesse ser amplificado na reacdo da PCR sem a presenca
de interferentes a reagéo enzimatica de amplificacéo.

As suspensdes contendo as concentracdes de ovos definidas para a
realizacdo dos ensaios moleculares (Secdo 3.2.3.1), apés a lise utilizando-se as
micropérolas de vidro, foram submetidas as etapas de extracdo e purificacdo de
RNA, utilizando-se dois protocolos distintos, a saber: a) método do fenol-guanidina
(CHOMCZYNSKI e SACCHI, 2006), e b) kit comercial Axyprep multisource total
RNA mini-prep kit (AXYGEN). E importante salientar que, para a obtencdo de RNA
integro, ou seja, ndo degradado pela acdo de nucleases presentes no ambiente,
todo o material e solugdes utilizadas para o processamento do material devem ser
livres de RNAses. O kit, nesta situacéo, leva vantagem por apresentar solucdes
reagentes e insumos previamente esterilizados e sem a presenca de RNAse,
conforme atestado pelo fornecedor. No caso das solugbes preparadas para a
realizacdo do protocolo desenvolvido por Chomczynski e Sacchi, foi utilizada
solucéo de Dietilpirocarbonato (DEPC) a 0,5%, seguido de autoclavacao, para
inativar as nucleases presentes.

O método do fenol-guanidina apresentou bom rendimento, extraindo entre
250 e 350 ng de RNA total, por uL de solugédo. Entretanto, a purificagdo do RNA
nao foi adequada, e as relacbes espectrofotomeétricas A260/ A280 e A260/ A230,
obtidas no equipamento Nanodrop foram, respectivamente, iguais a 1,74 e 1,63. E
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importante salientar que a presenca de contaminacdo em amostras de DNA e
RNA pode ser avaliada pelas relacées de absorbancia obtidas apds leitura em
espectrofotometro: a) 260 nm e 280 nm (A260/ A280), utilizada para avaliar a
contaminacao com proteinas; e b) 260 nm e 230 nm (A260/ A230), que verifica a
contaminacao por outros compostos, como sais, cloroférmio, fenol e guanidina.
Relacdes consideradas ideais encontram-se entre 2,0 e 2,2 para DNA, e entre 1,8
e 2,0 para RNA. Relagbes abaixo destes valores, portanto, s&o indicativas de
contaminacao do material extraido.

Uma forma de remover contaminantes apds a extracdo do RNA,
especialmente ao utilizar-se o método do fenol-guanidina, € com o uso de solugéo
de cloreto de litio (LiCl) 10 mM. Este sal auxilia na precipitacdo do RNA da solucdo
contaminada, formando um sedimentado que, apés lavagem com etanol a 70%,
encontra-se livre de grande parte dos contaminantes oriundos dos reagentes de
extracdo. Entretanto, uma desvantagem do método, é a consideravel perda de
rendimento apdso tratamento. De fato, durantes os ensaios deste estudo, as
amostras de RNA que haviam sido obtidas pelo método do fenol-guanidina
apresentaram reducdo de aproximadamente 85% no rendimento, apdés o
tratamento com cloreto de litio.

O principal problema associado a presenca de contaminantes nas amostras
DNA polimerase. A obtencdo do DNA complementar (cDNA) envolve a enzima
trancriptase reversa, e sua sintese, assim como a PCR, fica comprometida na
presenca de impurezas nas amostras. Com efeito, o cDNA obtido apdés o método
de extracao do fenol-guanidina apresentou baixo rendimento, além da presenca de
contaminantes. Por outro lado, o RNA total extraido das suspensfes de ovos
utilizando-se o kit comercial serviu como molde para a sintese de cDNA com
elevado rendimento, e relagbes A260/ A280 e A260/ A230 iguais a 1,8 e 2,16,
respectivamente, foram obtidas. E importante salientar que a leitura de cDNA no
equipamento Nanodrop® também leva em consideracdo a presenca de outros
nucleotideos, como os dNTPs e iniciadores utilizados no ensaio de RT, além do
RNA remanescente nas amostras; mesmo assim, a quantidade de cDNA obtida foi
bastante alta, assegurando sua aplicacdo nos ensaios de amplificacdo, cujos

resultados sao apresentados e discutidos nas sec¢des a sequir.
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4233 PCR convencional

Apos obtencdo do cDNA de Ascaris suum, foi realizada uma PCR
convencional, tendo como alvo o gene mitocondrial do citocromo b (mt-cytB).
Genes mitocondriais S80 expressos constitutivamente em um organismo. Assim, 0
gene mt-cytB foi escolhido como alvo para avaliar a qualidade do cDNA
sintetizado. Como o custo de uma PCR convencional € reduzido em relacédo a
gPCR, estes ensaios foram realizados como uma verificagdo da qualidade do
cDNA, previamente a realizacdo dos ensaios de PCR em tempo real.

Como resultado, todas as suspensdes de ovos ensaiadas apresentaram
produto de amplificacdo; entretanto, foi observado um arraste de bandas, referente
a amplificacdo inespecifica. Desta forma, outras sequéncias, que nao aquela
referente ao mt-CytB, podem ter sido reconhecidas pelos iniciadores utilizados e
amplificadas pela Taqg DNA polimerase. Uma explicacao provavel esta relacionada
a temperatura de anelamento de 52 °C, utilizada de acordo com o protocolo
definido por Loreille e colaboradores (2001), utilizado para este ensaio. Baixas
temperaturas de anelamento aumentam a inespecificidade no reconhecimento dos
iniciadores, gerando o padrdo de bandas arrastadas que pdde ser observado.
Entretanto, apesar da baixa especificidade da amplificagdo, 0os ensaios permitiram
confirmar a presenca do cDNA de Ascaris nas amostras, o que favoreceu a

realizacdo dos ensaios em tempo real para amplificacdo do cDNA alvo (alepl).

4.2.3.4 Amplificacdo em tempo real (JQPCR) do cDNA de A. suum

Apds a obtencdo do cDNA total de Ascaris suum, foi realizada a
amplificacdo em tempo real (QPCR) utilizando-se o conjunto de sonda e de
iniciadores para reconhecimento da regido génica alepl, descrito na Secéo
3.2.3.5.1. Conforme apresentado na Secédo 3.2.3.1, as suspensfes de ovos de A.
suum utilizadas nos ensaios moleculares foram preparadas contendo
concentracdes de 8000 ovos mL™, 1600 ovos mL™, 320 ovos mL™ e 64 ovos mL™.
Estas concentracfes sao referentes a diluicdo seriada 1:5 da suspenséo padréo (4
x 10% ovos mL™), e foram escolhidas com base em dois critérios, a saber:

a) para ensaios de quantificacdo absoluta (curva de calibracdo) em qPCR é
altamente recomendado que se utilize um intervalo amplo de pontos, com pelo

menos trés ordens de grandeza. Desta forma, assegura-se a melhor eficiéncia de
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amplificacé@o pela técnica (BUSTIN et al., 2009);

b) optou-se por uma faixa de valores capaz de abranger quantidades
variadas de ovos de Ascaris, desde baixas e médias concentracdes, utilizadas nos
ensaios split/spike, até elevadas concentragcbes de ovos, que podem ser
encontradas em regides endémicas ou utilizadas para avaliacdo da eficiéncia de
tratamentos de higienizagédo de lodos. Foram realizadas amplificacdes em tempo
real das suspensdes incubadas por 3, 7 e 21 dias. Esta primeira etapa de ensaios
de gPCR visou a verificacdo da presenca de sinal de amplificacdo do cDNA alvo
nas amostras e como as quantidades deste cDNA relacionam-se com as
diferentes concentracfes de ovos de A. summ avaliadas.

Para os ensaios realizados apos trés dias de incubacéo, foi possivel
observar a amplificacdo dos pontos contendo 8000 ovos e 1600 ovos. Na Figura
421 é apresentado o grafico de amplificacdo obtido, em que podem ser
visualizadas as curvas exponenciais referentes a estas quantidades. Os valores de
Cq (Ct) observados nestas condicdes foram iguais a 36,3 + 0,2, para 8000 ovos, e
37,7+ 0,4, para 1600 ovos.

Conforme apresentado anteriormente, menores valores de numero do ciclo
de quantificacdo (Cq) correspondem a maior quantidade de cDNA alvo no inicio da
amplificacdo. Assim, os valores encontrados foram de acordo com o esperado,
com a maior quantidade de ovos (8000) apresentando o menor Cg. Outras
guantidades de ovos, entretanto, ndo foram amplificadas. Uma explicacéo é que a
guantidade do RNA alvo transcrito nestas suspensfes, apds trés dias de
incubacdo, ainda foi insuficiente para deteccdo de sinal de amplificacao,
considerando-se os 50 ciclos utilizados. Mesmo para as quantidades de ovos que
efetivamente foram amplificadas, os valores de Cq foram elevados, o que pode
ser justificado pelo fato do gene alepl ser um gene de cépia Unica e, portanto,
apresentar numero de transcritos relativamente baixos, considerando-se outros
genes em maior copia ho genoma, como o ITS-1 (42 cépias) (PECSON et al.,
2006). A maior estabilidade e longevidade do RNA de alepl, entretanto, pode ser
uma vantagem em relagdo a outros RNAs transcritos em grande quantidade,

porém, com baixo tempo de permanéncia na célula (SPICHER et al., 1994).
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FIGURA 4.21 — AMPLIFICACAO LINEAR DO cDNA DE A. suum OBTIDO A PARTIR DE
SUSPENSOES DE OVOS INCUBADOS POR TRES DIAS

FONTE: O autor (2014)

Novo ensaio foi realizado com as amostras do cDNA de alepl apés 3 dias
de incubacdo. Desta vez, entretanto, utilizou-se cDNA sintetizado a partir da
suspensdo mais concentrada de RNA, obtida pela menor adicdo de diluente ao
final da etapa de extracdo (Secdo 3.2.3.3). Desta vez foi possivel visualizar a
amplificagéo dos quatro padrdes utilizados (Figura 4.22). Os valores de Cq obtidos
neste ensaio foram iguais a 34,75 +2,9; 37,39 + 1,1; 37,53 + 1,5; 37,56 + 1,5, para
os padrdes de 8000, 1600, 320 e 64 ovos, respectivamente.

A amplificacdo de todos os pontos, sem ruidos e de maneira constante, foi
um grande passo para a otimizacdo da metodologia biomolecular RT-gPCR para
determinacao e quantificacdo de ovos viaveis de Ascaris. As amostras de 3 dias,
foram consideradas ideais para a amplificacédo, devido aos resultados observados
no ensaio da embriogénese do parasita. Conforme apresentado e discutido na
Secéo 4.2.2, até o terceiro dia de incubacao, a distribuicdo dos ovos nas fases de
desenvolvimento do parasita € bastante similar nas diferentes concentracfes de
ovos estudadas.

Também a presenca de sinal constante do cDNA de um RNA mensageiro,
em fase inicial do desenvolvimento de Ascaris e presente em copia Unica,
evidencia a inovacdo do método aplicado. Isso porque a transcricdo de RNA

mensageiro nas células ocorre, muitas vezes, de maneira transiente, sendo dificil
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a deteccdo de sinal mesmo por técnicas bastante sensiveis como a qPCR. De
fato, Pecson e colaboradores (2006) justificam o uso de ITS-1, como alvo em uma
reacdo de RT-gPCR devido a inconstancia normalmente encontrada na
transcricdo de mRNA. ITS-1 é uma regido transcrita juntamente com o RNA
ribossomal do parasita e presente em grande quantidade nas células de Ascaris.
O RNA de ITS-1 também foi avaliado como alvo nas reacdes de amplificacédo

realizadas neste estudo.
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FIGURA 4.22 — AMPLIFICACAO LINEAR DO cDNA CONCENTRADO DE A. suum
OBTIDO A PARTIR DE SUSPENSOES DE OVOS INCUBADOS POR
TRES DIAS

FONTE: O autor (2014)

Os resultados obtidos para ITS-1, entretanto, ndo confirmam o uso dessa
molécula como alvo ideal em uma metodologia de identificacdo e quantificacdo de
ovos viaveis de Ascaris. Nos ensaios realizados com as amostras de trés dias, que
tiveram como objetivo comparar a resposta de amplificacdo aquelas obtidas com
alepl, néo foi observado sinal de amplificacdo para nenhum dos pontos avaliados.
De volta ao estudo de Pecson et al. (2006), os autores, de fato, observaram que
mesmo sendo um gene expresso em grande numero de copias no genoma do
parasita, o sinal de amplificacéo, isto é, a detec¢éo efetiva do RNA de ITS-1, so foi
possivel apos seis dias de incubacéo e de forma inconstante ao longo do tempo.

A amplificacdo do mMRNA de alepl, apesar de efetiva na determinacao da

presenca do parasita nas amostras avaliadas, ndo possibilitou a quantificacdo do
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alvo e, por conseguinte, o desenvolvimento de uma curva de calibracdo. Apesar
de utilizadas concentragbes dentro de um intervalo amplo, os valores de Cq
resultantes ficaram muito proximos, o que inviabilizou a construgédo da curva. Uma
possibilidade a ser considerada seria a baixa eficiéncia da amplificacdo em tempo
real, devido a presenca de agentes inibidores como acidos humicos, o que limitaria
a amplificagdo do segmento alvo ( SCHRIEWER et al., 2011). A origem dos ovos
de A. suum utilizados neste estudo, isto €, isolados a partir do intestino de suinos,
nao descarta a possibilidade da presenca, mesmo em baixas concentracds, de
compostos inibidores que podem ter sido co-purificados com 0 RNA.

De qualquer forma, os resultado de amplificacdo das amostras apos trés
dias de incubacdo permitiram comprovar que é possivel utilizar-se 0 mRNA do
parasita para a quantificacdo da expressao do gene alepl. A propria possibilidade
de se identificar a presenca ou auséncia de ovos viaveis em uma amostra ja
justificaria 0 uso deste método na avaliacdo de processos de remogdo completa
de ovos viaveis de Ascaris em amostras ambientais.

Durante os ensaios moleculares utilizando outros tempos de incubacao (7 e
21 dias) foi possivel obervar a amplificacdo de todos os pontos avaliados, com
algumas diferengas, entretanto, em relacdo aos resultados obtidos aos trés dias.

Assim, a amplificacdo aos sete dias de incubacdo também foi efetiva para
0s quatro pontos avaliados (Figura 4.23). Os valores de Cq para 8000 e 1600 ovos
foram menores do que aqueles observados nos ensaios de 3 dias, indicando o
aumento da quantidade de transcritos entre os dois periodos. Entretanto, ao
contrario do que era esperado, os valores de Cq foram mais baixos para as
suspensdes contendo menores concentracdes de ovos, a saber: 28,6 + 0,5 para
8000 ovos; 28,3 £ 1,9 para 1600 ovos; 27,8 £ 0,6 para 320 ovos, e 26,9 £ 0,5 para
64 ovos. Uma possivel explicacdo para estes resultados pode estar associada a
embriogénese diferenciada entre concentracdes distintas de ovos, conforme
discutida na Secéo 4.2.2 e apresentada na Tabela 4.4.

Considerando-se as concentracdes de ovos iguais a 1600 ovos e 320 ovos
(Tabela 4.4), é possivel observar que a quantidade de células por ovo, aos sete
dias de incubacdo, ndo é constante. Ou seja, em 1600 ovos, de acordo com o
observado nos ensaios de embriogénese, ha 60% de ovos contendo 1 célula;

23,3% contendo 2 células; 6,7% contendo 4 células; 6,7% de ovos em morula



139

inicial e 3,3% em morula tardia. Para 320 ovos, por sua vez, as quantidades de
ovos nas diferentes fases apresentam uma diferenca notavel, sendo 16,7% de
ovos com 1 célula; 13,3% de ovos com 2 células; 3,3% com 3 células; 6,7% em
morula inicial; 33,3% em moérula tardia e 26,7% de ovos ja em fase de blastula.
Assim, considerando-se uma média de 8 células para morula inicial, 20 células na
fase de morula tardia e 64 células em blastula, pode-se estimar a quantidade total
de células presentes em 1600 e 320 ovos como sendo, respectivamente, igual a
4048 células e 7941 células. Isto €, apesar de menor quantidade de ovos, a
suspensdo contendo 320 ovos mL*, apds incubacdo por sete dias, apresenta

quase o dobro de células presentes na suspenséo de 1600 ovos mL™.
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FIGURA 4.23 — AMPLIFICACAO LINEAR DO cDNA DE A. suum OBTIDO A PARTIR DE
SUSPENSOES DE OVOS INCUBADOS POR SETE DIAS

FONTE: O autor (2014)

A variacdo existente no numero de células presentes nas diferentes
concentragdes de ovos reflete-se na quantidade de RNA transcrito, que sera tanto
maior quanto maior for o numero de células vivas no organismo. Assim, é provavel
gue a variacdo na amplificagdo do cDNA de Ascaris observada neste periodo seja
devido a variagdo no numero de células existentes em cada quantidade de ovos
de A. suum ensaiadas, apos o periodo de sete dias de incubac¢do. Desta forma, 0s
resultados obtidos confirmam o melhor intervalo para realizacdo dos ensaios
moleculares como sendo 3 dias, pela baixa variagdo na embriogénese neste

periodo, considerando-se concentracdes distintas.
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Ensaios de 21 dias também foram efetivos para a amplificacdo do cDNA
alvo (Figura 4.24), apesar de ja ter ocorrido, neste periodo,o fendmeno da reducéo
cromossOmica no parasita. Essa manutencédo do sinal, muito provavelmente se
deve, a estabilidade dos transcritos do parasita originario das regides deletadas do
genoma, que pode chegar até um més, conforme descrito por Spicher e
colaboradores (1994).

i,

| |

FIGURA 4.24 — AMPLIFICACAO LINEAR DO cDNA DE A. suum OBTIDO A PARTIR DE
SUSPENSOES DE OVOS INCUBADOS POR 21 DIAS

64 ovoni mi . BOOU ovozd mL . 1600 ovomd mL . 320 ovosé mL

FONTE: O autor (2014)

Os valores de Cq obtidos para estas amostras foram iguais a 33,44 + 0,35;
34,98 + 1,4; 33,87 £ 0,59; 33,34 + 0,39, para os padrdes de 8000, 1600, 320 e 64
ovos, respectivamente. De forma similar ao que foi observado no ensaio realizado
com as amostras de sete dias, concentracdes maiores apresentaram Cg maiores,
contrariando o que normalmente se espera em um ensaio de qPCR (Figura 4.27).

Apesar de grande parte dos ovos ja se encontrarem larvados, nas
diferentes concentracbes aos 21 dias (Tabela 4.4), ainda assim € possivel que
haja grande variagdo no numero de células e na quantidade de transcrito entre as
diferentes concentragdes, principalmente devido ao processo de crescimento e
diferenciacéo larval durante este periodo. Com base nos resultados apresentados,
a proxima etapa foi avaliar a aplicagdo do método desenvolvido na deteccao de

ovos viaveis de A. suum inoculados nas amostras de lodo coletadas.
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4.2.4 Determinacdo de ovos de Ascaris nas amostras de lodo de esgoto por

método biomolecular

Conforme apresentado na se¢do anterior, mesmo ndo sendo possivel a
construcdo de uma curva de calibracdo para a quantificacdo dos ovos viaveis de
A. suum utilizando-se o gene alepl, o método biomolecular foi capaz de detectar a
presenca do parasita em todos os ensaios. Desta forma, a proxima etapa foi
avaliar a capacidade deste método em determinar a presenca de ovos viaveis de
Ascaris inoculados em amostras de lodo.

Conforme apresentado na Secao 3.2.4, as etapas do método biomolecular
para determinacdo de ovos viaveis de Ascaris sao: a) processamento das
amostras para purificacdo e concentracdo dos ovos de Ascaris conforme
metodologia USEPA (2003); b) incubacdo do material por 3 dias, a 28°C; c) lise
celular e extracdo de mMRNA; e d) sintese de cDNA e amplificacdo em
equipamento SDS em tempo real.

Apesar das potenciais perdas associadas ao processamento das amostras
pela metodologia da USEPA (2003), ja apresentadas e discutidas na Secéo
4.1.3.1, uma etapa de recuperacdo e purificacdo dos ovos € necessaria em
gualquer metodologia para determinacdo de ovos viaveis de Ascaris, seja pelo
método convencional, molecular ou qualquer outro desenvolvido. Isto porque os
ovos se encontram dispersos entre grande quantidade de soélidos nas amostras,
sendo necessaria sua concentracdo antes da aplicacéo de técnicas de deteccéo e
quantificacdo (JIMENEZ, 2004). Mesmo técnicas capazes de extrair o material
genético do parasita diretamente do lodo, esbarram na grande quantidade de
material a ser processado, em geral 50 g de soélidos totais, 0 que torna o processo
inviavel.

E importante salientar que mesmo sendo necesséaria uma metodologia de
concentragdo dos ovos, isto ndo implica no uso de forma indiscriminada de
gualquer protocolo, sendo necesséria a elaboracdo de metodologias condizentes
com a realidade das amostras a serem ensaiadas (Secao 4.1.3.1).

Apdés a etapa de concentragcdo, seguiu-se a incubagcdo dos ovos pelo
periodo de 3 dias, que foi definido, de acordo com os resultados produzidos nesta

~

pesquisa, como o tempo de incubacdo mais adequado a aplicacdo do novo
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meétodo. A extracdo de RNA das amostras, utilizando-se previamente a lise celular
por micropérolas de vidro, foi realizada de forma efetiva, resultando em grande
guantidade de cDNA para os quatro tipos de lodo avaliados (AN, AC, BN, BC).

A quantidade e qualidade do material genético extraido das amostras de
lodo atestam a efetividade do método desenvolvido para lise dos ovos, sabendo-
se que ovos inseridos em uma matriz compexa como o lodo de esgoto tendem a
se tornar ainda mais resistentes a processos visando ao rompimento de sua
espessa casca (PECSON et al., 2007).

Em relacdo a amplificacdo do cDNA obtido a partir das amostras de lodo,
todas as amostras inoculadas (N = 33) apresentaram sinal de amplificacdo, com
excecdo de duas amostras de lodo aerébio: BN1 e BC3, ambas na concentracédo
de 10 ovos/ g ST. Estes resultados estdo de acordo com a baixa recuperacéo
observada para estas amostras pela aplicacdo do método convencional (Tabela
4.3). Nestes casos, a acuracia media observada foi igual a 4,7% e 5,3%,
respectivamente. A perda ou inativagcdo dos ovos durante a etapa de
processamento da USEPA (2003) pode ter influenciado a auséncia de
amplificacdo para estas amostras no método biomolecular. Na Figura 4.25 é
apresentada a curva de amplificacdo observada para o ensaio realizado com as
amostras de lodo da primeira campanha de coletas.

A especificidade do método também mostrou-se adequada. Apenas uma
das amostras controle contendo lodo sem in6culo apresentou sinal de
amplificagdo. Apesar de nédo terem sido detectados ovos nestas amostras pelo
método microscoépico, ndo € possivel descartar a possibilidade da existéncia, na
amostra, de ovos de Ascaris resistentes ao processo de inativacdo por
autoclavacdo. Em relacédo aos controles negativos, contendo agua e os reagentes
para amplificacdo, ndo houve deteccdo de sinal. O Quadro 4.1 apresenta 0S
resultados obtidos para a amplificacdo do cDNA do lodo para a primeira campanha
de coletas.

Resultados bem similares foram obtidos para as campanhas 2 e 3, com
excecdo da amostra BC3 contendo 10 ovos/ g que nao apresentou sinal de
amplificagdo, conforme discutido anteriormente. Assim como ocorreu com 0S
padrdes, os valores de Cq apresentaram valores muito proximos, impossibiltando

gue fosse explorada uma relagdo quantitativa entre as amostras. Entretanto, a



143

determinacdo da presenca/ auséncia de ovos viaveis nas amostras foi efetiva,

confirmando a viabilidade do novo método desenvolvido.
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FIGURA 4.25 — AMPLIFICACAO LINEAR DO cDNA DE A. suum OBTIDO A PARTIR DE
AMOSTRAS DE LODO DA PRIMEIRA CAMPANHA DE COLETAS
FONTE: O autor (2015)

QUADRO 4.1 — PRESENCA DE SINAL DE AMPLIFICACAO E VALOR DE Cq
PARA AMOSTRAS DE LODO DA PRIMEIRA CAMPANHA E
INOCULADAS COM OVOS DE A. suum

Amostra Co(rl)?le;nst;a;]g)ao Amplificagcédo Cq
10 + 30,11+0,17
AN1 1 + 31,29+ 0,24
0,25 + 32,06+ 1,57
10 + 32,4+1,11
AC1 1 + 30,3+0,37
0,25 + 28,7+0,45

10 - NA
BN1 1 + 28,86+ 0,20
0,25 + 28,28+ 0,57
10 + 33,42+1,25
BC1 1 + 33,49+0,31
0,25 + 33,26+ 2,19

FONTE: O autor (2015)

Notas: Cg- ciclo de quantificacdo ou ciclo limite; + presenca de sinal de

amplificacdo; - auséncia de sinal de amplificacéo, + desvio padréo
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Apesar de ndo ser possivel a quantificacdo absoluta dos ovos com base
nas curvas construidas, uma andlise comparativa dos resultados pode ser
interessante. Como exemplo, analisando a Figura 4.25 e os valores de Cq
apresentados no Quadro 4.1, é possivel observar que as amostras BC (10, 1 e
0,25 ovos/ gST) apresentaram 0s maiores valores de Cg entre as amostras de
lodo analisadas. Isto €, sua amplificacdo ocorreu mais tardiamente, devido a
menor quantidade de alvo (cDNA de Ascaris) nestas amostras. Esta resposta
coincide ndo apenas com a baixa acuracia observada em analise microscopica,
mas principalmente com as menores taxas de viabilidade observadas para estas
amostras, entre todos os ensaios da metodologia convencional (Tabela 4.3). O
meétodo, portanto, além de identificar a presenca de ovos viaveis de Ascaris nas
amostras, pode fornecer dados qualitativos importantes, pela comparacdao da
resposta de amplificacdo entre diferentes amostras, condi¢cbes ou tratamentos

realizados.



5. CONCLUSOES

Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial de aplicacdo de um
ensaio biomolecular para determinar a presenca e a viabilidade de ovos de Ascaris
em amostras de lodo domeéstico, assim como verificar a acuracia do método
convencional para determinacdo de ovos viaveis deste parasita em lodo, adotado
pela Resolucdo CONAMA N° 375/ 06 (USEPA, 2003). Dessa forma, foram
realizados ensaios de recuperacao, utilizando-se amostras de lodo anaerdbio e
aerobio, coletados em estacdes de tratamento de esgoto em Curitiba e inoculados
com concentragdes conhecidas de ovos viaveis de Ascaris suum.

Como resultado, o valor maximo de recuperacao dos ovos inoculados de A.
suum foi 59,8%, para lodo centrifugado anaerdbio, e 25%, para lodo centrifugado
aerobio, aplicando-se o método da USEPA (2003). Os valores obtidos encontram-
se abaixo da expectativa, fazendo com que o uso indiscriminado deste método
para qualguer matriz de lodo, independente de sua origem e caracteristicas, fosse
um dos pontos de questionamento desta pesquisa. Lodos aerdbios apresentaram
as menores porcentagens de recuperacdo dos ovos inoculados, e valores como
3,5% e 4,7% de acuracia foram obtidos para algumas amostras. Este tipo de lodo,
assim como outras matrizes de lodo geradas no Brasil, ndo tem sua acuracia
determinada pela USEPA e a determinacdo, pelo CONAMA (2006), que este
meétodo seja aplicado para o diagnéstico de helmintos em qualquer tipo de lodo e
compostos deveria ser revista.

As andlises estatisticas realizadas confirmaram a diferenca de acuracia do
método USEPA (2003) para lodos anaerdbios e aerébios, evidenciando a falta de
universalidade do método. Diferentes concentracdes de ovos inoculados e
diferentes campanhas de coletas também apresentaram diferenca significativa na
recuperacdo dos ovos. Estes resultados ndo sO justificaram, como tambéem
evidenciaram a urgéncia na otimizacdo de um novo método de diagndstico.

Dentro de um processo de validacéo, a etapa de desenvolvimento de um
método deve abranger o levantamento de todas as informacdes pertinentes para a
adequada estruturacdo dos ensaios. Nesta pesquisa, ensaios morfoldgicos,
embriogénicos e moleculares do parasita Ascaris foram levados a efeito, visando

a elaboracdo da melhor estratégia para determinacdo dos ovos viaveis destes
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organismos. Como resultado, uma grande quantidade de informacdes acerca da
fase embrionaria do parasita, pouco estudada na literatura, foi obtida.

Esta pesquisa apresentou evidéncias da dependéncia da embriogénese de
A. suum a concentracdo de ovos no meio, ndo descrita antes na literatura. Ovos
incubados em menor concentracdo apresentaram desenvolvimento embrionario
mais acelerado do que aqueles em meios contendo maior concentracao de ovos.
Este comportamento parece estar vinculado a condigdes limitantes existentes no
meio de incubacéo devido a quantidade de ovos presente, e deve ser investigado
mais exaustivamente em estudos futuros. Também foi possivel estabelecer um
protocolo para a lise completa dos ovos de A. suum por micropérolas de vidro,
visando & obtencdo do material genético a ser utilizado em ensaios moleculares.
Outros métodos de lise, quimicos e enzimaticos, foram investigados, entretanto,
nao apresentaram a mesma resposta obtida pela lise mecéanica dos ovos.

O mRNA do gene alvo alepl, tanto de amostras padrao, como de lodo de
esgoto, foi obtido em quantidade e qualidade adequadas e p6de ser utilizado nos
ensaios de RT-gPCR. Todas as amostras apresentaram sinal de amplificacéo,
com excecdo de duas amostras de lodo aerébio, provavelmente devido a perdas
durante seu processamento.

A amplificacdo dos padrdoes nédo possibilitou a construcéo de uma curva de
calibracdo do método baseada no mRNA de alepl, devido a proximidade entre os
valores de Cq obtidos. Entretanto, este alvo molecular se mostrou adequado para
a identificacdo de ovos viaveis nas amostras de lodo, dada sua longevidade no
interior das células do parasita, diferentemente do que é descrito para mMRNA de
forma geral na literatura. Esta resposta evidencia a inovacdo do ensaio
desenvolvido pois, até o momento, ndo ha outro método descrito na literatura para
determinacao da viabilidade de ovos de Ascaris em lodo de esgoto com base no

RNA mensageiro do parasita.

RESPOSTA A HIPOTESE

De acordo com os resultados obtidos, a hipotese deve ser aceita. A
determinacdo de ovos viaveis de Ascaris em lodo de esgoto doméstico pode ser
realizada por RT-qPCR, utilizando o gene alepl presente nas células embrionarias
do parasita como alvo de amplificagéo.



6.

SUGESTOES PARA A CONTINUIDADE DA PESQUISA

Novas abordagens a serem consideradas na continuidade desta pesquisa,

incluem:

continuacdo do processo de validagdo do ensaio biolégico para
determinacdo de ovos viaveis de Ascaris em lodo de esgoto: etapas de

caracterizacao e validacao da performance;

avaliacdo de novos alvos moleculares para o método de RT-gPCR
desenvolvido, visando ao aumento da eficiéncia dos ensaios em tempo real
e a determinacdo de uma curva de calibracdo para quantificacdo dos ovos

viaveis do parasita;

investigacdo do gene fertl como alvo molecular, também eliminado durante
0 processo de reducao cromossdmica de Ascaris. O gene fertl é estrutural
e seu mMRNA pode estar presente em elevada quantidade antes mesmo da

primeira divisao celular do embrido;

acompanhamento da embriogénese de A. suum em outras concentracdes
de ovos, visando a confirmacado da relacédo existente entre a quantidade de

ovos incubada e o tempo de desenvolvimento embrionéario do parasita;

avaliacdo da acuracia da metodologia USEPA (2003) para outras matrizes
de lodo originadas em processo diversos de tratamento de esgotos: tanques
sépticos, tratamentos fisico-quimicos, lagoas anaerobias e facultativas,

lodos ativados convencional e filtros biolégicos.
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Appendix |
Test Method for Detecting, Enumerating, and
Determining the Viability of Ascaris Ova in Sludge

1.0 Scope

1.1 This test method describes the detection, enu-
meration, and determination of viability of Ascaris ova
in water, wastewater, sludge, and compost. These patho-
genic intestinal helminths occur in domestic animals and
humans. The environment may become contaminated
through direct deposit of human or animal feces or
through sewage and wastewater discharges to receiv-
ing waters. Ingestion of water containing infective As-
caris ova may cause disease.

1.2 This test method is for wastewater, sludge, and
compost. Itis the user's responsibility to ensure the va-
lidity of this test method for untested matrices.

1.3 This standard does not purport to address all
ofthe safety problems, if any, associated with its use. It
s o ibility of t f i lard g
tablish appropriate safety and health practices and de-

i icabili imitations prior
to use. For specific hazard statements, see section 9.

2.0 Referenced Documents

2.1 ASTM Standards:

° D1129 Terminology Relating to Water'

° D 1193 Specification for Reagent Water?

® D 2777 Practice for Determination of Precision
and Bias of Applicable Methods of committee
D-19 on Water®

3.0 Terminology

(Definitions and Descriptions of Terms must be ap-
proved by the Definitions Advisor.)

3.1 Definitions - For definitions of terms used in
this test method, refer to Terminology D 1129.

'Annual Book of ASTM Standards, Vol 11.01.
2Annual Book of ASTM Standards, Vol 11.01.
3Annual Book of ASTM Standards. Vol 11.01.

3.2 Descriptions of Terms Specific to This Stan-
dard:

3.21 The normal nematode life cycle consists of
the egg, 4 larval stages and an adult. The larvae are
similar in appearance to the adults; that is, they are typi-
cally worm-like in appearance.

3.2.2 Molting (ecdysis) of the outer layer (cuticle)
takes place after each larval stage. Molting consists of
2 distinct processes, the deposition of the new cuticle
and the shedding of the old one or exsheathment. The
cuticle appears to be produced continuously, even
throughout adult life.

3.2.3 Amolted cuticle that still encapsulates a larva
is called a sheath.

3.24 Ascarid egg shells are commonly comprised
of layers. The outer tanned, bumpy layer is referred to
as the mammillated layer and is useful in identifying
Ascaris eggs. The mammillated layer is sometimes
absent. Eggs that do not possess the mammillated layer
are referred to as decorticated eggs.

3.25 Apotentially infective Ascaris egg contains a
third stage larva* encased in the sheaths of the first
and second larval stages.

4.0 Summary of Test Method

4.1 This method is used to concentrate pathogenic
Ascaris ova from wastewater, sludge, and compost.
Samples are processed by blending with buffered wa-
ter containing a surfactant. The blend is screened to
remove large particulates. The solids in the screened
portion are allowed to settle out and the supemnatant is
decanted. The sediment is subjected to density gradi-
ent centrifugation using magnesium sulfate (specific
gravity 1.20). This flotation procedure yields a layer likely

‘P.L. Geenen, J. Bresciani, J. Boes, A. Pedersen, L. Eriksen,
H.P. Fagerholm, and P. Nansen (1999)The morphogenesis
of Ascaris suum to the infective third-stage larvae within
the eqq, J. Parasitology 85(4):616-622.



to contain Ascaris and some other parasitic ova, if
present, in the sample. Small particulates are removed
by a second screening on a small mesh size screen.®
The resulting concentrate is incubated at 26EC  until
control Ascaris eggs are fully embryonated. The con-
centrate is then microscopically examined for the cat-
egories of Ascaris ova on a Sedgwick-Rafter counting
chamber.

5.0 Significance and Use

5.1 This test method is useful for providing a quan-
titative indication of the level of Ascaris ova contamina-
tion of wastewater, sludge, and compost.

5.2 This test method will not identify the species of
Ascaris detected nor the host of origin.

5.3 This method may be useful in evaluating the
effectiveness of treatment.

6.0 Interferences

6.1 Freezing of samples will interfere with the buoy-
ant density of Ascaris ova and decrease the recovery

of ova.
7.0 Apparatus

7.1 A good light microscope equipped with
brightfield, and preferably with phase contrast and/or
differential contrast optics including objectives ranging
in power from 10X to 45X.

7.2 Sedgwick-Rafter cell.
7.3 Pyrex beakers, 2 L. Coat with organosilane.

7.4 Erlenmeyer flask, 500 mL. Coat with
organosilane.

7.4 A centrifuge that can sustain forces of at least
660 X G with the rotors listed below.

7.4.1 Aswinging bucket rotor to hold 100 or 250 ml
centrifuge glass or plastic conical bottles.

7.4.2 A swinging bucket rotor to hold 15 ml conical
glass or plastic centrifuge tubes.

7.5 Tylersieves.
7.51 20 or 50 mesh.

*This method is based on a protocol published by Bowman,
D.D., M.D. Little, and R.S. Reimers (2003) Precision and
accuracy of an assay for detecting Ascaris eggs in various
biosolid matrices. Water Research 37(9):2063-2072.

7.5.2 400 mesh, stainless steel, 5 inch in diameter.

7.5.3 A large plastic funnel to support the sieve.
Coat with organosilane.

7.6 Teflon spatula.
7.7 Incubator set at 26EC.

7.8 Large test tube rack to accommodate 100 or
250 mL centrifuge bottles.

7.9 Small test tube rack to accommodate 15 mL
conical centrifuge tubes.

7.10 Centrifuge bottles, 100 or 250 mL. Coat with
organosilane.

7.11  Conical centrifuge tubes, 15 mL. Coat with
organosilane.

7.12 Pasteur pipettes. Coat with organosilane.
7.13 Vacuum aspiration apparatus.

7.13.1 Vacuum source.

7.13.2 Vacuum flask, 2 L or larger.

7.13.3 Stopper to fit vacuum flask, fitted with a glass
or metal tubing as a connector for 1/4 inch tygon tub-

ing.
7.14 Spray bottles (16 fl 0z.) (2).
7.14.1 Label one “Water".

7.14.2 Label one “1% 7X".

8.0 Reagents and Materials

8.1 Purity of Reagents — Reagent grade chemi-
cals shall be used in all tests. Unless otherwise indi-
cated, it is intended that all reagents shall conform to
the specifications of the Committee on Analytical Re-
agents of the American Chemical Society®. Other
grades may be used, provided itis first ascertained that
the reagent is of sufficiently high purity to permit its use
without lessening the accuracy of the determination.

GBEBQEDI Chemicals. American Chemical Specifications.
American Chemical Society, Washington, D.C. For sugges-
tions on testing of Reagents not listed by the American
Chemical Society, see Analar Standards for Laboratory
Chemicals, BHD Ltd., Poole, Dorset, U.K. and the United

States Pharmacopeia and National Formulary, U.S. Phar-
maceutical Convention, Inc. (USPC).
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8.2 — Unless otherwise indicated,
references to water shall be understood to mean re-
agent water conforming to Specification D 1193, Type |.

8.3 Preparation of Reagents — Prepare reagents
in accordance with Practice E200.

8.3.1 Phosphate-buffered water (1 L = 340 g
KH,PO,, pH adjusted to 7.2 + 0.5 with 1 N NaOH).

8.3.2 1% (v/v) 7X (“ICN" laboratory detergent) (1 L
= 999 mL phosphate-buffered water, 1 mL 7X “ICN",
Adjust pH to 7.2 + 0.1 with 1N NaOH).

8.3.3 Magnesium sulfate, sp.gr. 1.20. (1L=215.2
g MgSO,, check specific gravity with a hydrometer; ad-
just as necessary to reach 1.20).

8.3.4 Organosilane. For coating glassware. Coat
all glassware according to manufacturer’s instructions.

8.3.5 Fresh Ascaris ova for positive control, puri-
fied from Ascaris infected pig fecal material.

9.0 Precautions

9.1 When handling Ascaris ova and biosolids, per-
sonal protective measures must be employed to pre-
vent infection. Prevention of infection in humans is a
matter of good personal hygiene. Wear a laboratory
coat at all times in the laboratory. In addition, latex or
nitrile gloves and splash protection safety glasses should
always be worn in the laboratory. Mouth pipetting is
strictly forbidden. Contaminated pipettes are never laid
down on the bench top but are immediately placed ina
pipette discard container which has disinfectant in it.
Contaminated equipment is separated as itis used into
containers for disposable materials and containers for
re-cycling. After these containers which are always
autoclave pans, are full, they are autoclaved for 30 min-
utes at 121EC and 15 pounds/in®. Contaminated glass-
ware is never washed until after it has been autoclaved.
Eating, drinking, and smoking in the laboratory is not
permitted. Likewise, refrigerators are not to be used
for storing lunches or other items for human consump-
tion. Ifinfective Ascaris ova are ingested they may cause
disease.

10.0 Sampling

10.1 Collect 1 liter of compost, wastewater, or
sludge in accordance with Practice D 1066, Specifica-
tion D 1192, and Practices D 3370, as applicable.

10.2 Place the sample container(s) on wet ice or
around chemical ice and ship back to the laboratory for
analysis within 24 hours of collection.

10.3 Store the samples in the laboratory refriger-
ated at 2 to S5EC. Do not freeze the samples during
transport or storage.
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11.0 Preparation of Apparatus

11.1  Testthe centrifuge with a tachometer to make
sure the revolution's per minute correlate with the speed
gauge.

11.2 Calibrate the incubator temperature with a
NIST traceable thermometer.

11.3 Microscope.
11.3.1 Clean the microscope optics.

11.3.2 Adjust the condenser on the microscope, so
Kéhler illumination is established.

12.0 Procedure

121 The percentage moisture of the sample is de-
termined by analyzing a separate portion of the sample.
so the final calculation of ova per gram dry weight can
be determined. The concentration of ova in liquid sludge
samples may be expressed as ova per unit volume.

12.2 |nitial preparation:

12.21 Dry or thick samples: Weigh about 300 g
(estimated dry weight) and place in about 500 ml water
in a beaker and let soak overnight at4 - 10EC. Transfer
to blender and blend at high for one minute. Divide
sample into four beakers.

12.2.2 Liquid samples: Measure 1,000 ml or more
(estimated to contain at least 50 g dry solids) of liquid
sample. Place one half of sample in blender. Add about
200 mL water. Blend at high speed for one minute trans-
fer to a beaker. Repeat for other half of sample.

12.3 Pour the homogenized sample into a 1000
mL tall form beaker and using a wash bottle, thoroughly
rinse blender container into beaker. Add 1% 7X toreach
900 mi final volume.

124 Allow sample to settle four hours or overnight
at4-10EC. Stir occasionally with a wooden applicator,
as needed to ensure that material floating on the sur-
face settles. Additional 1% 7X may be added, and the
mixture stirred if necessary.

12.5 After settling, vacuum aspirate supernatant
to just above the layer of solids. Transfer sediment to
blender and add water to 500 ml, blend again for one
minute at high speed.

12.6 Transfer to beaker, rinsing blender and add
1% 7X to reach 900 ml. Allow to settle for two hours at
4 - 10EC, vacuum aspirate supematant to just above
the layer of solids.



12.7 Add 300 ml 1% 7X and stir for five minutes
on a magnetic stirrer.

12.8 Strain homogenized sample through a 20 or
50 mesh sieve placed in a funnel over a tall beaker.
Wash sample through sieve with a spray of 1% 7X from
a spray bottle.

129 Add 1% 7X to 900 mL final volume and allow
to settle for two hours at 4 - 10EC.

1210 Vacuum aspirate supernatant to just above
layer of solids. Mix sediment and distribute equally to
50 mL graduated conical centrifuge tubes. Thoroughly
wash any sediment from beaker into tubes using water
from a wash bottle. Bring volume in tubes up to 50 ml
with water.

1211 Centrifuge for 10 minutes at 1000 X G.
Vacuum aspirate supernatant from each tube down to
just above the level of sediment. (The packed sediment
in each tube should not exceed 5 mL. If it exceeds this
volume, add water and distribute the sediment evenly
among additional tubes, repeat centrifugation, and
vacuum aspirate supernatant.)

1212 Add 10 to 15 mL of MgSO, solution (spe-
cific gravity 1.20) to each tube and mix for 15 to 20 sec-
onds on a vortex mixer. (Use capped tubes to avoid
splashing of mixture from the tube.)

1213 Add additional MgSO, solution (specific
gravity 1.20) to each tube to bring volume to 50 mL.
Centrifuge for five to ten minutes at 800 to 1000 X g.
DO NOT USE BRAKE.

12.14 Allow the centrifuge to coast to a stop with-
out the brake. Pour the top 25 to 35 mL of supernatant
from each tube through a 400 mesh sieve supported in
a funnel over a tall beaker.

1215 Using a water spray bottle, wash excessive
flotation fluid and fine particles through sieve.

1216 Rinse sediment collected on the sieve into
a 100 mL beaker by directing the stream of water from
the wash bottle onto the upper surface of the sieve.

1217 After thoroughly washing the sediment from
the sieve, transfer the suspension to the required num-
ber of 15 mL centrifuge tubes, taking care to rinse the
beaker into the tubes. Usually one beaker makes one
tube.

12.18 Centrifuge the tubes for three minutes at 800
X G, then discard the supernatant.

1219 [fmore than one tube has been used for the
sample, transfer the sediment to a single tube, fill with
water, and repeat centrifugation.

12.20 Aspirate the supernatant above the solids.

12.21 Resuspend the solids in4 mL 0.1 NH,SO,
and pour into a 20-mL polyethylene scintillation vial of
equivalent with loose caps.

12.22 Before incubating the vials, mark the liquid
level in each vial with a felt tip pen. Incubate the vials,
along with control vials containing Ascaris ova mixed
with4 mL 0.1 NH,SO,, at 26EC for three to four weeks.
Every day or so, c7heck the liquid level in each vial. Add
reagent grade water up to the initial liquid level line as
needed to compensate for evaporation. After 18 days,
suspend, by inversion and sample small aliquots of the
control cultures once every 2 - 3 days. When the ma-
jority of the control Ascaris ova are fully embryonated,
samples are ready to be examined.

12.23 Examine the concentrates microscopically
using a Sedgwick-Rafter cell to enumerate the detected
ova. Classify the ova as either unembryonated, em-
bryonated to the first, second, or third larval stage. In
some embryonated Ascaris ova the larva may be ob-
served to move. See Figure 1 for examples of various

Ascaris egg categories.

13.0 Calculation

13.1 Calculate % total solids using the % mois-
ture result:

% Total solids = 100% - % moisture

13.2 Calculate catagories of oval/g dry weight in
the following manner:

Ovalg dry wt =
(SP) x (TS)

Where:

NO =no. ova

CV = chamber volume(= 1 mL)

FV = final volume in mL

SP = sample processed inmL org
TS = % total solids

14.0 Report

14.1 Report the results as the total number of As-
caris ova, number of unembryonated Ascaris ova, num-
ber of 1st, 2nd, or 3rd stage larva; reported as number
of Ascaris ova and number of various larval Ascaris ova

per g dry weight.
15.0 Keywords

Ascaris, ova, embryonation, viability assay, helminth.
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Notice

The PEC was consulted in a recent (1998-1999) pi-
lot study by Lyonnaise des Eaux conceming the use of
a microscope in making helminth ova counts for differ-
ent types of sludge. Solids and debris present in the
sludge being viewed with the microscope were found to
impair ones ability to count. Dilution of raw sludge and
digested sludge, however, with phosphate-buffered
water prior to analyzing them significantly improved the
number of ova that could be counted. Raw sludges were
diluted by a factor of 20 and digested sludges by a fac-
tor of 5. QA/QC procedures were followed to validate
this procedure. The PEC should be consulted for more
details.

[revised May 15, 2003]
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