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RESUMO 

A produção de alimentos orgânicos está associada a um modelo de desenvolvimento 
sustentável. As doenças transmitidas por alimentos (DTA) representam um importante 
problema de saúde pública. Observa-se escassez de dados acerca da contaminação por parasitos 
em hortaliças provenientes de cultivo orgânico e, são ainda mais escassos dados acerca da 
contaminação e caracterização molecular de protozoários patogênicos em vegetais prontos para 
o consumo.  O principal objetivo desse estudo foi realizar o monitoramento da contaminação 
por helmintos, protozoários patogênicos e bactérias indicadoras de contaminação fecal (BICF) 
em diferentes etapas da cadeia produtiva de hortaliças orgânicas e, em vegetais minimamente 
processados em Curitiba/PR. Três grupos foram eleitos para a análise de patógenos e BICF: 
Grupo I – água de irrigação de hortaliças cultivadas em Rio Branco do Sul/PR, em três 
diferentes pontos amostrais e, em água de lavagem dos vegetais (ALV) (Cryptosporidium spp., 
Giardia spp., helmintos, Escherichia coli e Enterococcus sp.), Grupo II -  alfaces de feiras-livres 
de orgânicos da capital, oriundas da mesma região produtora (helmintos e outros protozoários 
intestinais) e, Grupo III -  hortaliças minimamente processadas de dois produtores analisadas 
em forma de pool (n=10 amostras/pool) (protozoários, helmintos e BICF).   O isolamento de 
oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia em amostras hídricas foi realizado pela técnica 
de filtração em membranas seguido de Reação de Imunofluorescência Direta (RID) e, BICF 
pelo método de substrato cromogênico - Colilert® e Enterolert®. A contaminação por parasitos 
em hortaliças de feiras livres e prontas para o consumo foi realizada através da lavagem das 
folhas com glicina (1M), seguida de centrifugação para obtenção de sedimentos, sendo estes 
analisados por microscopia óptica e RID, respectivamente. Em adição, para o Grupo III a 
contaminação por Giardia duodenalis também foi aferida mediante amplificação de quatro 
marcadores moleculares por Nested-PCR. A contaminação por pelo menos um dos 
protozoários foi identificada em 40% das amostras de ALV, assim como a presença de cistos 
de Balantioides coli, em igual proporção. BICF foram detectadas em todas as amostras do 
Grupo I, sendo as maiores concentrações de contaminação evidenciadas para Enterococcus sp.   
Para o Grupo II, 16,3% das amostras apresentaram contaminação por parasitos, sendo a maior 
prevalência detectada para cistos de Balantioides coli, seguida da contaminação por ovos da 
família Ancylostomatidae, Ascaris spp., Trichuris sp., e Hymenolepis nana em igual proporção. 
A contaminação por Giardia foi evidenciada em 25% dos pool de amostras do Grupo III de 
ambos os produtores, por técnicas imunológicas ou moleculares, sendo as maiores taxas de 
contaminação evidenciadas para o produtor I. Giardia duodenalis foi identificada em ambos os 
produtores de hortaliças prontas para o consumo e o grupo genético B, identificado em dois 
pool de amostras do produtor I.  Este é o primeiro relato da contaminação por G. duodenalis 
pertencente a um grupo genético com potencial infectante para seres humanos em hortaliças 
prontas para o consumo no Brasil. Reitera-se a relevância do monitoramento de diferentes 
pontos críticos da cadeia produtiva, visando a minimização da ocorrência de DTA e seus 
impactos em saúde pública. 

Palavras-Chaves: Água para Irrigação; Caracterização Molecular; Cryptosporidium; Giardia 
duodenalis; Helmintos; Hortaliças Minimamente Processadas; Vegetais Orgânicos.  

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

The production of organic food is associated with a sustainable development model. Foodborne 
diseases represent an important public health problem. There is a lack of contamination data of 
parasites in vegetables from organic cultivation, and data concerning the contamination and 
molecular characterization of pathogenic protozoa in Ready-to-Eat (RTE) salads, are even 
scarcer or inexistent. The main goal of the present study was to perform the monitoring of 
helminths, pathogenic protozoa, and fecal indicator bacteria (FIB) in different stages related 
with the food chain of organic vegetables, and in RTE salads in Curitiba/PR. For this, three 
groups were elected for the analysis of pathogens and FIB: Group I – irrigation water of 
vegetables from organic farming in the city of Rio Branco do Sul/PR, from three different 
sampling sites and, in washing vegetables water (WVW) (Cryptosporidium spp., Giardia spp., 
helminths, Escherichia coli and Enterococcus sp.), Group II - lettuce from organic open fairs 
in the capital, from the same cultivation region (helminths and other intestinal protozoa) and, 
Group III – RTE pooled packages from two producers (n=10 samples/pool) (protozoa, 
helminths and FIB). The isolation of Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts from water 
samples was performed by the membrane filtration technique followed by Direct 
Immunofluorescence assay (IFA) and FIB by the chromogenic substrate method Colilert® and 
Enterolert®. The contamination by parasites in vegetables from open markets and RTE 
vegetables was carried out by washing the leaves with glycine (1M) followed by centrifugation 
to obtain pellets, which were analyzed by optical microscopy and IFA, respectively. Moreover, 
the contamination by Giardia duodenalis was also measured by amplification of four molecular 
markers by Nested-PCR. Contamination by at least one of the protozoa was identified in 40% 
of the WVW samples, as well as the presence of Balantioides coli cysts, in equal proportion. 
FIB were detected in all samples of Group I, with the highest concentrations of contamination 
being evidenced for Enterococcus sp. For Group II, 16.3% of the samples exhibited 
contamination by parasites, with the highest prevalence rate detected for Balantioides coli 
cysts, followed by the contamination of eggs of Ancylostomatidae family, Ascaris spp., 
Trichuris sp., and Hymenolepis nana on the same proportion. Contamination by Giardia was 
detected in 25% of the RTE pooled samples from both producers by immunological or 
molecular techniques, with the highest rates of contamination evidenced for producer I. Giardia 
duodenalis was identified in both producers of RTE vegetables, being the genetic group B 
identified in two pools of samples from the producer I. This is the first report of contamination 
by Giardia duodenalis belonging to a genetic group with infective potential for humans in RTE 
vegetables in Brazil. The results highlights the importance of monitoring different critical 
points in the vegetables production chain, aiming to minimize the occurrence of foodborne 
diseases and their impacts on public health. 
 
Keywords: Helminths, Irrigation Water; Molecular Characterization; Organic vegetables; 
Protozoa; Ready-to-Eat. 
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1. INTRODUÇÃO 

A produção de alimentos orgânicos está associada a um modelo de desenvolvimento 

sustentável, impulsionando uma crescente demanda por estes produtos em todo o mundo 

(Hurtado-Barroso et al., 2017).  O cultivo deste tipo de alimento também é atualmente 

estimulado em detrimento ao cultivo convencional em sistemas alimentares e o agronegócio. 

Este último, comumente está associado à utilização de pesticidas ou agrotóxicos, também 

denominados de defensivos agrícolas, cuja exposição contínua em hortaliças tem sido 

correlacionada ao aparecimento de diversas patologias, incluindo alguns tipos de cânceres, 

distúrbios hormonais, respiratórios e alérgicos (Van Maele-Fabry et al., 2011; Jabionska-

Trypuc et al., 2017; Kim et al., 2017). 

A produção local de alimentos orgânicos nos países da América do Norte e Europa não 

possui capacidade para atender a demanda interna por produtos tropicais e contra sazonais, 

gerando uma crescente dependência por importações de países em desenvolvimento (Reganold 

et al., 2016). 

As doenças transmitidas por alimentos (DTA) constituem um problema global de saúde 

pública, gerando impactos negativos nos sistemas públicos de saúde, nos meios de subsistência 

de grandes grupos populacionais e no comércio internacional de alimentos - como a diminuição 

do valor de mercado dos produtos - particularmente em zonas rurais produtoras (FAO, 2014; 

Faour-Klingbeil e Todd., 2019).  

Estas doenças são responsáveis por grande parte dos surtos de gastroenterite em todo o 

mundo, sendo as bactérias, vírus e parasitos os principais agentes etiológicos incriminados, 

acometendo cerca de 600 milhões de pessoas por ano - aproximadamente um a cada 10 

indivíduos (WHO, 2015, Faour-Klingbeil e Todd, 2019). Mundialmente, as doenças 
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parasitárias infectam 407 milhões de pessoas por ano, destes, 22% (91,1 milhões de casos) e 

aproximadamente 52 mil óbitos anuais, são ocasionados por parasitos transmitidos por 

alimentos (Torgerson et al., 2015, Chalmers et al., 2020).  

As infecções parasitárias de origem alimentar são consideradas negligenciadas no 

contexto das doenças transmitidas por alimentos (DTA) quando comparadas às infecções virais 

e bacterianas (Robertson, 2018, FAO, 2020, Giessen et al., 2021).   

Um conjunto de fatores está associado à subnotificação de casos e/ou dificuldades na 

investigação e determinação de agentes etiológicos de doenças parasitárias envolvidos em 

surtos, entre eles: os complexos ciclos biológicos dos parasitos, bem como o caráter zoonótico 

e/ou antroponótico e sua ampla distribuição (Robertson, 2018; Ryan et al.., 2019).   Além disso, 

as parasitoses frequentemente exibem longos períodos de incubação - com desenvolvimento 

de sintomatologia branda e inespecífica - dificultando o diagnóstico e intervenção clínica, 

favorecendo a manutenção da infecção em portadores assintomáticos e a perpetuação da 

contaminação ambiental, hídrica e alimentar (Xiao et al., 2018, Sakkas et al., 2020, Teimouri 

et al., 2021). 

Os métodos envolvidos em investigações de surtos de DTA são tradicionalmente 

baseados na coleta de amostras e cultivo microbiano, em contraponto, para parasitos, encontra-

se pequenas quantidades de formas infectantes (ovos, cistos e oocistos) em amostras 

ambientais, bem como baixa concentração de material genético - visto que diferentemente de 

bactérias, não se multiplicam em amostras alimentares (Chavez-Ruvalcaba, 2021).  

Diante deste cenário, para o monitoramento ou detecção de parasitos em alimentos, 

muitas vezes se faz necessário o emprego de tecnologias que apresentam maior sensibilidade e 

acurácia de detecção, como as ferramentas imunológicas associadas a ferramentas moleculares, 
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de alto custo, e não preconizadas nas rotinas laboratoriais de grande parte dos órgãos de 

vigilância sanitária e epidemiológica (BRASIL 2010, Ryan et al., 2019).   

A transmissão de helmintos e protozoários parasitos por veiculação hídrica e alimentar 

apresenta relevância, sendo a transmissibilidade favorecida por razões tais como: ovos, cistos 

e oocistos de parasitos intestinais exibem marcada resistência e sobrevivência no ambiente, 

devido à presença de parede cística robusta e / ou diversas membranas formadas de quitinas e 

outros constituintes que atuam como uma barreira a um grande conjunto de estressores físico-

químicos (Dumétre et al., 2011; Sadowska et al., 2019). Em adição, esses estádios parasitários 

são resistentes a processos de desinfecção comumente empregados para potabilizar a água, 

como a cloração e o uso de hipoclorito de sódio como sanitizante em hortaliças (Dumétre et 

al., 2011; Fallah et al., 2012;).  

Entretanto, apesar do número de relatos da contaminação em diferentes matrizes 

alimentares ser considerado emergente, ainda se observa subnotificação de surtos associados a 

parasitos pela via alimentar, visto que não são contemplados como agentes infecciosos de 

notificação obrigatória no Brasil e em muitos países do mundo (Brasil, 2010; Ahmed e Karanis, 

2018; Ryan et al., 2019).  

Alguns estudos demonstraram que a principal fonte de contaminação de alimentos 

frescos, como frutas e vegetais, consiste na utilização da água de irrigação contaminada 

(Giangaspero et al., 2015; Troldborg et al, 2017; Moreno et al., 2018).  A contaminação por 

parasitos em hortaliças pode estar intimamente relacionada a outros pontos críticos de controle 

empregados em diferentes etapas da cadeia produtiva, como colheita, manipulação, transporte, 

preparação e /ou durante o processamento industrial (Duedu et al., 2014; Mohamed et al., 2016; 

Javanmard et al., 2018). 



 
 

17 
 

O estilo de vida contemporâneo aliado ao aumento da participação das mulheres no 

mercado de trabalho vem induzindo mudanças no perfil do consumidor, que busca por maior 

praticidade. Estes fatores contribuem para o crescente aumento na demanda por alimentos 

prontos para o consumo, especialmente os vegetais frescos minimamente processados 

(Giangaspero et al., 2015; Caradonna et al., 2017.) 

A ocorrência de parasitos em vegetais, especialmente alface de cultivo convencional, é 

amplamente reportada na literatura, contudo, observa-se escassez de dados acerca da 

contaminação por parasitos em hortaliças provenientes de cultivo orgânico e, são ainda mais 

escassos ou inexistentes, dados acerca da contaminação e caracterização molecular de 

protozoários patogênicos como Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp., em vegetais 

minimamente processados destinados ao consumo humano no mundo (Dixon et al., 2013; Ryan 

et al., 2019).  

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Histórico do uso de agrotóxicos e a agricultura orgânica: implicações em saúde 

pública. 

 

A chamada Revolução Verde iniciada nos Estados Unidos entre as décadas de 1950 e 

1960 foi promovida com o desígnio de acompanhar o crescimento populacional e o 

consequente aumento na demanda por alimentos. Os anos pós-revolução foram marcados pela 

introdução de inovações tecnológicas na agricultura, extensivamente baseadas no uso de 

agentes químicos, como os pesticidas e agrotóxicos (Pimentel, 1996, Pingali, 2012, 

Karunarathne et al., 2019). 

O sistema agroalimentar convencional empregado mundialmente nas últimas décadas 

tem favorecido substancialmente os efeitos de degradação ambiental, como o aumento do 
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suprimento de nitrogênio reativo, eutrofização de solo, deterioração de corpos hídricos e perdas 

na biodiversidade nativa (Popp et al., 2013, Karunarathne et al., 2019).  Cenário este, que 

representa o grande desafio do século: conter os impactos ambientais negativos associados ao 

sistema agronômico, garantindo quantidade e qualidade suficientes para atender a demanda e 

assegurar os aspectos de segurança alimentar e segurança dos alimentos (FAO, 2013, Mueller 

et al., 2017).  

No Brasil, a Revolução Verde se iniciou na década de 1960, adquirindo maior 

expressividade na década de 70, quando foi fortemente incentivada pela criação do Programa 

Nacional de Defensivos Agrícolas (PNDA), que condicionava a concessão e ampliação de 

créditos agrícolas ao uso de agroquímicos. O incentivo estatal e os subsídios contribuíram para 

a ampliação do uso de substâncias sintéticas, antes utilizadas apenas por grandes latifundiários, 

para pequenos agricultores familiares (Lopes e Albuquerque, 2018). 

O mercado de agroquímicos obteve expressiva expansão na última década no Brasil, 

sendo este elencado em primeiro lugar no ranking mundial de consumo de agrotóxicos desde 

o ano de 2008. A região Sul consome aproximadamente 30% da quantidade total de agrotóxicos 

utilizada no país: o estado do Paraná se sobressai com uma média de 12 kg por hectare/ano, 

diante da média nacional de 4 kg/hectare/ano, considerada elevada (Neves e Bellini, 2013, 

Lopes e Albuquerque, 2018).  

O movimento acerca da agricultura orgânica iniciou-se nos países europeus em meados 

da década de 1920, e segundo a Organização das Nações Unidas para Agricultura e 

Alimentação (FAO), este tipo de cultivo consiste em um sistema de produção holística para a 

melhoria da saúde do agro ecossistema, com proteção à biodiversidade e respeito à atividade 

biológica do solo (FAO, WHO, 1999; Lotter, 2003, Brantsæter et al., 2017). 

De acordo com relatório publicado pelo Instituto de Pesquisa em Agricultura 

Orgânica (FiBL) e pela Federação Internacional de Movimentos de Agricultura Orgânica 
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(IFOAM) houve um aumento de 14,7% na extensão de terras destinadas ao cultivo de alimentos 

orgânicos até o ano de 2015 no mundo (Willer e Lernoud, 2017). Dentre os países com as 

maiores áreas certificadas para a produção de alimentos orgânicos, estão territórios da Ásia, 

África e América Latina (Codex Alimentarius FAO / OMS, 1999, IAASTD, 2009, Reganold 

et al., 2016, Willer e Lernoud, 2019).  

O mercado de orgânicos compõe uma série de gêneros alimentícios, como frutas e 

hortaliças in natura, cereais, produtos de origem animal e produtos minimamente processados. 

Esse nicho movimentou aproximadamente US$ 97 bilhões na última década, um número quase 

cinco vezes maior do que o gerado no período entre 1999 e 2013 (Willer e Lernoud, 2019). 

O crescimento exponencial do mercado de orgânicos associado à transição no perfil do 

consumidorimplicam em grandes desafios aos setores públicos, com vistas ao fortalecimento e 

a construção de políticas públicas direcionadas a toda a cadeia produtiva (Kriwy e Mecking., 

2011, Wang et al., 2020). 

 

2.2 Segurança dos alimentos: legislações para garantia da qualidade da água de irrigação 

e de vegetais destinados ao consumo humano no Brasil.  

 

Os indicadores bacteriológicos de contaminação fecal (IBCF) são considerados os 

principais parâmetros de limites que separam unidades amostrais em qualidade aceitável ou 

inaceitável dentro de todos os setores da cadeia produtiva de alimentos no Brasil destinados ao 

consumo humano (BRASIL, 2019).  

Dentre as bactérias Gram-negativas, Escherichia coli está entre as mais estudadas em 

todo o mundo, classificada como membro da família Enterobacteriaceae na classe 

Gammaproteobacteria, sendo usualmente utilizada como um dos principais indicadores de 

contaminação fecal em diferentes amostras, inclusive alimentares (Jang et al., 2017).  
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Ressalta-se a importância do entendimento da ecologia e epidemiologia ambiental desta 

bactéria, visto que apresenta expressiva sobrevivência fora do trato gastrointestinal, podendo 

reproduzir-se rapidamente no ambiente, especialmente em regiões de clima tropical e 

subtropical (Ishii e Sadowsky, 2008).  

Enterococcus sp. são bactérias gram-positivas encontradas no trato gastrointestinal de 

mamíferos homeotérmicos, podendo ser utilizada como parâmetro complementar de qualidade 

sanitária de amostras ambientais por indicar contaminação por esgoto ou fezes (humana ou 

animal). Este grupo é reconhecido por sua ampla característica de resistência a fatores 

ambientais, auxiliando na elucidação da contaminação fecal em amostras ambientais (Soller et 

al., 2010).   

Entre as normas regulatórias vigentes para avaliação da segurança de hortaliças para o 

consumo humano no Brasil, os componentes dos critérios microbiológicos de alimentos 

consideram a ausência ou presença de um dado microrganismo, incluindo parasitos, bem como, 

a quantidade de toxinas bacterianas e/ou de seus metabólitos secundários a depender da matriz 

alimentar (Codex Alimentarius, 2006, Hoang et al., 2018, BRASIL, 2014, 2019).  

No Brasil, em dezembro de 2020 passou a vigorar a resolução n° 331 da Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), publicada em 23 de dezembro de 2019 (BRASIL, 

2019), que estabelece os padrões microbiológicos de alimentos e seus parâmetros acerca dos 

processos de produção, transporte, armazenamento, distribuição e comercialização, revogando 

a antiga RDC n°12 (BRASIL, 2001), que estabelecia os parâmetros microbiológicos dos 

alimentos destinados ao consumo humano.  

Associada a nova resolução vigente, a instrução normativa (IN) n° 60 / 2019 estabelece 

as listas de padrões microbiológicos para alimentos, definindo os critérios de aceitabilidade de 

um lote (BRASIL, 2019) e institui: para hortaliças, raízes, tubérculos, fungos comestíveis e 
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derivados in natura (inteiros, selecionados ou não) devem apresentar ausência de Salmonella 

sp. em 25g do produto, e perfil microbiológico de no máximo 10³ para Escherichia coli/g.  

Para os alimentos prontos para o consumo da mesma categoria (inteiros, descascados 

ou fracionados), sanificados, branqueados, refrigerados ou congelados - que não necessitam de 

tratamento térmico efetivo previamente ao consumo - devem apresentar os mesmos parâmetros 

para Salmonella sp. e perfil microbiológico de no máximo 10² para Escherichia coli/g 

(BRASIL, 2019). 

Do ponto de vista técnico, produtos minimamente processados, podem ser definidos 

como qualquer fruta ou hortaliça, que tenha sido fisicamente alterada, mas que permaneça em 

estado fresco, ou seja, alimentos in natura que passam por etapas de transformação (sanitizar, 

selecionar, cortar, ralar, picar). A ideia central é assegurar ao consumidor a conveniência, 

praticidade, e segurança do alimento sem perda de qualidade nutricional (Santos et al., 2010). 

Ademais, a RDC n°14/2014 da ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) 

que dispõe sobre matérias estranhas macroscópicas e microscópicas em alimentos e bebidas, 

seus limites de tolerância e dá outras providências, define que matérias estranhas indicativas 

de riscos à saúde humana são aquelas detectadas macroscopicamente e/ou microscopicamente, 

capazes de veicular possíveis patógenos para os alimentos e/ou de causar danos ao consumidor.  

Estabelece ainda, que os alimentos destinados ao consumo humano, devem apresentar ausência 

de parasitos, helmintos e protozoários, em qualquer fase de desenvolvimento (BRASIL, 2014).  

A mesma resolução define ainda, que alimentos deteriorados são aqueles que 

apresentam alterações das características sensoriais, físicas ou químicas, em decorrência da 

ação de microrganismos e/ou por reações químicas e/ou alterações físicas, sendo consideradas 

em desacordo com a norma vigente (BRASIL, 2014). 

No que se refere a água de irrigação na etapa de cultivo de vegetais, a resolução n° 

357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) determina que a irrigação de 
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hortaliças que são ingeridas cruas, sem remoção de película, deve ser realizada com águas de 

classe I e II.  

Para este fim, os padrões microbiológicos não devem ultrapassar 200 coliformes 

termotolerantes por 100 mL para águas de classe I e 1.000 coliformes termotolerantes por 100 

mL para águas de classe II.   

A detecção e enumeração bacteriológica em ambas as classes deverá alcançar os 

parâmetros estabelecidos em no mínimo 80% ou mais de um número amostral mínimo igual a 

seis amostras coletadas em um período de um ano com frequência bimestral, para garantia da 

qualidade microbiológica da água destinada à irrigação de hortaliças.  

Além disso, no ano de 2016 foi publicada a ISO n° 18744 que estabelece um padrão 

internacional para detecção e enumeração de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia 

em vegetais verdes folhosos frescos e frutos de baga.  Esta norma concebe a detecção das 

formas infectantes dos protozoários através da utilização de técnicas de concentração, 

purificação e visualização dos protozoários mediante emprego de anticorpos monoclonais 

conjugados com fluorocromo por reação de imunofluorescência direta (ISO 18744, 2016).   

Ressalta-se, no entanto, que o método preconizado pela ISO, não contempla análises 

moleculares para determinação de espécies, genótipos ou grupos genéticos potencialmente 

patogênicas a seres humanos (ISO 18744, 2016). 

 

2.3 Impacto das doenças transmitidas por alimentos: cooperações globais de controle.  

 

As doenças transmitidas por alimentos (DTA) são responsáveis por 33 milhões de 

DALYs (Disability Adjusted Life Years) a cada ano, número este, semelhante ao das três 

grandes doenças infecciosas listadas como prioritárias pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) - HIV / AIDS, malária e tuberculose (WHO, 2015). 
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De acordo com relatório do Banco Mundial realizado em 2018, o custo total de perdas 

econômicas ocasionadas pelos impactos das DTA nos países em desenvolvimento é estimado 

em aproximadamente US $ 95,2 bilhões por ano, e o tratamento destas enfermidades, onera 

para os sistemas públicos de saúde destes países, um total anual de U$ 15 milhões (IBRD-IDA, 

2018). 

O planejamento proposto pela OPAS (Organização Pan-americana da Saúde) em 

consonância com a OMS se baseia em seis linhas estratégicas, as quais buscam combater o 

impacto global das doenças tropicais negligenciadas, entre elas as parasitoses, para o período 

de 2016-2022: 1 - fortalecer a vigilância, o diagnóstico e o manejo dos casos clínicos das DIN 

(doenças infecciosas negligenciadas); 2 - fortalecer a quimioterapia preventiva e aumentar o 

acesso à assistência básica de saúde voltada às DIN; 3 - fortalecer o manejo integrado de 

vetores; 4 - fortalecer a prevenção das zoonoses negligenciadas específicas por meio de um 

enfoque em saúde única; 5 - adotar abordagens intersetoriais visando reduzir o risco de 

transmissão das DIN por meio do acesso à água potável, saneamento básico, higiene e melhores 

condições de habitação; e 6 -  incorporar abordagens inovadoras apoiadas por pesquisas e 

implementações científicas para eliminar a transmissão destas doenças (PAHO, 2016). 

Além dos impactos em saúde pública, a escassez de dados epidemiológicos representa 

o grande obstáculo para a alocação de recursos direcionados a políticas públicas de segurança 

dos alimentos, especialmente no que se refere aos parasitos transmitidos por essa via (Dixon et 

al., 2013; Ortega-Pierres et al., 2018).  

Além disso, com o intuito de dimensionar os reais impactos em saúde pública, fornecer 

dados acerca das doenças de origem alimentar e contribuir para o fortalecimento na condução 

de medidas de intervenção de controle pelos países, o mesmo departamento, elaborou uma 

iniciativa para estimar a carga global de doenças transmitidas por alimentos (WHO, 2015). 
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Em 2019, a Conferência Internacional de Segurança Alimentar reforçou o 

protagonismo da segurança dos alimentos para o cumprimento dos Objetivos de 

Desenvolvimento Sustentável, e reiterou o papel dos governos para a inclusão da problemática 

nas agendas governamentais como prioridade em saúde pública, dado o papel central dos 

órgãos públicos e fiscalizadores nas regulamentações nacionais e internacionais de diferentes 

tipos de alimentos (FAO/WHO/AU, 2019). 

A Conferência também ressaltou a importância do desenvolvimento de sistemas 

eficazes para a gestão dos riscos nas cadeias produtivas, tendo em vista a garantia da inocuidade 

dos alimentos destinados ao consumo humano em escala global.  

A garantia da segurança dos alimentos representa um dos maiores desafios globais, 

visto que surtos de origem alimentar podem ocasionar grandes contingências sanitárias 

internacionais, em virtude da crescente industrialização e intensificação do comércio 

internacional de alimentos (WHO, 2020).  

2.3.1 Ocorrência de parasitos como contaminantes de hortaliças no mundo.  

De acordo com a OMS, práticas inadequadas na manipulação de alimentos, consumo 

de alimentos crus (como frutas e vegetais), ausência ou condições precárias de saneamento 

básico, além da escassez de recursos hídricos potáveis são os principais fatores que contribuem 

para a elevada carga de doenças parasitárias nos países em desenvolvimento (OMS, 2019).   

Um grupo de especialistas reunidos pela Organização das Nações Unidas para 

Alimentação e Agricultura (FAO) e pela OMS, desenvolveu em 2012 um ranking para deliberar 

o impacto global dos principais parasitos transmitidos por alimentos, de acordo com a carga 

global da doença, distribuição geográfica, morbidade associada, número de casos fatais, 

relevância e emergência, além de impactos econômicos em populações socialmente 

vulneráveis (FAO/WHO 2014).  
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Dentre os parasitos elencados associados a produtos frescos como os vegetais e de 

maior risco à saúde humana, os helmintos aparecem nas primeiras posições: 1º Taenia solium, 

2º e 3º Echinococcus granulosus e E. multilocularis e, relevância para Ascaris spp., e Trichuris 

trichiura, na nona e 15ª posição respectivamente. Dentre os protozoários, Toxoplasma gondii, 

Cryptosporidium spp., Entamoeba histolytica, Giardia duodenalis, Cyclospora cayetanensis e 

Balantidium coli (atualmente Balantiodes coli) são mencionados como os mais relevantes 

(FAO/WHO 2014).  

Ressalta-se que a Organização Pan-americana de Saúde (OPAS) e a OMS destacam que 

nos países em desenvolvimento e emergentes, incluindo o Brasil, os helmintos transmitidos 

pelo solo (HTS) e por alimentos contaminados - em especial Ascaris lumbricoides e Trichuris 

trichiura - ainda apresentam ampla disseminação e agravos em saúde (PAHO, 2016).   A 

contaminação natural por diversas espécies de helmintos e protozoários intestinais em 

hortaliças vem sendo reportada no Brasil e em diversos países do mundo, no entanto, observa-

se escassez de estudos relacionados a pesquisa de parasitos em vegetais orgânicos e 

minimamente processados (Tabela 1).   
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Apesar da contaminação de vegetais frescos, especialmente de cultivo convencional ser 

amplamente pesquisada e reconhecida como uma das principais vias para aquisição de 

helmintoses intestinais em todo o mundo (Tabela 1) ainda não existe um método ou ISO para 

detecção de ovos padronizado.  

Na maioria dos estudos conduzidos em países em desenvolvimento, a pesquisa de cistos 

e ovos principalmente, é realizada por metodologias adaptadas da rotina clínica para a pesquisa 

de parasitos em amostras fecais humanas e / ou de animais, com etapas que envolvem a 

sedimentação e / ou flutuação (Abougrain et al., 2010; Mohamed et al., 2016; Punsawad et al, 

2019).  

Além disso, colorações específicas como Ziehl Neelsen modificado, utilizado para 

diferenciação e isolamento de protozoários, com característica álcool ácido resistente, 

restringem a acurácia para confirmação de contaminação (Eraky e al., 2014; Asadpour et al., 

2016).  Por conseguinte, o desenvolvimento de métodos que apresentem boa sensibilidade para 

detecção de parasitos emerge como importante ferramenta para avaliação da qualidade sanitária 

de vegetais destinados ao consumo humano (Bowman, 2021; Pineda et al., 2021). 

De acordo com a Organização Mundial das Nações Unidas (ONU), estima-se que ao 

menos 50 países utilizem rotineiramente águas residuais ou não tratadas para a irrigação em 

fazendas produtoras de hortifrutícolas. A ONU tem direcionado diversos esforços que visam 

melhorar a qualidade química e microbiológica das águas residuais e para fins de irrigação, 

sendo uma das metas que compõe parte da agenda dos objetivos: Água e Desenvolvimento 

Sustentável (ONU 2015).  

Outro aspecto atual e de preocupação global, consiste na qualidade da água utilizada 

para irrigação por indústrias e / ou lavagem de vegetais frescos quanto à contaminação por 

protozoários patogênicos na etapa de cultivo e processamento (Tabela 2).
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Além disso, em países menos desenvolvidos, como no caso da América Latina, 

por vezes ocorre despejo de esgoto não tratado ou tratado parcialmente nas bacias 

hídricas, contribuindo para a qualidade insatisfatória das águas de irrigação, podendo 

transmitir e atuar como importante veículo de ovos de helmintos, cistos e oocistos de 

diferentes parasitos intestinais (Smith et al., 2006, Bastos et al., 2013). 

 

2.4 Gênero Giardia.  

 

Giardia duodenalis (sinonímia Giardia lamblia ou Giardia intestinalis) é um 

protozoário parasito unicelular, flagelado que infecta a porção superior do intestino 

delgado de diversos mamíferos, incluindo o ser humano (Lyu et al., 2018).  Foi descrito 

pela primeira vez em 1681, quando o pesquisador Antonie van Leeuwenhoek analisou 

microscopicamente suas próprias fezes diarreicas (Ankarklev et al., 2010). 

O protozoário é considerado um dos principais agentes etiológicos associados a 

doenças transmitidas por água e alimentos, sendo atribuído a 28,2 milhões de casos pela 

via alimentar, e 26,270 DALYs a cada ano (OMS, 2015).  Além disso, ocupa a 11° 

posição do ranking que elenca os principais parasitos transmitidos por alimentos (FAO / 

OMS, 2014). 

A transmissão de G. duodenalis ocorre pela via fecal-oral e pode ter caráter direto 

(interpessoal ou zoonótica) ou indireto - através da ingestão dos cistos por água tratada, 

ingestão acidental de água bruta ou recreacional cloradas (Feng e Xiao, 2011; Efstratiou 

et al., 2017; Pineda et al., 2020).  

Outra via importante de transmissão se refere à contaminação de alimentos por 

fezes humanas e/ou animais. A detecção do protozoário em diferentes matrizes 

alimentares, especialmente em mariscos, frutas e vegetais frescos vem sendo reportada 
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em diversos países, com índices de contaminação que variam entre 0,6 - 52,6% (Ryan et 

al., 2019, Leal et al., 2018; Dixon, 2021). 

A transmissão interpessoal é frequente em locais institucionalizados onde o 

ambiente possa fornecer condições higiênico sanitárias favoráveis a transmissão e 

disseminação das formas infectantes - como centros de educação infantil, hospitais 

psiquiátricos e lares para idosos (Leung et al., 2019).  

Recentemente, a transmissão sexual do parasito, através do sexo anal-oral tornou-

se amplamente aceita por pesquisadores e demais profissionais da saúde sendo 

considerada uma via secundária de transmissão relevante (Pakianathan et al., 1999, 

Escobedo et al., 2014, Saifi et al., 2018). 

Giardia duodenalis é inclusive um dos protozoários mais detectados em amostras 

fecais de indivíduos parasitados em todo o mundo: em países em desenvolvimento, a 

prevalência comumente varia entre 20 a 30%, com relatos de até 100% em determinadas 

populações e países e, em países desenvolvidos, a prevalência varia entre 3 a 7% 

(Roxström-Lindquist  et al., 2006; Halliez e Buret, 2013).  

No Brasil, a giardiose é considerada endêmica e alguns estados apresentam 

prevalência superior a 30%, caso do estado do Paraná por exemplo (Coelho et al., 2017). 

Giardia spp., também já foi isolada em diferentes amostras ambientais no país - 

especialmente hídricas e alimentares nas regiões sul e sudeste (Fantinatti et al., 2020).  

O ciclo de vida deste protozoário envolve apenas duas formas evolutivas: os 

trofozoítos (fase proliferativa e vegetativa) associados com o quadro clínico da infecção, 

e os cistos (forma infectante e de resistência ambiental) que apresentam morfologia oval, 

tamanho entre 8 a 12μm, com presença de até 4 núcleos, os quais são eliminados em 

grande quantidade nas fezes do hospedeiro (Feng e Xiao, 2011).  Ressalta-se que as 
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formas infectantes permanecem longos períodos viáveis no ambiente devido à presença 

de parede cística robusta (Cacciò et al., 2018).  

Após a ingestão dos cistos, ocorre um processo denominado de excistação, 

influenciado pelo baixo pH estomacal e presença de sais biliares, na porção superior do 

intestino delgado, liberando dois trofozoítos binucleados que apresentam quatro pares de 

flagelos responsáveis pela alta mobilidade, além de um disco suctorial - que lhes confere 

capacidade de fixação às células epiteliais intestinais (Adam, 2001, Roxström-Lindquist  

et al., 2006, Halliez e Buret, 2013)  

Os trofozoítos permanecem habitualmente no intestino delgado proximal 

(duodeno e jejuno) se replicando assexuadamente por divisão binária longitudinal, onde 

o processo de duplicação dura em média 9 a 12 horas (Pickering e Engelkirk 1988, Huang 

e White, 2006).   

Na presença de ambiente alcalino e exposição aos sais biliares, ocorre diminuição 

do metabolismo e tamanho dos trofozoítos, que realizam a encistação, com perda dos 

flagelos e do disco suctorial, havendo duplicação dos núcleos no interior dos cistos, sendo 

então, liberados imediatamente infectantes nas fezes do hospedeiro (Feng e Xiao, 2011, 

Leung et al., 2019, Dixon et al., 2021).  

Com relação ao quadro clínico da giardiose, uma das principais manifestações se 

refere à diarreia aguda, podendo evoluir em alguns hospedeiros, para diarreia e infecção 

crônica (Halliez e Buret, 2013, Certad et al., 2017, Allain e Buret 2020). Entretanto, 

aproximadamente 50 a 75% das infecções em humanos não apresentam sintomas, embora 

indivíduos assintomáticos apresentem ampla importância epidemiológica por atuarem 

como disseminadores de cistos nas fezes por longos períodos - seis meses ou mais (Leung 

et al., 2019).  
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A dose infectante é considerada baixa (10 cistos/hospedeiro) e o período de 

incubação longo, variando de uma a três semanas (Rendtorff, 1954, Roxstrom-Lindquist 

et al., 2006). 

Quadros sintomáticos ocorrem com maior frequência em crianças menores de 

cinco anos e em indivíduos que apresentam algum grau de comprometimento do sistema 

imunológico - embora o protozoário não exiba caráter invasivo e oportunista (Einarsson 

et al., 2016).  Na fase aguda da doença, ocorre aumento no número de evacuações (pastosa 

ou aquosa) e, com a evolução do quadro clínico, presença de esteatorreia e odor fétido 

(Halliez e Buret, 2013, Fink e Singer, 2018). 

Outros sinais e sintomas incluem: mal-estar geral, náuseas, vômitos, distensão 

abdominal e acentuada perda de peso, sendo que a remissão dos sintomas normalmente 

ocorre entre duas a quatro semanas, a depender de fatores como estado nutricional, idade, 

história patológica pregressa e resposta imunológica do hospedeiro (Roxström-Lindquist 

et al., 2006, Feng e Xiao, 2011).   

Embora os mecanismos de patogenicidade de G. duodenalis ainda sejam 

considerados controversos, durante o curso da infecção, uma série de eventos 

relacionados ao acometimento do epitélio intestinal são apontados como relacionados à 

sintomatologia dentre esses: apoptose dos enterócitos com aumento da permeabilidade 

intestinal e encurtamento das microvilosidades - podendo ocorrer atrofia e prejuízo na 

ação das dissacaridases - enzimas responsáveis pela hidrólise de polissacarídeos e 

dissacarídeos (Scott et al., 2004, Cotton et al., 2011).  

Os mecanismos mais aceitos relacionados à patogenia de G. duodenalis envolvem 

produção de metabólitos secundários, liberação de substâncias citopáticas, disfunções na 

barreira epitelial intestinal e relacionados com a resposta imune contra o protozoário 

(Roxström-Lindquist et al., 2006; Halliez e Buret, 2013). 
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Tais acontecimentos fisiopatológicos originam má absorção de eletrólitos, água e 

nutrientes, com o aumento da motilidade intestinal, desequilíbrio hidroeletrolítico e 

ocorrência da diarreia (Panaro et al., 2007, Allain e Buret, 2020).  

A giardiose é uma importante causa de desidratação e hospitalização infantil, com 

impactos negativos na relação peso/altura em crianças de até dois anos. Além disso, a 

fisiopatologia da doença está relacionada à intolerância à lactose, desequilíbrio na 

microbiota intestinal - levando a disbiose - além de má absorção de proteínas, gorduras, 

vitaminas lipossolúveis e minerais (especialmente vitamina A, E, B12, ferro, zinco e 

folato) (Astiazaran-Garcia et al., 2010).  

Ademais, ainda que as infecções humanas assintomáticas sejam comuns, estudos 

recentes demonstraram que até um terço dos indivíduos acometidos podem apresentar 

consequências extraintestinais a longo prazo, dentre as quais - artrite, miopatias, prejuízos 

à função cognitiva, manifestações oculares e alergias cutâneas (Cantey et al., 2011, 

Halliez e Buret, 2013, Leung et al., 2019, Allain e Buret, 2020).  

A associação entre giardiose e alergias / intolerâncias alimentares, pela 

translocação de antígenos alimentares para fora do lúmen intestinal, decorrentes da ação 

dos trofozoítos sobre os enterócitos foi postulada e confirmada em anos recentes (Fink e 

Singer, 2017).  

Além disso, com a cronificação da infecção tem sido muito bem estabelecida a 

ocorrência e associação de síndromes pós-infecciosas, como a síndrome do intestino 

irritável (SII) e a síndrome da fadiga crônica (SFC), mesmo após o cessar da 

sintomatologia clínica (Grazioli, 2006, Fink e Singer, 2017).  

Na atualidade, são reconhecidas oito espécies do protozoário que exibem marcada 

especificidade por hospedeiros, onde apesar da similaridade morfológica, apresentam 

ampla heterogeneidade genética (Ryan et al., 2019).  Destas, apenas a espécie G. 
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duodenalis possui potencial infectante para seres humanos, sendo considerada como um 

complexo de espécies subdividido em oito assembleias ou grupos genéticos (A-H) (Feng 

e Xiao, 2011; Coelho et al., 2017).    

Dentre esses, os grupos genéticos A e B são encontradas em humanos e uma gama 

de hospedeiros mamíferos como gado, animais domésticos (cães e gatos) e silvestres – 

apresentando grande potencial zoonótico (Ryan e Cacciò, 2013).  Os demais grupos 

infectam hospedeiros não humanos - C e D em canídeos, E em animais com cascos, F em 

felídeos, G em roedores e grupo genético H em pinípedes (superfamília de mamíferos 

aquáticos).  

No entanto, os grupos genéticos C, D, E e F também já foram eventualmente 

detectadas em amostras fecais humanas, especialmente em crianças e pacientes 

imunocomprometidos (Ryan e Cacciò, 2013, Ryan et al., 2019).   

Os principais marcadores moleculares utilizados para confirmação da 

contaminação por Giardia em amostras ambientais são a menor subunidade de RNA 

ribossomal (SSU rRNA), glutamato desidrogenase (GDH), β-giardina (BG) e triose 

fosfato isomerase (TPI) (Cacciò et al., 2018).  

Com base em estudos de genotipagem dos diferentes marcadores moleculares 

(multilocus genotyping) estabeleceu-se que dentro dos grupos genéticos A e B existe 

importante variabilidade genética (AI, AII, AIII, BIII e BIV).  Destes, o subgrupo AII é 

a mais frequentemente associado a infecções humanas, sendo importante alvo de estudos 

moleculares (Heywort, 2016, Ryan et al., 2019)   

O advento da biologia molecular possibilitou a rastreabilidade da origem das 

fontes de contaminação fecal, auxiliando inclusive no esclarecimento de diversos surtos 

provocados pelo protozoário especialmente pela via hídrica.  Em contraposição, há 

poucos dados epidemiológicos associados à transmissão alimentar - apenas 38 surtos por 

G. duodenalis foram devidamente documentados no mundo, todos oriundos dos Estados 

Unidos (EUA) (Adam et al., 2016).  
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2.5 Gênero Cryptosporidium  

 

Cryptosporidium é um protozoário parasito oportunista pertencente ao Filo 

Apicomplexa e até recentemente, à Classe: Coccídia, subclasse: Coccidiomorphea, 

Ordem Eucoccidiorida, Família: Cryptosporidiidae, Gênero: Cryptosporidium, capaz de 

infectar todas as classes de vertebrados, incluindo seres humanos (Xiao et al., 2004; Fayer 

& Xiao 2007, Cavalier-Smith, 2014).  

Diversos estudos baseados em dados de microscopia, bioquímicos e mais 

recentemente moleculares e genômicos, indicaram a necessidade de uma reclassificação 

taxonômica de Cryptosporidium, pois o protozoário possui estreita relação com as 

gregarinas (principalmente parasitos de invertebrados) (Ryan et al 2016).   

Atualmente, o gênero Cryptosporidium está taxonomicamente posicionado no Filo 

Apicomplexa, Classe Gregarinomorphea e subclasse Cryptogregaria (Cavalier-Smith, 

2014).   

O comportamento e biologia similar às gregarinasesclarece algumas discrepâncias 

quando comparado a outros coccídios intestinais de humanos e animais – infecções 

associadas à região apical das células, com presença de organela alimentar, tamanho 

diminuto e espessura dos oocistos (paredes finas e grossas) e, ineficácia do tratamento 

baseado em anticoccidianos (Aldeyarbi e Karanis, 2015; Ryan et al., 2016).  

O protozoário apresenta mais semelhanças com as gregarinas, como capacidade 

de reprodução em ambiente extracelular e de completar seu ciclo biológico na ausência 

de hospedeiros - comprovado em estudos in vitro utilizando-se biofilmes artificiais - visto 

que oocistos do protozoário iniciaram a excistação, liberando esporozoítos viáveis e, 

todos os estágios de desenvolvimento assexual e sexual do parasito foram observados 

(Clode et al., 2015; Ryan et al., 2016). 
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As gregarinas tipicamente se reproduzem por sizígia (processo em que dois 

trofozoítos maduros se unem) originando gametócitos. Esse processo também foi 

observado para Cryptosporidium há quase vinte anos (Hijjawi et al., 2002).   

Estruturas like-gamonte e a formação de estruturas denominadas de gamonte 

gigantes – “extra-large gigantic gamont-like cells”, características de gregarinas, 

também foram observadas em biofilmes, tendo sido aventada a possibilidade desses 

estádios originarem oocistos maduros (Clode et al., 2015) 

Cryptosporidium foi primariamente descrito em camundongos em 1907 pelo 

pesquisador Ernest E. Tyzzer, mas apenas em 1976 foi  reconhecido como um  potencial 

patógeno humano, quando os primeiros casos de criptosporidiose foram diagnosticados 

em crianças e paciente atímico (Fayer et al., 1997; Checkley et al., 2015). 

Na década de 1980, com o advento da pandemia de AIDS o protozoário tornou-

se amplamente conhecido e estudado, sendo então, a criptosporidiose classificada como 

um fator de risco para mortalidade de pacientes portadores do vírus HIV e, em fase 

avançada da síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA) (Fayer e Ungar, 1986, 

Cabada e White 2010).  

A patogenicidade do protozoário varia quanto à espécie e subtipos, idade e estado 

imunológico do hospedeiro, podendo a infecção ser autolimitada com diarreia aguda em 

indivíduos imunocompetentes ou crônica, de longa duração, para indivíduos 

imunocomprometidos (Fayer et al., 1997; Xiao et al., 2004).   

De fato, a severidade da infecção e do quadro clínico está relacionada com a 

concentração de linfócitos T CD4, tornando-se oportunista em contagens abaixo de 200 

células/μl e, com risco de vida especialmente para indivíduos HIV positivos - que não 

aderem a terapia antirretroviral (HAART) - ou outros grupos mais vulneráveis como 

transplantados, leucêmicos, em tratamento quimioterápico e hemodiálise, ocasionando 
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diarreia crônica por mais de dois meses ou casos fulminantes com eliminação de volumes 

superiores a 2L de fezes aquosas/dia (Chen et al., 2002, Xiao et al., 2004, Bouzid et al., 

2018, Ahmadpour et al., 2020). 

Além do quadro clínico entérico característico da infecção, manifestações 

extraintestinais também são relatadas em indivíduos imunocomprometidos, 

especialmente em tecidos hepatobiliares, pulmonares e pancreáticos (Chen e Larusso, 

2002, Kothavade, 2011, Chalmers et al., 2019). 

Na atualidade, a protozoose é considerada a quarta principal causa de mortalidade 

infantil, sendo incriminada em 1,3 milhões de óbitos a cada ano em todo o mundo, número 

este, que representa 12,1% dos óbitos em crianças menores de cinco anos (GBD 

Diarrhoeal Diseases Collaborators, 2016). 

 Nos Estados Unidos, é considerada a segunda causa de óbitos infantis, sendo 

somente sobrepujada pela enterite viral provocada por rotavírus, além disso, está 

associada a um risco duas vezes maior de mortalidade em crianças de um a até dois anos 

de idade (Kotloff et al., 2013; King et al., 2019).  

Ressalta-se que o tratamento da criptosporidiose representa também um grande 

desafio em saúde pública, especialmente em situações de surto, uma vez que a 

Nitazoxanida é o único medicamento aprovado pelo FDA para uso pediátrico cuja 

eficácia é considerada baixa em imunocompetentes e ineficaz em indivíduos 

imunocomprometidos infectados (Cabada e White, 2010, Relat e O’connor, 2020). 

A criptosporidiose possui diferentes vias de transmissão: antroponótica e 

zoonótica (transmissão direta) e hídrica, alimentar ou por contato com superfícies e 

objetos contaminados (transmissão indireta) pela ingestão de oocistos – forma infectante 

e de resistência ambiental (Fayer et al., 1997; Chalmers e Davies, 2010).   
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O contato com diferentes matrizes hídricas impactadas com esgoto também é 

atualmente apontado como importante via de disseminação de diferentes espécies do 

protozoário (Zahedi et al., 2021). 

A inalação de oocistos por aerossóis também pode ser considerada como porta de 

entrada para a infecção pelo protozoário (Sponseller et al., 2014). Além das vias clássicas 

de infecção, a transmissão sexual, assim como ocorre para G. duodenalis, também é 

atualmente reconhecida (Morgan et al., 2000, Chalmers e Davies, 2010).  

Cryptosporidium spp. apresenta ciclo evolutivo do tipo monoxênico sendo 

eurixeno e com desenvolvimento em ambiente intracelular e extra citoplasmático – em 

microvilosidades de células epiteliais gastrointestinais (enterócitos) (Fayer et al., 1997).  

A infecção se inicia após a ingestão dos oocistos, ocorrendo a excistação com 

liberação de quatro esporozoítos móveis, sendo internalizados por um vacúolo 

parasitóforo, onde inicia o ciclo assexuado com duas merogonias (Fayer, 2004).  

Sequencialmente, ocorre o ciclo sexuado (gametogonia) com produção de micro 

e macrogamontes e esporogonia com desenvolvimento de dois tipos de oocistos (parede 

fina ou grossa) - os primeiros, podem romper-se dentro do hospedeiro, gerando um ciclo 

de autoinfecção interna, e os oocistos de parede grossa são eliminados imediatamente 

infectantes nas fezes (Chalmers e Davies, 2010).  

Até o momento foram descritas 44 espécies de Cryptosporidium em humanos e 

animais (Tabela 3). Deste total, 21 espécies já foram relatadas em seres humanos (Feng 

et al., 2018, Holubová et al., 2019, Mamedova e Karanis, 2021).  
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 Tabela 3: Espécies aceitas de Cryptosporidium em diferentes classes de vertebrados e sítios de parasitismo. 
Espécies Principal (ais) Hospedeiro(s) Local de infecção 

C. nasorum Peixe Intestino 

C. cichlidis  Peixe Estômago 

C. reichenbachklinkei Peixe Estômago 

C. molnari Peixe Estômago e intestino delgado 

C. scophthalmi Peixe Intestino e estômago 

C. huwi Peixe Estômago 

C. fragile Anfíbios Estômago 

C. serpentis Cobras e lagartos Estômago 

C. varanii Lagartos Estômago e intestino delgado 

C. ducismarci  Tartarugas e outros répteis NR 

C. testudines Tartarugas  NR 

C. meleagridis Pássaros e humanos Intestino delgado 

 C. baileyi Pássaros Bursa Cloaca, taqueia 

C. galli Aves (frangos) Proventrículo 

C. avium Aves Íleo e ceco 

C. proventriculi Pássaros Proventrículo e ventrículo 

C. muris Roedores  Estômago 

C. tyzzery Roedores Jejuno e íleo 

 C. proliferans Burros, búfalo africano, cavalos e esquilo  Estômago 

C. apodemi Roedores Intestino 

C. ditrichi Roedores e humanos Jejuno e íleo 

C. occultus  Roedores e gerbil Cólon 

C. alticolis Roedores Intestino delgado 

C. macroti Roedores silvestres Intestino grosso 

C. cuniculus  Coelhos e humanos Intestino delgado 

 C. rubeyi Esquilos NR 

C. felis Gatos Intestino delgado 

C. canis  Cães Intestino delgado 

C. wrairi Suínos Intestino delgado 

C. homai Suínos NR 

C. suis Suínos Intestino delgado e grosso 

C. scrofarum Humanos, bezerros e javalis selvagens Duodeno, jejuno, íleo, ceco e cólon 

C. parvum Gado, ruminantes e humanos Intestino delgado 

C. andersoni Gado e camelos Abomaso  

C. bovis  Gado Intestino delgado 
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C. ryanae Gado NR 

C. ubiquitum Ruminantes, roedores, primatas e humanos NR 

C. pestis Gado NR 

C. xiaoi Ovelhas e cabras NR 

C. erinacei Ouriços NR 

C. fayeri Marsupiais Intestino delgado 

C. macropodum Marsupiais Intestino delgado 

C. hominis Humanos Intestino delgado 

C. viatorum Humanos NR 

Fonte: Mamedova e Karanis, 2021. NR = não reportado.   

Aproximadamente 90% das infecções humanas são causadas pelas espécies C. 

hominis e por C. parvum. C. meleagridis é a terceira espécie mais comum em infecções 

humanas, considerada emergente em saúde coletiva por ser primariamente isolada de 

pássaros  (Xiao, 2010, Ryan et al., 2014, Kopacz et al., 2019). 

A criptosporidiose é uma doença cosmopolita e contemplada pelo Sistema 

Nacional de Vigilância de Doenças Notificáveis dos Estados Unidos e de diversos 

territórios pertencentes à União Europeia, além de países como Austrália (Cacciò e 

Chalmers, 2016, CDC, 2018). No entanto, estima-se que a maior parte dos casos em 

humanos também seja subnotificada nestes países (Ryan et al., 2018). 

Historicamente, os surtos de veiculação hídrica são mais frequentes e amplamente 

reconhecidos, especialmente após a ocorrência do maior surto ocasionado pelo consumo 

de água potável contaminada, ocorrido na cidade de Milwaukee (USA) em 1993 - ocasião 

na qual os oocistos passaram pelo sistema de filtração da cidade e mais de 400.000 

indivíduos foram infectados (Mackenzie et al., 1994).  

De acordo com o Centro de Controle e Prevenção de Doenças dos Estados Unidos 

(CDC), estima-se que o surto tenha ocasionado 100 óbitos, sendo 69 portadores de AIDS, 

além de perdas econômicas superiores a US$ 96 milhões (Corso et al, 2003). 
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Em 2010, ocorreu o segundo maior surto de veiculação hídrica associado ao 

protozoário, na cidade de Östersund (Suécia), afetando aproximadamente 27.000 

indivíduos (Widerström et al., 2014, Ryan et al., 2018). 

Atualmente, Cryptosporidium é classificado pela OMS como um patógeno de 

referência para a avaliação da qualidade da água potável, dada a ampla dispersão 

ambiental dos oocistos e a resistência à inativação pelos métodos de cloração comumente 

utilizados para a potabilização da água (WHO, 2009).  Até o ano de 2016, este foi 

responsável por 60% (524/905) dos surtos de origem hídrica ocasionados por protozoários 

(Efstratiou et al., 2017).  

Ademais, na última década as águas recreacionais (sobretudo piscinas) também 

foram reconhecidas como uma importante via de transmissão, sendo necessária a hiper 

cloração em casos de emergência (acidentes fecais), visto que a diluição 

convencionalmente utilizada (0,5 a 2,5 mg / L de cloro residual livre) não é suficiente 

para inativação de oocistos (Cacciò e Chalmers, 2016, Pineda et al., 2020).  

A transmissão do protozoário pela via alimentar apresenta relevância: 8,6 milhões 

de casos de DTA ocorreram em 2010 com 3.759 mortes e 296.156 DALYs/ano (OMS, 

2015) sendo ranqueado na quinta posição entre os parasitos mais importantes transmitidos 

por alimentos (FAO, WHO 2014).  

Oocistos de Cryptosporidium tem sido detectados em diferentes matrizes 

alimentares, incluindo moluscos bivalves e água mineral (Franco e Cantusio Neto 2002, 

Leal et al., 2008, Lucy et al., 2010, Smith e Nichols, 2010). A transmissão pelo consumo 

de miúdos bovinos que passaram por processo de congelamento também foi relatada, 

evidenciando a resistência dos oocistos quando submetidos a temperaturas negativas  dos 

processos de congelamento (Nichols e Thom, 1985). 
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Até o momento, foram esclarecidos e documentados apenas 25 surtos de 

criptosporidiose pela via alimentar, associados a frutas e vegetais in natura, vegetais 

minimamente processados, carne crua, leite e suco de maçã não pasteurizados. Em 16 

desses surtos, confirmou-se a espécie por genotipagem, sendo C. parvum incriminado em 

81%, diferentemente dos surtos de origem hídrica, onde há um predomínio de 

contaminação por C. hominis (Mckerr et al., 2015; Efstratiou et al., 2017, Ryan et al., 

2018). 

Em relação a genotipagem de Cryptosporidium spp., a amplificação de 

fragmentos do gene 18S rRNA é a mais amplamente utilizada para identificação da 

contaminação pelo protozoário.  Além disso, o gene da glicoproteína de 60 KDa (GP60), 

localizado na superfície da região apical dos oocistos do protozoário, é tradicionalmente 

utilizado para subtipagem, por ser altamente polimórfico (O’Connor et al. 2007, Ryan et 

al, 2014, Xiao e Feng, 2017).  

Os subtipos são classificados em - Ia, Ib, Id, Ie, If entre outros , para C. hominis, 

IIa, IIb, IIc, IId etc., para C. parvum e IIIa, IIIb, IIIc, IIId etc. para C. meleagridis. Os 

subtipos mais incriminados em surtos e infecções humanas são IbA10G2 (C. hominis) e 

IIaA15G2R1 (C. parvum) (Xiao et al., 2010, Feng et al., 2018).  

Desta forma, a genotipagem permite rastrear as possíveis fontes de contaminação 

fecal para esclarecimentos de surtos quanto à emergência e virulência da espécie 

causadora (Xiao, 2010; Hassan et al., 2020).  
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3. OBJETIVOS 

 
3.1 Objetivo geral  

 
Realizar o monitoramento da contaminação por helmintos e protozoários 

patogênicos em diferentes etapas da cadeia produtiva de hortaliças cultivadas sob o 

sistema orgânico de produção destinado ao consumo humano em Curitiba (Paraná), como 

instrumento de aferição da qualidade higiênico sanitária.  

 

3.2 Objetivos específicos   

● Avaliar a qualidade microbiológica e parasitológica de diferentes pontos relacionados 

à água de irrigação e lavagem de hortaliças na etapa de cultivo dos vegetais do 

município de Rio Branco do Sul, mediante a pesquisa de cistos de Giardia spp., 

oocistos de Cryptosporidium spp., e bactérias indicadoras de contaminação fecal.  

● Avaliar a eficiência de recuperação de um método de detecção de parasitos em 

hortaliças contaminadas artificialmente tendo como modelo ovos de Ascaris sp.  

● Investigar a ocorrência natural de ovos de helmintos e (oo)cistos de protozoários 

intestinais em alfaces (Lactuca sativa) orgânicas comercializadas em feiras livres de 

Curitiba e cultivadas em Rio Branco do Sul.   

● Realizar a pesquisa de indicadores bacteriológicos de contaminação fecal e a 

ocorrência de protozoários e helmintos em hortaliças minimamente processadas de 

dois produtores da região metropolitana e comercializadas em supermercados da 

capital do Paraná.  

● Realizar ensaios de biologia molecular como ferramenta complementar para a 

confirmação da contaminação por Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. na etapa 

de cultivo e em hortaliças minimamente processadas.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Delineamento experimental e pontos de amostragem  

 

Com o intuito de abranger a avaliação da qualidade higiênico-sanitária em 

diferentes etapas da cadeia produtiva de vegetais orgânicos cultivados na região 

metropolitana de Curitiba, e comercializados na capital paranaense, o monitoramento da 

sanidade microbiológica e parasitológica (helmintos e protozoários), bem como da 

contaminação por Escherichia coli e Enterococcus sp.,  foi efetuado contemplando três 

grandes grupos: Grupo I: água de irrigação e de lavagem de hortaliças orgânicas 

cultivadas na cidade de Rio Branco do Sul (Figura 1 A); Grupo II: hortaliças orgânicas 

comercializadas em feiras livres (Figura 1B); Grupo III: vegetais minimamente 

processados prontos para o consumo humano (ready-to-eat-food) adquiridos de 

supermercados de Curitiba (Figura 1C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

  
 
 
Figura 1: Grupos de amostragem relativo à cadeia produtiva de hortaliças para o monitoramento de parasitos 
e indicadores bacteriológicos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Grupo I 

Rio Branco do Sul  

1A 

 Grupo II 
Curitiba  

1B 

 Grupo III 
Curitiba  

1C 
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4.2 Grupo I - Coleta e análise de amostras hídricas destinadas à irrigação e lavagem de 

hortaliças (etapa de cultivo).  

 

As coletas de amostras hídricas foram realizadas na cidade de Rio Branco do Sul, 

região metropolitana de Curitiba (Figura 2 A e B) que está inserida na bacia hidrográfica 

do rio Capivari, um dos principais cursos de água que banham o estado do Paraná.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                       

 

Figura 2: A) Localização da cidade de Rio Branco do Sul – região metropolitana de Curitiba, Paraná eleita para o 
monitoramento da qualidade da água de irrigação de hortaliças orgânicas e principais locais de comercialização pós 
etapa de cultivo. Fonte: google maps. B) Coleta de amostras hídricas previamente à irrigação de hortaliças. Fonte: a 
autora, 2020.  

 
 

Para este grupo, foram coletadas amostras de água mensalmente de outubro de 

2019 a fevereiro de 2020, utilizadas para a irrigação de 10 propriedades certificadas para 

produção de hortaliças orgânicas e de lavagem de vegetais (Figura 3) como segue: ponto 

1: água bruta de rio antes da reservação (ambiente lótico); ponto 2: água bruta de rio 

armazenada para captação (ambiente lêntico); ponto 3: água de irrigação de hortaliças do 

tipo aspersão.  

    

                                                                                      

  
 

2A 2B 
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A água que irriga hortaliças advém do ponto 2, sendo succionada por uma bomba 

e encaminhada para canos de PVC e liberada por aspersão (Ponto 3); e ponto 4: água de 

lavagem dos vegetais.  

Para a pesquisa de Giardia spp., e Cryptosporidium spp., foram coletados 

volumes de 10L de água de rio (água bruta utilizada para irrigação) dos pontos um, dois 

e três. Para a pesquisa dos mesmos protozoários supramencionados e de outros 

protozoários e helmintos intestinais, um volume total de 10L de água, foi coletado 

somente após a lavagem de hortaliças (ponto 4), oriunda de poço artesiano.  

Todas as amostras foram coletadas em galões previamente tratados com solução 

surfactante de eluição Tween 80 (0,1%), para evitar a adesão de cistos, oocistos e 

eventuais ovos de helmintos presentes nas amostras.  Para todos os quatro pontos de água, 

também foi realizada a coleta de amostras hídricas para a pesquisa de bactérias 

indicadoras – E. coli e Enterococcus sp., em frascos com capacidade de 250mL 

previamente autoclavados e tratados com reagente quelante, conforme preconização do 

Standard Methods for The Examination of Water and Wastewater (APHA/AWWA/WEF, 

2017).   

Além disso, no decorrer dos meses de amostragem, também foram coletadas 

amostras de água dos poços artesianos para verificação de sua qualidade microbiológica, 

utilizada para dessedentação dos produtores rurais e de seus animais domésticos.   

Todos os galões e os frascos foram devidamente identificados de acordo com o 

ponto amostral, e as amostras acondicionadas em caixas isotérmicas, mantidas 

refrigeradas e transportadas para o Laboratório de Parasitologia Ambiental, da 

Universidade Federal do Paraná para pesquisa de parasitos e, enviadas por Sedex® 10 

para o Laboratório Central do Estado do Paraná (LACEN), unidade de fronteira em Foz 

do Iguaçu - parceiro no presente estudo, para a pesquisa de bactérias indicadoras.  
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4.2.1 Processamento das amostras hídricas.  

4.2.1.1 Pesquisa de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium em água de irrigação e 

lavagem de hortaliças orgânicas.  

 

Todas as amostras dos quatro pontos de água (n = 20) foram processadas pela 

técnica de filtração em membranas de ésteres mistos de celulose (47 mm de diâmetro, 

porosidade nominal de 3μm) de acordo com Franco et al., 2001, com modificações na 

etapa de centrifugação (velocidade e tempo), para adequação à preconização do método 

1623.1 da USEPA (United States Environmental Protection Agency) (USEPA, 2012).  O 

sistema de filtração utilizado foi a bomba de vácuo ajustada a um fluxo de 0,4 a 4L / min 

e porta-filtro Millipore®.  

A etapa de eluição dos protozoários foi feita mediante raspagem e lavagem das 

membranas com solução surfactante (Tween 80, 0,1%) durante 20 minutos. O líquido 

resultante da etapa de eluição foi transferido para tubos cônicos e concentrado por 

centrifugação (1500 x g por 15 minutos).  

Após o descarte do sobrenadante, o sedimento foi transferido para tubos de 

microcentrífuga e mantido sob refrigeração à 4ºC até a realização da pesquisa de cistos e 

oocistos por Reação de Imunofluorescência Direta (RID).  

4.2.1.2 Visualização dos protozoários por reação de imunofluorescência direta 

(RID).   

As amostras de água utilizadas para irrigação de hortaliças e lavagem dos vegetais 

foram analisadas por reação de imunofluorescência direta. As lâminas foram 

confeccionadas a partir do procedimento operacional padronizado de acordo com as 

instruções do fabricante (Merifluor® Meridian Bioscience, Cincinnatti, Ohio) com a 
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utilização de anticorpos monoclonais anti-Cryptosporidium e anti-Giardia direcionados 

aos epítopos da parede dos oocistos e cistos, respectivamente, mediante marcação dos 

protozoários pelo fluorocromo Isotiocianato de Fluoresceína (FITC). A confirmação da 

morfologia dos protozoários foi feita mediante a incorporação do corante vital DAPI e 

por DIC (microscopia de contraste de interferência diferencial). 

As amostras foram submetidas a agitação em vórtex por 2 minutos, e cada tubo 

foi invertido três vezes após o término da agitação, com a finalidade de distribuir os cistos 

e oocistos de forma homogênea no micro tubo.  Em seguida, foram pipetadas alíquotas 

de 10μL de cada amostra, sendo cuidadosamente distribuídas nos poços identificados das 

lâminas de imunofluorescência, as quais foram mantidas em temperatura ambiente por 30 

minutos para secagem. 

         Posteriormente, foram acrescentados 10μL de metanol para fixação das amostras, 

mantidas em repouso por 10 minutos. Em seguida, foi adicionada uma gota do reagente 

de detecção contendo os anticorpos monoclonais e uma gota de contra corante, sendo as 

preparações mantidas em câmara úmida e ao abrigo da luz por 30 minutos em placas de 

Petri.  

         Para a remoção do excesso dos reagentes foi procedida a etapa de lavagem, 

utilizando-se solução tampão fosfato (pH 7,5) do kit Merifluor® em diluição de (1: 20). 

Logo após, foram adicionados 20μL de DAPI, e as lâminas foram mantidas em câmara 

úmida e ao abrigo da luz por 10 minutos.  Decorrido o tempo, realizou-se três lavagens 

com tampão e uma lavagem com água destilada para remoção do excesso do corante vital.  

Em seguida, as lâminas foram mantidas em câmara de secagem com sílica em uma placa 

de Petri e após uma hora, acrescentou-se o meio de montagem e uma lamínula em cada 

lâmina. 
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A visualização dos cistos e oocistos foi realizada em microscópio de 

epifluorescência equipado com um filtro de excitação na faixa de 450 a 490 nm e filtro 

de barreira de 520 nm. A confirmação da morfologia dos protozoários foi feita mediante 

a incorporação do corante vital DAPI e por DIC (Microscopia de Contraste de 

Interferência Diferencial). 

Os critérios de positividade adotados foram os preconizados pela Agência de 

Proteção Ambiental dos Estados Unidos, de acordo com a versão mais recente do método 

1623.1 (USEPA, 2012). 

Para oocistos considerou-se: o tamanho (4 - 6μm) e o formato (ovoides a 

esféricos), a presença de sutura e, o grau e intensidade de fluorescência verde–maçã 

brilhante predominante na parede dos oocistos de maneira uniforme, formando um anel 

típico.  Além dos critérios de fluorescência e morfometria, utilizou-se o filtro de UV para 

DAPI e observação ou não da incorporação do corante vital sendo classificadas as 

seguintes características: a) coloração interna azul clara (sem núcleos distintos) e / ou com 

um aro / borda verde = DAPI - negativo; b) Coloração interna azul intensa e c) até quatro 

núcleos distintos azuis celestes - DAPI - Positivos. 

Os seguintes critérios foram estabelecidos para classificação de oocistos no filtro 

DIC: a) oocisto de Cryptosporidium vazio “empty”; b) oocisto com estrutura amorfa e c) 

oocisto com estrutura interna (um a quatro esporozoítos / oocisto). A presença de 

características atípicas tanto internamente quanto na parede dos oocistos, também foi um 

critério de exclusão de positividade como: poros, um ou dois núcleos grandes 

preenchendo a célula, dentre outros.  

Os critérios de positividade considerados para os cistos foram: tamanho entre 8 – 

18μm, formato arredondado a ovóide, e grau e intensidade de fluorescência verde–maçã 
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brilhante predominante na parede dos cistos, de maneira uniforme, em formato anel 

típico. Os padrões estabelecidos para DAPI foram os mesmos descritos anteriormente.  

Para o filtro de DIC, quatro características foram observadas e classificadas: a) cisto de 

Giardia vazio “empty”; b) cisto de Giardia com estrutura amorfa; c) cisto de Giardia com 

um tipo de estrutura interna (núcleos 1 a 4, bem como sua disposição na célula, axonemas 

e corpos medianos); d) cisto de Giardia com mais de um tipo de estrutura interna. Os 

mesmos critérios de exclusão mencionados anteriormente foram utilizados para 

classificação de cistos de Giardia. 

4.2.1.3. Cálculo da concentração de cistos e oocistos nas amostras hídricas.  

 

A concentração por litro de cistos e oocistos foi estimada de acordo com Franco 

et al., 2001.   

 

 

Onde: 

X = Concentração de cistos e oocistos/L 

n = número de oocistos ou cistos visualizados no poço da lâmina 

K = 10 (Volume do sedimento examinado no poço = 10μL) 

S = Volume total do sedimento obtido (μL) 

A = Volume filtrado da amostra 

 

 

 

X =     n        x     S                                                                           (1) 

           K              A  
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4.2.1.4 Caracterização molecular de Giardia spp.  

Todas as amostras consideradas positivas para Giardia spp. por RID foram 

submetidas à extração de DNA utilizando o kit DNA ZR Fungal / Bacterial DNA (Zymo 

Research®). A extração foi feita seguindo-se as recomendações do fabricante e o DNA 

resultante ao final do processo foi eluído em 100μL da solução DNA Elution Buffer® e 

armazenado e conservado sob refrigeração a - 20°C.   

Em seguida, reações de nested PCR foram efetuadas para a detecção molecular 

do protozoário, sendo que para Giardia duodenalis quatro marcadores moleculares foram 

utilizados: triose fosfato isomerase (TPI), conforme descrito por Sulaiman e 

colaboradores (2003), β-giardina (BG) (Cacciò et al., 2002 e Lalle et al., 2005), menor 

subunidade de RNA ribossomal (SSU rRNA) (Hopkins et al, 1997; Appelbee et al., 2003), 

e glutamato desidrogenase (GDH) (Cacciò et al., 2008 e Lalle et al., 2009)  

4.2.1.5 Amplificação de DNA por Nested-PCR   

Para a primeira reação de amplificação do gene TPI foram utilizados iniciadores 

externos, AL3543- 5′-AAATIATGCCTGCTCGTCG – 3’ e o AL3546- 5′-CAAACCTTI 

TCCGCAAACC-3′ amplificando um fragmento de 605 pares de base (pb).  

A segunda reação de PCR utilizou iniciadores internos para amplificar um 

fragmento de 530 pb: AL3544- 5′-CCCTTCATCGGGGTAACTT-3′ e AL3545- 5′-GTG 

GCCACCACICCCGTGCC-3′.  
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Para ambas as reações foram feitas réplicas com volume final de 25μL cada, 

contendo: 4,5μL de água, 12,5μL de GoTaq®, Colorless Master Mix, 1,5μL de cada 

iniciador, 2,0μL de BSA (0,1g/10mL) e 3μL de DNA.  

As reações foram incubadas em termociclador (Applied Biosystems®) com as 

seguintes condições: ciclo de desnaturação inicial a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 

desnaturação a 94°C por 45 segundos, anelamento a 50°C por 45 segundos, extensão a 

72°C por 60 segundos e, extensão final no último ciclo a 72°C por 10 minutos para ambas 

as reações. Após a reação as amostras foram mantidas a 4°C no termociclador até serem 

retiradas.  

Para amplificação do gene β-giardina (BG), na primeira reação foram utilizados 

os iniciadores externos: G7: 5′-AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC- 3′ e o G759: 

5′ -GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC- 3′ amplificando um fragmento de 753 

pares de base.  

Para a segunda reação utilizou-se os iniciadores internos para amplificação de um 

fragmento de 511pb: (Forward Lalle 1) 5′-GAACGAGATCGAGGTCCG- 3′ e Reverse 

Lalle 2 - 5′-CTCGACGAGCTTCGTGTT- 3′.  

Para ambas as reações foram feitas réplicas com volume final de 50μL cada, 

contendo: tampão de PCR 1x, 15 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 2,5μL e BSA 

(0,1g/10mL), 1μM de cada iniciador, 2,5U de Taq Polimerase e 5μL de DNA.  

 As reações foram submetidas às seguintes condições para amplificação: ciclo de 

desnaturação inicial a 94°C por 5 minutos, 40 ciclos de desnaturação a 94°C por 30 

segundos, anelamento a 65°C por 30 segundos na primeira reação e a 55°C na segunda, 

extensão a 72°C por 1 minuto e extensão final a 72°C por 7 minutos para ambas as 

reações.  
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 O gene glutamato desidrogenase (GD) foi amplificado mediante utilização dos 

iniciadores externos na primeira reação: Gdh1: 5′ -TTCCGTRTYCAGTACAACTC- 3′ e 

o primer Gdh2: 5′-ACCTCGTTCTGRGTGGCGCA-3’, para amplificação de um 

fragmento de 754pb. Para a segunda reação foram utilizados os iniciadores internos para 

amplificação de um fragmento de 530pb: Gdh3: 5′ -ATGACYGAGCTYCAGAGGCAC 

GT-3′ e o primer Gdh4: 5′ -GTGGCGCARGGCATGATGCA- 3′.  

Para ambas as reações foram confeccionadas réplicas com volume final de 50μL 

cada, contendo: 25μL de GO Taq Green Master Mix (Promega, Madison, WI, USA) 2x, 

1μM de cada iniciador (10pmol/μL), 5,0μL de DNA e 18μL de água ultrapura 

autoclavada. 

As reações foram submetidas ao ciclo de desnaturação inicial a 94°C por 2 

minutos, 40 ciclos de desnaturação a 94°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por 30 

segundos, extensão a 72°C por 1 minuto e por fim, extensão final a 72°C por 7 minutos, 

para ambas as reações.  

Para o gene SSU rRNA, na primeira reação foram utilizados os iniciadores 

externos GiaF: 5’-AAGTGTGGTGCAGACGGACTC-3’ e GiaR: 5’- CTGCTGCCG 

TCCTTGGATGT-3’, amplificando um fragmento de 497pb. Para a segunda reação foram 

utilizados os iniciadores: RH-11: 5’-CATCCGGTCGATCCTGCC-3’e RH-4: 5’-AGT 

CGAACCCTGATTCTCCGCCAGG-3’, para amplificação de um fragmento de 292 pb.  

Para a primeira e segunda reação foram feitas réplicas com volume final de 50μL 

cada, contendo: Tampão de PCR 1x, 2mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, DMSO 

5%,1 μM de cada iniciador, 0,5U de Taq Polimerase e 5μL de DNA.  

As reações foram submetidas às seguintes condições para amplificação: ciclo de 

desnaturação inicial a 96°C por 2 minutos, 35 ciclos de desnaturação a 96°C por 45 
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segundos, anelamento a 58°C por 30 segundos na primeira reação e a 55°C na segunda, 

extensão a 72°C por 45 segundos e extensão final a 72°C por 4 minutos para ambas as 

reações.  

 Posteriormente, os produtos de PCR foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose (AVATI) 2% em tampão TAE com GelRed® (Biotium) (5μL/60mL). O tamanho 

do fragmento foi estimado por comparação com o marcador de peso molecular (100bp 

Plus DNA Ladder Invitrogen ™).  O gel foi visualizado em fonte de luz ultravioleta de 

302 nm em iluminador e fotodocumentador.  

Nas amostras em que o fragmento de interesse foi amplificado, procedeu-se a 

purificação de cada um dos produtos utilizando o kit ExoSAP -IT® PCR Product Cleanup, 

e encaminhadas para o sequenciamento. As sequências foram analisadas e alinhadas e 

submetidas ao sistema BLAST (Basic Local Alignment and Search Tool) para 

comparação com sequências homólogas disponíveis de Giardia no banco de dados 

GenBank (NCBI).  

O alinhamento das sequências dos fragmentos amplificados foi realizado 

utilizando o programa Clustal W e Bioedit Sequence Alignment Editor.  

Para as análises filogenéticas, utilizou-se o programa Mega software versão X 

(Kumar et al., 2018) inferido pelo método  Neighbour Joining (Saitou e Nei, 1987),  com 

bootstrap de 2000 réplicas (Felsenstein, 1985) mediante análise de 16 sequências de 

nucleotídeos e um total de 425 posições no conjunto de dados final, usando a distância 

calculada pelo modelo Kimura de 2 parâmetros (Kimura, 1980).  
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4.2.1.6 Caracterização molecular de Cryptosporidium spp. 

 Os ensaios de biologia molecular foram realizados em parceria com o Laboratório 

de Parasitologia e Biologia Molecular da Companhia Ambiental do estado de São Paulo 

(CETESB).  

Todas as amostras consideradas positivas para Cryptosporidium spp.  nas leituras 

de RID foram submetidas à extração de DNA genômico. Para tanto, a extração foi 

realizada através de três ciclos de lise mecânica com aquecimento a 95ºC por 5 min e 

congelamento a -80°C por 1 minuto conforme protocolo adaptado de Cacciò et al. (2012) 

e seguida da utilização de kit comercial DNeasy PowerSoil® (Qiagen, Germany) 

conforme as instruções do fabricante.  

Após a extração, o DNA obtido das amostras foi mantido em freezer a -20ºC, até 

o momento da realização da reação em cadeia da polimerase (PCR).  

   Para a detecção molecular do protozoário dois ensaios (protocolos) foram 

utilizados para amplificação do gene da região 18S rRNA comum a todas as espécies de 

Cryptosporidium conforme descrito por Xiao et al. (1999) e Silva et al. (2013).  

Os iniciadores, sequência e tamanho de cada fragmento amplificado na primeira e 

segunda reação estão demonstrados no Quadro 1. 
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Quadro 1: Lista de iniciadores utilizados para amplificação do fragmento 18S rRNA de Cryptosporidium spp.  

Número do 
ensaio de 

Nested-PCR 

Primers Sequência Fragmento Referência 

 

Primeiro 

ensaio 

SSU F 5’- TCTAGAGCTAATACATGCG - 3’ 
1325pb 

Xiao et al., 
1999 

SSU R 5’- CCCATTTCCTTCGAAACAGGA - 3’ 

826 F 5’-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG -3’ 
826 pb 

826 R 5’- AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA - 3’ 

 

Segundo ensaio 

SHP1 5’- ACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTAT - 3’ 
773pb 

Silva et al., 
2013 

SHP2 5’- TTCTCATAAGGTGCTGAAGGAGTAAGG - 3’ 

SHP3 5’-ACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACA - 3’ 
611pb 

SSU-R3 5’- AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA- 3’ 

 

Para ambos os ensaios, foram utilizados 5μL de DNA de cada amostra, em volume 

final de 25μL de solução master mix, contendo: 12,5 μl de água ultrapura, 5μl de tampão 

5X (contendo 1,5 mM de MgCl2) 0,5mM de MgCl2, 0,2 mM de cada deoxinucleotídeo 

trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,3 μM de cada iniciador (Exxtend® do Brasil) 

e 1,25U de GoTaq® DNA Polymerase (Promega). 

A segunda reação (Nested) foi realizada a partir de três réplicas de cada amostra 

com 2μl dos produtos amplificados da primeira reação por tubo (Araujo et al., 2011). Para 

esta reação foi utilizada uma mistura de PCR (“master mix”) com volume final de 25μl 

contendo, água ultrapura, 5μl de tampão 5X (contendo 1,5 mM de MgCl2), 0,5mM de 

MgCl2, 0,2 mM de cada deoxinucleotídeo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,3 

μM de cada iniciador, 1,25 U de GoTaq® DNA Polymerase (Promega).   

As reações utilizando os iniciadores de Xiao et al. (1999) foram submetidas a um 

ciclo de desnaturação inicial a 94°C por 5 minutos; seguida de 39 ciclos de amplificação 

compostos de desnaturação a 94°C por 45 segundos; anelamento a 60°C por 45 segundos; 
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extensão a 72°C por 90 segundos; e um ciclo para extensão final a 72°C por 10 minutos. 

Após a reação, as amostras foram mantidas a 4°C até serem retiradas do termociclador. 

As reações utilizando os iniciadores de Silva et al (2013) foram submetidas a um 

ciclo de desnaturação inicial a 94°C por 3 minutos seguida de 39 ciclos de amplificação 

compostos de desnaturação a 94°C por 45 segundos; anelamento a 56°C por 45 segundos; 

extensão a 72°C por 60 segundos; e um ciclo para extensão final a 72°C por 7 minutos. 

A segunda reação de amplificação foi realizada nas mesmas condições da primeira. 

A cada tubo contendo o produto amplificado foi adicionado 5μl de tampão 

carreador de amostra 6X (Invitrogen™) e 10μl desta mistura foi aplicado em cada poço 

do gel de agarose 1,5% (Amersham Biosciences®) corado com 0,5μl de GelRed® 

(Biotium) imerso em Tampão Tris – Borato - EDTA (TBE) 1X. O tamanho do fragmento 

foi estimado por comparação com o marcador de peso molecular (100bp Plus DNA 

Ladder Invitrogen ™). 

O gel foi visualizado em fonte de luz ultravioleta de 302 nm em transiluminador 

e fotodocumentador. A imagem foi capturada através do sistema de aquisição de imagens 

Epi Chemi II Darkroom (UVP) e o software Labworks (UVP).   

4.2.1.7 Pesquisa de outros parasitos em água de lavagem dos vegetais.  

Para a pesquisa de ovos de helmintos e cistos de outros protozoários intestinais, 

mensalmente foram utilizados 2L de cada amostra coletada somente após a lavagem de 

diferentes vegetais orgânicos (cenoura, beterraba, alface, tomate e rabanete) produzidos 

em Rio Branco do Sul.   

 Este volume foi dividido em tubos Falcon com capacidade para 50mL, sendo 

estes submetidos a diversas centrifugações a 1500 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi 
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descartado e o sedimento final de cada amostra (2mL) transferido para microtubos com 

capacidade para 2mL.  

Todo o sedimento foi analisado mediante visualização em microscopia óptica com 

emprego de lugol aproximadamente 40 lâminas / amostra.  

4.2.1.8 Análises microbiológicas e físico-químicas 

A pesquisa de coliformes totais, Escherichia coli e Enterococcus sp. foi realizada 

em todas as amostras hídricas mensalmente dos quatro pontos eleitos (n = 20) e, em água 

de poço artesiano em quatro ocasiões durante o estudo.  

As análises bacteriológicas quanto aos indicadores de contaminação fecal - 

Escherichia coli e Enterococcus sp., foi realizada através do método do substrato definido 

(Colilert® e Enterolert® - Idexx, Laboratories, Inc., Maine USA) de acordo com Standard 

Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA/AWWA/WEF, 2017).    

Os resultados são definidos em padrão NMP (número mais provável) / 100mL, 

onde são utilizadas 97 cavidades em uma cartela estéril, sendo os resultados expressos e 

calculados através de uma tabela padrão pela combinação de cavidades positivas.  

O volume de 100mL de cada amostra foi aspirado com uma proveta graduada 

sendo então adicionado o meio Colilert®.  

Após a diluição do meio a amostra foi transferida para uma cartela estéril, sendo 

esta selada e incubada em estufa bacteriológica à temperatura de 35ºC por 24 horas. Em 

seguida, os poços que apresentaram coloração amarelada foram contados indicando 

contaminação por coliformes totais.  

Posteriormente, a contaminação e concentração de E. coli foi aferida pela 

contagem de poços positivos que exibiram fluorescência sob luz UV, decorrentes do 

metabolismo de MUG pela enzima β-D-glucuronidase.   
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Para quantificação do número mais provável de Enterococcus sp. seguiram-se as 

etapas anteriormente descritas, com adição do meio de cultura Enterolert® à amostra, e 

incubação da cartela a 41° C por 24 horas.  

Após esse período, a presença das bactérias pesquisadas foi indicada pela 

degradação do nutriente indicador do Enterolert® (4-metilumbeliferona-D-Glucosida) 

pela enzima β-D-glucosidase, sendo também verificado o número de poços positivos sob 

luz UV e estimativa do número mais provável.  

As análises físico-químicas das diferentes amostras hídricas foram aferidas no 

Laboratório de Parasitologia Ambiental da Universidade Federal do Paraná com auxílio 

de aparelho multisensor para mensuração de pH (Mpa-210®) e turbidímetro – TD 300®. 

 

4.3 Grupo II - Análise da contaminação ambiental de alface (Lactuca sativa) por 

parasitos: etapa de comercialização (feiras-livres).  

 

Para a investigação da ocorrência natural de ovos de helmintos e (oo)cistos de 

outros protozoários intestinais em hortaliças orgânicas de feiras livres (Grupo II) 

provenientes da região de cultivo (Grupo I) devidamente certificadas, foi estabelecida 

como unidade amostral um pé ou cabeça de alface, de qualquer peso ou tamanho, 

adotando-se como critério que cada amostra apresentasse boa qualidade visual: folhas 

íntegras e bom estado de conservação.   

Foram coletadas amostras do vegetal em três diferentes pontos da cidade de 

Curitiba, sendo estes: Jardim das Américas, Cabral e Centro. Um total de 55 amostras foi 

analisado, sendo: 18 amostras da feira localizada no bairro Cabral, 14 amostras do bairro 

Jardim das Américas e 23 amostras oriundas da região central da cidade de Curitiba.  
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Os vegetais foram escolhidos de forma que a unidade amostral fosse retirada 

inteira do lote à venda. As amostras foram então acondicionadas em saco plástico sem 

uso prévio e levadas ao Laboratório de Parasitologia Ambiental da Universidade Federal 

do Paraná, e as análises foram realizadas no mesmo dia da coleta. Para cada amostra 

foram analisados 30g do vegetal.  

A pesquisa de parasitos intestinais nas amostras de alfaces orgânicas nos três 

pontos supramencionados, foi realizada somente após a avaliação da eficiência de 

recuperação  da técnica para detecção de ovos de helmintos padronizada por Matosinhos 

et al. (2016),  e avaliada inter laboratorialmente mediante ensaios de contaminação 

artificial, com número conhecido de ovos de Ascaris sp. por 10 diferentes centros de 

pesquisa / universidades com experiência prévia em análise de alimentos (Pineda et al., 

2021) (Anexo I). Ressalta-se que a mesma metodologia também permite a detecção 

concomitante de cistos de protozoários intestinais.   

4.4 Avaliação da qualidade microbiológica e parasitológica de hortaliças frescas, in 

natura, preparadas (sanificadas, fracionadas e refrigeradas) prontas para o 

consumo (Grupo III). 

 

Para este grupo, foi analisada a contaminação de vegetais minimamente 

processados por ovos de helmintos, cistos e oocistos de Giardia e Cryptosporidium, 

respectivamente e, outros protozoários intestinais eventualmente presentes nas amostras. 

Visto que este tipo de alimento apresenta um processamento prévio de 

higienização pela indústria alimentícia e para obtenção de um desenho amostral 

representativo, as amostras deste grupo foram analisadas em pools (n = 10 pacotes de 

100g/ pool), oriundos de dois diferentes produtores, denominados I, II (Tabela 4).  
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Entre o período de outubro de 2019 a fevereiro de 2021, 200 pacotes de vegetais 

prontos para consumo foram adquiridos em mercados regionais de ambos os produtores. 

Todas as amostras foram acondicionadas em caixas térmicas e transferidas para o 

laboratório de Parasitologia Ambiental da UFPR para análise.  

 

Tabela 4: Número de pool amostrais analisados de minimamente processados oriundos de dois produtores adquiridos em 
supermercados de Curitiba.       

Produtor / marca Tipo de vegetal Nº amostras/ 

pool 

Nº total de pools Nº total de amostras 

I Alface variedade crespa, 

cenoura, agrião 

10 11 110 

II Alface variedade crespa 10 9 90 

Total  10 20 200   

 

As análises foram conduzidas conforme descrito por Cook et al., (2007) e 

Caradonna et al., (2017), com modificações. Para cada 10 pacotes de vegetais 

minimamente processados (frescos, selecionados e prontos para consumo), 100g foram 

pesados em balança semi-analítica e adicionados a sacos plásticos limpos. Previamente à 

pesagem das amostras, foi realizada a avaliação sensorial (cor, odor, aparência e textura) 

de cada pacote.  

Para cada amostra referente ao pool, foram adicionados 200mL de solução de 

glicina 1M, pH 5,5 aos sacos plásticos, sendo mantidos em repouso por 30 min com a 

solução. Decorrido este tempo, cada saco foi agitado vigorosamente por 3 minutos.  

Após o procedimento, o líquido resultante da lavagem dos dez sacos contendo as 

amostras (n = 2L de glicina / pool) foi coletado e transferido para 40 tubos Falcon de 50 

mL submetidos a sucessivas centrifugações a 1500 x g por 15 minutos.  

Os sobrenadantes foram então descartados e os sedimentos de cada tubo foram 

ressuspendidos em 1mL de água destilada, sendo então reunidos em um único tubo.  
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O tubo foi então novamente centrifugado nas mesmas condições e o sobrenadante 

descartado. O sedimento foi dividido em duas alíquotas e transferido para dois microtubos 

com capacidade para 2mL, sendo estes utilizados nas análises microscópicas e 

moleculares. 

Para a pesquisa de ovos de helmintos e cistos de protozoários intestinais foram 

feitas lâminas de todo o sedimento restante no tubo (cerca de 2mL) para identificação das 

estruturas parasitárias de acordo com o item 4.3.1.  A leitura das amostras foi realizada 

em microscópio óptico de luz branca em aumento de 400x, utilizando-se lugol.  

O restante do sedimento (2mL) foi utilizado para a pesquisa de Giardia e 

Cryptosporidium, por reação de imunofluorescência direta (RID) de acordo com o item 

4.2.1.2, entretanto, para este grupo, foram lidos dois poços (20μl cada) para cada amostra 

para atestar a presença ou ausência dos mesmos.  

A partir do mesmo sedimento, 300μL foram pipetados para extração de DNA e 

caracterização molecular de cistos e oocistos nas amostras consideradas positivas por 

RID, conforme descrito no item 4.2.1.4 e 4.2.1.6 para Giardia e Cryptosporidium, 

respectivamente.     

  Para o grupo III, a reação em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada também 

como ferramenta de detecção e confirmação da contaminação por Giardia duodenalis em 

todos os pools de amostras oriundas dos produtores I e II em paralelo a RID.  

Para cada pool de amostra de vegetais prontos para o consumo de ambos os 

produtores, uma nova amostra do mesmo lote e data de validade, foi adquirida para análise 

microbiológica como segue: 30g de vegetais foram pesados e colocados em saco plástico 

de primeiro uso, sendo adicionado 100mL de água peptonada para lavagem das folhas.  
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O líquido resultante da lavagem foi utilizado para a pesquisa de Escherichia coli 

e Enterococcus sp., realizada seguindo a mesma metodologia descrita no item 4.2.3, 

sendo os valores comparados com a tabela padrão e expressos em NMP/100 mL.   

4.5 Interpretação dos resultados da qualidade sanitária dos vegetais.  

Após as análises, tanto as amostras do grupo II (hortaliças in natura 

comercializadas em feiras livres), quanto os vegetais minimamente processados prontos 

para o consumo (grupo III), foram classificados como próprios para o consumo (P) 

quando todos os critérios estiveram em acordo com os padrões estabelecidos pelas 

legislações vigentes, ou impróprios (I), quando em desacordo (Tabela 5).  

 

Tabela 5: Critérios utilizados para avaliação da qualidade sanitária dos vegetais in natura ou prontos para o consumo 
de acordo com as preconizações de legislações vigentes no Brasil. 

Grupo II e III+ 

RDC nº14/ 2014    

Grupo III++ 

Instrução normativa 60 (Brasil, 2019) 

Limite máximo tolerável 

Ovos / larvas 

de helmintos 

Cistos / 

oocistos 

Alimentos deteriorados* 

(características sensoriais). 

Artrópodes / 

fragmentos 

Escherichia coli Salmonella sp.*** 

Ausência Ausência Ausente Não se aplica** Até 10² Ausente 

   +Dispõe sobre matérias estranhas macroscópicas e microscópicas em alimentos e bebidas, seus limites de tolerância e dá outras 
providências 

 ++ Estabelece as listas de padrões microbiológicos para alimentos   
 *Alteração da cor e presença de odor  
** Limite máximo permitido para diferentes alimentos n= 10; limite não estabelecido para vegetais 

     ***Análises complementares realizadas por procedimento operacional padronizado pelo Lacen  
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5. RESULTADOS     

 

5.1 Monitoramento da qualidade microbiológica e parasitológica da água utilizada 

para o cultivo de hortaliças orgânicas no município de Rio Branco do Sul 

(Grupo I).  

 

5.1.1 Detecção de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. em água 

de irrigação e de lavagem de hortaliças. 

 

O monitoramento de ambos os protozoários patogênicos foi conduzido em três 

diferentes pontos de água relacionados à irrigação de cultivo de hortaliças - P1, P2 e P3 

(n =15 amostras), e em amostras de água de lavagem (n = 5 amostras), dentre as quais a 

contaminação por pelo menos um gênero de protozoário foi detectada em 20% das 

amostras (n = 4 / 20) (Tabela 5) (Prancha 1).    

 Nas águas do rio Capivari, em ponto de coleta de ambiente lótico (P1), oocistos 

de Cryptosporidium spp., foram detectados em 20% das amostras, em concentração de 

29,6 oocistos/L, não sendo detectados nos demais pontos relacionados à água utilizada 

para irrigação de hortaliças (P2 – ambiente lêntico) e (P3 – aspersão).   

A contaminação por cistos de Giardia spp., foi evidenciada nas águas do ambiente 

lêntico (P2), (n = 1 amostra) em concentração de 30,1 cistos/L, não sendo detectados nos 

demais pontos de água (P1 e P3) relacionados à irrigação dos vegetais orgânicos.  

Com relação às etapas de cultivo de hortaliças orgânicas - irrigação e lavagem - 

as maiores taxas de contaminação (40% das amostras positivas) e concentração dos 

protozoários pesquisados, foram verificadas na etapa final que precede a comercialização 
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em feiras livres, após a lavagem dos vegetais (P4) - concentrações de 78,6 oocistos/L e  

32,2 cistos/L, respectivamente.   

Para as amostras positivas, no máximo dois (oo)cistos foram visualizados em 

cada poço das lâminas de imunofluorescência. As formas parasitárias confirmadas por 

RID, não apresentaram estruturas atípicas nos filtros de DAPI e DIC, como poros, 

invaginações, apêndices etc. e foram classificadas como DAPI negativo e sem estruturas 

internas, classificadas como “empty” no filtro de DIC, de acordo com os critérios da 

USEPA – método 1623.1 (Tabela 6).  

Nos ensaios de PCR, referente ao total de amostras positivas por RID, não se 

observou amplificação de DNA para ambos os protozoários. 
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5.1.2 Ocorrência de ovos ou larvas de helmintos e outros protozoários intestinais 

na água de lavagem de hortaliças orgânicas. 

 

 O monitoramento da ocorrência natural de parasitos foi realizado após a lavagem 

das hortaliças realizada pelos produtores com água de poço artesiano. A contaminação 

por pelo menos uma forma parasitária foi detectada em todas as amostras.  

Larvas de nematódeos foram evidenciadas em 80% das amostras analisadas. A 

contaminação por cistos de Balantioides coli foi detectada em 40% das amostras nos 

meses de outubro e dezembro de 2019, com frequência de seis e um cisto, respectivamente 

(Figura 4).  

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 
Figura 4: Cisto de Balantioides coli detectado em 
água de lavagem de hortaliças cultivadas em Rio 
Branco do Sul, Paraná. A seta evidencia a presença de 
macronúcleo. Aumento: 400X 
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5.1.3 Avaliação da qualidade microbiológica e físico-química da água destinada a 

irrigação e lavagem de hortaliças orgânicas.  

 

Os indicadores microbiológicos de contaminação fecal e a presença de 

coliformes totais foram detectados em diferentes concentrações em todas as amostras 

hídricas (Tabela 6).  Quando considerados os valores de E. coli, a água utilizada para 

irrigação de hortaliças apresentou boa qualidade microbiológica.  Entre todos os pontos 

de amostras hídricas, a água utilizada para lavagem dos vegetais apresentou melhor 

qualidade microbiológica para este indicador, inclusive com menor média no período 

de análise (Tabela 6).   

Entretanto, ao analisar a contaminação por Enterococcus sp., as densidades 

médias de contaminação foram superiores, demonstrando maior impacto de 

contaminação fecal.  As maiores médias de contaminação foram identificadas nos 

pontos 1 e 2.  Em relação ao ponto 1, nas amostras positivas com valores acima de < 1.0 

NMP/ 100mL, evidenciou-se a menor contaminação pelo indicador no mês outubro / 

2019, no entanto, oocistos de Cryptosporidium spp., foram detectados.   

Em adição, em dezembro de 2019, a água do ambiente lêntico (P2) apresentou 

excelente qualidade microbiológica para enterococos - < 1.0 NMP/ 100mL, contudo, a 

contaminação por cistos de Giardia spp., também foi evidenciada.  

Com relação aos fatores físico-químicos, as maiores médias de pH foram 

observadas no ponto 3 (água de aspersão) e para a turbidez, para o ponto 4 (água de 

lavagem) (Tabela 7).   
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5.1.4 Avaliação da qualidade da água de poço destinada ao consumo humano 

Durante os cinco meses de visita à propriedade rural de cultivo de hortaliças 

orgânicas, a pedido dos produtores, foram realizadas análises microbiológicas e físico-

químicas para avaliação da potabilidade da água de poço artesiano, ingerida pela 

população local e por animais em quatro meses do estudo.  

A água utilizada para cozinhar, dessedentação e demais atividades de higiene dos 

produtores da região de Rio Branco do Sul apresentou boa qualidade microbiológica 

quando considerados os valores obtidos para Escherichia coli. Entretanto, em uma das 

amostras foi verificada importante concentração de contaminação fecal, ao se mensurar 

um indicador complementar – gênero Enterococcus (Tabela 8).  

 

Tabela 8: Avaliação da qualidade da água destinada ao consumo humano de produtores rurais da região 
metropolitana de Curitiba, Paraná.   

Mês / ano Coliformes Totais E. coli Enterococcus sp. pH Turbidez 

Outubro / 2019 9,1 <1.0 9,5 NR NR 

Novembro / 2019 579,4 1.0 437,1 6,52 3,21 

Dezembro / 2019 665,3 <1.0 <1.0 5,98 4,36 

Fevereiro / 2020 20,4 <1.0 <1.0 6,33 1,54   

NR = não realizado.   

5.2. Ocorrência natural de parasitos em alfaces orgânicas comercializadas em 

feiras-livres de Curitiba (grupo II). 

 

  Ao todo, foram analisadas 55 amostras de alfaces orgânicas comercializadas em 

feiras livres da capital e produzidas em Rio Branco do Sul.  A contaminação por 

parasitos foi identificada em 16,3% das amostras (Tabela 9).  Entre as amostras 

positivas, a contaminação por Balantioides coli foi identificada em 44,5% (4 / 9), 
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seguida da contaminação por ovos de helmintos de diferentes gêneros e oocistos de 

protozoários intestinais (Figura 5).   

 
Tabela 9: Frequência de formas parasitárias detectadas em hortaliças provenientes de cultivo orgânico na etapa 
de comercialização (feiras livres) (Grupo II).  
Parasitos 

 
Frequência    ( %)      Local 

 
Protozoários 

 
Balantioides coli  
 
Isospora spp. 
             

 
    4 
     
    1 

 
   44,5        
 
   11,1 

 
Cabral / Jardim das Américas 

Jardim das Américas 
 

Cabral 

Helmintos Ascaris spp.     1    11,1 Cabral 

Família Ancylostomatidae     1    11,1 Cabral 
 

Trichuris sp.     1    11,1    Cabral 
 

Hymenolepis nana     1      11,1 Jardim das Américas 

Total =  
 

    9    100 
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5: A. Ovo de Trichuris spp., B. oocisto de Isospora sp. Aumento: 400x.  
 

 

Larvas de nematódeos foram identificadas em 1,8% das amostras. A presença de 

artrópodes (inteiros) foi verificada em 7,27% e fragmentos de artrópodes em 12,7% (Tabela 

12).  

Desta forma, quando considerados os critérios da legislação vigente, um total de 18,1% 

das amostras de alface orgânica in natura, foi considerado impróprio para o consumo humano.  

A B 
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5.3 Monitoramento da ocorrência de parasitos, bactérias e sujidades microscópicas 

em vegetais minimamente processados destinados ao consumo humano (Grupo 

III).   

5.3.1 Contaminação por oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia  

Ao todo, 200 amostras de hortaliças prontas para o consumo de dois produtores 

(n = 11 pool / produtor I) e (n = 9 pool /produtor II), foram processadas para a pesquisa 

de Giardia e Cryptosporidium. Oocistos de Cryptosporidium spp., não foram 

evidenciados por RID em nenhuma amostra de ambos os produtores.   

A contaminação por Giardia foi detectada em 25% do total de amostras analisadas 

por diferentes técnicas de detecção (Tabela 10).  As maiores taxas de contaminação pelo 

protozoário foram evidenciadas nos vegetais do produtor I, onde em 36,3% dos pool de 

amostras (n = 4), o protozoário foi detectado por RID ou PCR.  

 

Tabela 10: Monitoramento da contaminação por Giardia em vegetais minimamente processados por reação de 
imunofluorescência direta (RID) ou por amplificação de diferentes locus por reação em cadeia da polimerase (PCR).  

  Minimamente processado – produtor I    Minimamente processado – produtor II   

Amostra 
(Pool)  

RID  
Giardia spp.  

Marcadores moleculares  
Giardia duodenalis  

Amostra  
(Pool)  

RID  
Giardia spp.  

Marcadores moleculares  
Giardia duodenalis  

                      Cisto(s) TPI  βG  SSU GDH    Cisto(s) TPI  βG  SSU  GDH  
1 + - - +  - 1 ND - - - - 
2 ND + - - - 2 ND - - - - 
3 + - - - - 3 ND - - - - 
4 ND - - - - 4 ND - - - - 
5 ND + - - - 5 ND - - - - 
6 ND - - - - 6 ND - + - - 
7 ND - - - - 7 ND - - - - 
8 ND - - - - 8 ND - - - - 
9 ND - - - - 9 ND - - - - 
10 ND - - - - NR NR NR NR NR NR 
11 ND - - - - NR NR NR NR NR NR 

ND = não detectado; + = positivo por RID ou PCR; - = não amplificado; NR = não realizado.  
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Deste total, cistos de Giardia spp., foram visualizados em duas amostras, não 

apresentando estruturas atípicas nos filtros de DAPI e DIC, sendo consideradas DAPI 

negativo e, classificadas como cistos contendo um tipo de estrutura interna (núcleos) em 

DIC, de acordo com os critérios da USEPA (2012) – método 1623.1 (Prancha 2).   

 

   Prancha 2: Cistos de Giardia spp., detectados em amostras de vegetais minimamente processados (Produtor I). Legenda: A =  RID; B 
= DIC evidenciando dois núcleos do protozoário, visualizado no pool 1 de amostras; C = RID visualizado no pool 3 de amostras.   Aumento 
400x. 

 

A contaminação pelo protozoário foi confirmada tanto por RID como PCR em um 

pool de amostras (Tabela 10), em dois pool somente por PCR (Figura 6) e em um pool 

somente por RID (Prancha 2C).    

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6: Amostra positiva - Pool 2 (produtor I) pela amplificação do gene TPI (530 pb) para G. 
duodenalis por nested-PCR e eletroforese em gel de agarose 1,5%. M= Marcador molecular; CP: controle 
positivo. CN: controle negativo.  

 

A B C 

             2/1                              CN M   CP 
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Dentre as duas amostras positivas do produtor I para o gene TPI e submetidas ao 

sequenciamento, a contaminação por Giardia duodenalis foi confirmada, sendo 

evidenciado o grupo genético B em ambos os pool, após comparação com sequências 

homólogas disponíveis do protozoário no banco de dados GenBank.  

A análise filogenética realizada para o gene TPI confirmou a contaminação pelo 

grupo genético B de G. duodenalis para ambos os pool (n = 2 e 5) do produtor I, revelando 

homologia com G. intestinalis de sequencias depositadas no GenBank - número de acesso 

AY368171 e KT124821 (Figura 10).   

Para o gene SSU rRNA, não foram obtidas sequências com boa qualidade, 

inviabilizando a caracterização genotípica.    

Ademais, para o produtor II, não foram visualizados cistos de Giardia ou oocistos 

de Cryptosporidium spp., nos poços das lâminas de imunofluorescência.   

No entanto, uma amostra foi considerada positiva mediante amplificação do 

gene β-giardina (BG) apenas pela PCR, confirmando contaminação por Giardia 

duodenalis em 11,1% das amostras.  
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Figura 7: Relação filogenética entre os grupos genéticos de Giardia duodenalis no gene TPI inferido pelo método 
Neighbour Joining com bootstrap de 2000 réplicas. Análise conduzida com 16 sequências de nucleotídeos e um total 
de 425 posições no conjunto de dados final, usando a distância calculada pelo modelo Kimura de 2 parâmetros. As 
sequências obtidas nesse estudo estão marcadas com triangulo, pelos números designados no laboratório referentes aos 
isolados do produtor I.  As análises evolutivas foram conduzidas no MEGA X. 
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5.3.2 Contaminação por helmintos, (oo) cistos de outros protozoários e sujidades  

Nenhum pool de amostras de ambos os produtores apresentou contaminação por 

ovos de helmintos (n = 20).  A contaminação por cistos de Iodameba bütschlii foi 

detectada mediante visualização por microscopia óptica com uso de lugol, exibindo um 

índice de contaminação de 9% para ocorrência de estruturas parasitárias.   

No que se refere a sujidades leves: larvas em qualquer fase de desenvolvimento, 

artrópodes / fragmentos de artrópodes, foram visualizados em dois pools amostrais 

referentes ao produtor I (Prancha 3), o correspondente a 18,1% do total analisado.  

Para o produtor II, nenhuma amostra apresentou contaminação pelas sujidades 

microscópicas referidas. 

 

  

 
Prancha 3:  Artrópodes / fragmentos visualizados com auxílio de microscopia óptica e uso de lugol em amostras de 
vegetais minimamente processados.  Aumento 200x e 400x. 
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5.3.3 Contaminação por indicadores de contaminação fecal  

As densidades de bactérias indicadoras de contaminação fecal (Escherichia 

coli e Enterococcus sp.) apresentaram variações em relação aos produtores (I e II) em 

todos os meses de coleta. Do total de amostras analisadas, apenas uma apresentou valores 

de E. coli muito acima dos critérios estabelecidos por lei (Tabela 11).  

Para o produtor I, as concentrações de E. coli foram aferidas em valores mínimos 

de <1,0 NMP/100mL e máximos de 1986,3 NMP/100mL.  O mesmo ocorreu para o 

indicador Enterococcus sp.  Para o produtor II, as concentrações de E. coli variaram de 

<1,0 NMP/100mL a 3,1 NMP/100mL, enquanto Enterococcus sp. de <1,0 NMP/100mL 

a 1986,3/ 100mL (Tabela 11), demonstrando excelente qualidade microbiológica.    

Quando consideradas as concentrações de E. coli isoladamente, o produtor II 

atendeu a preconização da legislação vigente em todas as amostras, no 

entanto, ao considerar-se um segundo parâmetro – enterococos – má qualidade sanitária 

foi verificada, inclusive com média muito superior à verificada para E. coli (Tabela 11).  

Ademais, quanto ao produtor I, quando revelado maior impacto de contaminação 

fecal em relação à Escherichia coli, (pool 1) também observou-se contaminação 

por Giardia por ambas as técnicas utilizadas (RID e PCR). Porém, para os pool de 

amostras de número 2, 3 e 5, considerados aptos ao consumo humano de acordo com a 

concentração de E. coli (<1.0 NMP/ 100mL), a contaminação por Giardia foi 

evidenciada, quer seja por RID ou PCR (Tabelas 10 e 11).   

Do mesmo modo, no único pool amostral do produtor II, em que se aferiu 

contaminação pelo protozoário mediante amplificação de fragmento do gene β-

giardina (βg), observou-se padrão microbiológico <1,0 NMP/ 100mL, compatível ao 

preconizado para o consumo humano.  
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5.3.4 Interpretação dos resultados da qualidade sanitária dos vegetais minimamente 

processados. 

Após as análises, os vegetais minimamente processados foram classificados 

como próprios ou impróprios conforme descrito na tabela 12. Desta forma, três amostras 

foram classificadas como impróprias para o consumo humano, todas oriundas do produtor 

I.  

Os pools amostrais um e dois apresentaram não conformidades em mais de dois 

critérios preconizados por legislações: ausência de parasitos (helmintos e/ou protozoários 

em qualquer fase de desenvolvimento), perfil microbiológico acima do tolerado para a 

bactéria indicadora Escherichia coli e alterações indesejáveis das características 

sensoriais (alterações físicas e odor característico), respectivamente (Tabela 12).  

O pool de número nove também apresentou alterações sensoriais, sendo 

classificado como alimento deteriorado.  

Todos os pool de vegetais minimamente processados do produtor II, estiveram 

de acordo com os preceitos de ambas as legislações. 



  

1 
 

T
ab

el
a 

12
 C

rit
ér

io
s u

til
iz

ad
os

 p
ar

a 
av

al
ia

çã
o 

da
 q

ua
lid

ad
e 

sa
ni

tá
ria

 d
os

 v
eg

et
ai

s p
ro

nt
os

 p
ar

a 
o 

co
ns

um
o 

de
 a

co
rd

o 
co

m
 a

s 
pr

ec
on

iz
aç

õe
s d

e 
le

gi
sl

aç
õe

s n
o 

B
ra

si
l. 

 
R

D
C

 n
º1

4/
 2

01
4 

In
st

ru
çã

o 
no

rm
at

iv
a 

60
 (B

ra
si

l, 
20

19
)  

 

 
Li

m
ite

 m
áx

im
o 

to
le

rá
ve

l 
 

Po
ol

/P
ro

du
to

r 
O

vo
s /

 la
rv

as
 d

e 
  

he
lm

in
to

s 

C
is

to
s /

 

oo
ci

st
os

 

A
lim

en
to

s d
et

er
io

ra
do

s 

(c
ar

ac
te

rís
tic

as
 se

ns
or

ia
is

). 

A
rtr

óp
od

es
 / 

fra
gm

en
to

s 

Es
ch

er
ic

hi
a 

co
li 

Sa
lm

on
el

la
 sp

.*  
Pr

óp
rio

/im
pr

óp
rio

 

Pa
dr

ão
 * 

 
A

us
ên

ci
a 

A
us

ên
ci

a 
A

us
en

te
 

N
ão

 se
 a

pl
ic

a 
A

té
 1

0²
 

A
us

en
te

 
 

1/
I 

A
us

ên
ci

a 
Pr

es
en

ça
 

Pr
es

en
ça

 
Pr

es
en

ça
 

1.
98

6,
3 

A
us

ên
ci

a 
I 

2/
I 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

<1
,0

 
A

us
ên

ci
a 

P 

3/
I 

A
us

ên
ci

a 
Pr

es
en

ça
 

Pr
es

en
ça

 
A

us
ên

ci
a 

<1
,0

 
A

us
ên

ci
a 

I 

4/
I 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

<1
,0

 
A

us
ên

ci
a 

p 

5/
I 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

<1
,0

 
A

us
ên

ci
a 

P 

6/
I 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

A
us

ên
ci

a 
Pr

es
en

ça
 

<1
,0

 
A

us
ên

ci
a 

P 

7/
I 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

<1
,0

 
A

us
ên

ci
a 

P 

8/
I 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

<1
,0

 
A

us
ên

ci
a 

P 

9/
I 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

Pr
es

en
ça

 
A

us
ên

ci
a 

<1
,0

 
A

us
ên

ci
a 

I 

10
/I 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

8,
1 

A
us

ên
ci

a 
P 

11
/I 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

<1
,0

 
A

us
ên

ci
a 

P 

1/
II 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

<1
,0

 
A

us
ên

ci
a 

P 

2/
II 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

<1
,0

 
A

us
ên

ci
a 

P 

3/
II 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

<1
,0

 
A

us
ên

ci
a 

P 

4/
II 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

<1
,0

 
A

us
ên

ci
a 

P 



  

2 
 

5/
II 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

<1
,0

 
A

us
ên

ci
a 

P 

6/
II 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

<1
,0

 
A

us
ên

ci
a 

P 

7/
II 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

3,
1 

A
us

ên
ci

a 
P 

8/
II 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

<1
,0

 
A

us
ên

ci
a 

P 

9/
II 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

A
us

ên
ci

a 
A

us
ên

ci
a 

N
R

 
N

R
 

- 
   

   
   

   
* A

ná
lis

es
 c

om
pl

em
en

ta
re

s r
ea

liz
ad

as
 p

or
 p

ro
ce

di
m

en
to

 o
pe

ra
ci

on
al

 p
ad

ro
ni

za
do

 p
el

o 
La

ce
n;

 N
R 

= 
N

ão
 re

al
iz

ad
o.

 



 
 

0 
 

6. DISCUSSÃO 

O Brasil é considerado um dos maiores produtores de hortifrutigranjeiros do 

mundo e um dos maiores produtores de alimentos orgânicos da América Latina (Lima et 

al., 2020).  

Paralelamente à expansão da agricultura orgânica no país, há um incremento da 

contaminação do cultivo por patógenos entéricos, em particular, devido ao uso intensivo 

de esterco/adubo principalmente de origem animal, e de água oriunda de fontes não 

tratadas, logo na primeira etapa da cadeia produtiva (Chaidez et al, 2005, Moreno et al., 

2018, Rusinol, 2020).    

A água de irrigação é atualmente apontada como uma via relevante associada à 

contaminação de vegetais, especialmente nos países em desenvolvimento (Karanis et al., 

2007; Xiao et al, 2018).  Usualmente, as águas superficiais (brutas) são as principais 

fontes hídricas utilizadas na agricultura (Yasuor et al., 2020), entretanto, estão sujeitas a 

contínua deterioração por despejo de esgoto doméstico in natura e/ou demais fontes de 

contaminação de origem zoonótica, impactando diretamente bacias hidrográficas 

utilizadas para fins agrícolas (Karanis et al., 2007, Moreno et al., 2018, Xiao et al., 2018). 

No presente estudo, a pesquisa da contaminação por Giardia spp. e 

Cryptosporidium spp. foi realizada em diferentes pontos amostrais de água destinada à 

irrigação de hortaliças, sendo este o primeiro estudo a avaliar a qualidade da água 

utilizada para o cultivo de vegetais orgânicos certificados e comercializados na capital do 

estado.  Dos três pontos monitorados, a presença de oocistos de Cryptosporidium spp. e 

cistos de Giardia spp. foi confirmada em 20% das amostras hídricas dos pontos 1 e 2, 

ambiente lótico e lêntico, respectivamente.  
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Destaca-se que o monitoramento da qualidade sanitária dos diferentes pontos 

amostrados nesse estudo são relevantes dado que, compõe parte da Bacia Hidrográfica do 

Rio Capivari, um dos principais cursos d’água que banham quatro municípios da Região 

Metropolitana de Curitiba: Almirante Tamandaré à oeste, Bocaiúva do Sul a leste, 

Colombo, ao sul, e Rio Branco do Sul ao norte, sendo esta localizada a aproximadamente 

20 km da capital do estado.   

Apesar dos protozoários não terem sido identificados diretamente na água que é 

aspergida para irrigação (P3), a água captada advém do ponto 1 (água bruta do Rio 

Capivari) e, é represada no ponto 2, para posterior sucção e irrigação do cultivo. Sendo 

assim, ambos os protozoários patogênicos foram detectados em importantes 

concentrações nas águas superficiais, tanto em ambiente lótico como lêntico. 

Os resultados encontrados convergem com demais estudos realizados no Brasil.  

No estado de São Paulo, cidade de Campinas, uma avaliação conduzida em águas 

superficiais de mananciais demonstrou positividade para cistos de Giardia spp. em 100% 

das amostras analisadas - concentrações de 33 a 95 cistos/L (Franco et al., 2001), sendo 

essas, superiores às concentrações encontradas no presente estudo – 29,6 a 32,2 cistos/L.  

Em contraponto, na cidade de Viçosa/MG, a contaminação por Giardia spp. foi 

confirmada em dois diferentes mananciais utilizados para a captação e abastecimento de 

água com positividade de 92% e 58%, em concentrações médias inferiores - 4 a 7 cistos/L 

(Heller et al., 2004).   

Em mananciais de diferentes cidades do Paraná, também utilizados para o 

abastecimento público, apenas cistos de Giardia spp. foram detectados em 8,3% e 19,9%   

nas cidades de Londrina e Maringá respectivamente (Nishi et al.,2009; Almeida et al., 

2015).  
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Apesar de ambos os protozoários terem sido identificados em número similar de 

amostras nesse estudo, cistos de Giardia spp. são mais frequentemente identificados em 

águas brutas superficiais no Brasil, onde a epidemiologia ambiental do protozoário é 

melhor compreendida nas regiões sudeste e sul, estados onde há maior concentração de 

estudos conduzidos para este fim. Ademais, a giardiose é considerada uma protozoose 

endêmica no Brasil (Coelho et al., 2017; Rosado-García et al., 2017; Fantinatti et al., 

2020).   

Em adição, os resultados denotam que a água utilizada para irrigação pode ser 

responsável pela introdução de ambos os protozoários no cultivo de orgânicos na cidade 

de Rio Branco do Sul.  A contaminação por ambos os protozoários também pode estar 

atrelada com a variação pluviométrica (promovendo ressuspensão de sedimentos), 

atividade humana e/ou rural adjacentes, presença de gado, especialmente bezerros jovens 

- considerados uma importante fonte de contaminação ambiental e, presença de animais 

selvagens e pássaros aquáticos, que podem carrear cistos e oocistos (Thompson et al., 

2009, Plutzer e Tomor, 2009, Swirski et al., 2016).   

Outros fatores físico-químicos também podem estar relacionados com a presença 

de Cryptosporidium e Giardia em diferentes ambientes aquáticos, especialmente a 

temperatura, pH e turbidez (Lechevallier e Norton, 1992, Fayer et al., 1998, Kumar et al., 

2016). No presente estudo, até a irrigação de diferentes cultivos - durante o trajeto da água 

do ponto 1 para o ponto 3 - observou-se acidificação inicial da água e tendência à 

neutralidade durante a aspersão. O aumento da turbidez também foi verificado entres as 

etapas até a irrigação. As maiores taxas de turbidez foram verificadas para o ponto 4 – 

após a lavagem dos vegetais. Estes resultados não são surpreendentes, visto que para este 

ponto, diversos cultivos são higienizados no mesmo container, inclusive carreando terra 

pelas raízes ou presente nos diferentes vegetais.  
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Para as amostras do grupo I em que se aferiu positividade para ambos os 

protozoários, ensaios de biologia molecular foram conduzidos, no entanto, em nenhum 

deles observou-se amplificação de DNA.   

A Reação em Cadeia da Polimerase apresenta alta sensibilidade para a detecção 

de protozoários, contudo, quando empregada em amostras ambientais complexas, como 

águas brutas impactadas, pode ter sua eficiência diminuída frente a presença de grande 

quantidade de inibidores e, componentes naturais de ambientes lóticos e lênticos, como 

ácidos húmicos e fúlvicos, comprometendo a performance da reação (Jakubowski et al., 

1996; Girones et al., 2010). Além disso, (oo)cistos são frequentemente detectados em 

pequenas concentrações, o que também pode inviabilizar a PCR devido a pequena 

concentração de DNA (Girones et al., 2010).   

Ressalta-se que atualmente a marcação com DAPI para evidenciar núcleos dos 

protozoários é estimulada por atuar como importante sinalizador do sucesso e eficácia da 

amplificação de DNA por PCR (Kifleyohannes e Robertson, 2020), sendo que somente 

um (oo)cisto foi identificado em microscopia de fluorescência nas águas superficiais da 

bacia estudada, considerados positivos na RID e sem marcação em DAPI (negativo).   

A área em questão está localizada em zona rural de elevada preservação ambiental. 

Essa característica pôde ser constatada mediante os resultados das análises 

microbiológicas, especialmente para E. coli nos três pontos avaliados, sendo aferida em 

baixas concentrações.  

Entretanto, a contaminação por protozoários foi evidenciada, por exemplo em 

dezembro de 2019, onde a presença de Giardia foi identificada e a concentração de E. 

coli aferida em 5.0 NMP/ 100mL. Além disso, a presença de fezes de animais próximo às 

margens do açude foi constantemente observada ao longo do estudo.  
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A contaminação por bactérias indicadoras foi detectada nos três pontos referentes 

à água de irrigação dos vegetais, dentre os quais, as maiores taxas de contaminação foram 

observadas apenas ao se inserir a pesquisa de um indicador complementar de 

contaminação fecal – Enterococcus sp.  Este fato sinaliza para a importância de se instituir 

o monitoramento de mais de um parâmetro para aferição da qualidade microbiológica da 

água destinada à irrigação de cultivos vegetais.    

 A concentração de bactérias indicadoras varia em ambientes lóticos e lênticos, 

como demonstrado por Yamashiro et al. (2015) onde a densidade de indicadores foi maior 

em ambientes lóticos quando comparado a outros dois pontos considerados lênticos, em 

uma grande represa utilizada para o abastecimento da população de cidades do interior de 

São Paulo e para a recreação humana. 

 Estes dados diferem dos evidenciados no presente estudo, onde no represamento 

de água, formando uma espécie de açude utilizado para captação (P2) e posterior aspersão 

de vegetais, promoveu acúmulo de matéria orgânica e maior densidade bacteriana.  

A alta prevalência de microrganismos indicadores de contaminação fecal em 

águas de irrigação está intimamente relacionada ao uso de água não tratada, assim como 

relaciona-se este hábito agrícola à disseminação de Cryptosporidium e Giardia, visto que 

mesmo quando o esgoto recebe o devido tratamento, uma pequena fração retorna para os 

mananciais (Amorós et al., 2010., Franco et al, 2012, Javanmard et al., 2018, Yamashiro 

et al., 2019).  

No período pós-colheita, os vegetais são submetidos a etapa de pré-lavagem, cuja 

água utilizada após este processo, também foi objeto do presente estudo (Ponto 4). Esta 

amostra por sua vez, é considerada importante, por refletir o índice de contaminação de 

toda a etapa de cultivo, visto que reflete a lavagem de diversos tipos de vegetais (folhas, 

raízes e tubérculos).  
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De fato, diferentemente dos demais pontos do Grupo I, a contaminação por ambos 

os gêneros de protozoários foi evidenciada neste local de amostragem, assim como a 

presença do protozoário Balantioides coli, detectado em 40% das amostras analisadas.  

Balantidium coli é o único protozoário ciliado intestinal com potencial patogênico 

para seres humanos sendo a balantidiose crônica assintomática a mais comumente 

identificada (Ahmed et al., 2020). Contudo, em alguns hospedeiros a doença pode evoluir 

para disenteria severa, associada à invasão tecidual, sendo também considerado um 

patógeno de caráter oportunista (Ferry et al., 2004, Gomez Hinojosa et al., 2019).  

Recentemente, houve a proposição de reclassificação taxonômica do protozoário 

devido a diferenças genéticas entre B. coli e demais espécies de Balantidium, onde 

atualmente, há consenso e preferência pela utilização da nomenclatura acerca de 

Balantioides coli, sendo esta inclusive adotada em todos os estudos recentes nas maiores 

bases de dados como o GenBank (Ponce-Gordo e García-Rodríguez, 2021). 

O parasito também apresenta potencial zoonótico por infectar o trato 

gastrointestinal de animais de produção como suínos e gado, sendo os suínos selvagens e 

domésticos considerados os seus maiores reservatórios (Ahmed et al., 2020). Desta forma, 

é razoável inferir que a contaminação do cultivo das diversas hortaliças por este 

protozoário na água de lavagem seja oriunda de animais e, associada à utilização de adubo 

orgânico contaminado, embora não se possa descartar a hipótese da contaminação 

antroponótica pela população autóctone.   

Em visita inicial para a escolha das fazendas produtoras certificadas de orgânicos 

da cidade, constatou-se que mais de um tipo de adubo orgânico é empregado, entre eles 

oriundo de fezes de perus, bem como também se verificou a presença de criação de gado 

bovino e suíno em algumas propriedades.  
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Ademais, a maior prevalência da contaminação por parasitos na etapa de 

comercialização em feiras-livres (grupo II) foi evidenciada para cistos de Balantioides 

coli, em alfaces orgânicas produzidas na mesma região agrícola, confirmando que esse 

tipo de alimento é posteriormente transportado e distribuído para o consumidor final 

contaminado.    

Destaca-se que diversos estudos relataram a presença do protozoário em amostras 

hídricas, no entanto, as fontes de contaminação não foram estabelecidas na maior parte 

dos casos (Ayaz et al., 2011). A ocorrência da contaminação por Balantioides coli em 

vegetais destinados ao consumo humano também foi relatada em países em 

desenvolvimento, tais como: Bangladesh, Brasil, República dos Camarões, Etiópia e 

Gana, com taxa média de contaminação de 9.3%, inferior à encontrada no presente estudo  

(Ahmed et al., 2018).  

A resolução n° 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), para 

águas doces de classe I e II, utilizadas para irrigação de hortaliças ingeridas cruas não é 

atualizada há mais de 15 anos, valendo-se da preconização da pesquisa de coliformes 

termotolerantes (Brasil, 2005), critério muito menos restritivo aos utilizados para 

identificação e enumeração da contaminação fecal no presente estudo.   

Assim como evidenciado nos diferentes pontos de água de irrigação, a 

contaminação mais expressiva relacionada à etapa de pré-comercialização dos vegetais 

(água de lavagem) somente foi evidenciada para bactérias do gênero Enterococcus.  Este 

grupo apresenta ampla resistência a larga variação de temperatura, pH e salinidade, 

favorecendo a persistência da contaminação e sobrevivência por períodos  prolongados 

em ambientes hídricos captados para irrigação (EPA, 2000, Solaiman et al., 2020). 

A Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) sugere a 

pesquisa de Enterococcus como um indicador adicional de contaminação fecal em 
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amostras hídricas (EPA, 2000). Ressalta-se ainda, que o FDA (Food and Drug 

Administration) estabelece padrões microbiológicos para água de irrigação que 

assegurem a segurança do alimento (FDA, 2017). 

Tais padrões fazem parte da Lei de Modernização da Segurança Alimentar dos 

Estados Unidos (FSMA) - Food Safety Modernization Act, sendo exigido o 

estabelecimento de um perfil de qualidade da água (MWQP) - microbial water quality 

profile, para todas as fontes hídricas não tratadas utilizadas no cultivo de 

hortifrutigranjeiros, onde deve ser analisado um número de no mínimo 20 amostras por 

um período de 2 a 4 anos.  

As menores médias para ambos os indicadores bacteriológicos de contaminação 

fecal dos quatro pontos que compõem a região de cultivo de hortaliças foi identificada no 

ponto 4. Ressalta-se que a água utilizada para a lavagem das hortaliças neste ponto 

amostral procede de fonte hídrica subterrânea (água de poço), quando comparada à água 

superficial (bruta) sujeita a maior impacto de contaminação fecal.  

As análises da água de poço, utilizadas para o procedimento supramencionado e 

para o consumo dos produtores, apresentaram excelente qualidade microbiológica, 

quando considerada a contaminação por E. coli.  

Grande parte das legislações no Brasil e no mundo se referem apenas à qualidade 

microbiológica da água utilizada para irrigação de hortaliças, com base em densidades de 

coliformes e Escherichia coli, entretanto, diversos estudos não estabeleceram clara 

correlação entre os indicadores e a presença de helmintos e protozoários parasitos 

(Moreno et al., 2018, Rusinõl et al., 2020).  

Múltiplos fatores estão relacionados às diferentes rotas de exposição a 

protozoários parasitos patogênicos, refletindo as condições de vida e saneamento em 

zonas rurais, além da contaminação do meio aquático e possíveis escoamentos de fezes 
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de animais de criação, dado o caráter zoonótico das parasitoses (Abdel-Moein e Saeed, 

2016; Troldborg et al., 2017; Ryan et al., 2019; Ahmed et al., 2020). 

Em relação ao grupo II, hortaliças orgânicas oriundas de feiras-livres, com o 

intuito de maximizar a recuperação de ovos, cistos e oocistos a partir de diferentes 

hortaliças, a escolha da solução extratora de lavagem, bem como a determinação do pH 

da solução que será utilizada, são considerados aspectos críticos, para maior recuperação 

de parasitos (Cook et al., 2007; Matosinhos et al., 2016).   

De fato, alguns estudos demonstraram que diferentes faixas de pH de solução de 

glicina 1M influenciaram na recuperação de protozoários patogênicos em alface 

contaminada artificialmente. Para Giardia duodenalis, os melhores resultados foram 

obtidos ao utilizar essa solução com pH entre 5.0 e 6.0, com eficiências entre 34,9 a 

39,3%, porém com maior desvio padrão, especialmente na faixa de 5,5 (Cook et al 2007). 

Ao utilizar a solução com pH mais baixo, entre 3.0 e 4.0, as taxas de recuperação de cistos 

e a performance da metodologia decaiu consideravelmente – 3.0 a 5,4%.  

Na mesma linha, Cook et al. (2006) realizaram previamente a análise da eficácia 

de recuperação de oocistos de Cryptosporidium parvum em alfaces e frutos silvestres 

contaminados artificialmente, verificando maiores taxas de recuperação ao utilizar 

solução de glicina 1M, pH 5,5.  

Desta forma, para o presente estudo, optou-se por utilizar como solução extratora 

a glicina 1M, com pH ajustado para 5,5, permitindo a detecção concomitante de ambos 

os protozoários e também ovos de helmintos. Essa mesma solução mostrou-se eficiente 

para recuperação de ovos de Ascaris suum e ancilostomatídeos em alface contaminada 

artificialmente em protocolo padronizado por Matosinhos et al. (2016).  

Em adição, a validação do método e avaliação das taxas de eficiência de 

recuperação de ovos de Ascaris suum em alface e rúcula contaminadas artificialmente, 
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foi aferida em triplicata concomitantemente, por nove diferentes laboratórios de cinco 

estados do Brasil e, um laboratório considerado como central, com experiência em análise 

de alimentos (Pineda et al., 2021), apresentando excelente performance, com média inter 

laboratorial de recuperação de 57,10% para alface e de 50,7% para rúcula.   

Ressalta-se que quando o pH é utilizado abaixo de 4.0, promove excessivo 

rompimento de células dos vegetais gerando um eluente colorido e com aumento de 

material particulado (Cook et al., 2006), o que pode mascarar ou dificultar a visualização 

de parasitos. 

Isolado pela primeira vez pelo pesquisador francês H. Braconnot a partir de 

hidrolisados ácidos de proteínas, o sabor deste aminoácido é doce, análogo à glicose, 

sendo seu nome derivado da palavra grega "glykys" - um aminoácido apolar, codificado 

pelo código genético. Este é também um dos componentes das proteínas de seres vivos, 

com características tensoativas capaz de interagir com cistos, oocistos e ovos que podem 

estar fortemente aderidos à matriz vegetal facilitando a sua remoção (Cook et al., 2006, 

Wang et al., 2013, Razak et al., 2017).  

Destaca-se que todo alimento destinado ao consumo humano deve ser livre de 

contaminantes físicos, químicos e biológicos - como parasitos em qualquer fase de 

desenvolvimento (BRASIL, 2014). Além disso, deve apresentar padrões microbiológicos 

dentro dos limites máximos tolerados (LMT) estabelecidos por legislação (falta referência 

da legislação referente aos padrõpes microbiológicos). 

Alguns estudos identificaram compostos tóxicos resultantes do processo de 

desinfecção a partir de soluções cloradas utilizadas para sanitização de frutas e hortaliças, 

dentre eles, os trihalometanos, cuja exposição contínua é associada à importantes 

alterações epigenéticas (Berbari et al., 2001, Bari et al., 2003, López-Gálvez et al., 2010, 

Bachelli et al., 2013).   
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Em alguns países, como Alemanha, França e Estados Unidos o uso do hipoclorito 

de sódio como sanitizante de hortaliças já é restrito, sendo inclusive preconizado que 

alimentos minimamente processados apresentem ausência de cloro residual em seus 

produtos. Sendo assim, a utilização e desenvolvimento de soluções alternativas ao cloro 

emergem como uma questão relevante para os órgãos públicos e iniciativa privada, tendo 

em vista a garantia da segurança dos alimentos para o consumidor (Baur et al., 2004, 

Bachelli et al., 2013).  

Para o grupo II, foi observado um total de 16,3% de contaminação por ovos de 

helmintos e cistos de protozoários, sendo as maiores taxas de contaminação observadas 

quanto à detecção de Balantioides coli - 44,5% das amostras positivas.  Tais achados 

podem também refletir o uso de adubo orgânico nas hortaliças cultivadas no grupo I, de 

fontes que não garantam inocuidade aos vegetais e/ou acesso de animais domésticos às 

áreas de cultivo, evidenciados durante as coletas - visto que ovos de ancilostomatídeos e 

de Trichuris sp. foram detectados. 

 A criação de animais em zonas rurais produtoras de hortaliças contribui para a 

disseminação de parasitos de caráter zoonótico no ambiente, e consequentemente, para a 

contaminação dos hortifrutigranjeiros cultivados nestas regiões. Okulewicz et al. (1997), 

detectaram infecção por parasitos intestinais em 100% de cães e gatos em fazendas 

produtoras (Klapec e Borecka, 2012).   

A detecção de ovos de Hymenolepis nana também sugere que roedores podem 

estar presentes nas plantações. Além disso, não se descarta a possibilidade da utilização 

de fezes humanas como adubo, visto que ovos de Ascaris sp., também foram identificados 

ou ainda, o carreamento de material fecal humano contendo estes ovos por vetores 

mecânicos, ademais, a dispersão por ventos, visto que nas propriedades localizadas na 
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cidade de Rio Branco do Sul, o acesso ao saneamento básico não está disponível, sendo 

utilizadas fossas sépticas (Fallah et al., 2012; J. Hotez., 2018; Sadowska et al., 2019). 

Ressalta-se que Ascaris lumbricoides é o helminto transmitido pelo solo (STH) 

mais prevalente em humanos em todo o mundo. Estima-se que aproximadamente 1,3 

bilhão de pessoas estejam acometidas por este parasito, haja visto que cada fêmea 

apresenta alta fecundidade favorecendo a contaminação e dispersão ambiental. Além 

disso, a ocorrência da contaminação em vegetais frescos é frequentemente relatada em 

regiões tropicais, como o Brasil (Pilotte et al., 2019, Bowman, 2021). 

O consumo de vegetais in natura, sem qualquer processo de cocção, o caráter 

zoonótico e antroponótico, a baixa dose infectante, aliada a persistência ambiental e 

resistência a procedimentos de desinfecção, são os principais fatores contribuintes 

relacionados às infecções parasitárias de origem alimentar (Xiao et al., 2018; Ryan et al., 

2019; Sakkas et al., 2020). 

Ademais, a Organização Pan-Americana de Saúde (OPAS) e a Organização 

Mundial de Saúde (OMS) destacam que nos países em desenvolvimento e emergentes, 

incluindo o Brasil, as geohelmintoses e as helmintoses transmitidas por alimentos 

contaminados ainda apresentam ampla expressividade, sendo causas frequentes de 

mortalidade e morbidade (WHO, PAHO, 2016). A presença destes parasitos em alimentos 

acarreta perdas econômicas, como a diminuição do valor de mercado dos produtos, 

particularmente em zonas rurais produtoras, contribuindo também com a perpetuação do 

ciclo da pobreza em populações de baixo poder aquisitivo (WHO, 2014, WHO, PAHO, 

2016). 

A contaminação por diversas espécies de helmintos e protozoários intestinais em 

hortaliças in natura já foi reportada na Índia (Gupta et al, 2009), Líbia (Abougrain et al., 

2010), Egito (Said, 2012), Canadá (Dixon et al., 2013), Vietnã (Chau et al., 2014) e Itália 
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(Caradonna et al., 2017). No Brasil, o mesmo foi verificado em alguns estados do país 

(Oliveira Germano, 1992; Coelho et al., 2001; Pezzin et al., 2017; Ferreira et al., 2018). 

Tomados em conjunto, os resultados dos quatros pontos de água relacionados ao 

cultivo ou higienização de hortaliças no grupo I, associado à análise de hortaliças 

cultivadas nesta cidade e comercializadas na capital do Paraná em feiras livres, 

demonstram importante impacto de contaminação por parasitos, implicando em potencial 

risco de aquisição de doenças parasitárias, inclusive de caráter zoonótico.   

Com relação a qualidade sanitária de minimamente processados, estudos que 

avaliem a segurança quanto a contaminantes biológicos, em especial para protozoários 

parasitos em vegetais frescos prontos para o consumo, são escassos no Brasil e no mundo 

(Ryan et al., 2019). 

No presente estudo, para o grupo III a contaminação por ovos de helmintos não 

foi detectada em nenhum pool de amostras analisado nos vegetais prontos para consumo 

de ambos os produtores, demonstrando, para este aspecto, boa qualidade higiênico-

sanitária, visto que os parasitos pesquisados são transmitidos por  via oro-fecal.  

Entretanto, a contaminação por Giardia foi evidenciada em 25% dos pool de 

amostras de dois dos principais produtores de vegetais minimamente processados com 

distribuição regional. Ressalta-se que para a realização de um desenho amostral 

representativo, a adoção de estratégia de análise por pool é relevante, quando se considera 

amostras alimentares como as analisadas no presente estudo, sanificadas, diminuindo 

custos e com maior possibilidade de confirmação da contaminação. Essa estratégia é 

amplamente empregada em outras matrizes alimentares, como por exemplo moluscos 

bivalves comestíveis (Robertson et al., 2007; Leal et al., 2021).  

Para o produtor I, 36,3% dos pool apresentaram contaminação por Giardia 

evidenciada por diferentes técnicas de detecção – RID ou PCR, dos quais, a contaminação 
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por G. duodenalis foi confirmada em três diferentes pools amostrais através das análises 

moleculares.  

Em relação ao produtor II, não foram detectadas as formas infectantes de ambos 

os protozoários por RID, entretanto, a contaminação por Giardia duodenalis foi detectada 

em um pool amostral (11,1%) - mediante amplificação do marcador molecular β-giardina 

(BG). Quando comparados os resultados encontrados para ambos os vegetais 

minimamente processados, evidencia-se melhor qualidade higiênico-sanitária nas 

amostras oriundas desta indústria de processamento. 

As complexas matrizes alimentares interferem na recuperação, eluição e extração 

de DNA de cistos e oocistos, além disso, apenas em 2016 foi publicado um método 

padronizado para detecção e enumeração de oocistos de Cryptosporidium e cistos de 

Giardia em vegetais verdes folhosos e frutos de baga - ISO n° 18744, não havendo até o 

momento, um protocolo / ISO para a identificação de ovos e larvas de helmintos nesse 

tipo de alimento.  

Neste estudo, foram realizadas análises moleculares mediante amplificação dos 

quatro marcadores mais amplamente utilizados em todo o mundo para detecção e 

caracterização das espécies de Giardia (Feng e Xiao, 2011; Koehler et al., 2014, Ryan et 

al., 2019).  Dentre esses, a contaminação pelo protozoário foi identificada em uma 

amostra para o gene 18S rRNA e pelo gene beta-giardina, respectivamente.  

Para o marcador TPI, a contaminação pelo protozoário foi identificada em dois 

pool amostrais, ambos pertencentes ao produtor I. As análises filogenéticas demonstraram 

a presença de Giardia duodenalis, pertencente ao grupo genético B. Ressalta-se que G. 

duodenalis é a única espécie que possui capacidade para infectar humanos, sendo as 

assembleias A e B as mais predominantes em infecções, além de serem reconhecidas por 

apresentar importante caráter zoonótico (Feng e Xiao, 2011; Ryan et al., 2019).  
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Destaca-se que tais achados representam o primeiro relato de contaminação por 

Giardia duodenalis em vegetais minimamente processados (Ready-to-Eat) no Brasil, e 

que poucos estudos ao redor do mundo foram capazes de identificar os grupos genéticos 

do protozoário em alimentos que foram submetidos  a processos de higienização pela 

indústria alimentícia. Desta forma, este estudo contribui para a compreensão da 

epidemiologia ambiental e molecular do protozoário e com dados de inferência acerca do 

potencial infectante dos isolados nessas matrizes alimentares, bem como seus impactos 

quanto à segurança do alimento.  

Diversos estudos epidemiológicos moleculares envolvendo amostras fecais 

humanas de diferentes regiões demográficas demonstraram que o grupo genético / 

assembleia B de G. duodenalis é o mais frequentemente associado a quadros clínicos 

sintomáticos, como cólicas abdominais e presença constante de vômitos (Mahdy, 2009, 

Homan et al., 2001)  

O gene TPI apresenta regiões altamente conservadas e é considerado polimórfico 

e os iniciadores utilizados contemplam locus de grande heterogeneidade genética para o 

protozoário, sendo, portanto, considerado um dos  marcadores filogenético mais precisos 

(Sulaiman et al., 2003). 

A identificação dos grupos genéticos A e B mediante utilização do gene TPI pode 

inclusive auxiliar na avaliação de infecções mistas em amostras clínicas, além disso, 

contribuem com informações para compreensão da severidade dos quadros clínicos da 

giardiose (Amar et al., 2002, Robertson et al., 2007).   

Os resultados obtidos fornecem importantes dados epidemiológicos acerca das 

áreas de estudo, com possibilidade de rastreabilidade das fontes de infecção, visto que o 

grupo genético B está relacionado com importante transmissão de caráter zoonótico 

(Ankarklev et al., 2018; Ryan et al., 2019) e que, ambos os produtores são oriundos de 
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grandes municípios produtores rurais de hortaliças da região metropolitana de Curitiba, 

onde a presença de animais pode ser frequente.  

De fato, a grupo genético B e os subgrupos B-III e B-IV são comuns em humanos, 

inclusive em manipuladores de alimentos prontos para o consumo. Um estudo conduzido 

no Brasil identificou este grupo genético em manipuladores de escolas públicas, por 

conseguinte, em pesquisas anteriores o mesmo grupo genético já havia sido identificado 

em amostras fecais de alunos da mesma instituição (Colli et al., 2015 a,b). 

Não obstante, no ano de 2015 ocorreu um surto de giardiose na cidade de Nova 

York (EUA), envolvendo aproximadamente 20 casos ligados a uma rede de 

supermercados.  Nas análises moleculares realizadas em amostras fecais de 

manipuladores envolvidos na produção de alimentos prontos para o consumo, constatou-

se infecção por Giardia duodenalis, pelo subgrupo genético BIII, que possivelmente pode 

ter sido a fonte de origem da contaminação e do surto (Figgatt et al., 2019, Ryan et al., 

2019).  

A transmissão de protozoários intestinais, como Giardia duodenalis e 

Cryptosporidium spp. através das mãos dos manipuladores de alimentos também 

apresenta relevância e é considerada um grande desafio aos setores produtivos; portadores 

assintomáticos representam um risco para a inserção de patógenos em diferentes etapas 

da cadeia produtiva: pré-preparo, produção, processamento, distribuição e manuseio na 

exposição ao consumidor final (Yimam et al., 2020, Teimouri et al., 2021). 

Neste contexto, reitera-se a necessidade de realização de exames parasitológicos 

de fezes de modo frequente em manipuladores de alimentos, onde até mesmo a 

identificação de organismos considerados na maioria das vezes, como classicamente 

comensais, como as amebas identificadas no presente estudo – Iodameba bütschlii, 
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denotam o status higiênico-sanitário dos alimentos ou até mesmo contato com material 

fecal em portadores sãos (Iglesias-Osores e Failoc-Rojas, 2018).   

Para o grupo de hortaliças minimamente processadas referentes ao produtor I a 

qualidade higiênico sanitária apresentou índices preocupantes em termos de segurança 

alimentar, quando comparado ao produtor II, que apresentou melhor qualidade em ambos 

os indicadores, microbiológicos e parasitológicos. Ressalta-se que, este tipo de matriz 

alimentar é oriundo de processamento industrial, onde, assegura-se a realização do 

processo de desinfecção - um dos pontos mais críticos da cadeia produtiva - e de 

importância para a inativação de patógenos de origem alimentar.  

Desta forma, os resultados demonstram falhas nos procedimentos operacionais 

padronizados e ineficácia do procedimento empregado pelo produtor para a remoção de 

bactérias indicadoras de contaminação fecal e protozoários intestinais.  

A utilização da PCR como ferramenta de diagnóstico e rastreabilidade tem sido 

cada vez mais explorada por apresentar ampla sensibilidade e especificidade. 

Exemplificando, no Brasil um estudo direcionado para a pesquisa de Giardia em vegetais 

verdes folhosos obteve taxa de positividade de 12,5% por PCR, superior ao detectado 

pela técnica imunológica, que denotou contaminação em 0,8% das amostras submetidas 

à análise. No entanto, ensaios moleculares podem apenas detectar material genético de 

parasitos e não cistos intactos e/ou infectantes, diminuindo assim as inferências em 

relação aos riscos em saúde pública (Tiyo et al., 2016, Ryan et al., 2019). 

Por conseguinte, a associação de ambas as técnicas é fundamental para maior 

acurácia da confirmação de contaminação por Giardia e Cryptosporidium, detectando as 

formas infectantes e aferindo a rastreabilidade das fontes de contaminação como 

estratégia de minimização dos impactos de DTA e, como prevenção de surtos por 

veiculação hídrica e alimentar (Dixon et al., 2013, Ryan et al., 2019). 
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A subnotificação de surtos está associada a dificuldades na detecção de cistos e 

oocistos em matrizes alimentares, além disso, o início do quadro clínico pode ocorrer em 

1 a 3 semanas após a ingestão das formas infectantes, fato que restringe a associação entre 

agente etiológico e alimento causador do surto (Baldursson e e Karanis, 2011, Robertson 

e Chalmers, 2013, Ryan et al., 2018).  

No Brasil, de acordo com o Sistema de Informação de Agravos de Notificação 

(SINAN) apenas em 11 surtos de DTA o protozoário Giardia duodenalis foi o agente 

etiológico incriminado no período de 2007 a 2019, sendo que, parte destes foi ocasionado 

pela via hídrica, e parte não teve o alimento causador do surto esclarecido (BRASIL, 

2021).  

Um estudo realizado mediante ensaios de contaminação artificial tendo como 

modelo oocistos de Cryptosporidium parvum em espinafre hidropônico cultivado em 

laboratório, demonstrou capacidade de internalização das formas infectantes dentro dos 

estômatos dos vegetais, onde mesmo após vigorosa lavagem em solução de glicina 1M, 

com o uso de agitador orbital, foi possível evidenciar a persistência dos oocistos mediante 

visualização por microscopia confocal e marcação com anticorpos monoclonais 

específicos (Macarisin et al., 2010). 

Ademais, ocorre aumento de turgidez em células vegetais que são cultivadas por 

meio de sistemas de irrigação constante, como no caso da aspersão, o que possibilita um 

alargamento das fissuras estomáticas, facilitando o acesso de cistos e oocistos (Macarisin 

et al., 2010). Tais achados representam grandes implicações em saúde pública, visto que, 

em situações de contaminação natural, o fenômeno de aderência e internalização pode 

atuar como uma camada protetora para formas infectantes de parasitos, impedindo a 

remoção pela lavagem mecânica e, mantendo possivelmente a viabilidade e infectividade 

intactas.   
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Apesar dos impactos em saúde pública, apenas recentemente a indústria de 

hortifrutigranjeiros despertou maior atenção à contaminação por vegetais prontos para o 

consumo por protozoários, após a ocorrência de surtos com inúmeros casos ligados ao 

consumo deste alimento no Reino Unido (Mckerr et al., 2015). Neste episódio, os estudos 

de genotipagem conduzidos para rastreabilidade das fontes de contaminação fecal, 

confirmaram a espécie C. parvum, como agente etiológico responsável (Mckerr et al., 

2015; Sakkas et al., 2020). 

Entretanto, apesar de frequentemente detectados em diversos tipos de alimentos, 

ainda se observa subnotificação de surtos associados a Cryptosporidium spp. pela via 

alimentar, visto que não é contemplado como agente infeccioso de notificação 

obrigatória, especialmente nos países em desenvolvimento, como o Brasil (Brasil, 2006; 

Ahmed e Karanis, 2018; Ryan et al., 2019). 

Algumas infecções de origem alimentar são consideradas endêmicas em 

determinadas regiões: apesar de existirem rigorosas normas regulatórias e robustos 

sistemas de notificação e vigilância nos países desenvolvidos, a ocorrência de surtos e 

recalls de alimentos se tornaram ameaça constante ao setor hortifrutigranjeiro (Soon et 

al., 2020).  Desta forma, o monitoramento dos pontos críticos da cadeia produtiva de 

alimentos e a rastreabilidade das fontes de contaminação são essenciais para minimização 

das perdas econômicas e mitigação dos impactos em saúde pública a nível global (EFSA, 

2019, Ryan et al., 2019).  

Por conseguinte, o monitoramento e gerenciamento dos riscos associados ao 

consumo de vegetais in natura, devem ser iniciados na etapa de cultivo, associando a 

produção a práticas agronômicas que garantam a segurança do alimento, como a 

utilização de fertilizantes e recursos hídricos livres de contaminantes biológicos.  
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7. CONCLUSÕES 

 

1.  A contaminação fecal de origem zoonótica e/ou antroponótica por parasitos e 

bactérias indicadoras, foi evidenciada ao longo das diferentes etapas analisadas da cadeia 

produtiva, tanto na região de cultivo quanto na etapa de comercialização. Os resultados 

demonstram sua ampla disseminação na região metropolitana e na capital do Paraná e, 

sinalizam para a necessidade de adoção de medidas de controle e monitoramento 

constante da qualidade sanitária, para a garantia da segurança do alimento ao consumidor. 

2. Oocistos de Cryptosporidium spp., cistos de Giardia spp., bem como a 

contaminação por Escherichia coli e especialmente por Enterococcus sp., foram 

detectados em diferentes concentrações e pontos de uma importante bacia hidrográfica 

utilizada para fins agrícolas em propriedades rurais certificadas, demonstrando que a 

mesma pode ser responsável pela contaminação de vegetais na etapa de cultivo.  

3. A maior deterioração da qualidade microbiológica da água utilizada para a 

irrigação de orgânicos, somente foi aferida ao se inserir a pesquisa de um indicador 

complementar de contaminação fecal, considerado muito mais restritivo do que o 

preconizado pela legislação vigente.  Desta forma, recomenda-se a pesquisa de pelo 

menos dois grupos de bactérias indicadoras para aferição da qualidade da água para este 

fim.   

4. A água de lavagem foi considerada uma das etapas mais relevantes para 

evidenciar a contaminação por parasitos em diferentes vegetais na etapa de cultivo, sendo 

considerada um ponto crítico de controle.  Ressalta-se a importância de utilização de 

fontes hídricas que apresentem boa qualidade microbiológica para a etapa de pré-lavagem 

que precede a comercialização.  

5. Alfaces de variedade crespa (Lactuca sativa) cultivadas sob o sistema orgânico e 

comercializadas in natura em feiras-livres de Curitiba apresentaram importante impacto 
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de contaminação por parasitos. Ovos, cistos e oocistos podem manter sua capacidade 

infectante inalterada por longos períodos, ao longo da cadeia produtiva, e representar um 

risco de aquisição de doenças parasitárias, inclusive de caráter zoonótico. 

6.  Os procedimentos de higienização e sanitização adotados pela indústria 

alimentícia, não foram totalmente eficientes para a remoção de parasitos e inativação de 

bactérias em vegetais minimamente processados, visto que a contaminação residual por 

E. coli, Enterococcus sp.  e Giardia duodenalis, foi confirmada em alguns pool amostrais 

prontos para o consumo.  

7.  A contaminação por Giardia duodenalis pertencente ao grupo genético B, em 

vegetais minimamente processados, foi relatada pela primeira vez no Brasil, evidenciando 

um sinal preocupante, por este grupo ser um dos principais relacionados à infecção 

sintomática pelo protozoário em seres humanos. Em adição, os resultados reforçam a 

ocorrência de possíveis falhas nos procedimentos operacionais padronizados empregados 

pelos produtores, podendo representar um risco à saúde dos consumidores.   

8.  As informações quanto à epidemiologia ambiental e molecular de parasitos em 

alimentos orgânicos ou prontos para o consumo são escassas em todo o mundo. Sendo 

assim, o sinergismo de diferentes técnicas de detecção que contemplem a pesquisa de 

ampla gama de contaminantes biológicos, tanto em vegetais in natura, como em 

minimamente processados, é necessário, visando reconhecer o perfil e rastreabilidade das 

fontes de contaminação em diferentes cultivos. 
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ANEXO I: ARTIGO PUBLICADO ORIUNDO DA DISSERTAÇÃO DE 
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