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Resumo

As infecgBes intestinais parasitarias sdo um problema mundial. Parasitas veiculados
em agua e alimentos como podem ser provenientes da falta de higiene durante o
manuseio dos alimentos, contaminacdo ambiental por material fecal, irrigacdo de
cultivos agricolas com aguas poluidas ou fossas sépticas precarias, situacdes comuns
em paises como o Brasil. Tais questdes, colaboram para ocorréncia de surtos por
agua e alimentos na populacdo. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi investigar a
presenca de parasitas importantes em saulde publica em hortalicas e agua de irrigacéo
de propriedades do municipio de Bauru, Sao Paulo; bem como, nas fezes e nas méaos
de manipuladores dos cultivos. As amostras foram coletadas de cinco propriedades
do municipio de Bauru, sendo uma localizada em area urbana e quatro em area rural.
Foram obtidas 33 amostras de agua de irrigacéo, 62 de hortalicas, 31 das maos e dez
fecais dos manipuladores. Todas as amostras foram submetidas a analise molecular
e as aguas de irrigacdo submetidas ainda a analise microbiolégica. Na analise
microbiolégica foi detectado coliformes totais e E. coli em trés propriedades. Na
analise molecular, o parasita mais prevalente em agua de irrigacdo e hortalica foi
Cyclospora cayetanensis. Taenia spp. foi detectada em uma hortalica e Giardia spp.
foi mais prevalente nas amostras humanas. Nao foi detectado Toxoplasma gondii. As
amostras de agua de irrigacéo apresentaram maior quantidade de amostras positivas.
Atividades de educacdo em saude foram desenvolvidas durante as coletas com os
proprietarios a partir dos resultados das andlises e dados obtidos de questionario
epidemiologico aplicado, com o objetivo de auxiliar na identificacdo de riscos ao
cultivo. Este estudo mostrou que hortalicas séo veiculos de transmissao de parasitas
intestinais sendo um risco para os consumidores locais e da regido, principalmente as
criancas uma vez que trés das cinco propriedades destinam o produto para merenda
escolar. A presenca de animais livres circulantes nos cultivos foi uma situacdo comum
nos locais e pode ter contribuido para a disseminacdo de parasitas zoondéticos. O
geoprocessamento contribuiu para uma melhor visualizagdo da distribuicdo desses
parasitas nos cultivos. Atividades de educacdo com foco na qualidade da agua e
higiene das maos dos trabalhadores podem evitar contaminacdo das hortalicas,
refletindo na qualidade do alimento cultivado.

Palavras-chave: Agua de irrigacdo, diagnostico molecular, doencas parasitarias,

hortalicas, seres humanos.






Abstract

Parasitic intestinal infections are a worldwide problem. Parasites carried in water and
food as they may come from the lack of hygiene during food handling, environmental
contamination by fecal material, irrigation of agricultural crops with polluted water or
precarious septic tanks, common situations in countries like Brazil. Such issues
contribute to the occurrence of outbreaks by water and food in the population. Thus,
the objective of this work was to investigate the presence of important parasites in
public health in vegetables and irrigation water on rural properties in the municipality
of Bauru, Sao Paulo; as well as in the feces and in the hands of crop handlers. The
samples were collected from five rural properties in the municipality of Bauru, one of
them located in an urban area and another four in a rural area. Were collected 33
samples of irrigation water, 62 of vegetables, 31 of hands and 10 fecal samples from
handlers. All samples were subjected to molecular analysis and irrigation water was
also subjected to microbiological analysis. In this microbiological analysis, total
coliforms were detected at high rates and E. coli in three of the properties. In molecular
analysis, the parasite most prevalent in the analysis and most common in irrigation
water and vegetables was Cyclospora cayetanensis. Taenia spp. was detected in one
greenery. Giardia spp. was most detected in human samples. Toxoplasma gondii was
not detected. The samples of irrigation water had a greater quantity of positive
samples. Health education activities were developed during the collections with the
owners based on the results of the analyzes and data obtained from an applied
epidemiological questionnaire, with the objective of helping to identify risks to
cultivation. This study showed that vegetables are vehicles for the transmission of
intestinal parasites, being a risk for local and regional consumers, especially children,
since three of the five properties use the product for school meals. The presence of
free animals in the crops was a common situation in the places, which can contribute
to the spread of zoonotic parasites. Geoprocessing contributes to a better visualization
of the distribution of these parasites in the study areas. Education activities focusing
on water quality and hand hygiene of rural workers can be to avoid contamination of
vegetables, reflecting on the quality of food grown

Keywords: Irrigation water; Molecular diagnosis; Parasitic diseases; Vegetables;

Human beings.
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1. Revisédo da literatura

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), zoonoses sao
doencas ou infec¢gbes comuns entre animais e humanos, cuja transmissao pode
ocorrer de um para o outro de forma direta ou indireta quando h& contato com animais,
produtos derivados como: carne, leite, ovos ou com o ambiente no qual estavam
presentes?!

As zoonoses sao causadas por diversos tipos de microrganismos e
representam uma ameaca significativa a saude publica, afetando também o
crescimento econdmico e a segurancga da populacdo em geral. Ao longo do tempo,
mudancas no comportamento humano em relacéo a animais domésticos e selvagens,
saneamento inapropriado e a globalizacdo proporcionaram a disseminacdo de
diferentes agentes infecciosos 2 Dessa forma, frequentemente, a salide humana, a
saude animal e a salde ambiental sdo analisadas em conjunto, como um conceito de
Saude Unica (One Health), a fim de resultar melhoria da eficacia e eficiéncia dos
resultados associados a salde 3456

Alguns dos agentes causadores das zoonoses podem ser veiculados por meio
de agua ou alimentos (ex: hortalicas, legumes) contaminados com material de origem
fecal, na maioria das vezes, proveniente de esgoto domeéstico indevidamente tratados
ou sem tratamento, lancados in natura em cursos d’agua’. Neste cenario, a
contaminacao de agua e alimentos representa um grande risco para a propagacao de
parasitas devido a extensdo em que atingem as populacdes; tanto para a nutricao
guanto para atividades de abastecimento, irrigacédo e recreacéo 8°.

Dentre as zoonoses, as doencas gastrointestinais de origem parasitaria sdo
consideradas problema de saude publica mundial e acometem mais a populacao de
paises em desenvolvimento, principalmente grupos de baixa renda ligados a falta de
saneamento basico adequado, contribuindo significativamente para a morbidade
nesses locais. A toxoplasmose e a teniase estédo presentes em um grupo formado por
cinco doencas denominadas infec¢des parasitarias negligenciadas (IPN) e possuem
menos atencdo dos 6rgdos de salde quando comparada a outras doencgas ° 11 12,
Atualmente, a diarreia causada por parasitas intestinais, é responsavel por altas taxas
de mortalidade em criancas menores de cinco anos nesses paises 2

As Doencas de Transmissédo Alimentar (DTA) ou Doencgas de Transmissao

Hidrica e Alimentar (DTHA) sdo doencas transmitidas por agua e alimentos



contaminados por virus, bactérias (e suas toxinas), protozoarios, entre outros. Sao
uma importante causa de morbidade e mortalidade no mundo com previsdo de
continuo crescimento ao longo dos anos em decorréncia do crescimento populacional
e da exportacdo de alimentos e produtos animais. Nas Américas, doencas diarreicas
sdo responsaveis por 95% das DTA com T. solium e T. gondii em destaque * 15

Os protozoarios patogénicos mais comumente abordados como responsaveis
por doencas intestinais de transmissdo hidrica sdo: Giardia duodenalis e
Cryptosporidium spp. sendo Cyclospora cayetanensis e Toxoplasma gondii também
detectados em agua potavel °. Giardia spp. e Cryptosporidium spp. ocorrem em todo
o mundo, geralmente em aguas superficiais, com maior capacidade de disseminacao
em meio hidrico 1617

A elevada resisténcia a cloracdo usada nas estacfes de tratamento da agua,
torna a remocado destes organismos extremante dificil, sendo os processos de
tratamento por filtracdo um dos poucos meios de evita-los 1617 Além disso, dados de
Torgerson e colaboradores obtidos entre 2010-2015 mostram que cerca de 357
milhdes de casos de doencas sao ocasionados por: Entamoeba spp., Cryptosporidium
spp. ou Giardia spp. e ja ocasionaram cerca de 33.900 mortes 8,

De acordo com a OMS C. parvum e C. hominis sdo as espécies mais
prevalentes em humanos e, em alguns casos, também infectam bovinos e ovinos?®.
Porém, outras espécies também séo capazes de infectar humanos e animais como a
C. felis, C. meleagridis, C. canis e C. muris ?°, Os oocistos podem permanecer
infectantes no ambiente por um longo periodo de tempo devido a sua parede robusta
gue os protegem contra danos fisicos e quimicos tornando-o de dificil eliminacdo em
alimentos, agua e ambiente. A transmissdo do Cryptosporidium em sua maioria, é
oral-fecal, sendo seus estagios de desenvolvimento divididos em varias fases 1718 20
21.

O protozoéario Giardia spp. e, em especial, a espécie G. duodenalis, syn:
lamblia, intestinalis, € encontrado em mamiferos, inclusive no homem, e é liberado no
ambiente por meio das fezes contaminadas *°. G. duodenalis é o causador da doenca
diarreica “giardiase” seus cistos encontram-se em superficies ou solo, alimentos ou
agua contaminados com fezes. E protegido por uma parede externa, sobrevive no
ambiente por longos periodos, sendo também tolerante a desinfeccédo por cloro, tendo

a agua como modo de transmissdo mais comum 22



C. cayetanensis ocorre especialmente no homem. A eliminagdo de oocistos
ocorre também pelas fezes '° Algumas pessoas infectadas sdo assintomaticas,
principalmente aquelas de &reas onde a ciclosporiase € endémica, como regides
tropicais e subtropicais do mundo 2. Uma pessoa infectada lanca oocistos
de Cyclospora ndo esporulados nas fezes e estes requerem pelo menos 1-2 semanas
no ambiente para esporular e tornarem-se infectantes. Portanto, a transmisséo direta
ou pela ingestdo de agua ou alimentos recém-contaminados é improvavel e os
oocistos possuem resisténcia a desinfecgdo convencionais 3.

Teniase em humanos € a doenca causada pelas espécies T. saginata, T.
solium e T. asiatica. Os seres humanos podem se infectar comendo carne crua ou mal
cozida. Os seres humanos sao os unicos hospedeiros definitivos para T. saginatae T.
solium e os ovos sobrevivem meses no ambiente, sendo encontrados em todo o
mundo. A cisticercose humana pode ocorrer quando os ovos de T. solium séo
ingeridos 24,

Toxoplasmose € uma doenca de amplo espectro de infeccdo sobre o
hospedeiro, causada por T. gondii, um patégeno que infecta grande parcela da
populacdo mundial 2>, Humanos podem adquirir a infecgdo apds ingestéo de ooscistos
esporulados em agua ou alimentos contaminados; pela ingestdo de cistos teciduais
em carne crua/mal cozida, nas visceras de animais infectados ou ainda verticalmente
(gestante para o feto). T. gondii € um parasita intracelular obrigatério com ciclo de vida
em felideos (hospedeiros definitivos) sendo eliminados no ambiente como oocistos
pelas fezes 262728

Os sintomas causados por estes parasitas sdo muito comuns entre si (com
excecdo no caso da toxoplasmose) ocorrendo geralmente: alteracdes
gastrointestinais, diarreia, perda de peso, desidratacdo, nduseas, colicas abdominais,
vomitos, febre leve e fraquezas. A via de infecédo é geralmente oral-fecal, sendo casos
de surtos alimentares decorrentes de alimentos e dgua contaminados com material
fecal®.

Em uma parcela de individuos, os sintomas podem ser mais graves, como no
caso da toxoplasmose com sequelas oculares, confusdo mental e aborto ou em fetos
durante a gestacdo %2 ou mesmo no caso da neurocisticercose com sequelas como

convulsdes, entre outros sintomas 24



No Brasil, leis ddo suporte as questées de saneamento, qualidade das aguas,
padrées microbiolégicos dos alimentos sendo: as diretrizes nacionais contidas na Lei
n° 11.445 de 2007, o controle e vigilancia da qualidade da agua para consumo humano
consta na Portaria de Consolidagcdo n°® 5 de 2017 do Ministério da Saude que
estabelece a pesquisa e monitoramento de coliformes totais e Escherichia coli como
indicador microbiologico para 4gua e parasitas como Giardia e Crypstosporidium
somente nos casos onde E. coli excede o desejavel nos pontos de captagdo de agua.
Para hortaligas frescas “in natura” a Resolugdo RDC N° 12 de 2001, exige auséncia
apenas das bactérias Salmonella spp. nas analises laboratoriais 3° 3.

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
até 2017 97% da populacao brasileira possuia acesso a agua potavel no pais e 86%
possui acesso a rede sanitaria. Porém, as estatisticas sobre esgoto no Brasil apontam
uma realidade diferente, uma vez que 52% da populacdo tem acesso a coleta de
esgoto e 46% desse esgoto é tratado 2. A regido Sudeste, considerada a mais
desenvolvida do pais, trata 50% de seu esgoto em geral. Dessa forma, fica claro que
o setor ainda é muito deficiente 3 3* e muitos estados e municipios brasileiros estdo
em descumprimento de leis nacionais e carecem de saneamento basico adequado 3.

No Brasil diversos parasitas intestinais sao investigados em verduras, agua e
também em seres humanos. No estado de S&o Paulo estudos vem sendo
desenvolvidos h& alguns anos observando a ocorréncia de Cryptosporidium spp. em
agua superficiais e tratadas da capital 34, Campinas 2 e no centro-oeste paulista 3¢
Com os novos estudos que buscam a presenca de T. gondii e de C. cayetanensis em
agua, metodologias diferentes de deteccdo tém sido empregados para melhor
identificar esses parasitas 3.

As técnicas padronizadas para deteccdo de oocistos e cistos de
Cryptosporidium e Giardia em agua séo apresentados pela OMS 1° e pela Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos 3 Porém, o uso de filtragdo d’agua em
membranas como descrito por Muller 34 e Cantusio Neto °, bem como o emprego de
técnicas moleculares em pesquisa, tem aumentado a cada dia *.

O consumo de verduras em geral, vem sendo abordado como parte da dieta
saudavel por ter mais vitaminas, fibras e ser de baixa caloria quando comparado com
produtos industrializados. Entretanto, as verduras in natura representam um

importante veiculo de parasitas, sendo um tema estudado ha anos com relatos de
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deteccdo de varios organismos em hortalicas comercializadas em supermercados,
feiras livres e restaurantes 40 4%,

Trabalhos realizados no interior paulista, no municipio de S&o Carlos obtiveram
G. duodenalis e Strongyloides stercoralis em alfaces 4?; no municipio de Ribeirédo Preto
foi possivel identificar Giardia spp., Ascaris spp., entre outros 4 e, em Presidente
Prudente, relatou-se também G. duodenalis em agriéo, alface crespa e salsinha**

Os estudos que buscam T. gondii s&o mais escassos, porém o uso de técnicas
moleculares de PCR para identificagéo tem sido mais frequente sendo que a primeira
deteccdo deste protozoario em diferentes amostras de verduras realizadas por
Marchioro e colaboradores em 2016 “° no Parana e Ferreira e colaboradores em 2018
também detectaram o parasita em hortalicas de diferentes municipios de Santa
Catarina “6.

Estes trabalhos mostram a importancia das hortalicas nas infec¢des intestinais
parasitarias. A infeccdo de produtores rurais por parasitas também é discutida em
trabalhos a partir de analises fecais dos produtores com a finalidade de tracar uma
possivel relacdo entre infeccdo parasitaria destes individuos e o risco de
contaminacao alimentar por manipulagcdo sem higiene adequada; com énfase na
educacéo dos trabalhadores e monitoramento das condicdes sanitarias locais 47 %8

Varios estudos de G. duodenalis em adultos e criangas no estado de Sdo Paulo
analisaram amostras fecais por microscopia em municipios como Marilia e Lins 47 4°
com a deteccdo de G. duodenalis em aldeias de pescadores ao longo do rio por
biologia molecular *° em humanos e cdes em Botucatu e em Pratania com achado de
Cryptosporidium spp. em humanos 5

A gravidade das doencas parasitarias se da pela relacao entre carga parasitaria
e resposta imunoldgica do individuo. A infeccdo em individuos imunocomprometidos
como pacientes com aids ou outras doencas infectocontagiosas, criancas e idosos
desnutridos e pacientes sob tratamentos com imunossupressores (quimioterapia ou
transplantados) pode ser persistente e grave, ja que a imunidade nestes casos nao &
capaz eliminar o protozoario *°.

Além dos sintomas e riscos comumente abordados em estudos de parasitas
intestinais, devemos ainda abordar sobre novos resultados que tem sidobtido nos
ultimos anos em relacdo ao agravo que estes parasitas podem ter em determinados

grupos populacionais. As doencas inflamatorias intestinais como a colite ulcerativa,
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doenca de Crohn entre outras, tem tido sua origem melhor esclarecida nos ultimos
anos com um dos fatores do inicio dessas doencas ocorrer pelo desequilibrio da
microbiota intestinal no hospedeiro 2. Conforme apresentado anteriormente neste
trabalho, a infeccéo de parasitas intestinais pode ter uma forte influéncia no ambiente
intestinal dos individuos e na microbiota, principalmente aqueles que ja sofrem de
alguma doenca inflamatoéria intestinal.

O trabalho de Einarsson, Ma’ayeh e Svard (2016) mostram que infec¢des por
Giardia podem resultar em sindrome do intestino irritavel (Sll) e alergias alimentares
53, Cheung e colaboradores (2018) descreveram a dificil situacdo da diferenciacdo de
infeccdo de Cryptosporidium em um paciente que possui doenca inflamatoria
intestinal, que pode levar a um agravo da doenca por uma terapia desnecessaria
guando nédo se constata o diagndéstico parasitario >*.

Nestes casos de pacientes que ja sofrem com algum tipo de morbidade, a
infeccdo parasitaria pode ser persistente e grave, ja que a eliminacdo do parasita
depende da condicdo imunoldgica na qual estes individuos se encontram *°

Assim, com base nestes estudos prévios, demonstra-se a importancia de outras
investigacOes desses parasitas importantes em saude publica em amostras humanas
e ambientais, no estado de S&o Paulo, com uso de analises sensiveis, como as
técnicas moleculares; bem como, verificar a distribuicdo destes parasitas no ambiente,
bem como sua ocorréncia em humanos desta regido, observando os fatores de risco

para as infeccdes intestinais parasitarias.
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2. Objetivos
Avaliar a ocorréncia de parasitas importantes em saude publica em hortalicas e
agua de irrigacdo em Bauru e amostras humanas. Caracterizar geneticamente os isolados
encontrados e utilizar de técnica de geoprocessamento para determinar a distribuicao
espacial desses parasitas no meio ambiente.

Objetivos especificos:

- Observar a qualidade das hortalicas comercializadas segundos normas legais
para consumo humano;

- Detectar diferentes espécies de parasitas por meio de técnicas microbioldgicas e
de biologia molecular;

- Constatar quais espécies de parasitas sdo mais encontradas nestas amostras;

- Sequenciar amostras positivas e realizar a analise filogenética;

- Identificar areas de risco de infecgbes por meio de sistema de informacéo

geografica.
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3. Material e Métodos

3.1. Autorizacdes.

O projeto foi aprovado pelo Conselho Técnico Cientifico do Instituto Adolfo Lutz
(CTC- 03-k/2018) (Anexo 1) e pelo Comité de Etica em Pesquisa - CEP (Anexo 2).
Para obtencdo das amostras humanas foi aplicado o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (Apéndice 1) aos participantes voluntarios sendo todos adultos maiores
de 18 anos. Foi apresentado também os objetivos do projeto, exames a serem

realizados, sendo esclarecido quaisquer questionamentos.

3.2. Padronizacéo das técnicas.

Antes do inicio da coleta das amostras, foram criados protocolos para extracao
do material genético e para analise molecular para cada parasita e tipo de amostra.
Estes protocolos passaram por testes de padronizacéo para a validagcédo das técnicas.
Para a criacdo destes protocolos foram utilizados artigos cientificos, manuais de

orgaos de referéncia em saude e meio ambiente, entre outros.

3.2.1. Testes de recuperacédo de parasitas em hortalicas.

Foi realizado teste de recuperacéo, de acordo com Franco *°, em alface crespa
utilizando-se uma amostra positiva para ovos de Trichuris trichiura, uma vez que o0s
helmintos nesta forma séo de facil visualizacdo e identificacdo morfolégica. Uma
peguena quantidade de amostra positiva foi depositada sobre as folhas de alface que
posteriormente passaram pela técnica de lavagem e sedimentacdo espontanea em
célice. O sedimento foi coletado e visualizado em microscopio para procura dos ovos

do parasita.

3.2.2. Teste de recuperacédo de parasitas em agua.

O uso da técnica de filtracdo para pesquisa de diferentes microrganismos em
agua é presente em diversos estudos e é considerado essencial para retencdo de
microrganismos. Para esta pesquisa foi utilizado filtro de agua da Millipore® de 1 litro
e membrana SS de éster de celulose de 47 mm de didmetro por 3 ym de porosidade.

Para o teste de recuperagao foram contaminados 3 litros de agua destilada com 100yl
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de amostra contendo ovos do parasita Trichuris trichiura. A amostra foi filtrada e

passou por etapas de concentracdo e leitura de lamina em microscopio 6ptico. 5

3.3. Areade estudo

Foi realizado um estudo transversal no municipio de Bauru, localizado no
interior do estado de Sao Paulo, Brasil. Atualmente este é 0 municipio mais populoso
do Centro-Oeste paulista com populacdo estimada de mais de 364.000 habitantes
(Figura 1). Sua area é de 673.488 km? de territério, com clima tropical de altitude e
temperaturas médias de 22,6°C. A vegetacdo é de cerrado e mata atlantica e o solo
arenoso 7.

Bauru tem duas bacias hidrograficas: bacia do Tieté-Batalha e Bacia do Tieté-
Jacaré. Na primeira estd o Rio Batalha, cuja nascente se encontra no municipio
limitrofe de Agudos e & um importante afluente do Rio Tieté, com 167 km de extensé&o,
sendo utilizado para abastecer 40% da populacdo. Bauru também capta agua do
manancial subterraneo, aquifero Guarani e atende os outros 60% da populacdo da

cidade 5758

Figura 1: Localizagdo do municipio de Bauru, no estado de S&o Paulo, Brasil.

Fonte: http://www2.bauru.sp.gov.br/bauru.aspx?m=2
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3.4. Questionério epidemioldgico
Um questionario epidemioldgico foi aplicado inicialmente aos produtores com o
objetivo de reconhecer o local de estudo e fazer o levantamento de dados importantes

para a pesquisa (Apéndice 2).

3.5. Coletadas amostras
Todas as amostras utilizadas no presente trabalho foram coletadas no mesmo
dia entre os meses de agosto e setembro de 2019. As coletas foram realizadas com
uso de equipamento de protecéo individual (EPI).

3.6. Amostras ambientais

Para as amostras de agua de irrigacao as coletas foram feitas em pontos onde
a saida de agua antecedia a irrigacdo, sendo na maioria dos reservatorios de
armazenamento. Primeiramente foram coletados 200 mL de agua em frascos
especificos para analise microbiologica e posteriormente, foram coletados 2 litros de
agua em galbes plasticos previamente esterilizados e, preparados com solucéo
Tween 1% ¢ (Apéndice 3).

Amostras de alface (Lactuca sativa) foram coletadas aleatoriamente na
producéo, sendo selecionados os pés maiores e com folhas mais abertas. Estas foram

acondicionadas em sacos plasticos limpos, fechados com fita adesiva®® (Anexo 3).

3.7. Amostras humanas

As amostras das maos foram coletadas em sacos plasticos limpos sendo
utilizado 200 mL de agua destilada para a lavagem (Anexo 4).

Amostras fecais foram coletadas em coletor universal estéril, e sem
conservantes pelos préprios participantes °° sendo instruido que as mesmas
deveriam ser mantidas sobre refrigeracdo até o momento de entrega do material.
(Anexo 5)

3.8. Transporte das amostras
Apés coleta, todos os frascos e galdes das amostras ambientas bem como as
embalagens plasticas contendo as amostras humanas de maos e fezes foram

identificadas com etiquetas contendo a data de coleta e nome dos responsaveis pelas
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propriedades. As amostras foram transportadas sob refrigeracdo em caixas térmicas
com gelo (com temperatura inferior a 10°C) até o laboratério de Microbiologia
Alimentar do Instituto Adolfo Lutz, Centro de Laboratério Regional (CLR 1l) de Bauru

e mantidas refrigeradas até o inicio das analises em até 24 horas. (Apéndice 4).

3.9. Concentracdo das amostras ambientais e humanas

As amostras foram submetidas a diferentes técnicas de concentracdo de
acordo com protocolos de referéncia.

As amostras de lavagem das maos dos manipuladores, das hortalicas e de
fezes foram submetidas a técnica de sedimentacdo espontanea em calice por cerca
de 24 horas conforme método de HPJ 59%° e o sedimento final armazenado congelado
a -20°C até inicio das analises (Anexos 3,4 e 5).

As amostras de agua coletadas em galdo foram submetidas ao processo de
filtracdo em membrana SS em éster de celulose 3,0um de poro e 47mm de diametro.
Processos de raspagem e lavagem do conteudo filtrado foi realizado durante 10
minutos com agua destilada para a extracdo mecanica de parasitas. A solucéao
resultante foi centrifugada em tubo cbnico por 15 minutos a 2.800 rpm e o
sobrenadante retirado, deixando apenas o sedimento. Em seguida, uma segunda
centrifugacéo foi realizada com agua destilada. O sedimento final das centrifugacdes

foi armazenado congelado a -20°C até inicio das analises ° %6 (Anexo 6).

3.10. Anaélise microbioldgica para agua de irrigacao

Para avaliar as condi¢cdes microbiolégicas da agua utilizada para a irrigacéao
dos cultivos de hortalicas das propriedades, tais amostras foram submetidas ao teste
por indicador colorimétrico, Colilert® (INDEXX) conforme recomendacfes do
fabricante®: Este kit utiliza tecnologia com substrato no qual bactérias do grupo
coliformes totais e do grupo E. coli metabolizam os indicadores nutrientes ONPG
(ortonitrofenol-beta-galacto-piranosideo) e  MUG  (4-methyl-umbelipherilb-D-
glucuronide) respectivamente, 0 que aponta presenca ou auséncia dessas bactérias
pela coloracdo da agua que sao avaliados com o auxilio da cabine de andlise de

fluorescéncia, que utiliza luz UV (Anexo 7).
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3.11. Anélise microscopica para parasitas intestinais
Para avaliar as amostras fecais, foi realizada também leitura das fezes em
microscépio 6ptico. Uma aliquota do sedimento fecal das amostras (processado
anteriormente) foi corada com iodo de Lugol e visualizada em microscopio para busca
dos parasitas Giardia duodenalis e Taenia. Nao foi possivel utilizar a técnica de Ziehl-

Neelsen especifica para a pesquisa de Cryptosporidium spp. e Cyclospora spp.

3.12. Anélises moleculares

3.12.1. Extragao de DNA

Amostras de controle positivo foram obtidas de instituicdes parceiras para
realizacdo de teste piloto para avaliar a extracdo de DNA com uso do kit de extracéo
QlAamp® Fast DNA Stool Mini Kit 82 de acordo com as informacdes do fabricante com
algumas modificacbes como etapas de congelamento em nitrogénio liquido e
aquecimento a 95°C para rompimento de paredes mais espessas de alguns
protozoarios. Foram realizados testes também com o lllustra Tissue and Cells
Genomic Prep Mini Spin Kit® (GE Healthcare) para comparacdo da qualidade das
extracoes. Apos padronizacdo, o QlAamp® Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen)
demonstrou melhor desempenho, com reagentes capazes de remover inibidores de
PCR das amostras e foi selecionado para uso tanto nas amostras de fezes, quanto

nas demais amostras de agua, lavagem das méaos e das hortalicas  (Anexo 8).

3.12.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para amplificacdo dos fragmentos de DNA dos protozoarios investigados, foi
realizado levantamento bibliografico em artigos cientificos, de primers comumente
usados na identificacdo molecular de cada um dos microrganismos. A sequéncia
forward e reverse de cada primer foi adicionada no Basic Local Alignment Search Tool
(Blast) para andlise da similaridade com as regides do DNA dos parasitas. As
sequéncias que demonstraram melhor especificidade, foram utilizadas.

Para Cryptosporidium spp. a regido de amplificacdo foi do gene 18S rRNA. Os
iniciadores utilizados na primeira reacdo foram BCOWP Forward e BCOWP Reverse
gque amplificam 769 pb e na segunda reacdo CPB-DIAG Forward e CPB-DIAG

Reverse que amplificam fragmentos de 435-503 pb ¢
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Para Giardia duodenalis a regidao de amplificacdo foi do gene 16S rRNA,
utilizando os iniciadores Gia2029 e Gia2150c que amplificam fragmentos de 497pb e
na segunda reacéo, os iniciadores RH11 e RH4, que amplificam fragmentos de 292-
297pb ©°

Para Toxoplasma gondii, foram utilizados os primers TOX4 e TOX5 que
amplificam um fragmento de 529 pb cuja sequéncia se repete de 200 a 300 vezes no
genoma do T. gondii 66,

Para Cyclospora cayetanensis foram utlizados os primers CCITS2-F e
CCITS2-R que amplificam uma regido de 116 pb dentro da regido ITS-2 do genoma
do parasito 57,

Para deteccéo molecular de Taenia spp. foram utilizados os primers Cest 3 e
Cest 5 que amplificam 267 pb da regido alvo do gene rrnS do genoma

As reagbes de PCR foram realizadas com Go Tag® Green Master Mix®
(Promega) ©°. Tal reagente apresentou bons resultados quando testado durante
padronizacdo com amostras controle positivas. O mix utilizado constituiu-se de 12,5ul
de GoTag® Green Master Mix®, 1 ul de primer forward a 10uM, 1 pl de primer reverse
a 10uM, 7,5 pl de agua ultra-pura e volume de DNA extraido entre 3-5 ul (Apéndice
5).

As amostras foram incubadas em termociclador de gradiente (Life
Technologies®) sendo as informagbes sobre ciclagem e primers utilizados

apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1: Primers utilizados e seus respectivos perfis de ciclagem

Parasita/gene Amplicon Sequéncia dos primers (5’- 3°) Ciclagem Referencia
PCR
769 pb BCOWP F: 5 min > 94°C LEETZ,
Cryptosporidium ACCGCTTCTCAACAACCATCTTGTCCTC 30 seg > 94°C 35  SOTIRIADOU
spp. BCOWP R: TAAGGTGCTGAAGAAGTAAGG 30 seg —>64°c} ciclos e ONGERTH,
(COWP; 30 seg > 72°C 2007
SSU rRNA) 435-503 Nested 5 min > 72°C
pb CPB-DIAG F: AAGCTCGTAGTTGGATTTCTG
CPB- DIAG R: TAAGGTGCTGAAGAAGTAAGG
4 min >96°C
PCR 1 min > 96°C
497 pb Gia 2029: AAGTGTGGTGCAGACGGACTC 45 seg »>58°C } Ciifos
Giardia Gia 2150c: CTGCTGCCGTCCTTGGATGT 1 min > 72°C APPELBEE
duodenalis 4 min > 72°C etal., 2003
(16s rRNA) (adaptado)
4 min >96°C
292-297pb Nested 45 seg 296°C 35
RH 11: CATCCGGTCGATCCTGCC 30 seg = 59°C ciclos
RH4: AGTCGAAGGCTGATTCTCCGCCAGG 45 seg > 72°C
4 min > 79°C
Toxoplasma PCR 7 min > 94°C
gondii TOX 4: CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG 1 min > 94°C 35 HOMAN
(Fragmento 529 pb 1 min = 55°C } ciclos  etal., 2000.
repetido do TOX 5: CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT 1 min > 72°C
genoma) 10 min >72 °C
PCR 15 min > 95°C
Cest 3: YGAYTCTTTTTAGGGGAAGGTGTG 30 seg = 94°C 40 KOHANSAL et
Taenia spp. 267 pb 90 seg - 58°C ciclos al., 2017.
(rrns) Cest 5: GCGGTGTGTACMTGAGCTAAAC 10 seg »72°C
7 min > 72°C
PCR 2 min > 95°
Cyclospora CCITS2-F: GCAGTCACAGGAGGCATATATCC 30 seg > 95° 40 LALONDE e
cayetanensis 116 pb 30 seg > 590} ciclos GAJDHAR,
(ITS-2) CCITS2-R: ATGAGAGACCTCACAGCCAAAC 30 seg >72° 2008.
5min > 72°

Legenda: pb — pares de base, t°- temperatura, seg- segundo, min- minuto.
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3.12.3. Eletroforese em gel de agarose

A visualizacdo do material amplificado foi avaliada em gel de agarose 1,5%,
adicionado 0,1uL/mL de SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen). Foram utilizados 8 pL
de cada produto amplificado e como marcador de peso molecular, 5 uL de 100pb
ladder (Invitrogen®). A corrida eletroforética foi realizada em cuba horizontal contendo
TBE 1X (89 nM Tris-HCI, 89 mM acido bérico e 20 mM EDTA) e voltagem de 60V por
60 minutos. ApGs o término da corrida, o gel foi analisado em transiluminador
(Syngene®, EUA) sob luz ultravioleta (296 nm) e a imagem foi capturada com auxilio
de camera digital Cannon® e visualizada em computador com software EOS utility®.

3.12.4. Sequenciamento

As amostras que apresentaram bandas uUnicas no gel de agarose foram
purificadas utilizando-se 4 pL da enzima Exosap (USB) e 10 pL de produto da PCR,
gue foram incubados durante 1 hora a 37°C e posteriormente por 20 minutos a 80°C.
Ja as amostras com mais de uma amplificacdo no gel de agarose, foram purificadas
por meio do MinElute PCR Purification Kit® (QIAGEN). Os amplicons purificados
foram sequenciados pelo método Sanger, como servi¢co de terceiros no Instituto de
Biotecnologia (IBTEC) e laboratorio de Biotecnologia Pesquisa e Inovacéo (BPI) em
Botucatu-SP. Apos obtencéo dos resultados, as sequéncias forward e reverse foram
visualizadas em software Chromas 2.6.6, em formato de eletroferograma, com
alinhamento pelo programa MEGA X 7°, submetidas ao Blast para comparacdo com

as sequéncias depositadas no banco de dados. (Anexo 9).

3.13. Geoprocessamento
Para todos os locais de coletas, foram obtidas as coordenadas geograficas por
GPS (Global Positioning System) e as mesmas foram localizadas por meio do Google
Earth®. A aplicacdo de geocodificacdo de enderecos permitira as analises dos dados
de interesse para a distribuicdo dos casos positivos, permitindo a identificacdo e

delimitacdo das areas de risco.
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3.14. Atividades de educacdo em saude

Além da coleta das amostras para o desenvolvimento da pesquisa, foram
realizadas atividades educacionais com o0s produtores e suas equipes, com foco em
auxiliar na melhoria da qualidade das hortalicas produzidas e comercializadas em
Bauru-SP.

Primeiramente foi realizado contato com a Secretaria Municipal de Agricultura
e Abastecimento (SAGRA) que auxiliou na intermediacdo com os participantes. Dos
produtores contatados, cinco aceitaram participar da pesquisa e se enquadravam no
escopo da mesma, no qual deveriam cultivar alface (Lactuca sativa) em solo, utilizar
agua da propria propriedade para irrigacdo por aspersdo e ter pelo menos um
trabalhador que mantivesse contato direto com a plantacdo, sendo este voluntario
para ceder amostras fecais e das maos para coleta.

Uma reunido foi realizada com cada um para apresentacdo do projeto. Apds
esta fase iniciaram-se as visitas em campo e semanalmente os resultados obtidos
foram sendo atualizados aos responsaveis das propriedades para uma coletiva
identificacdo de origens de contaminacfes sugestdes de melhorias no local como
colocacao de telas nos cultivos e reservatorios para evitar contato dos animais locais,
a higienizacao das maos dos trabalhadores entre outros. Um relatério foi desenvolvido
com os resultados finais, bem como, um material educativo para os produtores e suas

equipes. (Apéndice 6)
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4. Resultados

4.1. Padronizacdo das técnicas

4.1.1 Recuperacao de parasitas em hortaligas.
O parasita T. trichiura foi encontrado no material das laminas, apés analise
microscépica. Dessa forma, foi possivel validar as técnicas de lavagem e

concentracdo como eficazes e anexa-las aos nossos protocolos.

4.1.2 Recuperacao de parasitas em agua.

No resultado do teste, detectou-se a presenca de T. trichiura em agua apdés
leitura do produto filtragdo em membrana em microscépio Optico. Dessa forma, a
técnica artificial de contaminacao foi promissora e por esse motivo essas etapas foram

validadas e anexadas para uso em nosso protocolo.

4.2. Propriedades participantes do estudo
As figuras 2 a 6 apresentam a vista superior das propriedades participantes do
estudo, obtidas por satélite do Google Earth®. Das cinco propriedades participantes,
guatro (A, B, C e E), se encontram nas areas rurais do municipio préximas ao limite
com outros municipios e uma propriedade (D) se encontra em regido urbanizada da

cidade.
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Figura 2: Vista superior da propriedade rural A no municipio de Bauru, Sao Paulo,
obtida por satélite do Google Earth®.

Figura 3: Vista superior da propriedade rural B no municipio de Bauru, Sao aulo,
obtida por satélite do Google Earth®.
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Figura 4: Vista superior da propriedade rural C no municipio de Bauru,S&0 Paulo,
obtida por satélite do Google Earth®.

Figura 5: Vista superior da propriedade rural D no municipio de Bauru, Sdo Paulo,

obtida por satélite do Google Earth®.
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Figura 6: Vista superior da propriedade rural E no municipio de Bauru, Sao Paulo,
obtida por satélite do Google Earth®.

4.3. Questionario Epidemiolégico
Os resultados obtidos a partir do questionario aplicado aos produtores

(Apéndice 2) sdo apresentados na Tabela 2.

29



Tabela 2. Relacdo dos dados de feira, cultura/cultivo, irrigacdo, uso de adubo e agrotoxico, merenda, comercializacdo para

outros municipios, animais presentes na propriedade e processos pré-comercializacao, obtidos das cinco propriedades participantes

do estudo no municipio de Bauru-SP, a partir da aplicacéo de questionario.

PROPRIEDADE FEIRAS CULTURA CULTIVO IRRIGACAO ADUBO AGROTOXICO COMERCIO OUTROS ESPECIES PROCESSOS
MUNICIPIOS ANIMAIS
Organico/ Sim
N&o Solo 4 a 6 tipos Riacho Comercial Merenda Pederneiras Suinos, Pré- lavado
A (esterco Lencois aves e e embalado
galinha) Paulista caninos
B Néo Solo 2 a 3tipos Riacho Orgénico Sim Merenda Pederneiras Bovinos,  Pré- lavado,
(esterco Igaracu do aves, cortado,
vaca) Tieté caninose embalado e
felinos pesado
Organico N&o
C N&o Solo e > 7 tipos Poco (esterco Mercado e Ribeirdo Preto/ Equinose Pré- lavado
estufa artesiano gado/ Supermercado Agudos/Marilia suinos e embalado
galinha)
D Local Solo > 7 tipos Poco Organico Sim Venda direta - Nao Pré- lavado
fixo artesiano e embalado
E N&o Solo 4 a 6 tipos Poco Organico Sim Merenda Igaracu do Aves e Pré- lavado
artesiano Tieté felinos

Legenda: (-) ndo comercializa para outros municipios.
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A partir deste questionario e das visitas aos locais, foi possivel obter acesso a
diversas caracteristicas importantes para cada local (Apéndice 2).

4.4. Descricao das propriedades

A Propriedade A, localiza-se na regido rural da cidade e possui cerca de 15.345
m2 &rea de cultivo, com presenca de caninos, aves e suinos (até pouco tempo antes do
inicio da pesquisa) e area de cultivo com livre acesso aos animais Utiliza agua de riacho
gue passa proximo a propriedade para irrigacdo, estocando a mesma em reservatorio a
céu aberto também sem protecdo de telas ou cercas. Os animais da propriedade
possuem livre acesso a este reservatorio. De acordo com o produtor, as hortalicas sao
adubadas com produto de origem animal comercial provenientes de esterco de galinhas.
O cultivo é direcionado a merenda escolar de outros municipios da regido, Pederneiras
e Lencois Paulista.

A Propriedade B localiza-se também em area rural da cidade, com cerca de 2.258
m2 de area de cultivo e uso de agua para irrigacdo do mesmo riacho do produtor A,
porém, esclarece que capta agua mais proximo da nascente. Na propriedade ha
presenca de: felinos, caninos, aves e bovinos. O cultivo € cercado por inteiro por telas
laterais, dificultando o acesso destes animais para a plantacdo. A forma de adubo
utilizada € o esterco dos bovinos criados no local, sendo as fezes submetidas a um preé-
tratamento de secagem ao sol, pelo produtor. A comercializacdo desses produtos
também é encaminhada para merenda escolar dos municipios de Pederneiras e lgaracu
do Tieté.

A Propriedade C possui cerca de 64.561 m2 de area de cultivo plantacdo de
diversos tipos de hortalicas. Ha criacdo de equinos, suinos, bem como, os domésticos
caninos e felinos que frequentemente encontravam-se soltos préximo ao cultivo durante
as visitas ao local, logo a area de cultivo ndo € cercada A agua proveniente de poco
artesiano também fica estocada em reservatorios para uso na irrigacdo. Estes
reservatorios localizam-se proximo ao cultivo, sem cerca ou telas de protecéo. O produtor
esclarece que utiliza esterco de aves e bovinos como adubo. A comercializacdo das
verduras é feita para supermercados de grande porte da cidade e para outros municipios

da regido como Ribeirdo Preto, Agudos e Marilia.

31



A Propriedade D localizada em uma area de muitos condominios e com alta
circulacédo de veiculos com cerca de 2.552 m2. No local ha o plantio de muitos tipos de
hortalicas e ndo ha criacdo ou presenca de qualquer tipo de animal. O cultivo era
parcialmente cercado com telas. A comercializacdo é realizada diretamente ao
consumidor no local. A 4gua utilizada para irrigacao é proveniente de poco artesiano e é
estocada em reservatorio coberto com tela. Neste reservatorio por uma vez, foi
encontrado um lagarto de pequeno porte morto no local, cuja espécie ndo pode ser
identificada. O poco utilizado ndo se encontra dentro da propriedade. A produtora e
demais funcionarios da producdo consomem as hortalicas ali produzidas e ingerem a
agua do poco diariamente. Durante visitas ao local foi visto a manipulagdo de esterco
animal de origem bovina bem proximo ao reservatério de &gua e 0 mesmo era mantido
ali para uso diario na adubacéo por alguns dias.

A Propriedade E nao pode ter sua area de cultivo quantificada, era toda cercada
nas laterais. A agua utilizada é de poco artesiano pertencente a propriedade. Ha
presenca de animais no local sendo estes: felinos e aves. Destina maior parte das suas

hortalicas para merenda escolar do municipio de Igaracu do Tieté.

4.5. Coleta das amostras humanas e ambientais
Foram obtidas ao todo 136 amostras ambientais e humanas das propriedades de
Bauru-SP. Destas, obtivemos 95 amostras ambientais compostas por: 33 amostras de
agua de irrigacdo e 62 amostras de hortalicas do tipo alface. Das amostras humanas
obtivemos 41 amostras sendo: 31 da lavagem das maos dos manipuladores e dez de

fezes dos mesmos

4.6. Andlise microbiolégica em agua de irrigacéo
Os resultados obtidos no teste microbiolégico Colilert® ! para a 4gua de irrigacdo

das propriedades é vista na Figura 7.
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Figura 7. Avaliacdo das amostras de agua de irrigacdo das propriedades do municipio

de Bauru- SP, no teste microbiol6gico com uso de kit colorimétrico — Colilert®
A leitura da amostra com cor amarela (Figura 8) aponta os resultados positivos

para Coliformes totais e a presenca de fluorescéncia em tons de azul nas amostras indica

presenca de E. coli (Figura 9).
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: .
Figura 8: Leitura de amostras de agua de irrigacdo procedente de reservatério localizado na propriedade
A e de poco localizado na propriedade E, em Bauru-SP. Uso do indicador colorimétrico Colilert® apos 24
horas de incubacdo em estufa a +/- 35°C. Resultado amarelo (A)- positivo para Coliformes Totais.

Resultado incolor (B)— negativo. Fonte: arquivo pessoal

Figura 9: Leitura de amostra de 4gua de irrigagdo procedente de reservatério localizado na propriedade
rural D em Bauru, sob luz UV com uso de indicador colorimétrico Colilert®. Resultado o azul/fluorescente —
positivo para E. coli. Fonte: Arquivo pessoal.
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4.7. Andlise microscépica de parasitas
Na leitura das amostras fecais na microscopia, ndo foram identificadas nenhuma

das formas parasitarias como cistos, oocistos e ovos de helmintos.

4.8. Anédlise molecular

Das 136 amostras ambientais e humanas, submetidas a técnica molecular de PCR
para pesquisa dos parasitas alvo, 54 amostras amplificaram de forma especifica na
regiao de interesse.

Foram encontradas 16 amostras positivas para Giardia spp., uma amostra positiva
para Taenia spp., cinco amostras positivas para Cryptosporidium spp., 32 amostras
positivas para Cyclospora cayetanensis, sendo que nenhuma amostra foi positiva para
T. gondii. (Tabela 3).

Nas amostras ambientais C. cayetanensis foi o tipo mais prevalente ocorrendo em
agua de irrigacdo em 62,5% (20/32) do total e em 34,4% (11/62) das amostras de
hortalicas.

Nas amostras ambientais Giardia spp. apresentou maior prevaléncia em 18,8%
(3/ 31) amostras das maos e em 12% (2/10) das amostras fecais. A prevaléncia de cada

parasita nas amostras € visto na Tabela 3.

Tabela 3: Resultado de PCR para os parasitas em cada tipo de amostra das
propriedades participantes do estudo no municipio de Bauru- SP, entre agosto e
setembro de 20109.

PARASITA AGuA HORTALICAS MAO FEZES
4 Total Total Total Total TOTAL
(n=33) % (n=62) % (n=31) % (n=10) %
Giardia spp. 2 12,5% 9 56,3% 3 18,7% 2 12,5% 16
Taenia spp. 0 0% 1 100,0% 0 0% 0 0% 1
Cryptosporidium spp. 3 60,0% 0 0,0% 1 20,0% 1 20,0% 5
C. cayetanensis 22 62,5% 10 34,4% 1 3,1% 0 0% 33
T. gondii 0 - 0 - 0 - 0 - 0
Total 27 49%* 20 36% 5 9% 3 5% 55

(*) porcentagem baseada no total de amostras positivas
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Também podemos afirmar que o tipo de parasita mais presente em um Unico tipo

de amostra foi C. cayetanensis como visto na Figura 10.
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Giardia spp. Taenia spp.  Cryptosporidium C. cayetanensis T. gondii

spp.

mAGUA HORTALICAS MAO FEZES

Figura 10: Presenca de parasitas detectados na PCR em cada tipo de amostra
ambiental e humana coletada das propriedades do municipio de Bauru-SP entre agosto
e setembro de 20109.

Na Tabela 4 € possivel observar a quantidade de amostras coletadas e a
guantidade de amostras positivas para cada tipo de amostra nas cinco propriedade.

Pode-se afirmar que a propriedade C apresentou 100% de suas amostras de agua
de irrigacao positivas na analise molecular.

J4 a propriedade D apresentou a porcentagem mais alta de hortalicas
contaminadas (56%) dentre as demais propriedades (Tabela 4).

A propriedade A apresentou a mais alta taxa (43%) de positividade para amostra
das maos dos manipuladores dentre todas as propriedades.

Por fim, o trabalhador voluntario da propriedade C apresentou 100% de suas

amostras fecais positivas para parasitas (Tabela 4).
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Tabela 4- Resultados das amostras ambientais e humanas positivas para parasitas na

PCR de acordo com as propriedades participantes do estudo no municipio de Bauru-SP,

entre agosto e setembro de 2019.

Propriedade Amostlrrar;sgic;él-;gua de Amostras de Hortalicas Amostras das Maos Amostras das Fezes
Quant | Quant. | %de Quant | Quant. | %de Quant | Quant. | %de Quant | Quant. | %de
Amostras | Positivo | Positivo | Amostras | Positivo | Positivo | Amostras | Positivo | Positivo | Amostras | Positivo | Positivo
A 6 4 67% 14 4 29% 7 3 43% 2 0 0%
B 6 6 100% 6 1 17% 6 1 17% 2 0 0%
C 8 8 100% 16 5 31% 7 0 0% 2 2 100%
D 8 7 88% 16 9 56% 6 0 0% 2 1 50%
E 5 2 40% 10 1 10% 5 1 20% 2 0 0%
Totais 33 27 82% 62 20 32% 31 5 16% 10 3 30%

De acordo com a Tabela 5, vemos que todas propriedades apresentaram

amostras de agua de irrigacdo e hortalicas positivas. Vemos também que as amostras

provenientes dos trabalhadores das propriedades C e D apresentaram positividade para

parasitas nas fezes.

Na Tabela 5, observa-se também que as amostras de agua de irrigacdo foram as

gue apresentaram maior positividade de parasitas dentre as demais amostras.

Verificou-se que quanto aos manipuladores, nos casos de positividades nas maos

nao apresentou positividade nas fezes e aqueles que foram positivos nas fezes nao

tiveram positividade nas méaos. Dessa forma, pode-se afirmar que ndo houve relacéo

direta entre a positividade nas maos e fezes.
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Tabela 5: Dados das amostras positivas para parasitas na técnica de PCR nas

cinco propriedades do municipio de Bauru- SP, entre agosto e setembro de 2019.

Propriedade Aguade irrigacéo Hortalicas Méaos Fezes Total
4 Cyclospora 3 Giardia 1 0 11
A 1 Cyclospora  Cryptosporidium
1 Giardia
1 Cyclospora
1 Cryptosporidium* 1 Giardia 1 Giardia 0 8
B 5 Cyclospora
1 Cryptosporidium 3 Giardia 0 2 Giardia 15
C 6 Cyclospora 1 Taenia
1 Giardia 1 Cyclospora
1 Cryptosporidium 2 Giardia 0 1 Cryptosporidium 17
D 5 Cyclospora 7 Cyclospora
1 Giardia
2 Cyclospora 1 Cyclospora 1 Giardia 0 4
E
Total/ n 27/33 20/62 5/31 3/10 55/136
amostral

(*) amostra com dupla contaminacao de Cryptosporidium spp. e C. cayetanensis

A Figura 11 apresenta gel de agarose com trés amostras positivas para
Cryptosporidium spp. em aguas de irrigacdo de riacho e de poco artesiano de

propriedades do municipio de Bauru-SP.

Figura 11: Linha 1- Marcador, Linha 2 amostra positiva de Cryptosporidium spp. agua de poc¢o artesiano,
Linha 3 a 9 — amostras negativas, Linha 10 amostra positiva de Cryptosporidium spp. de agua de riacho,
Linha 11 e 12 — amostras negativas, Linha 13- amostra positiva de Cryptosporidium spp. de 4gua de poco
artesiano, Linha 14 a 18- amostras negativas, Linha 19 — Controle positivo de Cryptosporidium spp., Linha

20- Controle negativo.
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A Figura 12 apresenta gel de agarose com uma amostra positivas para Taenia

spp. em hortalicas de propriedade rural do municipio de Bauru-SP.

Figura 12: Linha 1- Marcador 100 pb, Linha 2 a 7- Amostra negativa, Linha 8- amostra positiva para Taenia
spp. em hortalica, Linha 9 a 18 — amostra negativa, Linha 19 — Controle Positivo para Taenia spp., Linha

20 - Controle negativo.

A Figura 13 apresenta gel de agarose com amostras positivas para C.

cayetanensis em agua de riacho e poco de propriedades do municipio de Bauru-SP.

12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 13: Linha 1- Marcador, Linha 2 amostra negativa, Linha 3 a 5 amostra positiva de C. cayetanensis
agua de poco artesiano, Linhas 6 a 9- negativa. Linha 10 a 12 — amostras positivas para C. cayetanensis
em 4gua de riacho, Linhas 13 a 18 — amostras negativas, Linha 19- Controle positivo de C. cayetanensis,
Linha 20- Controle negativo.
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A Figura 14 apresenta uma amostra de Giardia spp. positiva em &gua de irrigacéo

de poco artesiano de propriedade rural do municipio de Bauru-SP.

Figura 14: Linha 1- Marcador 100 pb, Linha 2 a 7- amostras negativas, Linha 8 — amostra positiva para
Giardia spp. em agua de poco artesiano, Linha 9 a 18 — amostras negativas, Linha 19- Controle positivo

para Giardia spp., Linha 20- Controle negativo

4.9. Sequenciamento

Todas as amostras ambientais e humanas positivas com quantidades >20 ng/ plde
DNA foram sequenciadas. Aquelas que apresentaram quantidade <20 ng/ pl de DNA
observado apo6s quantificacdo, ndo puderam ser encaminhadas.

Obtivemos os resultados do sequenciamento de duas amostras positivas para C.
cayetanensis na eletroforese. Os dados das sequéncias de nucleotideos das amostras
apresentaram similaridade entre 81,58% a 98,59%, sendo todas com a identidade da
sequéncia n° de acesso AF301386.1.

Foram enviadas 55 amostras positivas para sequenciamento sendo: 27 foram de
agua, 20 de hortalicas, 5 das maos dos manipuladores e 3 de fezes. Uma amostra de

agua de irrigacéo apresentou dupla contaminacao por Cryptosporidium e Cyclospora.

4.10. Geoprocessamento
A distribuicdo espacial dos parasitas detectados foi realizada a partir de técnicas
de geoprocessamento, pela prépria equipe, nas areas estudadas. Foram utilizadas as

coordenadas geograficas das propriedades e os resultados obtidos na analise molecular
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para a construgédo dos mapas com o fim de proporcionar uma melhor visualizagdo desses

dados em conjunto (Figura 15).

4.11. Atividades de educacdo em saude
As atividades de educacdo em saude foram realizadas com os produtores e suas
equipes durante todas as visitas para coleta e também apdés obtencdo dos resultados.
Foram discutidos fatores de risco para os cultivos, sugestédo de melhorias e adequacgdes
na propriedade entre outros temas pertinentes conforme os resultados das analises
laboratoriais. Também foi entregue material educativo sobre as doencas parasitarias
abordadas no presente trabalho, sendo este material de autoria de nossa prépria equipe

de pesquisa (Apéndice 6).
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Figura 15: Vista superior do municipio de Bauru - SP obtida por satélite do Google Earth®, com a localizagédo

geogréfica de cada propriedade participante do estudo e identificacdo dos parasitas detectados.




4.12. LimitacOes da pesquisa
Durante o desenvolvimento da pesquisa algumas limitagbes foram encontradas,

tal situac&o gerou atraso em algumas etapas ou alteracdes na execucao do projeto.

" A aprovacao do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa, foi submetida no més
de Junho de 2018 e aprovadoem dezembro de 2018. Tal situacdo impossibilitou o inicio
da coleta das amostras humanas e ambientais em 2018, uma vez que esta acao deve
ser realizada simultaneamente.

. O processo de importacdo da membrana especifica (Membrana SS em éster de
celulose 3,0uM de poro, 47mm de diametro, branca, lisa, 100/Cx) para filtragdo da agua,
encontrava-se em fase de desembarago aduaneiro durante os meses de margo a julho
de 2019.

. Adequacdes nos protocolos de extracdo para melhor recuperacdo de DNA das
amostras.
. Aquisicdo de amostras controle positivas adequadas para uso em biologia

molecular , dos microrganismos sob investigacao, para testes piloto dos protocolos a
serem utilizados.

" Clima: concluséo dos periodos chuvosos de verdo (primeiros meses de 2019) que,
ocasionaram alagamento dos cultivos, perda de plantacdes, impossibilitando a coleta
das mesmas. Os produtores retomaram o plantio apds o periodo chuvoso de verao.

" Contato com produtores: devido a diversos fatores como privacidade, desconforto,
medo ou experiencias prévias ruins com outros pesquisadores, muitos produtores nao
possuem interesse em contribuir para a pesquisa, outros demonstram disponibilidade,
porém em seguida mudam de ideia, dificultando assim a obtencédo do niamero esperado
de propriedades participantes na pesquisa.

. Nao foi possivel utilizar a técnica de Ziehl-Neelsen para a pesquisa de
Cryptosporidium spp. e Cyclospora spp na analise microscopica das amostras fecais.

. A dificuldade desequenciamento Sanger nas amostras ambientais impediu a

realizacdo das analises filogenéticas nas amostras positivas.
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5. Discusséo

Sabe-se que as infec¢des gastrointestinais parasitaria estdo presentes em todo o
mundo e 0s avanc¢os tecnolégicos em pesquisa tem contribuido para a melhoria e
prevencdo da doenca, apesar do acesso a essas ferramentas ainda ser muito desigual*
1 No Brasil, a maioria destas doencas ndo sédo de notificacdo obrigatéria por esse
motivo, ha a dificuldade na quantificacdo de casos e se eles sdo existentes em nossa
regido de estudo. Entretanto anualmente muitos casos ocorrem no pais, sendo 0s casos
mais criticos ou com alto nimero de infectados mais noticiados’ 72.

Podemos ver que surtos por parasitas sS40 comuns e casos em agua possuem
importancia.

Das cinco propriedades avaliadas, duas (A e B) recebem agua proveniente de
riacho. E importante ressaltar que a qualidade das aguas esta diretamente relacionada
com o tratamento de esgoto e Bauru ndo possui o mesmo. Assim, diversos rios e
corregos da cidade recebem efluentes urbanos e agricolas, o que afeta a qualidade
dessas aguas utilizadas nos cultivos de hortalicas em geral para irrigacéo %8 73 Os dois
locais apresentaram positividade para parasitas em agua na analise molecular , bem
como para coliformes totais e E. coli em altas taxas, sendo o grupo E. coli indicativos de
contaminacéo fecal 4 7°.

A agua proveniente dos pocos das propriedades C, D e E também foram positivas
para coliformes totais, E. coli e para Giardia spp., C. cayetanensis e Cryptosporidium
spp. Para identificar a origem dessa contaminacéao o ideal seria observar a estrutura dos
pocos que podem estar recebendo sujidades ambientais bem como as condicdo dos
reservatorios de C e D no qual a 4gua ficava armazenada, que podem também ser os
responsaveis pela contaminacao.

Nossos achados de Giardia spp., em agua de poco também foram identificados
em altas taxas em uma comunidade do México "® porém quando analisadas em agua
bruta de rio em outra cidade do estado de Sdo Paulo, apresentou ser menos frequente
37, Um estudo na Poldnia, apontou ambos tipos de dgua analisados em nosso estudo
(dgua superficial de reservatorios e de poco artesiano) como fontes de transmissao de

G. duodenalis para humanos, confirmando a importancia da analise de agua de ambos
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os locais e apresentando que este tipo de contaminagdo ocorre também nos pocos
mesmo que estes aparentem ter origens mais seguras de obtencéo de agua .

Os resultados obtidos de 20 amostras positivas de hortalicas para trés tipos de
parasitas corrobora com diversos outros trabalhos no Brasil e no mundo como o estudo
realizado por Ismail em 2016 na Jordania "® que ao analisar alface, tomate, salsinha e
pepino detectou maior prevaléncia de protozoarios na alface, em 20% do total da
hortalica e de Rafael e colaboradores em 2017 na regido sul do Brasil com 7% de
hortalicas contaminadas °.

De acordo com nossos resultados Giardia spp., Cryptosporidium spp. e C.
cayetanensis também foram detectadas nas méos dos manipuladores que trabalhavam
diretamente na plantacédo das hortalicas. A quantidade de amostras positivas proveniente
das maos, aponta os humanos como sendo uma fonte importante da contaminacéo dos
cultivos nas propriedades, assim como visto por Malhota em trabalhadores de uma
faculdade da india (2006) & e por Castello Branco Jr e Rodrigues (1999) #’.

A positividade das amostras de fezes para Giardia spp. e Cryptosporidium spp.
nos alertam sobre a saude dos trabalhadores rurais bem como, sobre possiveis casos
de contaminacdo das hortalicas nos casos de ma higienizacdo das maos pelos
manipuladores.

Apesar de todos os participantes relatarem ndo possuir sintomas intestinais
indicativos de infeccéo, durante processamento das amostrais fecais, foi observado que
o produtor de uma das propriedades possuia fezes com sangue. Tal situacdo gerou
maior atencdo a esse caso, uma vez que o individuo apresentava infeccéo por Giardia
spp. e desta forma, foi aconselhado a procurar acompanhamento meédico. Estudos
mostram que casos de giardiase ndo desencadeiam disenteria 2. Assim, é possivel que
a situacao seja proveniente de outro tipo de patologia ou mesmo outro tipo de parasita.

Foi observado que nas propriedades onde obtivemos positividade para as maos
dos manipuladores ndo obtivemos positividade nas amostras fecais dos mesmos. Ja nos
casos em que houve positividade nas amostras de fezes do manipulador, nao foi
detectado os parasitas nas maos e assim ndo pudemos estabelecer uma possivel
relacdo entre esses dois tipos de amostras. Logo, a positividade da agua de lavagem

das maos pode ser em decorréncia de contaminacdo com agua de irrigacdo e da
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manipulacdo de elementos como por exemplo os estercos animais e o descuidado na
higiene das méos apo0s essas e outras atividadestrazendoconsequéncias importantes
que levam a contaminacéo das hortalicas 3847 48,

Sabe-se que o papel dos individuos que manipulam alimentos é de extrema
importancia na cadeia produtiva de um alimento e a boa higiene das méos evita surtos
alimentares por parasitas intestinais .

Enteroparasitas nas maos e unhas de manipuladores de alimentos, foram
detectados na india &. Porém, ainda ndo se pode descartar totalmente os casos de
infeccdo, devido a quantidade de amostras obtidas neste trabalho ser baixa (duas
amostras por individuo) e considerando que esta populacdo muitas vezes ndo possui
acesso a informacédo de antiparasitarios este apresenta ser um resultado diferente do
comumente visto em populagdes mais simples e rurais como pode ser visto nos
resultados obtidos por David e colaboradores (2015) ,no interior do estado de Séao Paulo,
no qual os grupos estudados de uma comunidade apresentaram 18% de seus individuos
infectados a partir da analise microscopica das fezes e por biologia molecular.

A presenca de animais de criacdo, bem como, os de companhia soltos no local foi
visto na maioria das propriedades participantes de nosso estudo. Essa questdo é
comumente abordada em estudos com caes positivos para Taenia em fezes, que
apontam a interferéncia negativa que esses animais tem para os cultivos agricolas, uma
vez que, muitos parasitas zoonoticos provenientes de espécies bovinas, caninas, felinas,
suinas entre outras, podem contaminar agua, alimentos e ambiente no qual estédo
presentest® 6881

Ao longo do tempo, mudancgas no comportamento humano em relacdo a animais
domésticos e selvagens, exportacdo de alimentar, saneamento inapropriado e a
globalizacéo, facilitaram a disseminacéo de agentes infecciosos zoonéticos &.

A propriedade D, a Unica localizada na area urbana apresentou ser o local com
maior prevaléncia de amostras positivas em agua de irrigacdo, verduras e da lavagem
das méaos dos manipuladores. No local ndo ha presenca de animais, o que contribui para
diminuir possiveis chances de contaminacbes por parasitas zoondticos. Porém, a

manipulacédo de esterco bovino usado como adubo no cultivo, préximo ao reservatério
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de agua, pode ser a causa mais possivel de contaminacdo da agua do reservatorio usada
na irrigacao.

Alguns produtores afirmaram submeter as fezes animais a um tipo de tratamento
ao sol para inativar microrganismos e posterior utilizar o material como adubo organico.
Porém, diversos estudos apontam o fato de que a maioria desses protozoarios sao muito
resistentes as condi¢cfes quimicas e ambientais, sobrevivendo no ambiente por longos
periodos de tempo, sendo tolerante até mesmo a desinfeccdo por clorol® 222426 2728 82,
Estes estudos apoiam o fato de que tais tratamentos ndo devem funcionar para 0s
protozoarios estudados, sendo o uso de esterco animal dessa forma um risco para todos
os setores da producdo, podendo contaminar solo, agua do local e os alimentos
produzidos.

O municipio de Bauru possui muitas propriedades rurais e o comeércio de
hortalicas e legumes & amplo. De acordo com dados da Prefeitura do municipio, Bauru
realiza 46 feiras semanais, com comércio de produtos e alimentos como as hortalicas
vendidas por pequenos produtores locais 8. Visto o histérico da qualidade hidrica na
cidade com cursos d’agua sendo diariamente contaminados com esgoto nao tratado que
podem ser usados para irrigacao, este fato representa risco para os cultivos presentes
na cidade.

Em nossos estudos, obtivemos 32% das hortalicas coletadas contaminadas com
parasitas patogénicos. Apesar de nossos participantes nao fornecerem seus produtos
em feiras livres, a suposicdo de que demais cultivos em Bauru estejam em condicfes
semelhantes aos locais deste estudo, nos alerta para a questdo de uma pesquisa ainda
maior para analisar a qualidade dessas hortalicas comercializadas nas feiras sendo estes
estudos comuns em diversas cidades brasileiras 4243444546,

O consumo de verduras, € parte importante da alimentacdo saudavel para os
seres humanos. Porém o consumo de verduras in natura ma higienizadas representa um
risco para o consumidor, sendo o tema estudado ha anos com relatos de contaminacao
de hortalicas comercializadas em supermercados, feiras livres e restaurantes %°. Estes
trabalhos mostram a tendéncia desses alimentos como veiculo de transmissdo de

parasitas.
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G. duodenalis esta entre os parasitas mais prevalentes em amostras ambientais
de &gua ¥ 7" e em hortalicas "8 ’® Causador da doenga diarreica “giardiase” atualmente
estudos como o de Tongerson e colaboradores (2015) reforcam que a giardiase tornou-
se uma das 14 doencas parasitarias com maior prioridade no mundo 2?84

Os achados obtidos em nossas analises apontam presenca do protozoario em
agua, porém houve uma maior prevaléncia de Giardia spp. nas amostras humanas e de
hortalicas em relagdo aos demais parasitas. Estudos semelhantes no estado de S&o
Paulo, demonstram a mesma alta prevaléncia nos mais diversos tipos de amostras, em
fezes de adultos e criancas em Marilia*’ e Lins *° em humanos de uma aldeia de
pescadores préximo ao municipio de Botucatu *° em alfaces “2 de Sdo Carlos, Ribeirdo
Preto 43 e Presidente Prudente 4.

C. cayetanensis foi 0 parasita mais prevalente nas amostras ambientais. Em
nosso estudo este protozoario foi detectado em 62,5% (20/33) nas amostras de agua de
irrigacéo coletadas e em 34,4% (11/62) das hortalicas. Nossos achados foram obtidos
também por Giangaspero e colaboradores (2015) na Italia que detectaram por PCR o
protozoario em diferentes tipos de agua, inclusive de poco (6,2%), bem como, em
hortalicas (12,2%) .

A teniase em humanos pode ser ocasionada pela ingestdo de carne contendo
ténia. A cisticercose é um outro tipo de doenca e ocorre pela ingestdo dos ovos de ténia
em alimentos geralmente consumidos crus e que pode a vir a apresentar sintomas
graves em individuos infectados 24 4”- Uma amostra 1,6% (1/62) das hortalicas coletadas
foi positiva para Taenia spp na propriedade C. A Taenia spp. € um helminto cujo
hospedeiro definitivo € o ser humano %8 e por esse motivo tal resultado gera um alerta
pois pode ser indicativo de contaminacédo fecal ainda desconhecida na propriedade e
aponta a necessidade de concluir a espécie para um melhor entendimento dos
resultados.

Ainda que as amostras humanas obtidas na propriedade ndo tenham sido
positivas para Taenia spp., a coleta de uma maior guantidade dessas amostras poderia
trazer mais seguranca aos nossos resultados, uma vez que foi possivel somente a coleta
de duas amostras fecais do manipulador deste local. No local também ha criacdo de

animais como os caes soltos pelo cultivo, de acordo com o achado de Kohansal e
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colaboradores (2017) foi detectado DNA de Taenia spp. em fezes de caes que também
podem ser responséveis pela liberacdo de ovos pelas fezes.

A ocorréncia de Taenia varia em hortalicas de acordo com o que é observado
nos estudos em geral, porém comparado com outros alimentos como legumes e frutas,
a chance de deteccdo desses helmintos continua sendo maior nas verduras 8.

Toxoplasmose é a doenca causada por T. gondii e ocorre em grande parcela da
populacdo mundial 25262728 Em alguns casos pode ocorrer sintomas mais graves como
alteracoes oculares, febre, confusdo e em gestantes pode gerar aborto ou anormalidades
no desenvolvimento do cranio 7.

Os estudos com uso de técnicas moleculares de PCR para identificacdo de T.
gondii vem sendo aplicados nos ultimos anos, assim como em nosso estudo. Ainda que
este protozoario ndo tenha sido detectado neste trabalho, sabe-se que T. gondii ocorre
também em hortalicas sendo que a primeira deteccdo do protozoario em verduras feita
no Parana “° e em hortalicas de diferentes municipios de Santa Catarina 6.

As técnicas para deteccao de Giardia spp. em agua sao padronizadas pela OMS
19 e pela USEPA 38 O uso de técnicas moleculares tem sido aplicado em trabalhos como
de David e colaboradores (2015) “8 e Neto (2004) %° sendo esta ferramenta facilitadora
da deteccéao destes e de outros parasitas mais facilmente, ndo s6 em amostras clinicas,
mas também em amostras ambientais devido sua sensibilidade.

O uso do kit Colilert® no presente estudo, apresentou dados importantes que
corroboram com os resultados das analises moleculares. O Colilert € aprovado pela
USEEPA® e incluido como método “standard” para exame de agua e efluentes por trés
organizacles técnicas especialistas no assunto: American Public Health Association®
(APHA), American Water Works Association® (AWWA), Water Environment Federation®
(WEF) 8. Por esse motivo, seus resultados sédo considerados de extrema importancia
para um melhor entendimento da situacao de qualidade que as aguas das propriedades
em questdo se encontram. Conte e colaboradores (2004) em estudo com aguas de pocos
e vertentes ndo tratadas no Rio Grande do Sul obtiveram 29,7% desses aguas positivas
para coliformes totais, valor inferior ao obtido nas amostras de agua do presente estudo
e 61,7% das amostras contaminados por E.coli, resultado estes semelhante ao

encontrado em nosso estudo, o que reafirma questbes de infiltracdo de fossas que
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podem comprometer o lencol freético, defeitos na canalizacdo de esgoto proximo a
pogos e cursos d’agua que podem resultar nesse tipo de contaminag&o por bactérias
fecais.

A busca por métodos alternativos de desinfeccdo de agua para casos de
protozodrios resistentes como Giardia spp. tem gerado estudos com resultados otimistas
para o futuro, como o uso de luz ultravioleta em experimentos e em estacbes de
tratamentos de agua a fim de substituir ou melhorar tratamentos fisico-quimicos
convencionais na prevengdo contra essas organismos nos recursos hidricos dos
municipios 1635,

Em nosso estudo, foram necesséarios testes de padronizacdo das etapas
moleculares. Para extracdo, considerando os diferentes tipos de amostras a serem
coletadas, foi selecionado o QIAmp Fast DNA Stool Mini Kit® que otimizou todo 0 n0sso
processo de extracdo % o mesmo é utilizado também para extracdo de material genético
de amostras em outros estudos como apresentado por Dergan & no qual foi possivel
recuperar o e-DNA (DNA ambiental) do peixe Prochilodus argentus em agua de um
tanque. Dessa forma, podemos afirmar que o kit permite uma alta sensibilidade para
estudos como 0 nosso, com amostras nao fecais.

Outra etapa de grande importancia aplicada no presente trabalho para
recuperacdo de uma boa quantidade de DNA dos parasitas foi a implantacéo de etapas
de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho seco a 95°C, no
inicio da extracado de DNA. Estas fases parecem ser essenciais em alguns casos e sao
descritas em muitos artigos que trabalham com esse tipo de microrganismo, nos quais &
necessario rompimento mecanico da parede robusta que envolve estes parasitas, para
gue a extracdo de DNA seja melhor sucedida 58 8,

Em relacdo as analises moleculares, a regido genética na qual os iniciadores
foram usados para deteccdo dos parasitas investigados precisou de uma avaliacédo
Cryptosporidium no presente trabalho foram: COWP uma proteina da parede de oocisto
de Cryptosporidium e a e SSU rRNA um locus de subunidade pequena do gene do RNA
ribossébmico. Dessa forma, iniciadores usados neste estudo que amplificam essas
regides vem sendo utilizadas em muitos trabalhos ha anos, como visto nos estudos de

Leetz e colaboradores em 2007 e Nichols e colaboradores em agua minerais e potavel
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8 Akiyoshi e colaboradores em 2002 em diferentes espécies de hospedeiros &°,
Pedraza-Dias e colaboradores em 2001 em amostras fecais de animais de criacao e
seres humanos * e Spano e colaboradores em 1997 também em humanos e animais
91.

Para obtencéo dos resultados de Giardia duodenalis em nossas amostras, foram
utilizados iniciadores que amplificam fragmento de uma regido da unidade ribossémica
regido de 16S-rRNA com visto no trabalho de Appelbee e colaboradores (2003) com
analise molecular em amostras fecais de bovinos .

Em nosso estudo nao detectamos presenca de T. gondii, porém conforme visto
no estudo de Homan e colaboradores em 2000, o fragmento que se repete mais de 200
vezes no genoma do protozodrio, amplificado pelos iniciadores usados também em
nossa pesquisa, foi encontrado em todas as 60 cepas de T. gondii testadas, reafirmando
a sensibilidade e especificidade que esses iniciadores fornecem. Entretanto o numero
deste parasita nas amostras ambientais pode ser bastante baixo o que dificulta a sua
deteccdo 4.

Para Taenia spp. detectada uma Unica vez em nossas amostras de hortalicas foi
utilizado iniciadores da regido rRNA da subunidade rrns. O mesmo foi usado para analise
molecular do helminto em fezes de cdes por Kohansal e colaboradores (2017) 4.

Para deteccdo de C. cayetanensis utilizamos iniciadores que amplificam
fragmento da regido ITS-2 do genoma, o qual revelou muitas amostras amplificadas para
esse protozoario. Tais iniciadores também foram testados por Lalonde e Gajadhar (2008)
em amostras de agua de lavagem de hortalica sendo o parasita detectados ainda que
presente um unico oocisto na amostra. Estes iniciadores também foram testados quanto
a reatividade cruzada com outros protozoarios também investigados em nosso estudo
sendo: Giardia spp. e Cryptosporidium spp., demonstrando assim a boa qualidade dos
primers o que reforca nossos resultados. Além disso, houve a confirmacdo dos
resultados por meio do sequenciamento ©.

Comumente a identificacdo de parasitas € realizada por meio de exames diretos.
Nos ultimos anos, o uso da biologia molecular para uma identificacdo mais sensivel e
rdpida desses parasitas em amostras clinicas e ambientais vem sendo aplicada

proporcionando resultados ainda mais satisfatérios quando comparado com a
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microscopia como visto no trabalho de Meurs e colaboradores (2017) °2 e por DAVID e
colaboradores (2015) °° em amostras fecais, Kitajima e colaboradores (2014) em agua
e que detectaram parasitas intestinais com mais precisdo na PCR do que em métodos
convencionais .

Tal situacé@o pode explicar também a razdo pela qual ndo encontramos parasitas
em nossos resultados de microscopia das amostras fecais dos manipuladores. Enquanto
gue na microscopia a presenca de um parasita pode ndo ser visualizada devido ao
conhecimento técnico, baixa carga parasitaria ou a ma homogeneizacao da amostra; na
PCR um unico parasita pode ser detectado pelo DNA e apresentar positividade na
amostra 0 92,

Nas ultimas décadas o uso da PCR vem crescendo em todo o mundo, incluindo
paises em desenvolvimento, proporcionado beneficios que sdo considerados
diferenciais quando comparado aos métodos convencionais de deteccdo de parasitas
em geral como visto nesta presente pesquisa °* .

De acordo com Verweij e Stensvold (2014) o método oferece diferentes vantagens
como a possibilidade de uma deteccéo de alto rendimento para uma variedade de alvos
parasitas, bacterianos e virai; as amostras podem ser armazenadas e usadas
posteriormente, o diagndstico é altamente sensivel e especifico; a analise de diversas
amostras de uma unica vez, parte do processo é automatizado otimizando tempo, pode-
se utilizar amostras armazenadas de diferentes origem (clinicas ou ambientais) , além
de ser possivel realizar a caracterizacdo genética e tipagem molecular do material
genético da amostra garantindo o reconhecimento de espécies que ndo podem ser
diferenciadas por outros métodos %4,

Entretanto sabemos que existem algumas desvantagens. O método também
requer controle de qualidade e ndo é viavel em ambientes com poucos recursos por ser
caro para a rotina laboratorial quando comparados com técnicas como a microscopia.
Também requerem equipamentos e reagentes especificos de alto custo e parasitas nao
incluidos como alvos ndo serdo detectados. Entretanto uma possibilidade para a
melhoria deste fator seria empregar um painel de PCR mais elaborado e / ou para realizar

microscopia adicional em todas as amostras enviadas” %,
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A gravidade das doencas parasitarias intestinais se dé pela relagédo entre carga
parasitaria e resposta imunolégica do individuo. A grande atencao atualmente esté neste
tipo de infec¢cdo em individuos imunocomprometidos como pacientes com aids ou outras
doencas infectocontagiosas. Tal situagdo pode ser observada no estudo de Ahmede e
Chowdhary (2015) na India que detectaram G. duodenalis, Cryptosporidium e C.
cayetanensis em estudo com pacientes HIV positivos .

De acordo com os dados do quadro epidemioldgico deste trabalho, vemos que
trés das cinco propriedades rurais destinam suas vendas de hortalicas para merenda
escolar. A prevaléncia de infeccdo por parasitas intestinais em criancas, também é
importante, pois o sistema imunoldgico ainda estd em formacéao °°7, representando um
risco a venda dessas hortalicas para a alimentacédo dessas criancas. Logo, € importante
a correta higienizacdo desses produtos pela equipe responsavel pelo preparo para a
merenda das criangas para que nao ocorra chances da ingestdo de parasitas viaveis
nesses alimentos, gerando surtos nas escolas.

Pacientes sob tratamentos de quimioterapia ou transplantes, também tem sua
situacdo de morbidade agravada por estas infeccoes parasitarias. O estudo de
Esteghamati e colaboradores (2019) apresenta Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em
pacientes imunodeficientes, seis pacientes com transplante de 6rgéaos confirmados para
C. parvum e em pacientes com cancer para Giardia duodenalis 8. Outro estudo em
pacientes com hemodialise por Shehata, Hassanein e Abdul-Ghani (2019) apontaram
Cryptosporidium nas fezes desses pacientes, bem como, T. gondii em maior prevaléncia
no soro dos mesmos comparados com outro grupo saudavel °°,

Tais doencas apresentadas no presente trabalho podem ser evitadas com
medidas preventivas aplicadas aos trabalhadores rurais e outros envolvidos na cadeia
produtiva dos alimentos, por meio das atividades de educacdo em saude 4’. Conforme
abordado por Molineri e colaboradores (2014) a consciéncia sobre as zoonoses e
doencas parasitarias entre trabalhadores rurais € inadequada sendo as origens, e formas
de transmissédo dessas doencas pouco conhecidas por essas populacdes. Profissionais
da area desaude e nutricdo tem papel fundamental no fornecimento de informacdes a

essas pessoas por meio de simples atividades educativas e praticas 1.
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Estudos com caracterizacdo genotipica estdo em constante crescimento
atualmente e sdo importantes na investigagdo epidemiologica, proporcionando
esclarecimento sobre espécies e subgrupos de microrganismos mais prevalentes em
determinados horpesdeiros, bem como, detectar microrganismos ainda n&o descritos na
literatura.

Assim como em nosso trabalho nos ultimos anos, estudos tem tido o objetivo de
realizar caraterizacdo genotipica em parasitas para um melhor conhecimento das
espécies, como apresentado nos diferentes trabalhos no Brasil, de Dubey e
colaboradores (2006) com T. gondii em aves, Araujo e colaboradores em 2011 com
deteccdo de C. hominis em agua, David e colaboradores (2015) em fezes de humanos
e animais. Em nosso estudo nao foi possivel a realizacdo desta técnica, uma vez que 0s
resultados obtidos no sequenciamento ndo foram satisfatérios. Entretanto, estudos
semelhantes aos nossos, como os citados anteriormente, obtiveram dados importantes
sobre espécies de parasitas, reforcando que a utilizacdo deste tipo de tecnologia para
investigagao de parasitas de saude publica pode contribuir muito para conhecimento dos
tipos mais prevalentes na populacdo e no meio ambiente desses locais.

O Geoprocessamento é formado por um grupo de técnicas que utilizam de
informacdes em determinado espaco geografico. De acordo com Hino e colaboradores
(2006) o georreferenciamento de eventos de salude pode analisar riscos coletivos
relacionados ao meio ambiente ou ao perfil socioeconémico de uma populagéo, ja os
mapas sao ferramentas importantes construidas para exibir a distribuicdo espacial de um
evento e suas causas. O mesmo foi realizado no presente estudo com 0 objetivo de
identificar areas de risco para os parasitas alvo no municipio de Bauru, entretanto, devido
a baixa adeséo de proprietarios rurais e a dificuldade de sequenciamento das amostras
foi necessario obtivemos a construcdo de um mapa mais simplificado dos resultados
obtidos mas que demonstrou que em todos os locais havia a presenca de parasitas em
todos os tipos de amostras analisadas 1°2.

Por esse motivo os achados obtidos a partir dos resultados deste trabalho,
reforcam a questdo da veiculacdo de parasitas em aguas de irrigacdo e em hortalicas
comercializadas por diferentes produtores rurais para a populacao do municipio de Bauru

e regido representando um risco para a saude dos consumidores.
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6. Concluséo

Foram detectados parasitas importantes em salde publica em amostras de
hortalicas, aguas de irrigacdo, maos e fezes de trabalhadores rurais das propriedades
agricolas em Bauru, Sao Paulo.

Na andlise molecular, o parasita mais prevalente nas amostras ambientais (alface e
agua de irrigacéo) foi Cyclospora cayetanensis. Giardia spp. foi mais prevalente nas
amostras humanas. Foi detectado também Cryptosporidium spp. e Taenia spp. em
menor prevaléncia nas amostras. Toxoplasma gondii ndo foi detectado.

Duas amostras de agua de irrigacdo puderam ser sequenciadas e apresentaram
similaridade genética com Cyclospora cayetanensis. A caracterizacdo genotipica e a
filogenética das demais amostras, ndo puderam ser realizadas devido a dificuldade de
sequenciamento pelo método Sanger.

O uso de geoprocessamento proporcionou visualizar em conjunto, que todas as
propriedades estudadas apresentaram os dois ou mais dos parasitas investigados nas
diferentes regides do municipio de Bauru.

A veiculacdo desses parasitas em alimentos pode representar um risco a populacéo
consumidora, principalmente criancas, idosos e imunodeprimidos, por serem alimentos
frequentemente ingeridos cru e mal higienizados pelos manipuladores de alimentos e
consumidores em suas residéncias.

Os resultados obtidos no presente trabalho, mostram a problematica da presenca de
parasitas patogénicos de importancia em saude publica em amostras de hortalicas e
agua de irrigacdo que sdo comercializadas no municipio de Bauru e regido. A
positividade de parasitas patogénicos nas amostras pode ser proveniente de diferentes

origens ambientais com forte interferéncia pelas atividades humanas.
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8. APENDICES

APENDICE 1- Termo de consentimento livre e esclarecido

Via do participanss

SECRETARL DE ESTADD DA SAIDE

COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOMECAS
INETTTUTO ADOLRD LUTZ.
CENTRO DE LAECRATCRINS REGIONAL | - BALRL

HUCLED DE CIENCIAS BIOMEDICAS
Fua Rubens Amuda, quadra & — Cento - Baun'sP — 17015110
1832231175 —Tac 14-32231002

TEEMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCTARECTIND

O [A) s=nbor (a) esfta sende coovidado a pamicipar da pesguiza de noms “Tovestizacio molecular,
caracterizacdo penotipica de parasitas patogénicos e distribuic3o espacial por geopTocessamente em
Amosiras ambientaks @ humanas oo municpie de Baom-5P.

Muitas doengas intestinais podem ser causadas por parasitas. Essas doencas sdo mais communs em
criamcas, Hosos @ pessoas com outros tipos de doencas (come o cancer). Essas pessoas case sejam infectadas
COm parasitas mbestinais podem ter doencas graves, que pecessitam de fratamento @ assistencia madica,

Este dooumento informa goe o projete citado acima fem o objetive de investigar a presenga de
parasitas infestinais em hertalicas, aguas de imigagde & em fozes e mdo: dos participantss (por medo da
raspagem das mios com espatily ou pela lavapem das mdos em saces plasticos com agua). As amostras
fornecidas serdo coletadas na propriedade nural na qual trabalke/'mora, semaralments, por cerca de 2 meses &
enviadas para examss Bbaratoriais, sendo puardadas até o fim das analises, sem custo alsam. O {3) sechor
(a) tera acesso a um relatome geral dos resukados dos testes realiades com as amostras ambientaiz e
bumaras & ser3 orsnfade, Caso DBCEssariy, quanto a mekhoria da gualidads da azua uiilizada & do alimento
produzide. Caso o exame das amesoas bumanas apresemts alpum parasita, o3 pesquisadores ficam
responsavels por arentar os volimtarios a procurar tratamernto medico.

Fica commmnicado gue, desta pesquiza, o (a) senhor (3) pode esperar alzuns bepeficios. fais comsd:
arxilio profissional e pratofio da pessoas especializadas que podem ajudar a mehorar a qualidade do
alimento que & comercializado. Aralizes lboratoriais para a agua utilizada e para a verdura produrida.
Exame: bhoratoriaks para ebservar alpama infacgdo por parasitas intestinais. Relatorio fmecido indicando
2 boa qualidade das hortakicas.

Diesza forma, fica esclarecido a participagio voluntaria do (a) semhor (a) mesta pesquiza, sende
possivel ndo participar ou se retrar sem quabquer prejuizo. Sendo informads gue, quakyuer duvida que o (a)
sephor (a) ou seus familiares possam fer, podem ser respendidas pels pesquizadora respomsavel, Dima.
Vigmia Bodelio Richini Pereira, nos telafones e enderecos abaixo.

Pomanto, dou meu consenimmenio dvTe e esclarecida.

Nome do Paricipants

Assimarura do Participarte ou Respansavel
Nome dos Pesquisaderes: Virginia Bodeldo Fichini Pereira / Natassia C Esposito Fosa
Assimarura do Pesquisader Fesponsave]
Endereco: Rua Rubens Amuda, QF, Centro, Baur-30.
Telefone: 14 - 32350204
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APENDICE 2 - Questionario do produtor participante

Questionario do Produtor Participante

1. Nome:

2. Telefone:

3. Quartas Feiras faz por semana? Qual local?

4, Tipode cultura: [ 1Solke [ 1 Estufa [ ) Hidmepénica

5. Tipos de hortaligas gue cultiva:

-

) 2 a3tipos

-

14 aGtipos
) Mais de 7 tipos

-

&

Para irrigagio utiliza dgua de:
) torneira / hidropd nia
) pogo artesianc

e,

) mina/ nascente
) nacho
) outra

— -,

7. Utiliza adubo orgdnico?

[ ) Inorganico

-

) Organico =» Caseino ou comerdial?

B. Faz uso de agrotdxicos? Quais?

8. Vende as hortalicas para outros municiplos? Quais?

10. Cria animais na propriedade? Quais?

11. Como & feita a coleta, armazenamento e ransporte das hortaligas até a feira?
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APENDICE 3 - Protocolo de coleta amostras de agua

Métodos de Coleta
e EMLABORATORIO -> Lavar o galdo de coleta com 100 ml de soluc&o de eluigéo,

secar a temperatura ambiente e vedar a tampa até o momento da coleta (limpar

o gargalo com alcool 70% antes e depois da coleta)

e EM CAMPO
Coleta de aqua bruta (reservatorios, rios, lagos)

e Selecionar um local seguro para coleta da agua e colocar
luva. Coletar em um Unico ponto e de uma Unica vez.

Coletar primeiramente a amostra superficial em frasco
para microbiologia (até max 30 cm abaixo da lamina da
agua)

e Com galdo de 2 L, remover a tampa e mergulha-lo,

colocando a abertura abaixo da superficie da agua até 30 cm de profundidade

e Ao atingir a marcacao de 2L, fechar o galdo com tampa e papel aluminio

Coleta de agqua tratada (torneira, poco artesiano)

e Desinfetar a torneira/mangueira com solucéo de hipoclorito de s6dio 100mg/L em
gaze

e Abrir a torneira a meia secc¢ao e deixar escoar por 2 min.

e Posicionar o frasco de microbiologia enche-lo
sem que tenha contato com a torneira.

e Encher o galdo até 2 L e fecha-lo com a tampa

e papel aluminio.

Referéncia: Sao Paulo. Gwa nacional de coleta e preservacdo de amostras: agua, sedimento,
comunidades aquéticas e efluentes liquidas. Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo. S&o Paulo:

CETESB; Brasilia: ANA, 2011.
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APENDICE 4- Transporte e armazenamento e registro

e ApoOs coleta das amostras, preencher as etiguetas das embalagens com: data de
coleta e nome da propriedade.

e Conferir as informacgdes antes de retirar o material da propriedade

e Registrar a localizagéo do local com auxilio de GPS

e O transporte deve ser sob refrigeracdo (entre -10°C e 5°C) em caixas térmicas
com gelo até o laboratorio

e No laboratério, as amostras devem ser mantidas refrigeradas até o inicio das

analises (ndo ultrapassar 24 horas).

Referéncia: S8o Paulo. Guia nacional de coleta e preservacdo de amostras: agua, sedimento,
comunidades aquaticas e efluentes liquidas. Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo. Sao Paulo:
CETESB,; Brasilia: ANA, 2011.
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APENDICE 5- Preparo do mix para realizacéo da reacdo em cadeia da polimerase.

FONTE: ARQUIVO PESSOAL.
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APENDICE 6- Material educativo sobre parasitas e doencas alimentares entregue aos produtores participantes
da pesquisa (paginale 2)

— Toxoplasmose
Agente causador: Toxoplasma gondii

O que a doenga causa nos humanos e
animais: geralmente n&o causa sintomas
em animais e nem individuos saudaveis.
Quando aparecem sintomas sao leves
(dor no corpo). Pode gerar lesdes oculares
que geram visdo embacada ou cegueira.
Em gestantes pode gerar doencas nos
bebés e aborto. .

Transmissao: agua e alimentos
contaminados com fezes de felinos
(gatos) ou ingestdo da carne de animais
(ex: suinos, aves) que tiveram o parasita.
Contato com o ambiente (solo ou areia)
contaminados com fezes de felinos.

Como evitar:

-N&o coma carne crua ou mal passada.
Cozinhar em fogo alto.

‘Nao beba leite nao pasteurizados

‘Lave frutas, legumes e verduras em
agua potavel e coloque-os de molho em
produtos desinfetantes (ex: agua
sanitaria) por 15 minutos, caso deseje
come-los crus. Enxague bem em agua
corrente antes de ingerir;

-Lave utensilios da cozinha entre a
preparacao de alimentos crus

‘Evite beber agua n&o potavel;

‘Lave bem as méos antes das refeigoes;
-Alimente os gatos se possivel com ragdes
comerciais;

-Se for gestante evite contato com gatos de
rua.

— Teniase

Agente causador: Taenia solium, Taenia
saginata, Taenia asiatica

O que a doeng¢a causa nos humanos e
animais: dor abdominal, perda de
apetite, perda de peso e desconforto
intestinal.

Transmissao: ingestdo de carne crua ou
mal cozida.

Como evitar:

‘N&o coma carne crua ou mal passada.
Cozinhar em fogo alto.

— Cisticercose

Agente causador: Taenia solium, Taenia
saginata, Taenia asiatica

O que a doenga causa nos humanos e
animais: dor abdominal, perda de
apetite, perda de peso, desconforto
intestinal, convulsdes entre outros.

Transmissdo: ingestdo de frutas,
legumes e hortalicas contaminadas com
ovos de Taenia.

Como evitar:

-Evite beber agua nao potavel;

-Lave frutas, legumes e verduras em
agua potavel e coloque-os de molho em
produtos desinfetantes (ex: agua
sanitaria) por 15 minutos, caso deseje
come-los crus. Enxague bem em agua
corrente antes de ingerir;

-Lave bem as maos com agua e sabao
apos ir ao banheiro, antes de manipular
alimentos ou fazer as refeicoes;

AN
AVAVAY

\VA
unesp™
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

<JULIO DE MESQUITA FILHO”

Papel dos
Parasitas
na Transmissao
de Doencgas
Alimentares
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Muitas doencas podem ser causadas
por agua e alimentos contaminados por
parasitas, seres microscopicos que podem
ocasionar infeccdes em humanos e
animais em todo o mundo. As doencas
mais comuns sao: Giardiase,
Criptosoporidiose, Ciclosporiase,
Toxoplasmose, Teniase e Cisticercose.

—> Giardiase
Agente causador: Giardia duodenalis

O que a doenga causa nos humanos e
animais: diarreia, flatuléncias, célicas
estomacais ou abdominais, nausea e/ou
vomito, desidratacdo (perda de liquidos
e falta de absorcdo de vitaminas).
Criancas podem ter atraso no crescimento
fisico e mental.

Transmissdo: agua, alimento e solo
contaminados com fezes de humanos
ou animais infectados.

Como evitar:

‘Lave bem as maos com agua e sabao
apos ir ao banheiro, antes de manipular
alimentos ou fazer as refeicdes e apos
contato com animais;

-Evite beber agua nao potavel;

‘Lave frutas, legumes e verduras em
agua potavel e coloque-os de molho em
produtos desinfetantes (ex: agua
sanitaria) por 15 minutos, caso deseje
come-los crus. Enxague bem em agua
corrente antes de ingerir.

—> Criptosporidiose

Agente causador: Cryptosporidium
parvum, Cryptosporidium hominis, C. felis,
C. canis entre outros.

O que a doenga causa nos humanos e
animais: diarreia aquosa, célicas ou dores
de estdbmago, desidratagdo, nausea e/ou
vémito, febre e perda de peso.

Transmissao: a forma mais comum é
pela agua e alimentos contaminados com
fezes humanas e animais. Mas também
pode ser proveniente do contato com
animais (vaca ou bezerro infectados) e
contato com esgoto.

Como evitar:

‘Lave bem as maos com agua e sabao
apos ir ao banheiro, antes de manipular
alimentos ou fazer as refeicbes e apos
contato com animais;

-Evite beber agua nao potavel;
‘Lave frutas, legumes e verduras em

agua potavel e coloque-os de molho em
produtos desinfetantes (ex: agua
sanitaria) por 15 minutos, caso deseje
come-los crus. Enxague bem em agua
corrente antes de ingerir;

‘Evite nadar em aguas (rios, lagos)
desconhecidos;

‘Evite 0o manuseio de alimentos quando
estiver com diarreia;

‘N&o beba leite ndo pasteurizado.

—> Ciclosporidiase
Agente causador: Cyclospora caytanensis

O que a doeng¢a causa nos humanos e
animais: diarreia aquosa (mais comum),
perda de apetite, perda de peso, cdlicas,
inchago, nausea e/ou vomito, fadiga e
febre baixa.

Transmissao: a forma mais comum é
pela agua e alimentos contaminados com
fezes humanas e animais. Mas também
pode ser proveniente do contato com
animais (vaca ou bezerro infectados) e
contato com esgoto.

Como evitar:

-Lave verduras em agua corrente e
frutas, legumes também com sabao e
coloque-os de molho em produtos
desinfetantes (ex: agua sanitaria) por
15 minutos, caso deseje come-los crus.
Enxague bem em agua corrente antes
de ingerir. Lave utensilios da cozinha
entre a preparacao de alimentos crus
(legumes, verduras) e carnes;

-Evite beber agua nao potavel;

-Evite o manuseio de alimentos quando
estiver com diarreia;
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APENDICE 7 - Figuras obtida das propriedades participantes da pesquisa.

Figura 16- Aves em propriedade rural de Bauru - Figura 17- Caninos em propriedade rural de Bauru- Figura 18- Reservatorio de agua utilizada na irrigagéo

SP. Fonte: Arquivo Pessoal SP. Fonte: Arquivo Pessoal de hortalicas em propriedade rural de Bauru -SP.
Fonte: Arquivo Pessoal.

,‘

Figura 19- Cultivo de alface crespa em propriedade rural de Bauru- SP.  Figura 20- Cultivo de hortalicas em propriedade rural de Bauru- SP. 9
Fonte: AFQUIVO Pessoal. Fonte: Goog|e |magem






9. ANEXOS

ANEXO 1 - Autorizacdo Conselho Técnico Cientifico (CTC) do Instituto Adolfo
Lutz

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE %
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS l-"l_ E
INSTITUTO ADOLFO LUTZ & )
CONSELHO TECNICO CIENTIFICO - CTC | 1AL """"”"M

530 Paulo, 06 de Maio de 2019

Projeto: CTC 03-K [ 2018

“Investigacac molecular, caracterizacao genotipica e geoprocessamento de parasitas
patogénicos em amostras ambientais e humanas no municpio de Bauru-5P.."

Coordenagao: Virginia Bodeldo Richini Pereira

Comunicamos gque o projetc CTC-IAL 03-Kf2018 foi cadastrado no Conselho Teéonico
Cientifico do Instituto Adelfo Lutz, apes aprovagdo quanto o merito centifico e apds aprovacao
Quanto aos aspectos éticos pelo Comité de Ftica em Pesguisa do Instituto Adoffo Lutz (Parecer n2.

3.088.168— CAAE n® 91320218 9.0000.0053).

Atenciosamente,

- 2
a—— A
ADRIANMA BUGNO

Presidente do CTC/IAL
1"¥iz: Coondenador
2"Viz: Diretor de Nideo

32 Via:- Diretor de Centro
42 Via- CTC
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ANEXO 2 - Autorizacdo Comité de Etica em Pesquisa- CEP

INSTITUTO ADOLFO LUTZ/SES w o

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: Investigagdo molecular, caracterizagdo genotipica de parasitas patogenicos e
distribuigdo espacdial por geoprocessamento em amostras ambientais e humanas no
municipio de Bauru-3P.

Pesquisador: Virginia Bodeldo Richini Pereira

Aroa Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 91320218.9.0000.0059

Instituigio Proponente: Instituto Adolfo Lutz

Patrocinador Principal: FUNDACAC DE AMPARD A PESQUISA DD ESTADD DE SAQ PAULD

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3,088,168

Apresentagéo do Projeto:

Idem ao parecer do CEPIAL de 15/08/2018, n® 2.823.959,

Objetive da Pesquisa:

Idem ao parecer do CEPIAL de 15/08/2018, n® 2,823,950,

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Idem ao parecer do CEPIAL de 27/0%2018, n® 2,922 518,

Comentarics @ Consideragbes sobre a Pesquisa:

Idem ac parecer do CERIAL de 27/09%2018, n® 2,822,518,

Consideragbes sobre os Termos de apresentagiio obrigatéria:
Documentos apresentados e de acordo: idem ao parecer anterior do CEPIAL de 15/08/2018, n® 2.823.959,
parecer n® 2.922.518, de 27/09/2018 e parecer n® 3.035.055, de 23/M11/2018.
O TCLE foi revisto e esta de acordo.

Recomendagbes:
Nada a declarar,

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:
A pesquisadora atendeu satisfatoriamente a pendencia do parcer consubstanciado de 23 de

Enderego;  Av. Dr. Amalde 355 - 3" andar - Sala 80

Bairo: Cemueira César CEP: 01 248-902
UF: 5P Municiple: Sa0 PALLO
Telelone: (1120612858 Fae: {11)3085-3505 E-mail: cegalial s gov be

Pagra 01 de 0d
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INSTITUTO ADOLFO LUTZ/SES W me

Corfiruaciodo Pamoar 3 0583 163

novembro de 2018 em relagio ao texto do TCLE que foi revisto conforme o Manual de Orientagio do
COMEF, versdo 01, 2015.

Consideragdes Fimais a critério do CEP:

O protocole de pesquisa foi aprovado pelo colegiado do CEPIAL em reunifio ordindria de 13 de dezembro
de 2018 do ponto de vista ético a luz da Resolugio CNS 466/2012.

Em conformid ade com a Resolugio CNS 466 de 121 22012, o pesquisador responsavel deverd cumprir o
item transcrito integralmente a sequir,

IX - Do pesquisad or respon savel

XI1.1 - A rezponsabilidade do pesquisador & indelegavel e indedinavel e compreende 08 aspectos éticos e
legais.

X1.2 - Cabe ao pesquisador;

a) apreseniar o protocolo devidamente instruide ao CEP ou & COMEP, aguardando a decisio de aprovagio
&lica, antes de inicar a pesquisa;

b) elaborar o Termo de Consentimento Livre e Esclareddo;

c) desenvolver o projeto conforme delineado;
d) elaborar e apresentar os relatdnos parciais e final,
&) apresentar dados solicitados pelo CEF ou pela CONEF a qualquer momenta;
fi manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um
periodo de 5 anos apds o término da pesquisa,
q) encaminhar os resultados da pesquisa para publicagio, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e

h) justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, intemupgio do projete ou a néo publicagio
dos resultados.
Os relatdrios deverdo ser adicionados ao protocolo de pesquisa na Flataforma Brasil para analise do
CEPIAL a cada seis meses a partir do inicio da pesquisa,

Este parecer foi elaborado baseade nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Fostagem Autor Situagio
Informagfes Basicas| PE_INFORMACOES _BASICAS DO P | 051122018 Aceito
do Projeto ROJETO 1142214 pdf 09:39:43

Enderego:  Av. Dr. Amaldo 355 - 3° andar - Sala 90

Baimo: Cemueira Céaar CEP: 01 248-800
UF: 5P Municiple: SA0 PAULO
Telafone:  |[11)32068-2853 Fax: (11)3085-3505 E-mail:  cegial@ial s gew be

Pagira @ de 0
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ANEXO 3 - Protocolo Coleta Hortalicas

Coleta de Hortalicas

Selecionar um pé grande de alface crespa, aleatoriamente na cultura da
propriedade rural. Com luvas, coletar o pé de alface e coloca-lo em saco
plastico limpo, fechando a abertura com fita adesiva.

Concentracdo das Amostras de Hortalicas

1.

De cada amostra de alface serdo retiradas partes das folhas mais externas até
a pesagem de 30g

Em seguida, as folhas devem ser colocadas em sacos plasticos limpos e sem
uso prévio, adicionando-se as folhas 200 ml da solugéo de glicina 1M

Fechar bem o plastico e agita-lo manualmente por 3 minutos

ApOs agitacgéo, retirar as folhas do saco plastico com uma pinga, sacudindo-as
levemente para que a solucao de lavagem permaneca dentro do saco plastico.
Peneirar o liquido restante (amostra) em célice de sedimentacdo e deixar em
repouso por 2 horas com o calice tampado com papel toalha e fita adesiva
Apoés tempo de sedimentacédo, descartar o sobrenadante com auxilio de pipeta
Pasteur, deixando cerca de 10 ml do sedimento e transferi-lo para tubo de
centrifuga de 15 ml

Lavar o calice com 5 ml de agua destilada, e esta deve ser adicionada ao
mesmo tubo e centrifugado a 1.120xg (n° 3 na centrifuga do laboratorio de
guimica do IAL) por 5 minutos.

Em seguida, descartar sobrenadante novamente, deixando ao fim 2mL da
amostra.

Colocar sedimento final em tubo de eppendorf e congelar a -20°C até
realizacdo das analises moleculares, identificando os tubos com o nome da

propriedade rural, data de coleta, data de processamento da hortalica.

Referencia:
FRANCO, R. M. B. Controle de Qualidade: Metodologia de Detec¢do de Ovos de Helmintos em

Hortalicas (Parte 3). Mini-Curso Tedrico e Prético: Detecgdo de Ovos de Helmintos em Hortaligas.

Laboratorio de Protozoologia. Universidade Estadual de Campinas - Programa de P6s-Graduagdo em

Biologia Animal Instituto de Biologia. 2016. [Internet]. [citado em de janeiro de 2019]. Disponivel em:

https://mww2.ib.unicamp.br/branco/parasit/spp/Mini%20curso/3%20Mini-CursoControle%20de%20
Qualidade%20SPP%202016.pdf.
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ANEXO 4 - Protocolo de Coleta de Amostras da Maos

Coleta de Amostras das Maos

. Selecionar 1 produtor que possua contato direto no cultivo das hortalicas, para a

realizagéo da lavagem das méaos

. O pesquisador deve primeiramente mostrar ao participante como fazer esta lavagem

das maos, limpando unhas e dedos, juncdes entre os dedos, palma e dorso da méo.

Em seguida, o pesquisador deve segurar 0 saco plastico aberto embaixo das maos

do participante
Com as duas maos posicionadas sobre a abertura do plastico, um auxiliar deve
despejar aos poucos agua destilada sobre as maos do participante de forma que a

agua da lavagem caia dentro do plastico e até que se complete o volume de 200 ml.

Em seguida, fechar muito bem a abertura do saco plastico com fita adesiva.

Concentracdo das Amostras das Maos

Recolha o saco plastico contendo a amostra da caixa térmica e faga um corte pequeno

em umas das “pontas” inferiores do plastico

Em célice de sedimentacdo, despejar o conteudo da amostra e tampar a abertura do

célice com papel toalha e fita adesiva/elastico
Deixe a amostra em repouso no célice por até 24 horas.
. Apés tempo de sedimentagdo, descartar o sobrenadante com auxilio de pipeta

Pasteur, deixando cerca de 10 ml do sedimento e transferi-lo para tubo de centrifuga
de 15 ml.
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Lavar o calice com 5 ml de agua destilada, com auxilio de pipeta Pasteur e adicionar

o contetdo no mesmo tubo e centrifugar a 3.000 rpm por 5 minutos.

Em seguida, descartar sobrenadante novamente, deixando ao fim 2 ml.

Colocar sedimento final em tubo de eppendorf e congelar a -20°C até realizacdo das
analises moleculares, identificando os tubos com o nome da propriedade rural, data

de coleta, data de processamento da hortalica.

Referencia:

FRANCO, R. M. B. Controle de Qualidade: Metodologia de Detec¢do de Ovos de Helmintos em
Hortalicas (Parte 3). Mini-Curso Tedrico e Prético: Detecgcdo de Ovos de Helmintos em Hortaligas.
Laboratorio de Protozoologia. Universidade Estadual de Campinas - Programa de P6s-Graduagdo em
Biologia Animal Instituto de Biologia. 2016. [Internet]. [citado em de janeiro de 2019]. Disponivel em:
https://mww2.ib.unicamp.br/branco/parasit/spp/Mini%20curso/3%20Mini-CursoControle%20de%20
Qualidade%20SPP%202016.pdf.
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ANEXO 5 — Protocolo de Coleta de Amostras Fecais

Coleta de Amostras Fecais

1.
2.
3.

Entregar pote coletor para participante, esclarecendo suas duvidas.

O participante deve adicionar uma pequena quantidade da amostra no pote
Armazenar o pote coletor com a amostra em geladeira por periodo maximo de
24 horas.

Concentracdo das Amostras Fecais

1.

Primeiramente deve-se diluir toda a amostra de fezes recebidas (1 parte de
fezes p/ quase 10 partes de agua.)
Em copo descartavel colocar a amostra, adicionar 100 ml de agua destilada e
homogeneizar.
Coar a amostra em gaze (dobrada em 4) na abertura do calice de sedimentacao
Deixar sedimentando por 24h em bancada
Com pipeta Pasteur recolher 3ml do sedimento separando:

e 1 ml em microtubo 1,5 mL para leitura futura de microscopio 6ptico

adicionando formol. Armazenar sob congelamento.

e 2 ml para técnica de biologia molecular em microtubo sem formol.
Centrifugar os tubos de 2mL de biologia molecular por 3.000 rpm por 5 minutos
(pellet fecal) e armazenar no congelador.

No caso de visualizacdo em microscopio, corar as laminas uma gota de lugol.

Referencia:
FRANCO, R. M. B. Controle de Qualidade: Metodologia de Deteccdo de Ovos de Helmintos em

Hortalicas (Parte 3). Mini-Curso Tedrico e Pratico: Detecgdo de Ovos de Helmintos em Hortaligas.

Laboratorio de Protozoologia. Universidade Estadual de Campinas - Programa de Pds-Graduacao

em Biologia Animal Instituto de Biologia. 2016. [Internet]. [citado em de janeiro de 2019]. Disponivel

em:

https://mww2.ib.unicamp.br/branco/parasit/spp/Mini%20curso/3%20Mini-CursoControle%20

de%?20 Qualidade%20SPP%202016.pdf.
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ANEXO 6 — Protocolo de Concentragdo das Amostras de Agua

Métodos de concentracdo dos organismos

1. Monte o aparelho de filtracdo (Millipore) ligando-0 na bomba de presséo positiva e
colocando a membrana de ésteres mistos de celulose (47 mm de diametro, 3,0 um
de porosidade) (Milipore)

2. Filtre a amostra coletada até esgota-la trocando a membrana quando necessario
ou a cada 1 L da amostra filtrada.

3. A membrana deve ser retirada com o auxilio de uma pinca estéril.

4. Colocar a membrana em uma placa de Petri, estéril, adicionando um pequeno

volume de agua destilada para evitar o ressecamento

Métodos de eluicdo

1. ApoOs a filtracdo oocistos e cistos presentes nas amostras sdo recuperados da
membrana mediante extracdo mecanica (raspagem e lavagem da membrana).

2. Utilizando alcas plasticas raspar a superficie da membrana em todas as direcoes,
por 10 min, em um pequeno volume de agua destilada (<1,0 mL). Com pipeta
Pasteur, recolher o liquido e coloca-lo em um tubo cénico de centrifuga.

3. Com pequeno volume de agua destilada realize outra lavagem, com pipeta Pasteur
gerando um fluxo de liquido sobre a membrana, lavando toda a superficie. Recolher
liguido em tubo de centrifuga.

4. Repetir passos 2 e 3 até o liquido atingir cerca de 15 ml do tubo.

Métodos de centrifugo-concentracdo do material resultante da eluicdo/extracdo

mecéanica

1. Centrifugar o material eluido nos tubos a 3.000 rpm na centrifuga durante 10
minutos.
2. Usando a pipeta Pasteur retirar o sobrenadante evitando mexer com o sedimento.
3. Adicionar 3 mL de agua destilada ao tubo de centrifuga, ressuspendendo o
sedimento com a pipeta Pasteur.
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4. Lave a pipeta em 1 mL de &gua destilada, adicionando esse volume ao tubo.
Prossiga até o tubo alcancar um volume entre 15 mL.

5. Repetir passo 1.

6. Utilizando a pipeta Pasteur, aspire 0 sobrenadante até a marcacdo de 900
microlitos.

7. Leve o tubo ao vortex por 3 minutos e imediatamente transfira o sedimento final
para um microtubo de 2 mL, adicione 100 microlitros de agua destilada ao tubo de
centrifuga (vazio), vortexar por mais 3 minutos e transferir este volume de 100
microlitros ao microtubo, gerando o volume final de 1 mL.

8. Ao fim, identificar a amostra presente no microtubo com etiqueta.

Referencia:

Protocolo 1: Filtragdo em membrana para analise da presenca de protozoarios patogénicos em agua.
Laboratorio de Protozoologia, DBA. Instituto de Biologia, Unicamp — Protocolos Laboratoriais.
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ANEXO 7 - Protocolo de Pesquisa de Coliformes Totais e E. coli em Agua de
Irrigagéo

e Ligar UV do fluxo por 20 min

e |dentificar os frascos com uma etiqueta contendo o nome da propriedade e
data de coleta

e Despejar 100 ml da amostra de dgua do frasco coletor para um novo frasco
com tampa.

e Adicionar o indicador do kit dentro do frasco

e Homogeneizar até que o po dissolva totalmente na amostra

e Incubar os frascos de 35° por 24 h.

e ApOs 24h, ler os frascos em luz UV conforme orientacéo do fabricante.

Referencias:
IDEXX  Laboratories. Colilert. [Internet]. [citado 2019 Abr 30]. Disponivel em
https://mwww.idexx.com.br/files/colilert-procedure-en.pdf
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ANEXO 8 - Protocolo de Extracdo de DNA

Pesquisa de Giardia spp. Cryptosporidium spp, Cyclospora cayetanensis, Toxoplasma

gondii e Taenia spp. em amostras de agua, hortalicas, lavado das maos e fezes
utilizando kit de extracao QlAmp Fast DNA Stool Mini Kit (QlAagen).

1. Pipetar 220uL da amostra concentrada anteriormente em tubos de 2 ml

(homogeneizar antes

2. Dentro da capela adicionar no tubo de amostra 1ml de Inhibitex Buffer e vortexar
por 1 minuto até completa homogeneizacao
Obs: o tampé&o inhibitex pode precipitar, € importante aquece-lo e homogeneiza-lo.

3. Aquecer a suspensao por 5 minutos a 95°C. Vortexar por 15 segundos
Obs: Para melhor ruptura dos cistos e oocistos pode ser feito ruptura mecanica por
choque térmico com nitrogénio liquido, congelando e descongelando a 95°C por 5 min

em banho seco (repetir 5 vezes).

4.Centrifugar por 2 min (14.000 rpm)

5. Em novo tubo de 1,5 ml, pipetar 25ul de Proteinase K e acrescentar 600ul do

sobrenadante.

6. Acrescentar 600 ul do tampéo AL, no mesmo tubo e vortexar por 15 seg.
Obs: Nao adicionar a proteinase K diretamente no tampdo AL. Amostra e o tampéo

AL devem estar misturados para formar uma solu¢cdo homogénea.

7. Incubar a 70°C sob agitacdo em overnight.

8.Adicionar, no mesmo tubo, 600 pl de etanol (96% - 100%) e vortexar.

9. Transferir 600 ul da suspenséo para a coluna e centrifugar por 1 min (14.000 rpm).

Transferir a coluna para um novo tubo 2 ml (kit) e adicionar mais 600 pl da suspensao

e centrifugar por 1 min (14.000 rpm). Repetir até esgotar a amostra.
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10. Adicionar a coluna 500 pl do tampéo de lavagem AW1 e centrifugar por 1 min
(14.000 rpm). Descartar tubo de 2ml (kit) com o filtrado e substitui-lo por outro limpo.

11. Adicionar a coluna 500 pl do tampéo de lavagem AW?2 e centrifugar por 3 min
(14.000 rpm). Descartar o tubo de 2 ml (kit) com o filtrado e substitui-lo por outro tubo
de 1,5 ml (n&o fornecido do kit).

12. Centrifugar a coluna por mais de 3 min (14.000 rpm) para retirar o excesso do
tampao AW?2.

13. Transferir a coluna para um novo tubo de 1,5 ml e adicionar 200 pul do tampéao de
eluicdo ATE. Incubar por 1min em t° ambiente e centrifugar por 1 min (14.000 rpm).
Retirar a coluna e guardar o DNA (conteudo centrifugado) em geladeira (4°C a 20°C)
por 24h.

Referencia:
QIAGEN. QlAamp® Fast DNA Stool Mini Kit. Quick-Start Protocol. 2017.
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ANEXO 9 - Protocolo de Purificagao

Protocolo utilizado para purificacdo das amostras para seqguenciamento genético de

acordo com as orientacdes do Kit GF x™ PCR-DNA and Gel Band Purification.

Pesar o microtubo de 1,5mL vazio e anotar.

Com o auxilio de um bisturi estéril, recortar a banda do gel.

Inserir a banda do gel e realizar nova pesagem.

Subtrair os valores de peso antes da colocacao do gel (microtubo vazio) e apés
colocacao do gel (microtubo cheio).

Para cada 10mg de gel, adicionou-se 10uL de tamp&o de captura (Tipo 2) para
a desnaturacao e solubilizagéo.

Homogeneizar em agitador por 1 minuto e por inversao durante 15 segundos.
Esse passo foi repetido trés vezes.

Inserir a coluna dentro do tubo coletor e incubar durante 10 minutos a 60°C em
banho seco para dissolver a agarose.

Centrifugar a 8.000 rpm por 30 segundos.

Transferir todo o conteudo (tampé&o de captura acrescido da amostra) para a
coluna juntamente ao tubo coletor e incubar a temperatura ambiente por 1
minuto.

Em seguida, centrifugar a 12.000 rpm durante 30 segundos.

Descartar o liquido do tubo coletor e retornar a coluna para dentro dele.
Adicionar 500uL de tampé&o de lavagem (Tipo 1) a coluna que estava dentro do
tubo coletor.

Centrifugar a 12.000 rpm por 30 segundos.

Descartar o tubo coletor juntamente com o liquido que estava em seu interior e
transferir a coluna para um microtubo de 1,5mL.

Adicionar 50uL de Tampao de Eluicdo (Tipo 6) e incubar a temperatura
ambiente durante 1 minuto.

Em seguida, centrifugar a 12.000 rpm durante 1 minuto para recuperacdo do
DNA purificado.

Estocar em freezer a -20 °C.

Referencia:
GE Healthcare. illustra GF x™ PCR-DNA and Gel Band Purification. Protocol. 2017
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