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Diz-se que, mesmo antes de um rio cair no oceano ele treme
de medo.

Olha para tras, para toda a jornada, os cumes, as montanhas,
o longo caminho sinuoso através das florestas, através dos
povoados, e vé a sua frente um oceano tdo vasto que entrar
nele nada mais é do que desaparecer para sempre.

Mas ndo ha outra maneira. O rio ndo pode voltar.

Ninguém pode voltar. Voltar é impossivel na existéncia. Vocé
pode apenas ir em frente.

O rio precisa se arriscar e entrar no oceano.

E somente quando ele entra no oceano é que o medo
desaparece.

Porque apenas entdo o rio sabera que ndo se trata de
desaparecer no oceano, mas tornar-se oceano.

Por um lado é desaparecimento e por outro lado é
renascimento.

Assim somos nos.

So6 podemos ir em frente e arriscar.

Coragem! Avance firme e torne-se Oceano!

Osho



RESUMO

O solo ¢ considerado o principal reservatério ambiental de ovos de helmintos,
entretanto, inexiste um método padrdo ou ISO (International Organization for
Standardization) validada para a detecgdo destes patogenos em matrizes arenosas
ambientais. O monitoramento de helmintos transmitidos pelo solo (HTS) em areas
recreacionais ¢ relevante por fornecer dados dos eventuais riscos associados a satde
publica. Os objetivos deste estudo foram: 1) padronizar metodologias para recuperagdo
de ovos de helmintos em diferentes matrizes de solo arenoso mediante ensaios de
contaminagdo artificial; ii) realizar o monitoramento da contaminagdo por ovos de
helmintos em areias de praias do litoral do Parand por um periodo de dois anos
aplicando a metodologia padronizada; iii) verificar a qualidade sanitaria das praias
mediante determinagdo da concentragdo de Escherichia coli e Enterococcus sp.; V)
realizar o monitoramento da contaminacao por helmintos em areia de parques e Centros
Municipais de Educagdo Infantil (CMEI) localizados na cidade de Curitiba. Trés areas
de recreagdo foram selecionadas para realizagdo dos ensaios controle e de
monitoramento: area 1 - praias de Matinhos, Caiob4 e Guaratuba (24 meses / praia),
area 2 - parques publicos (n = 3) e area 3 — creches de Curitiba (n = 3) (10 meses / area).
Para estimar a sensibilidade da taxa de recuperagdao de ovos, 64 protocolos foram
analisados em triplicata (192 ensaios) da seguinte forma: 32 ensaios para areia de praia
(area 1) e 16 ensaios para cada area 2 e 3. Um numero conhecido de ovos de Ascaris
suum foi inoculado em amostras de areia esterilizadas e as seguintes varidveis foram
analisadas: homogeneizacdo (vortex ou agitador magnético), solucdo de dispersdao
(Glicina 1M, Tween™ 80, Triton™ X-100 e ICN 7X®) e tempo de contato (5 minutos ou
1 hora). Para a area 1, a maior eficiéncia de recuperagdo (41,7 %) foi obtida pelo
protocolo 10: tempo de contato de 1 hora e homogeneizagdo de 5 g de amostra com
Glicina 1(M) em vortex seguida de centrifugacdo (1.250 x g/ 5 min) e quatro flutuagdes
sequenciais - 40 minutos cada, em sacarose (1,24 g/cm?). Para as areas 2 e 3 as maiores
eficiéncias de recuperagdo (29,6% e 27,3%) respectivamente, foram obtidas através do
protocolo 11: 5g de caixa de areia (1 hora de contato) submetida 8 homogeneizacdo com
Triton ™ X-100 em vortex e, centrifugo-flutuagio (1.250 x g / 5 min) aliada a trés
flutuacdes sequenciais de 30 minutos cada em sacarose (1,24 g/cm?®). Em 24 meses de
monitoramento da contaminagdo ambiental por ovos de HTS em areias das praias, pelo
menos um género de helminto foi detectado em 25% dos meses, sendo Trichuris spp.,
Ascaris spp., e ovos da familia Ancylostomatidae evidenciados com maior frequéncia.
Elevadas concentragdes de bactérias indicadoras foram evidenciadas nestes ambientes,
sobretudo Enterococcus sp. Ovos da familia Ancylostomatidae, Ascaris spp. € Trichuris
spp., foram detectados em 45% das amostras arenosas oriundas de parques de Curitiba,
enquanto em CMEI, a contaminacao por HTS foi detectada em 70% das amostras que
albergavam principalmente Ascaris spp. € ovos da familia Ancylostomatidae.Os
protocolos padronizados neste estudo demostraram ser eficazes para recuperacdo de
ovos em diferentes matrizes arenosas com diferentes composi¢des granulométricas
quando considerados os resultados obtidos em ensaios controle e, especialmente devido
a deteccdo de ovos em situacao natural de contaminagdo em todas as areas analisadas.
Estes resultados deverao ser utilizados pelo 6érgao ambiental estadual para a proposi¢ao
de legislacdo que contemple a pesquisa de HTS e estabelecimento de limites de
bactérias indicadoras de contaminacao fecal em areias do litoral. Além disso, denotam a
necessidade de monitoramento rotineiro de parasitos em diferentes areas de recreacao,
visando estabelecer a qualidade sanitaria e a minimizagao dos riscos a satde publica.

Palavras Chaves: Helmintos Transmitidos pelo solo (HTS). Matrizes de Solo
Arenoso; Microbiologia Ambiental; Padronizagdo; Parasitologia Ambiental; Praias.



ABSTRACT

The soil is considered the main environmental reservoir of helminth eggs, however,
there is no standard method or validated ISO (International Organization for
Standardization) for the detection of these pathogens in environmental sandy matrices.
The monitoring of Soil Transmitted Helminths (STH) in recreational areas is relevant
since it provides data of possible risks associated with public health. The goals of this
study were: 1) to standardize methodologies for the recovery of helminth eggs in
different sandy soil matrices through artificial contamination assays. ii) to perform the
monitoring of helminth egg contamination in beach sands from Parana coast during two
years, applying the standardized methodology; iii) to verify the sanitary quality of
beaches by the estimation of the concentration of Escherichia coli and Enterococcus sp;
iv) to conduct monitoring of helminth’s contamination in sand areas from parks and
Municipal Centers for Early Childhood Education (MCECE) located in the city of
Curitiba. Three recreational areas were selected for control trials and monitoring: area 1
— beach sands - Matinhos, Caiob4 and Guaratuba (24 months / beach), area 2 - public
parks (n = 3) and area 3 — day care center from Curitiba (n = 3) (10 months / area). To
estimate the sensitivity of egg recovery rate, 64 protocols were analyzed in triplicate
(192 trials) as follows: 32 assays for beach sand (area 1) and 16 assays for areas 2 and 3
each which presented similarity granulometric composition. A known number of
Ascaris suum eggs were inoculated into sterilized sand samples and the following
variables were analyzed: homogenization (vortex or magnetic stirrer), dispersion
solution (Glycine 1M, Tween ' 80, Triton" X-100 and ICN 7X®) and contact time (5
minutes or 1 hour). For area 1, the highest recovery efficiency (41.7%) was obtained by
protocol 10: contact time of 1 hour and homogenization of 5 g of sample with Glycine
1(M) in vortex followed by centrifugation (1250 x g / 5 min) and four sequential
flotation - 40 minutes each, in a sucrose solution (1.24 g / cm?). For areas 2 and 3 the
highest recovery efficiency (29.6% e 27,3%), respectively, was obtained through the
protocol 11: 5g of sandbox (1 hour of contact) submitted to homogenization with
Triton™" X-100 in vortex, followed by centrifugal-flotation (1250 x g / 5 min) alied to
three sequential flotations of 30 minutes each in a sucrose gradient (1.24 g/ cm?). In 24
months of monitoring of environmental contamination by STH eggs on the beach sands,
at least one genus of helminth was detected in 25% of the months, with Trichuris spp.,
Ascaris spp., and eggs of the Ancylostomatidae family being most frequently found. In
addition, high concentrations of fecal indicator bacteria have been detected in these
environments, especially Enterococcus spp. Eggs of the family Ancylostomatidae,
Ascaris spp. and Trichuris spp., were detected in 45% of the sandy samples from parks
of Curitiba, while in CMEI, contamination by STH was detected in 70% of samples
being more frequently detected Ascaris spp. and eggs of Ancylostomatidae family The
protocols standardized in this study proved to be effective for recovering eggs in
different sandy matrices with different granulometric compositions when considering
the results obtained in control tests and, especially due to the detection of eggs in a
natural contamination situation in all analyzed areas. These results will be used by the
state environmental agency to propose a legislation that contemplates the research of
STH and limits for indicator bacteria in coastal sand areas. They also denote the need
for routine monitoring of parasites in different recreation areas, to estimate its sanitary
quality and to minimize public health risk.

Key words: Beaches; Environmental Microbiology; Environmental Parasitology; Sandy
Soil matrices; Standardization; Soil Transmitted Helminths (STH).
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1. INTRODUCAO

O Brasil apresenta uma extensa darea costeira consistindo em uma das
principais atratividades turisticas do pais. Em decorréncia disso, recebe milhares de
visitantes - nacionais € internacionais - especialmente na alta temporada que baseiam
sua escolha de destino pela beleza das paisagens, clima tropical e qualidade ambiental /

sanitaria da area visitada (Leal et al., 2018; Instituto Trata Brasil, 2019).

Entretanto, o descarte inadequado do lixo, a drenagem hidrica de sedimentos
carreados pela 4gua da chuva para as praias, o saneamento incapaz de suprir a demanda
do aumento populacional e a eliminagao de dejetos dos animais que ali circulam, sdo os
principais elos associados a contaminacdo das praias, representando um fator de risco
para aquisi¢do de doencas gastrointestinais, oftdlmicas ou dermatologicas (Hotez et al.,

2009; Pinto e Oliveira, 2011; Moore et al., 2013).

A populagdo em idade pediatrica ¢ mais propensa a desenvolver infeccdes
veiculadas pelo contato com o solo contaminado devido ao comportamento ligado a
fase oral, a geofagia, por frequentar caixas de areia contaminadas e praias, favorecendo
a transmissao de patdogenos veiculados por diferentes rotas: cutanea, inalagdo e ingestao
de areia contaminada (Gurgel et al., 2005; Solo Gabriele et al., 2016).

Entre estes, destacam-se os Helmintos Transmitidos pelo Solo (HTS)
causadores de agravos a saude humana e, helmintoses de carater zoonodtico como larva
migrans cutanea e visceral / ocular. Além disso, HTS de transmissdo passiva ou de
penetracao ativa estdo inseridos na lista de Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN)

pela Organizagao Mundial da Saude (Hotez et al., 2007; Fialho et al., 2016)

Em virtude da estreita relacdo entre o ser humano e o ambiente, principalmente

em atividades de recreacdo, e do papel na manuten¢do dos ciclos biologicos dos HTS
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bem como de sua transmissibilidade, varios estudos ao redor do mundo buscaram
determinar a contaminagdo por HTS em caixas de areia de parques publicos
(Blaszkowska et al., 2015; Otero et al., 2018), peridomicilio (Steinbaum et al., 2016),
creches (Moskiva et al., 2016; Nkouayep et al., 2017) e praias (Rocha et al., 2011; Shah
etal., 2011; Silvaetal., 2017).

A variabilidade dos resultados evidenciados nestes estudos pode estar
associada a diferentes concentragdes de contaminagdo ¢ / ou a diversidade de métodos
analiticos disponiveis para a deteccdo de HTS em diferentes matrizes arenosas. Além
disso, a ndo afericdo da sensibilidade da técnica empregada para a sua detecgdo
representa importante limitador da acurdcia e estimativa fidedigna da contaminagdo

ambiental (Smith, 1999).

O monitoramento de patdgenos contaminantes do solo representa grande
desafio, visto que inexiste uma metodologia devidamente padronizada (Collender et al.,
2015; Amoah et al.,, 2017). Em adicdo, ndo ha critérios oficiais estabelecidos por
legislagdo que determinem padrdes sanitarios, principalmente em areia de praia, para

classificagdes de qualidade (Brasil, 2000; Pinto et al., 2011; Sotero Martins, 2014).

Ressalta-se que dados acerca da epidemiologia ambiental de helmintoses
intestinais - especialmente das praias de veraneio frequentadas pela populagdo autoctone
e turistica do estado do Parana - sdo inexistentes e, também se verifica a escassez destes
dados em areias do litoral brasileiro, quando se compara a outras matrizes de solo
arenoso. Desta forma, o monitoramento sistematico de praias e demais areas arenosas,
emerge como ferramenta importante para a sua gestdo e, para o desenvolvimento de
programas profilaticos para minimizagao e controle da poluicao fecal, oriundos de agdes

antropogénicas e/ ou de carater zoonotico.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Turismo em cidades litoraneas no Brasil e o0 saneamento ambiental.

O turismo de sol e praia inclui uma grande diversidade de atividades
recreativas e prosperou amplamente em dareas costeiras. Aproximadamente 50% das
viagens internacionais tém como destino cidades litoraneas e, em termos de economia, a
industria do turismo chega a representar 25% do PIB de alguns paises costeiros em

desenvolvimento (The Ocean Conference, 2017).

A érea costeira brasileira apresenta 8.500 km de extensdo sendo uma
importante rota turistica internacional. Dados disponibilizados pelo Ministério do
Turismo (2018) indicam que o pais recebeu 6,6 milhdes de visitantes de outros paises,

sendo que 30% destes tiveram como destino cidades litoraneas.

Historicamente, as principais cidades brasileiras se desenvolveram no
perimetro costeiro, e atualmente, cerca de 26,6% da populagdo nacional concentra-se
nestas areas (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2010). Entretanto, sérios
problemas de infraestrutura bésica, principalmente no que diz respeito ao saneamento
sdo recorrentes nestes locais. Este fato € observado em varias regides costeiras do pais e,
na regido Nordeste - importante polo turistico brasileiro - apenas 34,7% da populagdo
tém acesso ao tratamento de esgoto, sendo esta a regido que concentra 0 maior numero
de municipios costeiros no pais. O subinvestimento nesta area fez com que a regido

deixasse de faturar R$ 2,6 bilhdes para o setor de turismo (Instituto Trata Brasil, 2018).

De acordo com o estudo de Beneficios Econdmicos da Expansdo do
Saneamento Bésico conduzido pelo Instituto Trata Brasil (2018), as cidades turisticas
costeiras obteriam maior lucro e gerariam mais empregos se houvesse condig¢des

favoraveis de saneamento. Além disso, as proje¢des de incremento de renda associadas
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ao turismo no Brasil, atualmente em torno de R$ 2,1 bilhdes ao ano, atingiriam R$ 42,8
bilhdes no pais até 2036 caso a universalizacdo do saneamento fosse implantada nestas

regides.

Os indices de sancamento no Brasil tém melhorado nas ultimas décadas, mas
ainda permanece deficiente. Grande parte da populagdo brasileira carece destes servicos,
sobretudo a camada mais pobre (Ferreira et al., 2016). Os ultimos dados concernentes
ao saneamento ambiental indicam que 47% dos brasileiros ndo t€ém acesso a coleta de
esgoto, isso significa que quase metade do esgoto produzido diariamente no pais ¢é
descartado diretamente no ambiente, que inclui rios e outros cursos d’agua que afluem

para as areas costeiras (SNIS, 2020).

O Ranking do Saneamento Basico (2020) produzido com base nos dados
disponibilizados pelo Sistema Nacional de Informacdes sobre Saneamento (SNIS) — ano
base 2018, mostra os piores e melhores indices de saneamento nos 100 maiores
municipios do Brasil. Das 20 cidades mais bem posicionadas no referido ranking,
apenas duas sdo litoraneas (Santos e Niterdi). Em relacdo as capitais localizadas em
areas costeiras, o gerenciamento do esgoto ainda se mostra insuficiente. Apenas na
capital da Bahia (Salvador) a quantidade total - 100% do esgoto coletado - ¢é
efetivamente tratado. Entretanto, em nenhuma delas ha 100% de cobertura de coleta de

esgoto (Figura 1).

A cobertura de servigos de saneamento ¢ fundamental para promogado de saude
e protecdo ambiental. A auséncia de tratamento de esgoto esta diretamente relacionada a
incidéncias de doencas de transmissao fecal-oral (sewage-borne pathogens) conferindo

altos custos aos cofres publicos todos os anos (Ferreira et al., 2016).
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Figura 1: Indicadores de esgotamento sanitdrio nas capitais costeiras brasileiras: percentual de
esgoto coletado (azul) e efetivamente tratado (verde).
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Fonte: A autora (2019) (Adaptado SNIS, 2019).

A redugdo nas internagdes por doencas entéricas geraria uma consideravel
economia para o Sistema Unico de Saude (SUS), uma vez que a cada U$ 1 investido em
servicos de saneamento representa economia de U$ 4,3 em assisténcia médica (World
Toilet Organization, 2019). Neste contexto, as gastroenterites derivadas da exposicao a
contaminacdo fecal em areas costeiras, acarretam em perdas de produtividade, uma vez
que estas geram milhdes de licengas médicas ao ano, além de oOnus individual e
econdmico (Li e Zhang, 2019). O destino turistico esta associado a incidéncia de
doengas em viajantes, sendo que todos os anos, milhdes de turistas que visitam regides
tropicais contraem a diarreia do viajante (Hitch, 2019).

Os riscos associados a aquisicdo de gastroenterites nestas regides estao
vinculados ao tempo de exposi¢do a contaminagdo, a qualidade ambiental local e ao tipo

de viagem, sendo maiores em criancas e viajantes imunossuprimidos, que tendem a ser
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hospitalizados por infec¢des oportunistas, implicando em alteragdes nos planos de
viagem ou ainda o6bitos (Steffen, 2017; Langford, 2018; Wolyniec et al., 2018).

De acordo com Wilson et al., (2014), dentre os diagnosticos de doengas
infecciosas e parasitarias em pacientes que regressaram ao seu pais de origem apoés
visitar o Brasil, prevalecem as doencas dermatoldgicas. Dentre elas, destaca-se Larva
Migrans Cutanea (LMC) (Tabela 1), comumente observada em regides litoraneas
tropicais que apresentam precariedade em saneamento ambiental e presenga constante

de animais domésticos (Sow et al., 2017).

Tabela 1: Principais diagndsticos de viajantes que retornaram aos seus paises de origem com
alguma enfermidade ap0s visita ao Brasil durante o periodo compreendido entre 1997 a 2013.

Diagnostico? N° de casos Frequéncia (%)
1. Sindromes dermatologicas 630 40
Larva Migrans Cutanea (LMC) — Ancylostoma sp. 167 27
Picada de Inseto® 99 16
Infeccao da pele e tecidos moles® 92 15
Erupcdo cutanea, etiologia desconhecida (nao febril) 43 7
Miiase 37 6
Tungiase 35 6
Infecgdo fingica (micose superficial / cutanea) 26 4
Raiva, profilaxia pos-exposicao 17 3
Leishmaniose cutanea 13 2
2. Sindromes diarreicas 395 25
Diarreia aguda, etiologia desconhecida’ 146 37
Diarreia cronica desconhecida 70 18
Giardiase 37 9
Infecgdo por Campylobacter 14 4
3. Sindromes Febris 297 19
Doenga Febril ndo especificada® 109 37
Dengue 92 31
Malariaf 25 8
Infecgao pelo virus Epstein-Barr / Mononucleose 17 6
Doenca semelhante a gripe 17 6

Nota: * Um ou mais diagnosticos sdo possiveis para cada viajante que retornou enfermo.

b Inclui picada de inseto (incluindo ferrdo).

¢Inclui infecgdo de pele e tecidos moles: infecg@o bacteriana secundaria em lesdo pré-existente; abscesso
superficial da pele.

4 Inclui diarreia aguda (bacteriana); diarreia aguda ndo especificada; gastroenterite.

¢ Inclui doenga febril ndo especificada (< 3 semanas); sindrome viral (sem erupgdo cutinea).

P Inclui Plasmodium falciparum; Plasmodium vivax (n = 20); espécies desconhecidas
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Fonte: Modificado de Wilson et al. (2014).

Neste cenario de vulnerabilidade ambiental, o turismo sustentavel se torna cada
vez mais relevante. Tendo isso em vista a FEE (Foundation for Environmental
Education) desenvolveu um projeto de gestdo costeira denominado Bandeira Azul, que
inclui 47 paises. O projeto propde um conjunto de critérios ambientais, sanitdrios e de
infraestrutura basica os quais as praias participantes devem atender para receber um selo
ecoldgico, aumentando assim a atratividade turistica destes locais (Creo et al., 2011).

Além disso, a agenda de desenvolvimento sustentavel lancada pela ONU (2015)
prevé um plano de agdo colaborativa com 17 objetivos a serem alcanc¢ados até 2030, os
quais determinardo o curso global para promover a qualidade ambiental, satide e bem-
estar. Entre as metas a serem atingidas estdo a universalizacdo do acesso aos servicos de

saneamento e a prote¢do de zonas costeiras.

2.1.1 Caracterizacao do litoral paranaense

A regido litoranea paranaense possui uma superficie aproximada de 6.600 km?,
com uma planicie que se estende desde o sop¢ da serra do mar até o oceano constituindo
91 km de extensdo (SEMA, 2006). E composta por sete municipios (Tabela 2) marcados
por infraestrutura sanitaria e atividades econdmicas peculiares, que atendem diferentes
seguimentos de turismo. Embora possua uma pequena extensdo, concentra uma
diversidade de paisagens naturais e historicas, que incluem vilarejos, cachoeiras, serras,
ferrovias e ilhas, atraindo niimero expressivo de visitantes no periodo de alta temporada

(Secretaria do Turismo Parana, 2015).

A costa do estado ¢ caracterizada pela sazonalidade do turismo de sol e praia.

Durante a alta temporada as cidades litoraneas recebem milhdes de visitantes e, nos
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demais periodos, prevalecem os turistas de segunda residéncia. A concentragdo de
fluxos em curtos periodos acarreta em impactos negativos, uma vez que as cidades
sofrem com o processo de readaptacdo social e econdmica, exigindo planejamento
continuo e flexibilidade na gestdo costeira, especialmente na alta temporada, acerca da

infraestrutura de saneamento (Scheuer, 2011).

Tabela 2: Indicadores demograficos, socioecondmicos e sanitarios dos municipios do Litoral Paranaense

Area da unidade Indice de Indice de Internacdes

Municipio Populacdo ! territorial (km?)"! coleta de tratamento IDHM por diarreia

esgoto (%) de esgoto ! a mil] I/ hab)
Guaratuba 37.067 1.326, 670 83,291 100 0,717 1,1
Matinhos 34.720 117,899 78,85 100 0,743 0,2
Paranagua 154.936 826,431 72,91 78,71 0,733 0,7
Antonina 18.980 882,317 73,71 - 0,686 0,5
Morretes 16.406 684, 580 59,38 100™ 0,710 1,3
Guaraquecaba 7.636 2.017,030 88,19 100™ 0,587 1,1
Pontal do 27.284 200,410 53,12 100 0,737 0,1

Parana

Nota: ' IDHM: Indice de Desenvolvimento Humano Municipal. Fonte: "IBGE, 2010; ™ SNIS, 2020. 'V Dados
indisponiveis.
Nas ultimas décadas, a ocupacao continua de municipios costeiros e balnearios
como Matinhos, Caioba, Guaratuba e Pontal do Parana acelerou a urbanizacao da orla,
determinando a dinamica demografica local (fixa e sazonal). A aquisi¢do de residéncias
para fins de veraneio pela classe média do estado influenciou diretamente o
planejamento da infraestrutura das cidades, atendendo a demanda imobilidria em

detrimento das comunidades tradicionais e costeiras (Sampaio, 2006; Espinola, 2018).

Nos ultimos anos, os servigos de saneamento do litoral tiveram melhorias na
area urbana (orlas de Matinhos e Guaratuba) (Tabela 2) com indices de até 100 % de

coleta de esgoto, acima da média nacional, que corresponde a 53 %. Nos outros
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municipios litoraneos situados na area rural, os indicadores de saneamento atingem

apenas 33,7% (IBGE, 2010; SNIS, 2018).

Ainda que os indices de saneamento tenham obtido melhoria nas areas
urbanas, ¢ recorrente a liberacdo de efluentes no ambiente formando “linguas negras” ao
longo da faixa de areia das praias. Em adi¢do, nos periodos de maiores precipitacdes, ha
a ocorréncia frequente de inundacdes decorrentes da deficiéncia estrutural em areas

vulneraveis, afetando a qualidade sanitaria local (Rocha et al., 2011; Esteves, 2015).

2.2 Legislacdes que regem a balneabilidade do litoral brasileiro

A estimativa da enumeracdo da concentragdo de bactérias indicadoras de
contaminagdo fecal determina as condi¢cdes de banho em praias, ou seja, se estdo
proprias ou improprias para atividades como natacdo e mergulho, conhecido também
como balneabilidade. Em virtude da facilidade de execucdo da metodologia e por
apresentar baixo custo, a densidade de bactérias indicadoras de contaminagdo fecal é o
parametro microbiologico mais amplamente utilizado pelo Brasil e diversos paises do
mundo para estimar a qualidade das dguas de recreacdo por agéncias ambientais (Brasil,

2000; Pinto e Oliveira, 2011).

A qualidade sanitaria das praias brasileiras ¢ avaliada por programas de
monitoramento desenvolvidos em conjunto com varios 6rgaos estaduais, seguindo a
resolucao do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n° 274 / 2000, que
recomenda a adocdo de avaliagdes regulares da qualidade ambiental das &aguas
destinadas a recreagdo por meio de parametros padronizados. A partir da andlise
microbiologica de cinco amostras consecutivas a agua pode ser enquadrada como

propria (excelente, muito boa e satisfatoria) ou impropria para recreagao de contato
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primario. Esta deve ser considerada impropria quando o valor obtido for superior ao
limite proposto de 1000 NMP / 100 mL coliformes termotolerantes, 800 NMP / 100 mL

para Escherichia coli ou 100 NMP /100 mL para Enterococos (Brasil 2000).

Escherichia coli ¢ uma bactéria Gram-negativa utilizada globalmente como
parametro indicador de balneabilidade, sendo abundante e exclusiva da microbiota de
animais de sangue quente (homeotérmicos). Sua ocorréncia em ambientes aquaticos
pode indicar contaminacdo fecal recente, reforcando que a agua esteve sujeita a
efluentes domésticos ou fezes de animais silvestres, domésticos ou passaros (Odonkor e
Ampofo, 2013; Alm et al., 2018). Além disso, a presenca dessa bactéria pode
representar riscos a saide humana, uma vez que possui cepas patogé€nicas como, por
exemplo, E. coli O 157:H7 capaz de produzir toxinas responsaveis por enterites

hemorragicas (Wang et al., 2011; Talukdar et al., 2013).

Enterococos ¢ um grupo de bactérias tipicas do trato intestinal de animais
vertebrados, especialmente mamiferos. A grande maioria das espécies sdo comensais,
entretanto, algumas delas ja foram descritas como patogénicas para seres humanos
(Moellering, 1992; Staley et al., 2014). Apresentam ampla resisténcia a intempéries
ambientais, sendo capazes de crescer em grandes amplitudes de temperaturas (10 a 45 °©
C), concentracdes de salinidade de até 6,5% e, pH 9,6. Desta maneira, ¢ considerado um
dos indicadores mais apropriados, principalmente para afericdo de qualidade sanitaria

de 4guas salinas e salobras (WHO, 2003).

As politicas de gestdo costeiras bem como as legislacdes encontram-se
desatualizadas em relacdo a avaliagao dos riscos associados a recreagcdo de contato
primario em praias, especialmente a qualidade sanitaria de areias no Brasil.

A Secretaria Municipal do Meio Ambiente do Rio de Janeiro, por meio da

Resolucdo SMAC n° 468 de 28 de janeiro de 2010, estabeleceu a avaliagao da condigao
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das areias de praias do Estado a partir de analises parasitoldgicas e microbioldgicas. Os
limites maximos propostos para classificacao de indicadores microbiolodgicos sugerem
que em concentragdes superiores de coliformes totais a 30.000 NMP / 100g e 3.800
NMP / 100 g de E. coli ndo ¢ recomendado o contato primario com areia, especialmente

por criangas e idosos (SMAC, 2010).

O Estado de Sao Paulo também estabeleceu uma legislagdo concernente a esse
aspecto, Lei Estadual n° 14.366/2011 e outorga a Companhia Ambiental do Estado de

Sao Paulo (CETESB) o monitoramento das areias das praias do litoral paulista.

No Parana, também no ano de 2011, foi instituido o programa de limpeza e
emissdo de boletins da qualidade da areia do litoral, pelo Instituto das Aguas do Parana
da Secretaria Estadual do Meio Ambiente. O programa realiza a analise microbioldgica
de areias somente durante a alta temporada, mediante o uso de maquinas que revolvem

a parte superficial da areia para maior exposi¢ao das bactérias a luz solar.

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2003), indica a areia como uma
importante ferramenta de gestdo da orla e recomenda a realizagdo de avaliagcdes que
permitam compreender a evolucdo da qualidade das areias das praias, reconhecendo
assim seu papel em relacdo a satde publica. O CONAMA recomenda aos oOrgaos
ambientais a avaliacdo da qualidade parasitoldgica e microbioldgica da areia de praias
para futuras padronizag¢des de acordo com a Resolugdo n® 274 / 2000 - artigo 8°(Brasil,

2000).
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2.3 Contaminacio ambiental de praias do Brasil e do mundo por ovos de

helmintos.

Residir em areas costeiras, o ato de brincar em solos contaminados e o turismo
costeiro em regides tropicais endémicas representam alguns fatores de risco associados
a aquisicao de HTS. Estudos demonstraram correlagdo entre os fatores supracitados e a
soroprevaléncia aumentada, por exemplo, para Toxocara spp., € a infeccdo por
ancilostomatideos especialmente em criancas e mulheres gravidas (Manini et al., 2012;

Santos et al., 2015; Sow et al., 2017).

A frequéncia da contaminacdo de areias estd relacionada as caracteristicas
inerentes a estes parasitos como: a produgdo elevada de ovos pelas fémeas (por
exemplo, Ascaris lumbricoides elimina até¢ 200.000 ovos / dia no ambiente) para
perpetuagdo da espécie; a determinantes que se relacionam com a epidemiologia
ambiental dos Helmintos Transmitidos pelo Solo, como a elevada resisténcia a
intempéries e fatores abiodticos (caracteristica robusta dos ovos e longevidade no meio
externo, resisténcia a dessecagdo, variacdes de temperaturas, € exposi¢do constante a
radiacao solar) conferindo a manutencao da viabilidade / infectividade dos ovos (Pecson
et al., 2007; Bogitsh et al., 2013).

No entanto, a pesquisa de ovos de helmintos nestes locais raramente ¢ realizada
sendo pouco conhecido o perfil parasitario das areias de praias (Rocha et al., 2011;
Manjarrez-Paba et al., 2017). O Brasil lidera o nimero de relatos de contaminagdo por
ovos de HTS em 4reas costeiras em nivel mundial (Figura 2). Nos demais paises,
observa-se inexisténcia ou escassez de dados acerca da epidemiologia ambiental de
HTS, se limitando hé apenas um relato por localidade, sendo desta forma, desconhecido

o real risco associado a satide publica (Quadro 1).
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Dentre os estudos que foram capazes de demonstrar a contaminacao das areias
de praias, altas concentracdes de HTS foram evidenciadas, especialmente em praias
brasileiras, onde as taxas de contaminagdo variaram de 12,9% até expressivos 83% de
positividade (Sanchez et al., 1986; Neto et al., 2017). As formas parasitarias mais
comumente encontradas mundialmente sao: larvas de Ancylostoma spp., ovos de
Ascaris spp. € Toxocara spp. (Quadro 1).

Os estudos supracitados apresentaram abordagens diferentes: relagdo entre
ocorréncia de HTS e sazonalidade, distribui¢dao entre areia imida e seca e, associagao
com contaminacgdo fecal (Matesco et al., 2006; Amaral et al., 2015). Sendo assim,
demonstram o papel da areia de praia como um elemento passivo na contaminagdo
ambiental, onde se acumulam um grande numero de patogenos.

Entre os métodos utilizados para a deteccdo de helmintos em amostras
ambientais (solos de praias) prevalecem aqueles oriundos de adaptagdes de técnicas
empregadas na rotina clinica, que apresentam eficacia limitada e ndo sdo proprios para
este tipo de matriz, uma vez que ndo demonstram o real grau de contaminagdo (Amoah
etal., 2017) (Quadro 1).

No caso do Brasil, - lider dos relatos no mundo — ainda se observa escassez ou
inexisténcia de dados em algumas regides costeiras, como por exemplo, o litoral
Paranaense, objeto do presente estudo. Além disso, a documentagao de novos relatos
bem como a ampliagdo destes em demais areas costeiras do pais, contribuird para o
embasamento acerca da inclusdao do monitoramento de parasitos como indicadores de
qualidade ambiental, como reivindicado pela Resolugdo CONAMA 274 / artigo 8°

(Brasil, 2000).
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2.4 Ocorréncia de ovos de helmintos em solos arenosos destinados a recreacao

infantil.

As atividades ludicas desenvolvidas em caixas de areia promovem impactos
positivos sobre o desenvolvimento fisico e intelectual, especialmente na primeira
infancia. Em funcdo disso, sdo amplamente incluidas na rotina de muitos centros de
educacdo infantil, no entanto, esses ambientes t€ém sido relatados como importantes
veiculos de exposicdo humana a uma ampla gama de patégenos (Gyorkos et al., 1994;

Gurgel et al., 2005).

Diferentes surtos de enfermidades cutaneas veiculadas pelo contato com solo
contaminado (Soil-borne diseases) foram associados ao ato de brincar em caixas de
areia, entre eles destacam-se os de Larva Migrans Cutanea (LMC) em criangas que
frequentaram a caixa de areia de uma creche em Minas Gerais € um parque publico em
Sao Paulo (Araujo et al., 2000; Santdrem et al., 2004). Tendo isso em vista, a
contaminagdo de areas recreacionais merece atengdo especial, visto que essa representa
uma das principais formas de disseminacdo de patdgenos e ingestio de ovos

embrionados pela rota fecal-oral (Isaac et al., 2019).

Esses ambientes desempenham um papel crucial na perpetuagdo desse tipo de
infeccdo em criangas em idade escolar, que estdo mais propensas a desenvolver
episodios de diarreia podendo ter o desenvolvimento fisico e cognitivo comprometido
(Shivoga e Moturi, 2009; Darlan et al., 2019). Devido a estes ambientes serem
continuamente utilizados em atividades de recreagao, varios estudos ao redor do mundo
tiveram como meta verificar a ocorréncia de ovos de helmintos em diversos tipos de
solo de areas urbanas ou rurais em caixas de areia de parques publicos e de creches ou

Centros Municipais de Educagdo Infantil (CMEI) (Quadro 2).
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Em areas urbanas, esses ambientes constituem locais de intensa circulagdo de
cdes, gatos e animais selvagens, sendo estes, reservatorios de doencas zoondticas
especialmente as helmintoses intestinais (Szwabe e Blaszkowska, 2017; Simonato et al.,
2019). Os ovos de helmintos eliminados através das fezes dos animais completam o
embrionamento no ambiente e, podem ser transmitidos diretamente ao ser humano
mediante ingestdo via fecal oral, ou ainda, no caso das larvas, através da penetragdo

ativa (Jourdan et al., 2018).

Em um estudo de revisdo conduzido por Fakhri et al., (2018) acerca da
contaminagdo e distribuicdo de Toxocara spp. em areas de recreagdo em nivel mundial,
observou-se que as taxas de contaminagdo nestes locais eram maiores conforme o
aumento da longitude geografica. Além disso, o estudo revelou uma prevaléncia global
de 20%, sendo que o Brasil aparece na segunda posicdo entre os principais paises que

realizam esta analise epidemioldgica e ambiental.

Sendo assim, a contaminacdo ambiental de solos por ovos de helmintos - fator
de risco para aquisi¢ao de diferentes doencas parasitarias - exige medidas eficazes de
controle para reduzir a ocorréncia de infec¢des em animais e seres humanos (Otero et

al., 2018).
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2.5 Métodos de recuperacio de ovos de helmintos em diferentes matrizes de solo

arenoso.

O panorama global de contaminacdo ambiental de solos por parasitos em areas
destinadas a recreacdo indica uma grande variedade de resultados, dificultando a
comparacao e tornando-a complexa devido a aspectos inerentes a cada pesquisa, como
metodologia adotada, variaveis epidemiologicas e ambientais do local de estudo (Otero
et al., 2018; Fakhri et al., 2018).

Desta forma, detectar e quantificar ovos de helmintos em amostras ambientais
representa um grande desafio: mundialmente varios métodos empregados para a
recuperagdo de ovos a partir de amostras de solo foram descritos, no entanto, ndo existe
um método padrdo ou ISO validado para essa deteccdo e, a sensibilidade do método
empregado frequentemente ndo ¢ avaliada (Quadro 3) (Collender et al., 2015; Cranston
et al., 2016).

A deteccdo ambiental de ovos de HTS em solos requer métodos que
apresentem boa sensibilidade de deteccdo e que apresentem baixo custo, visando sua
aplicabilidade especialmente para paises em desenvolvimento, cujas taxas de
prevaléncia de helmintoses sdo tipicamente maiores, devido a caréncia de saneamento

ambiental e também por serem areas endémicas (Smith, 1999; Amoah et al., 2017).

Os métodos adequados para tal deteccdo envolvem etapas chaves que sdo
determinantes para o isolamento e concentracdo de formas parasitarias em amostras de
solo: homogeneizacdo, dissociacdo quimica, filtracdo, sedimentacdo e flutuacao (Smith,

1999; Collender et al., 2015; Amoah et al., 2017).
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A etapa de homogeneizacao permite que os ovos sejam encontrados de maneira
proporcional na amostra em processamento, sendo esta aprimorada quando se incorpora
a solugdo de dissociacdo, que incluem os detergentes anidnicos - agem sobre a estrutura
da parede dos ovos — desagregando-os das particulas que serdo concentradas para
posterior recuperacao (Oge e Oge, 2000; Bowman et al., 2003). Da mesma forma, as
etapas de sedimentagdo e flutuagdo s@o cruciais para a concentragdo ¢ o isolamento de
ovos, sendo a eficiéncia de recuperagdo otimizada com o uso de centrifuga, dependendo

do tipo e composicao do solo analisado.

O monitoramento ambiental de areias de praia ¢ um campo a ser explorado:
poucos estudos verificaram a ocorréncia de ovos de helmintos nestes locais, sendo rara a
padronizacdo de metodologia para esse tipo de solo (Quadro 3) (Dunsmore et al., 1984;
Silva et al.,, 1991). Em contrapartida, o conhecimento acerca da epidemiologia
ambiental de helmintoses em 4reas publicas como parques e creches ¢ mais difundido,
visto que mais estudos foram conduzidos em escala mundial, inclusive estimando a
eficiéncia de recuperagdo do método adotado (Quadro 3).

Além disso, ¢ relevante questionar a utilizagdo de métodos adaptados da rotina
clinica para a detec¢do de ovos de helmintos em amostras ambientais complexas como
diferentes tipos e texturas de solos, sujeitos a uma ampla variedade de contaminantes e,
a auséncia de etapa de eluicdo empregando solucdo extratora de ovos quando

comparado a detec¢do dos mesmos em amostras clinicas (fezes).
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2.6 Helmintos Transmitidos pelo Solo

Os Helmintos Transmitidos pelo Solo (HTS) compde um grupo de nematoides
intestinais que inclui espécies parasitas de seres humanos: Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura, Strongyloides stercoralis e ancilostomatideos (Necator americanus,
Ancylostoma duodenale e Ancylostoma ceylanicum) e, helmintoses de carater zoonotico
como larva migrans cutanea (Ancylostoma caninum, Ancylostoma braziliense) e larva
migrans visceral / ocular tendo como agentes etioldgicos Toxocara canis e Toxocara
cati (Hotez et al., 2007; Fialho et al., 2016).

Sao responsaveis por uma carga significativa de morbimortalidade em quase 4
da populagdo humana - aproximadamente 1.45 bilhdo de pessoas estdo infectadas
(Pullan et al., 2014). Estes parasitos ocasionam anualmente 135 mil obitos, sendo a
morbidade associada a estas infecgdes elevada - 1,9 milhdo de perda de anos de vida
ajustados por incapacidade (Disability Adjusted Life Years - DALY) (Ojha et al., 2014;
Mokdad et al., 2019; Kim et al., 2019).

As infecgdes por HTS sdao endémicas em pelo menos 120 paises, sendo mais
prevalentes em regides tropicais e subtropicais em desenvolvimento (Pullan et al.,
2014). A auséncia de saneamento ambiental, higiene pessoal e condi¢des
socioecondmicas sao determinantes para a disseminacdo e maior risco de aquisi¢do
dessas doengas (Darlan et al., 2019). Diante disso, estdo incluidas na lista das Doengas
Tropicais Negligenciadas (DTNs) da Organizacdo Mundial da Satde, que impactam
desproporcionalmente a populagdo mais pobre do mundo (Hotez et al., 2007; Hotez et

al., 2020).
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As condi¢des ambientais (temperatura, umidade e pH) s3o cruciais para
sobrevivéncia e transmissao do estadio infeccioso (ovo / larva) e progressao do ciclo de
vida desses parasitos (Brooker et al., 2006; Jourdan et al., 2018) (Figura 3). Dessa
forma, esses aspectos devem ser considerados em inquéritos epidemiologicos, bem
como o comportamento humano e aspectos socioecondmicos na dinamica das
transmissOes parasitarias, uma vez que sdo determinantes na distribuicdo, prevaléncia e

intensidade de infec¢do (Weaver et al., 2010; Videnova, 2019).

Figura 3: Ciclo de vida dos Helmintos Transmitidos pelo Solo (HTS).
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Fonte: A autora (2020) — Imagens — Ovos e Larva — CDC, 2020; vermes adultos — Jourdan et al., 2018.

Nota: (A) Vermes adultos residem no intestino do hospedeiro, onde as fémeas realizam a oviposigdo; (B) Cerca
de 3.000 a 200.000 ovos imaturos sdo eliminados diariamente através das fezes dependendo da espécie do
parasito; (C) para o embrionamento desses ovos sdo necessarias condigdes ideais de temperatura e umidade: as
larvas de Ascaris sp. e Trichuris sp. realizam mudas dentro do ovo, mas ndo eclodem evoluindo até L3, enquanto
em ancilostomatideos eclodem e amadurecem até larvas (L3) e penetram a pele humana; (D) Ao serem
ingeridas, as larvas L3 presentes nos ovos férteis, eclodem no intestino delgado: larvas de Trichuris seguem para
o intestino grosso realizando mudas durante o trajeto, onde se diferenciam em vermes adultos se fixando a
mucosa intestinal, enquanto as larvas de Ascaris sp. Ancylostoma duodenale e Necator americanus realizam o
ciclo de Looss podendo retornar para o intestino delgado onde se tornam adultos (E).
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Muitas vezes as infec¢des por helmintos sdo assintomdticas e causam maior
taxa de morbidade do que mortalidade (Brooker, 2010). A intensidade da patogenia
esta associada a imunidade, ao estado nutricional e a carga parasitaria que o individuo
alberga, sendo que as manifestagdes clinicas sdo dependentes da fase do ciclo de vida
em que o helminto em questdo se encontra: migracao das fases larvais e o parasitismo

do trato gastrointestinal por vermes adultos (Bethony et al., 2006; Jourdan et al., 2018).

As infeccOes de intensidade moderada a alta acarretam em transtornos
nutricionais: anemia, desnutrido ¢ redug¢do na absor¢do de nutrientes, além de
inflamacao cronica, obstrucdo intestinal e gastroenterite (Jourdan et al., 2018; Bundy et
al., 2020), comprometendo o desenvolvimento infantil devido ao déficit fisico e
cognitivo e, o desempenho e produtividade de individuos parasitados (Gall et al., 2017;

Pabalan et al., 2018).

As alteragdes imunologicas decorrentes do parasitismo por helmintos
intestinais influenciam na suscetibilidade a outros patdégenos negligenciados que se
sobrepoe em regides endémicas (Mabbott, 2018). A coinfeccdo entre helmintos e outros
patdgenos gera Onus para o hospedeiro, uma vez que o quadro clinico do individuo
parasitado se torna exacerbado, agravando importantes doengas como malaria, HIV e
tuberculose (Fincham et al., 2003; Terefe et al., 2019). Este fato também ¢ evidenciado
em mulheres gravidas com anemia severa devido a coinfec¢do por Plasmodium spp. e
ancilostomatideos, que pode ser reduzida com o tratamento quimioterapico materno

apods o primeiro trimestre de gestacao (Ojurongbe et al., 2018; Babamale et al., 2018).

A Organizacado Mundial da Saude atua em programas globais de intervengao
para acelerar a prevengao, controle e erradicagdo de HTS, sendo a principal estratégia
adotada a quimioterapia preventiva em larga escala, conhecida também por tratamento

em massa contra parasitoses intestinais (OMS, 2012). Mundialmente, cerca de 882
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milhdes de criangas em idade escolar vivem em regides endémicas, desta forma o plano
estratégico da organizagdo pretende tratar com quimioterapia pelo menos 75% deste
grupo de risco até 2020 (Plano Estratégico de helmintiases transmitidas pelo solo 2011

—2020; Freeman et al., 2019).

Embora as estimativas globais indiquem um declinio gradual nas prevaléncias
de HTS e o uso de medicamentos seja promissor, as diretrizes de desparasitizagdo por si
s0 nao tém sido suficientes para a eliminagdo dessas doengas parasitarias (Becker et al.,
2018; Oliveira et al., 2020). A principal limitacdo dos programas de erradicacdo € o
efeito temporario do controle, uma vez que ndo interrompe o ciclo de transmissdao. Além
disso, a capacidade das formas parasitarias (ovo / larva) sobreviverem por longos
periodos no ambiente, propicia novas oportunidades de reinfeccdo apds a quimioterapia

(Hawdon, 2014; Campbell et al., 2016; Freeman et al., 2019).

Uma alternativa para resolver essa lacuna consiste na abordagem integrada
com a melhoria de infraestrutura e componentes comportamentais (saneamento, higiene
e educacdo em saude), conhecida como (WASH - Water, Sanitation and Hygiene),
fundamental no controle e eliminacdo de doencas negligenciadas como os HTS
(Steinbaum et al., 2019). Mundialmente, cerca de 829.000 mortes sdo atribuiveis a
auséncia de WASH, reforcando a importancia desse tipo de investimento especialmente

para satude publica (Priiss-Ustiin et al., 2019).

O acesso ao saneamento basico adequado em conjunto com a desparasitizagao
foi apontado como fator chave para reducao da prevaléncia dessas infecgcdes a médio e
longo prazo em paises desenvolvidos como Estados Unidos da América e Japao, sendo
a adocao destes modelos, considerados ideais para a redugdo e controle de helmintoses
intestinais em paises em desenvolvimento (Hong et al., 2006; Ziegelbauer et al., 2012;

Yu Hung et al., 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Padronizar metodologias para recuperacdo de ovos de helmintos em diferentes
matrizes de solo arenoso (praias, parques e caixas de areia) mediante ensaios de

contaminagao artificial utilizando como modelo ovos de Ascaris suum.

3.2 Objetivos especificos
- Realizar o monitoramento da contaminag¢do por ovos de helmintos em areias das
principais praias do litoral do Parand durante dois anos, mediante emprego da

metodologia previamente padronizada.

- Detectar e quantificar a concentragdo de indicadores bacteriologicos de contaminagao
fecal (Escherichia coli e Enterococcus sp.) nas principais praias destinadas a recreagao

humana do Estado durante dois anos.

- Compilar, analisar e fornecer dados das condig¢des microbiologicas e parasitologicas
das areias de praias do litoral Paranaense ao 6rgao ambiental competente como subsidio

para proposi¢do de legislacdo estadual de balneabilidade.

- Verificar se caixas de areia destinadas a recreacdo infantil de parques publicos e
Centros Municipais de Educacao Infantil (CMEI) de Curitiba apresentam contaminagao

por ovos de helmintos.

- Realizar atividade de intervengdo no ambiente escolar através de agdes educativas para

funcionarios e estudantes dos CMEI participantes do estudo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

Para determinar a ocorréncia natural de ovos de helmintos em solos de areas
publicas destinadas a recreacdo humana foram selecionadas trés areas: praias do litoral
paranaense, parques publicos e Centros Municipais de Educacdo Infantil da capital do
estado. O estudo foi dividido em duas etapas: etapa 1 - padronizagdo de metodologias
visando a detec¢ao de ovos de helmintos transmitidos pelo solo (HTS) em diferentes
matrizes arenosas; etapa 2: monitoramento ambiental da contaminagdo por ovos de

HTS como descrito abaixo (Fluxograma 1):

Fluxograma 1: Delineamento experimental do estudo.

1* Etapa — Ensaios de

contaminacao artificial 2" Etapa — Monitoramento

ambiental

Ocorréncia de ovos de
helmintos em todas as areas de

Caracterizagao do solo

recreacao
.- ~ ' : Parques
Esterilizagdo da amostra Praias do +ard
Litoral Publicos de Angli :crobiolégi
Curitiba nalise microbiologica
Paranaense - g

Contaminacao artificial Ocorréncia de ovos de

helmintos em amostras fecais

CMEIs de
Padronizagao de metodologia de

detecgdo para cada uma das trés areas Caracterizagdo da qualidade

sanitaria das trés areas

Intervenc¢ao educativa em saude
escolar

Fonte: A autora, 2019.



45

4.2 Etapa 1: Experimentos de contaminacdo artificial em diferentes matrizes

arenosas

4.2.1 Analise granulométrica de cada tipo de solo

Previamente aos ensaios controle, as amostras coletadas nas areas de estudo
foram classificadas utilizando a analise granulométrica de solo. As matrizes de solo
arenoso provenientes das trés areas de recreagdo diferiram em suas composigdes
granulométricas e foram determinantes para o delineamento dos ensaios de
contaminagdo artificial. As analises foram realizadas pelo Laboratorio de Fisica do

Solo, do Departamento de Solos e Engenharia Agricola da UFPR.

As analises revelaram que o solo do litoral ¢ composto majoritariamente por
areia, sobretudo a areia grossa logo optou-se por um método que melhor se adequou a
essa caracteristica para recuperacdo de ovos. As amostras de solo provenientes das
caixas de areia de Parques publicos e CMEIs de Curitiba (areas 2 e 3) apresentam em
sua composi¢do concentragdes de argila, silte e areia total equivalentes (Tabela 3),
diferindo apenas na porcdo de areia grossa em relacdo a areia fina. Essas caracteristicas
granulométricas também foram consideradas e exigiram adaptacdes ao protocolo para
recuperacdo de ovos nestas areas devido a sua composicao granulométrica diferir do

solo da area 1 (areia de praia).

Tabela 3: Laudo da analise granulométrica do solo das trés areas selecionadas para o estudo.

Argila Silte Areia Total Areia Grossa  Areia Fina
Area (g/kg") (g/kgh)  (g/kg" (g/kg™") (g/kg™")
1 — Praia 13 0 988 530 458
2 — Parque 38 13 950 621 329
3 - CMEI 38 13 950 490 460

Fonte: Departamento de solo e Engenharia Agricola, UFPR.

Nota: Dimensdes: Argila (< 2um); Silte (50 a 2um); Areia fina (200 a 50pm); Areia Grossa (200 a 2000um).
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4.2.2 Esterilizacdo das amostras de solo

Com a finalidade de garantir resultados fidedignos, as amostras de solo foram
previamente esterilizadas em autoclave, com vapor fluente por uma hora e um ensaio
controle negativo piloto foi aplicado utilizando a flutuagdo em sacarose (d = 1,24 g /
cm?®) adaptado e modificado de Boni (2012) em quatro réplicas de 5 g cada, para
verificar a auséncia de ovos de HTS no material antes de cada um dos ensaios de
contaminagdo artificial. Os recipientes contendo as amostras de areia esterilizadas

permaneceram fechados, sendo abertos apenas para realizagdo dos experimentos.

4.2.3 Obtenc¢ao e preparo da suspensiao de ovos de Ascaris suum

Para os ensaios de contaminacdo artificial, ovos de Ascaris suum foram
utilizados como modelo. As fémeas do verme foram obtidas de suinos da cidade de
Pomerode - SC, regido endémica para ascaridiose suina e, armazenadas em solugdo de
formalina  3%. Posteriormente, as fémeas adultas foram dissecadas sob
estereomicroscopio seguindo o protocolo baseado em Jensen et al. (2009), reservando
os ultimos dois centimetros da bifurca¢do do utero, onde estdo contidos os ovos férteis
(com presen¢a de camada mamilonada) (Figura 4A).

Em uma placa de Petri contendo é4gua declorada e Tween 80 (0,1%),
fragmentos do utero foram pressionados com um bastdo de vidro para liberacdo dos
ovos. Os fragmentos remanescentes de tecido junto a suspensdao foram peneirados e
transferidos para um tubo tipo Falcon e, em seguida, a suspensdo foi concentrada
mediante centrifugacdo a 1250 x g por 5 minutos. Foram necessarias sucessivas
lavagens e centrifugagdes para obtencao de uma suspensao purificada visando a redugao

de compactacdo de ovos (grumos) (Figura 4B). Em seguida, o sobrenadante foi
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descartado, resultando em um pellet de dois mL. O sedimento foi transferido para um
tubo eppendorf e gotas de formalina a 10% foram adicionadas a solugdo, sendo essa
armazenada a 4 °C até a sua utilizagao.

Para determinar a concentracdo média de ovos presentes na suspensiao
purificada, foi realizada a contagem de 10 aliquotas de 1 pL da solugdo. Para isso,
previamente a cada contagem, o material foi agitado por dois minutos em vortex e o
tubo invertido trés vezes, de modo a obter uma distribui¢do homogénea de ovos.

A média resultante da enumeracdo do numero de ovos foi calculada ¢ a
suspensao estoque (Figura 4C), utilizada em todos os ensaios de contaminagao artificial
para estimativa da eficiéncia de recuperagao de ovos de cada protocolo.

Figura 4: Dissecc¢do do utero de fémea de Ascaris suum para obten¢ao dos ovos para
a fase de padronizagdo (A, B); Ovos dispersos na placa de Petri observados em
estereoscopico em aumento de (10X) (C); Suspensao de ovos purificados (D).

Fonte: A autora, 2019.
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4.2.4 Protocolos empregados para determinar a eficiéncia de

recuperacio de ovos em areias de praias, parques e CMEI.
Um ntmero conhecido de ovos foi inoculado em amostras esterilizadas. Para

padronizagdo dos métodos propostos, 64 protocolos foram analisados em triplicata (192

ensaios), da seguinte forma:
Dose 1: 8.0 x 10? (n = 16)

Area 1 - Areia de praias
Dose 2: 3.0 x 10? (n = 16)

Area 2 - areia de parques ‘ Dose: 8.0 x 102 (n = 16)

Area 3 - areia de CMEI ‘ Dose: 9.0 x 10 (n = 16)

A execucdo dos ensaios controle para as trés dreas arenosas foi feita
separadamente. A padronizacdo do método iniciou-se pela area 1 (areia de praias),
seguidas das areas 2 e 3 respectivamente. Os protocolos empregados nas trés areas de
estudo tiveram como etapa comum as seguintes variaveis (Fluxogramas 2 e 3) para

comparagdo da eficiéncia de recuperacao:

1) Homogeneizagao - Agitador do tipo vortex ou agitador magnético;

2) Solugiio de dissociacdo - Glicina 1M pH 5,5, Tween " 80 (0,1%), Triton " X-100

(0,1%) e ICN 7X®(0,1%);

3) Tempo de contato dos ovos com o solo - 5 minutos ou 1 hora.

Na etapa final de todos os protocolos o material foi centrifugado a 1250 x g por
5 minutos e a solugdo de sacarose (d = 1,24 cm?) foi adotada nas etapas de flutuacao

para a area 1 (Fluxograma 4) e centrifugo-flutuagdo para as areas 2 e 3 (Fluxograma 5).
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Fluxograma 4: Etapas e variaveis empregadas para recuperagdo de ovos de HTS a partir de
32 protocolos analisados em areias de praias do Parana contaminadas artificialmente.
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[ Tempo de contaminagao ]
5 minutos 1 hora
-
[ 1- Pesagem 5g de areia
J
~

2- Adigao de 10 ml de solucao de dispersao

Tween'
80
(0,1%)

ICN
7X@
(0,1%)

Triton™
X-100
(0,1%)

3- Homogeneiza¢do da amostra

ou

[ 5 minutos ] [ 2 minutos ]

4- Centrifugacao a 1250 x g por 5 minutos ¢
retirada do sobrenadante

N
[ 5- Adicao de10 ml de sacarose e homogeneizacao por vortex
J
. . o, . \
6- Adicao de sacarose até a formacdo de um menisco positivo.
Solu¢dao mantida em repouso por 40 min.
Repeticao da etapa de flutuagdo quatro vezes.
J

Fonte: A autora, 2019.
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Fluxograma 5: Etapas e varidveis empregadas para recuperagdo de ovos de HTS a partir de 32
protocolos analisados em areias de parques e CMEI de Curitiba contaminadas artificialmente.

[ Tempo de contaminacdo ]
5 minutos 1 hora
4 N
1- Pesagem de 5g de areia
(& J
2- Adigao de 10 ml de solugao de dispersao
e repouso de 10 minutos.
- J

Tween™ Triton™ ICN
80 7X®
X-100
(0,1%) (0,1%) (0,1%)

3 — Homogeneiza¢do da amostra ]

ou

[ 5 minutos ] 2 minutos

[ 4- Centrifugagdo a 1250 x g por 5 minutos e retirada do sobrenadante

~

J
™

P
5*- Adigdo de 10 mL de agua destilada. Homogeneizagdo da amostra

por vortex por 2 minutos e repeticao do passo 4.
J

-
~

Vs

6- Adicao de sacarose e homogeneizagdo da amostra por vortex por
2 minutos e centrifugacdo a 1250 x g por 5 minutos.

- J

7*- Adigdo de sacarose até formagdo de menisco positivo. Solugdo
mantida em repouso por 30 min. Leitura da amostra. Repeticdo da etapa

de flutuagdo mais trés vezes.

Nota: "Modificag¢des inseridas nos protocolos de recuperagdo de ovos nos ensaios das areas 2 e 3 devido
ao ensaio piloto, utilizando a metodologia padronizada para a area 1 ter apresentado desempenho muito

inferior para estas areas com diferentes composi¢des granulométricas e tipos de areia.
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A definicao do melhor protocolo para cada area foi baseada na maior taxa obtida
de eficiéncia de recuperacdo (ER) dos ovos (Fluxograma 6). Apos a padronizacio, cada
método escolhido foi empregado no monitoramento da contaminagdo ambiental por

ovos de helmintos nas trés areas de recreagao selecionadas.

Fluxograma 6: Eficiéncia de recuperacao de cada protocolo.

PROTOCOLO X

os>4o}
o
D3=%0}

ER:= X *100

X
Y

Meédia ER

Eficiéncia de Recuperacio do Protocolo

Nota: E: Ensaios em triplicata (1,2,3); I: In6culo (1, 2, 3); ER: Eficiéncia de Recuperagdo; X = n° de ovos
recuperados; Y = n° de ovos semeados.

Fonte: adaptado de Jaromin-Glen et al., 2017
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4.3 Analise estatistica

Para a comparacao entre as médias de eficiéncia de recuperagao de ovos em
ensaios de contaminacao artificial (etapa 1) mediante aplicacdo dos diferentes
protocolos realizados em triplicata, utilizou-se o teste nao paramétrico de KrusKal-
Wallis. Para a comparagdo entre médias - duas a duas - o teste de Student-Newman-
Keuls foi aplicado. Para ambos os testes, foi adotado um nivel de significancia de p <
0,05. Na segunda etapa de monitoramento da ocorréncia de ovos de helmintos em
amostras naturais adotou-se a estatistica descritiva para analise do conjunto de dados

obtidos.
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4.4 Etapa 2: Monitoramento da ocorréncia natural de ovos de helmintos em solos

de diferentes areas de recreacio do litoral e capital do Parana.

4.4.1 Monitoramento de praias do estado — Area 1.

Foram selecionados trés pontos de coleta de comum acordo com Instituto
Ambiental do Parana (IAP), parceiro no presente estudo (Anexo 1) localizados nos
municipios de Guaratuba (Ponto 1), Balneario de Caioba (Ponto 2) e Matinhos (Ponto

3) (Quadro 4) (Figura 5).

Quadro 4: Caracteristicas geograficas dos pontos de coleta de praias do Parana eleitas para o
monitoramento da qualidade sanitaria do litoral durante dois anos.

Coordenadas Geograficas

Pontos de Coleta Latitude Longitude Observacio

Guaratuba (P1) 25°53°53.51”S | 48°33°55.07” O Direita do Rio Brejatuba

Caioba (P2) 25°50°14.29” S | 48°32°14.18” O | Esquerda do Canal de Caioba

Matinhos (P3) 25°48°46.03” S | 48°31°56.62” O Esquerda do Rio Matinhos
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As coletas de areia de praias foram realizadas mensalmente por um periodo de
dois anos, (Janeiro / 2017 a Dezembro / 2018) concomitantemente para pesquisa de
ovos de helmintos e bactérias indicadoras de contaminagdo fecal. Desta forma, a
metodologia de coleta do IAP foi adotada no presente estudo, que delimita 50 m? (10 m
x 5 m) de areia de praia. No perimetro estabelecido, nove subamostras de material
composto pela camada superficial (profundidade de 5 cm) - totalizando 1 kg de areia
foram coletados em cada praia (Figura 6).

As amostras (n = 72) no total foram acondicionadas em sacos plasticos de
primeiro uso e colocadas em caixas isotérmicas a 4 °C e transportadas para o
Laboratoério de Parasitologia Ambiental da Universidade Federal do Parana onde foi

realizada a pesquisa de ovos de helmintos.

Figura 6: Modelo de area demarcada para coleta de amostras de areia.

Fonte: A autora, 2019.
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4.4.2 Analise de amostras fecais

Durante o periodo de monitoramento do litoral, as amostras de fezes de
animais (Figuras 7 A, B e C) ndo ressecadas observadas na orla da praia foram coletadas
(Figura 7D) e armazenadas em sacos plasticos individuais esterilizados e transportadas
em isopor refrigerado até o Laboratorio de Parasitologia Clinica da UFPR onde foram
examinadas utilizando as seguintes técnicas coproparasitologicas convencionais:
método de sedimentacdo espontdnea (Hoffman, Pons e Janer, 1934) e método de

centrifugo flutuagdo em solugdo saturada de sulfato de Zinco (Faust et al., 1939).

Figura 7: Animais locais circulando nas praias no periodo de monitoramento do
litoral (A, B, C) e fezes de animais encontradas nas areias das praias (setas) (D).

Fonte: A autora, 2019.
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4.4.3 Analise microbiolégica

A pesquisa de bactérias indicadoras de contaminagao fecal ocorreu em parceria
com o Laboratdrio de Microbiologia do IAP, e com o LACEN (Laboratorio Central do
Estado) - Unidade de Fronteira de Foz do Iguacu seguindo os critérios preconizados por
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (AWWA, 2012;
Eugene et al., 2012) — Anexo B.

Considerando a inexisténcia de preconizagdo por legislacdo nacional para a
pesquisa de bactérias indicadoras de contaminacdo fecal em areias de praias, no
presente estudo optou-se por realizar enumeracdo de Escherichia coli e Enterococcus
spp. Todas as amostras foram acondicionadas em sacos esterilizados, e transportados
em condic¢des refrigeradas para o laboratdrio de parasitologia ambiental. A pesquisa dos
indicadores iniciou-se em até 24 horas apos a coleta e foi determinada pela estimativa
do Numero Mais Provavel (NMP / 100 g) através da técnica de tubos multiplos e do
substrato definido (Colilert® e Enterolert® - Idexx, Sao Paulo, Brasil).

A densidade de bactérias indicadoras de contaminagdo fecal (coletas de todo o
ano 2017 até a 5 coleta de 2018) foi determinada pela técnica de tubos multiplos,
através do numero mais provavel (NMP). Para determinagdo de E. coli utilizou-se o
meio de cultura caldo Fluorocult® LMX Merck - substrato fluorogénico MUG (4-metil
umbeliferil-B-D-glicuronideo) e para quantificacdo de enterococos o caldo Chromocult®
Merck - substrato cromogénico X-GLU (5-Bromo-4-cloro-3  indolyl-B-D-

glicopiranosideo).

As concentragOes de Escherichia coli foram determinadas com o auxilio de uma
lampada ultravioleta de comprimento de onda 366 nm que evidenciou a fluorescéncia
azul decorrente da acdo da enzima [-glucoronidase, presente em FE. coli sobre o

substrato do meio MUG (4-metilumbeliferil-B-D-glucoronideo) indicando positividade
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da amostra. Para enterococos, foram considerados positivos tubos com coloragdo azul
esverdeada, pois a quebra do substrato X-GLU realizada pela enzima B-D-glucosidase,
caracteriza o género. Para ambas as bactérias, o resultado foi verificado na tabela NMP

correspondente.

A quantificagdo de bactérias indicadoras de contaminacao fecal (E. coli e
enterococos) em areias de praia coletadas a partir de agosto / 2018 foi determinada pelo
método do substrato definido (Colilert® e Enterolert® - Idexx, Sdo Paulo, Brasil). Para
esta metodologia, o principio da técnica dos tubos multiplos ¢ substituido por 97
cavidades contidas em uma cartela estéril, e os resultados expressos em NMP para cada
indicador eventualmente presente na amostra, sendo os resultados expressos e
calculados por uma tabela padrdo pela combinacao de cavidades positivas.

Para isso, homogeneizou-se 25 g de areia em 225 mL de agua estéril. Em
seguida, o meio de cultura foi inoculado e diluido na amostra. Apds a dissociagdo
transferiu-se o conteudo resultante para uma cartela estéril, selada e incubada em uma
estufa bacterioldgica a 35° C por 24 horas (Colilert® - Idexx, Sdo Paulo, Brasil).
Posteriormente, a concentragdo de E. coli foi determinada pela contabiliza¢do dos pogos
positivos com fluorescéncia (Luz UV - 366 nm), decorrentes do metabolismo do
substrato MUG pela enzima B-glucuronidase (Figura 8).

Para quantificagdo do nimero mais provavel de enterococos seguiu-se o0s
passos iniciais supracitados, com adi¢io do meio de cultura Enterolert® a amostra, e
incubagdo da cartela a 41° C por 24 horas. Apds esse periodo, a presenga deste género
foi indicada pela degradagdo do nutriente indicador (4-metil-lumbeliferil B-D-
Glucosida) pela enzima B-D-glucosidase (Enterolert® - Idexx, Sdo Paulo, Brasil). O
nimero de pogos positivos foi contado e a estimativa de bactérias contabilizada

mediante tabela padrao de NMP / 100 mL.
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Figura 8: Determinagdo da concentragdo de bactérias indicadoras de contaminacdo fecal em
areias de praia do litoral paranaense: Método substrato definido: Colilert e Enterolert.

Fonte: A autora, 2019.

4.4.4 Monitoramento de HTS em parques e caixas de areia de CMEI

destinadas a recreacao em Curitiba, Parana— areas 2 e 3.

Curitiba, capital do Estado do Parana possui clima subtropical (temperatura
média: 21 °C / verdo e 15 °C / inverno) com pluviosidade média de 1.500 mm/ano. A
cidade ¢ reconhecida nacionalmente pelo alto indice de areas verdes: cerca de 30
bosques e parques, que aliam as fungdes de preservagao ambiental, esporte e lazer

(Prefeitura de Curitiba, 2020).

A cidade dispoe de 17 parques publicos de diferentes dimensdes que recebem
um grande numero de pessoas de todas as regidoes. Para o monitoramento, foram
selecionados espagos destinados a passeio de animais, com alto namero de visitantes e
que apresentassem caixas de areia com playgrounds frequentados por criangas como:
Parque Sao Lourenco (dois pontos de coleta — a e b), Parque Bacacheri e Parque Barigui

descritos (Quadro 5) (Figura 9).



62

Quadro 5: Caracteristicas geograficas dos pontos de coleta dos Parques Publicos da cidade de
Curitiba monitorados no presente estudo.

Pontos de Coordenadas Geograficas Referéncia
coleta

2 Latitude Longitude
% Playground entrada do parque.
£ Pl (a) 25°38°172”S | 49°26769.2” O

§ P1 (b) Playground a direita.
3]

-

< P2 25°23°24.5”S 49°13°48.570 Playground tinico
5]
<

P3 25°25°34.52” S | 49°18°27.03” O Playground tinico

Nota: Os pontos P1 (a) e (b) estdo localizados no mesmo parque (P1).
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A cidade de Curitiba conta com mais de 200 Centros Municipais de Educagao

Infantis (CMEI) distribuidos e administrados pelas suas respectivas regionais e,

atendem mais de 30.000 alunos de idade entre 0 a 5 anos. Os CMEI localizados na

regional do bairro Cajuru foram selecionados para este estudo apds o processo de

aprovacao pela Secretaria de Educacdo do Municipio de Curitiba (Anexo B).

As caixas de areia dos CMEI analisados pelo método padronizado na etapa 1 do

estudo estdo descritos abaixo (Quadro 6) (Figura 10).

Quadro 6: Caracteristicas geograficas dos pontos de coleta dos Centros municipais de Educagio

Infantil de Curitiba
Pontos de coleta Coordenadas Geograficas Referéncia
Latitude Longitude
[
=
% P4 (a) Playground entrada do
) 25°45°928’S 49°20°218”0 CMEL
<
\;’: Caixa de areia dos
P4 (b) fundos.
P5 25°46°198’S 49°21°394”0 Playground unico.

Nota: Os pontos P4 (a) e (b) estdo localizados no mesmo parque (P4).
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O monitoramento da contaminagdo de caixas de areia destinadas a recreagao
ocorreu mensalmente durante 10 meses, somando 70 amostras: 30 provenientes dos
CMEI e 40 de Parques Publicos. Uma area de 4 m? foi delimitada proximo a cada
playground e 9 subamostras foram colhidas na camada superficial numa profundidade
de 5 cm, totalizando cerca de 1 kg de areia. As amostras foram acondicionadas em
caixas isotérmicas a 4 °C e transportadas para o Laboratorio de Parasitologia Ambiental
da Universidade Federal do Parand, para posterior pesquisa de ovos de helmintos

(Figura 11).

Figura 11: Modelo de 4rea demarcada para coleta de amostras de areia.

Fonte: A autora, 2019.
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4.4.5 Intervencao educativa em saude escolar

Atividades educativas em saude foram realizadas com estudantes na faixa
etaria de trés a cinco anos das turmas do maternal III ao Pré I ¢ II. A intervencao
educativa iniciou-se com uma atividade ludica utilizando personagens da turma da
Mobnica, os quais foram relacionados a hédbitos de higiene ou alimentares, com énfase
nas formas de infec¢do fecal — oral. Além disso, utilizou-se como estratégia a
representacdo da dispersdo de ovos através do Glitter e o ciclo de vida dos helmintos
com auxilio de um modelo de corpo humano e vermes adultos. Por fim, representou-se

a lavagem correta das maos utilizando tinta guache.

Para os alunos do pré foi aplicada a atividade “Caca as Parasitoses”, onde as
principais fontes de infec¢do do ambiente escolar (parque de areia, horta, banheiro e
trocadores) foram identificadas e sinalizadas através de placas de riscos. Ao final da
atividade os alunos foram nomeados “Guardides das Parasitoses”, e ficaram
responsaveis por alertar os demais alunos sobre os cuidados de higiene no ambiente

escolar.
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5. RESULTADOS

5.1 Experimentos de contaminacao artificial em diferentes matrizes arenosas

5.1.1 Avaliacdo da eficiéncia de recuperacao de ovos de helmintos em
areia de praia (drea 1).
As médias das taxas de eficiéncia de recuperacdo de ovos entre os 32

protocolos analisados variaram de 4,3% a 41,7% nas areias da area 1 (Tabelas 4 ¢ 5).

Dentre todos os ensaios, o protocolo que apresentou o maior indice de
eficiéncia de recuperacdao foi o de nimero 10 — tempo de contato de 1 hora e
homogeneizacdo da amostra com solucdo de dispersao Glicina (1M, pH 5,5) em
aparelho vortex tanto para a dose um quanto para a dois (Tabelas 4 e 5). Para a dose 1
(8 x 10?) a eficiéncia média de recuperagao foi de 41,7 % e para a dose 2 (8 x 10?) de
30,8 %. Portanto, esse foi o método eleito para o monitoramento da contaminagdo
ambiental por ovos de HTS em areias do litoral do Parand (etapa 2) devido a

aplicabilidade e eficiéncia de recuperagao (Fluxograma 7).

Ao homogeneizar as amostras contaminadas com o aminoacido Glicina como
solu¢do de dissociagdo mediante o uso do aparelho vortex, independentemente do tempo
de contato, as taxas de recuperacdo de ovos dos protocolos foram otimizadas, quando

comparado as outras trés solugdes de dissociacdo empregadas (Tabelas 4 ¢ 5).

As amostras contaminadas com a dose 1 sob tempo de contato de cinco
minutos e submetidas a homogeneizagdo por vortex com diferentes solucdes -
protocolos 1, 2, 3 e 4 (Tabela 4), também apresentaram melhor desempenho e diferenga
significativa ao utilizar Glicina 1M (protocolo 2) quando comparado as solugdes de
Tween 80 e Triton X-100 (p = 0,0111). Entretanto, a solu¢do de ICN 7X apresentou

desempenho similar a Glicina para recuperagdo de ovos.
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Ao reduzir o nimero de ovos inoculados (dose 2) para contaminac¢do das
amostras, esses mesmos protocolos ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre as médias de taxas de recuperacdo de ovos (p = 0,0594). Entretanto,
o protocolo dois que empregou a homogeneizagdo de Glicina em vortex, apresentou a
maior eficiéncia de recuperagdo de ovos entre as quatro solugdes de dispersdo

analisadas (Tabela 5).

Para todos os ensaios, os menores indices de recuperacao foram observados em
protocolos que incluiam a homogeneizagdo com agitador magnético e emprego das
quatro solucdes de dissociacdo ou detergentes. Apesar da utilizacdo deste tipo de
homogeneiza¢do mostrar-se inferior a utilizagdo do voértex para todas as solucdes, as
maiores eficiéncias de recuperacdo foram obtidas ao utilizar a solu¢do de Glicina 1M,
pH 5,5, tanto para a dose 1 como para a dose 2 e independentemente do tempo de

contato (Tabelas 4 e 5).

As amostras de areia contaminadas artificialmente (dose 1), sob tempo de
contato de 1h e homogeneizadas com diferentes solugdes em agitador magnético, nao
apresentaram diferenca significativa de recuperagdo de ovos entre os protocolos 13, 14,
15 e 16 (Tabela 4) (p =0,1771). No entanto, ao reduzir a concentragdo de ovos (dose 2)
para avaliagdo dos mesmos protocolos (Tabela 5), o protocolo 14 homogeneizado com

Glicina, apresentou desempenho superior aos demais (p = 0,0165).

Para os protocolos 5, 6, 7 ¢ 8 para as doses 1 e 2 onde a areia contaminada foi
mantida sob o tempo de contato de 5 min (Tabelas 4 e 5) observou-se diferenca
significativa nas taxas de recuperagdo de ovos (p = 0,0184) e (p = 0,0001)
respectivamente, sendo as maiores taxas observadas ao utilizar o aminoacido Glicina

como solucao de dissociagao — protocolo 6.
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Fluxograma 7: Metodologia escolhida apds a padronizagdo deteccdo de ovos de helmintos em
areia de praia (area 1) a partir do protocolo 10 que apresentou a maior eficiéncia de recuperacao
de ovos em amostras de areia contaminadas artificialmente.

1- Pesar 5g de areia em 4 tubos —
20g analisado por ponto

2- Adicionar 10 mL de Glicina
(IM; pH 5.5)

3- Homogeneizar a amostra com
vortex por 2 minutos

4 - Centrifugar a 1250 x g por 5
minutos e retirar o sobrenadante

5- Adicionar 10 mL de sacarose
(d =1.24 g/cm ®) e repetir passo 3

6- Completar com sacarose até a
formagao de um menisco positivo e
colocar laminula sobre o tubo e
retirar para leitura apos 40 min —
Repetir quatro vezes.

Fonte: A autora, 2019.
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Com relagdo a flutuacao sequencial em sacarose, observou-se um maior nimero
de ovos recuperados na primeira flutuacdo em 75% (n = 72 / 96) ensaios. Para o
protocolo (10) que apresentou a maior sensibilidade a recuperacdo de ovos por
flutuagdo, variou conforme o numero de ovos semeados (30,7 % e 41,7 %). Para a dose
1, a maioria dos ovos foram recuperados na primeira flutuag¢do (38,4 %) enquanto que
com uma dose menor (dose 2) recuperou-se apenas 12,9% dos ovos na primeira leitura e

maior concentra¢cdo de ovos nas flutuacdes sequenciais (Figura 12) (Tabela 6).

Figura 12: Representagdo grafica das taxas de recuperacdo de ovos de Ascaris suum por
flutuacao sequencial (%) referente ao protocolo 10.

Método de Flutuaciao Sequencial em Sacarose
(1,24 g/cm?)

45
40
35
30
25 42]
33
23
l'd

20

15

Vi

10

Eficiéncia de recuperacdo de cada flutuagdo sequencial (%)

Dose 1 (8 x 10%) Dose 2 (3x 10%)
N° de ovos semeados

Fonte: A autora, 2019.

Nota: Dose 1 =8 x 10? e Dose 2 =3 x 102
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5.1.2 Avaliacido da eficiéncia de recuperacio de ovos de helmintos em
areia de parques e caixas de areia de CMEI em Curitiba (areas 2 e 3).
Dentre os protocolos, o que apresentou a maior eficiéncia de recuperagdo de
ovos foi 0 de nimero 11 — tempo de contato de 1 hora, homogeneiza¢do com aparelho
vortex e detergente anionico Triton™ X-100 (0,1%) como solucdo de dissociagdo, tanto
para solos arenosos de Parques Publicos (area 2) como de CMEI (area 3), resultando em
taxas de recuperacao de 29,6% e 27,3% respectivamente (Tabelas 7 e 8). Desta forma,
este foi o método aplicado na segunda etapa do estudo de monitoramento da ocorréncia

de ovos de HTS em Parques Publicos e CMEI de Curitiba (Fluxograma 8).

As taxas médias de recuperacao de ovos dos protocolos propostos para area de
recreacdo dois (parques publicos) variaram de 12,6 % a 29,6 % (Tabela 7). Os
protocolos 9, 10, 11 e 12 que incluiam a homogeneizacdo de diferentes solucdes
mediante o uso de vortex e tempo de contato de 1 hora apresentaram os maiores indices
de recuperacao, seguidos dos protocolos 1, 2, 3 e 4 onde o vortex também foi aplicado,
porém com menor tempo de contato (5 minutos) do indculo com a areia. Entretanto,
para os oito protocolos mencionados anteriormente - onde as maiores eficiéncias de
recuperacdo foram obtidas ao utilizar a solugdo de Triton X -100 - ndo apresentaram
diferenca significativa entre as médias de recuperacao de ovos (p = 0,7540) ¢ (p =

0,2955) respectivamente (Tabela 7).

As menores taxas de recuperagdo de ovos também foram observadas ao
homogeneizar as amostras de solo de parques mediante o uso do agitador magnético.
Entretanto, apresentaram diferenca significativa entre as taxas de recuperagdo obtidas,
sendo que independentemente do tempo de contato (5 minutos ou 1 hora) a solucdo de

dissociag¢ao mais eficiente foi Triton™ X-100 (0,1%).
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A eficiéncia média de recuperagao de ovos do solo proveniente do CMEI (area
3) variou de 13,1 % a 27,4% (Tabela 8). Assim como na area 2, as maiores taxas de
recuperagdo para as areias da area 3, foram obtidas empregando a homogeneizacao das
quatro solucdes em vortex, porém, com diferencas significativas entre as solucdes de
Triton™ X - 100 (0,1%) para as demais. As médias obtidas nos protocolos 1, 2, 3, e 4
tempo de contato 5 minutos, variaram de 17 % a 26,0 % (p = 0,003), enquanto para os
protocolos 9, 10, 11 e 12 com maior tempo de contato resultaram em indices de 20,5 %

a27,4% (p=0,014) (Tabela 8).

Os protocolos que incluiam o agitador magnético na variavel homogeneizagao
apresentaram novamente as menores taxas de recuperacdo de ovos, porém sem

diferenga significativa (Tabela 8).

A centrifugo-flutuagdo seguida de outras trés flutuagdes resultou na recuperagao
de um maior nimero de ovos na primeira flutuagdo, em 86,4 % (n = 83 / 96) dos
ensaios. Para o protocolo (11) que exibiu os maiores indices de recuperacdo de ovos
(29,6 % e 27,3%) nas amostras de solo das areas 2 e 3 respectivamente, a maioria dos
ovos foram recuperados na primeira flutuagdo (17,2 e 16,6%) e os demais nas

flutuagdes sequenciais (Figura 13) (Tabela 9).
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Figura 13: Representagdo grafica das taxas de recuperacdo de ovos de Ascaris suum por
centrifugo-flutuacdo seguida de flutuagdes sequenciais (%) referente ao protocolo 11.
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Fonte: A autora, 2019.
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Fluxograma 8: Método de centrifugo-flutuacdo seguida de flutuagdo sequencial escolhido
padronizado para detec¢do de ovos de helmintos em arecia de areas de recreagcdo de centros
urbanos (area 2 e 3).

1- Pesar 5g de areia em 4 tubos —
20g analisado por ponto

4 )
2- Adicionar 10 mL de Triton™ X —
100 (0,1%) e deixar em repouso por

10 minutos.

= J
[ )

3- Homogeneizar a amostra com
vortex por 2 minutos

= J

4 - Centrifugar a 1250 g x 5 minutos
e retirar o sobrenadante

N J

é )

5- Adicionar 10 mL de dgua
destilada e repetir os passos 3 e 4

- J

6- Adicionar 10 mL de sacarose e
repetir os passos 3 ¢ 4

7- Adicionar sacarose at¢ formacao
de menisco positivo. Manter em
repouso por 30 min e realizar a
leitura da amostra. Repetir a etapa
de flutuacao mais trés vezes.
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5.2 Ocorréncia natural de ovos de helmintos em areias do litoral do Parana

O método padronizado foi utilizado para avaliagdo da ocorréncia de ovos de
helmintos em areias das principais praias do litoral paranaense em condi¢des naturais de
contaminagdo durante dois anos. A contaminacao por ovos de HTS foi detectada em
todas as praias durante o periodo de estudo. Em 24 meses de monitoramento, de trés
pontos referentes as trés principais praias do Parand (Guaratuba, Caioba e Matinhos)
pelo menos um género de helminto foi detectado em 25% dos meses de amostragem.
Quando considerados os dois anos de monitoramento, 12,5% de todas as amostras
apresentaram contaminacdo por pelo menos um género de helminto (n = 9 / 72). No
primeiro ano de monitoramento evidenciou-se menor contaminacao de praias por HTS
8,3 % (n =3 / 36). No segundo ano de monitoramento, observou-se um aumento de
50,0% nas taxas de contaminagdo, sendo a presenca de HTS evidenciada em 6 das 36

amostras analisadas (16,6%) (Tabela 10).

A praia de Caioba (Ponto 2) se apresentou como a mais contaminada durante
os dois anos de monitoramento 20,8 % (n = 5 / 24) amostras positivas. No primeiro ano,
foram detectados ovos de HTS em 16,6% (n = 2 / 12) das amostras de areia, j& no
segundo ano, verificou-se maior impacto de contaminagdo fecal e ocorréncia de

helmintos em 25% (n =3 / 12) amostras.

A contaminag¢do por ovos de HTS esteve presente em 8,33% (n = 2 / 24) das
areias coletadas em Guaratuba (Ponto 1). Nesse ponto ndo foram detectados ovos no
primeiro ano (2017) de monitoramento. No segundo ano (2018) a contaminagdo foi

verificada em 16,6% das amostras (n =2 /12).
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No ponto 3 (Matinhos) foram detectados ovos em 8,3 % (n = 2 / 24) das
amostras coletadas durante o monitoramento. No primeiro ano a taxa de positividade foi

de 8,3% (n=1/12), esse indice se repetiu no ano seguinte (2018).

Em relacdio aos HTS wuma maior frequéncia de ovos da familia
Ancylostomatidae foi detectada - 55,5 % (n = 5) das amostras, seguido de Ascaris spp.
em 33,3 % (n = 3) e Trichuris spp. em 11,1 % (n = 1). Além disso, também foram
detectadas larvas de nematoides nas amostras de solo arenoso de diferentes praias

(Figura 14).

A ocorréncia de ovos de HTS nas praias foi maior durante o outono: 44,4% (n
= 4) amostras foram positivas nessa estacdo. As amostras de areia coletadas durante o
verao apresentaram 33,3 % de positivade (n = 3), j4 na primavera observou-se um
indice de contaminacao de 22 % (n = 2) amostras de areia. Nenhum ovo de HTS foi

detectado nos meses de inverno.
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5.3 Analise microbiologica das areias de praia do litoral do Parana

Durante o monitoramento da concentracdo de bactérias indicadoras de
contaminagdo fecal (Escherichia coli e Enterococcus spp.) nas areias do litoral
paranaense, observou-se grandes variacdes para E. coli com valores minimos de 180 e
maximos de 35. 000 NMP / 100 g, e para Enterococcus spp., variou de 180 a 54. 000

NMP /100 g (Tabela 11).

A praia de Guaratuba (Ponto 1) apresentou as menores densidades de
indicadores, especialmente no segundo ano. No ano de 2017, os valores de E. coli
variaram de 180 a 3.300 NMP / 100 g, - média anual de 717 NMP/ 100g, e as
concentragdes de Enterococcus variaram de 180 a 17.000 NMP / 100 g — média anual
de 4,157 NMP/ 100g. No segundo ano (2018), menores concentragdes foram
detectadas: E. coli valores de 1 a 2.200 NMP / 100 g (média de 337) e Enterococcus de

1 a2.700 NMP / 100 g (média anual de 498).

A praia de Caioba (Ponto 2) exibiu as maiores concentracdes de Enterococcus
entre todas as praias no primeiro ano, variando de 180 a 54.000 NMP/ 100 g (média de
8.616) e no segundo ano esse indice também reduziu - 1 a 13.000 NMP / 100 g (média
de 1.229). Em relagdo a E. coli as taxas variaram de 180 a 24.000 NMP/ 100 g (média
de 3.703) no primeiro ano, ¢ de 25,3 a 11.000 NMP/ 100 no ano seguinte (média de
1.183). No ano de 2017, as maiores densidades de E. coli foram observadas no Ponto
3, onde os indices variaram de 180 a 35.000 NMP / 100 g (média de 3.963) e no
segundo ano, de 180 a 3.300 NMP / 100 g (média de 768). Em relagdo a Enterococcus
spp. apresentou uma variagdo de 180 a 35.000 NMP / 100 g no primeiro ano (média de

5.535)e 1a22.000 NMP / 100 g no segundo (média de 3.476).
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5.4 Ocorréncia de ovos de helmintos em amostras fecais coletadas nas praias do

litoral do Parana.

Durante o monitoramento das condi¢des sanitarias do litoral do Parana, foram
coletadas 19 amostras de fezes de animais ao longo da faixa de areia de praia, sendo 18
oriundas da praia de Matinhos (Ponto 3) e uma de Caioba (Ponto 2). Observou-se um
percentual de positividade de 63,1 % (n = 12) amostras para ovos de HTS. Todas as

amostras fecais que apresentaram ovos foram coletadas no Ponto 3 (Figura 15).

Os ovos de HTS detectados com maior frequéncia foram os da familia
Ancylostomatidae em 91,6% (n = 11) das amostras positivas, enquanto 7oxocara spp., €
Trichuris spp., ocorrem em igual proporcao 8,33% (n = 1), cada (Figura 16). Além
disso, observou-se contamina¢do por mais de um helminto em 8,33% (n = 1) das

amostras positivas.

Figura 15: A orla da praia de Matinhos como peridomicilio (B) e a presenca constante de
animais nestes ambientes (A).

A

1

Fonte: A autora, 2019.
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5.5 Contaminacao ambiental das areas de recreacdo infantil (drea 2 - Parques

Publicos e area 3 - CMEls)

O método padronizado na primeira etapa do estudo foi utilizado no
monitoramento de ovos de HTS em caixas de areia de Parques Publicos e CMEI de
Curitiba por um periodo de 10 meses. Todos os pontos de coletas apresentaram
positividade, resultando num percentual geral de contaminacdo de 55,7% (n =39 / 70)

das areas (2 e 3).

Nos parques publicos (area 2), foram observados ovos de helmintos em 45%
das amostras de areia (n = 18 / 40). O ponto com maior taxa de contaminacao foi o P1
(a e b) composto por dois playgrounds analisados separadamente, os quais apresentaram
taxas de contaminacao equivalentes de 60% (n = 6). Os parasitos detectados com maior
frequéncia foram da familia Ancylostomatidae, seguido de Ascaris spp., € Trichuris

spp., além de larvas de nematoides de vida livre ndo contabilizadas (Tabela 12).

Tabela 12: Positividade das amostras de solo de parques publicos de Curitiba.

Amostra Parasito observado
Area 2 N NH (%) Ascaris sp. Familia Trichuris spp.

Ancylostomatidae

Ponto 1 (a) 10 6 60 0 6 1
Ponto 1 (b) 10 6 60 0 6 0
Ponto 2 10 2 20 0 2 0
Ponto 3 10 4 40 4 0 0
Total 40 18 45 4 14 1

Legenda: N = numero total de amostras; N (+) = nimero de amostras positivas; (%) valor descritos
em porcentagem. Pontos de coleta: Parque Sdo Lourenco (P1 — playground a e b); Parque Bacacheri
(P2); Parque Barigui (P3). "Na mesma amostra foi detectado poliparasitismo.
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Em relagdo a ocorréncia de ovos de HTS presentes nas areias das areas de
recreacao, as maiores taxas de contaminagao foram detectadas na area 3 (caixa de areia
dos CMEI de Curitiba), onde 70% (n =21 / 30) das amostras apresentaram positividade.
O ponto 4 composto por duas caixas de areia, apresentou os maiores indices de
contaminagdo, sendo evidenciado ovos de HTS em 100% (n = 10) das amostras
coletadas no Ponto 4a e em 90% (n = 9) do Ponto 4b. A taxa de ocorréncia de ovos de

helmintos no ponto 5 foi menor: 20 % (n = 2) das amostras coletas (Tabela 13).

Em relagdo aos géneros dos ovos de helmintos detectados, a analise
parasitologica revelou que aqueles pertencentes a familia Ancylostomatidae foram os
mais prevalentes, seguido de Ascaris spp., nas amostras positivas. Uma alta ocorréncia

de ovos de Ascaris foi observada no ponto 4, sobretudo no ponto 4 a.

Tabela 13: Positividade das amostras de solo CMEIs de Curitiba.

Amostra Parasito detectado”
Area 3 N NH (%) Ascaris Familia Ancylostomatidae
spp.
Ponto 4 (a) 10 10 100 9 9
Ponto 4 (b) 10 9 90 6 8
Ponto 5 10 2 20 1 1
Total 30 21 70 16 18

Legenda: N = niimero total de amostras; N (+) = numero de amostras positivas; (%) valor
descritos em porcentagem. Pontos de coleta: CMEI Cajuru (P4 — playground a e b); CMEI
Vila Camargo (P5). "Na mesma amostra pode ocorrer mais de um género de HTS.
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Em todos os pontos de coleta das areas de recreacdo infantil (area 1- Praia, 4rea

2 — Parques Publicos e 4area 3 — CMEIs de Curitiba) selecionados observou-se alguma

forma parasitaria. Do total de 142 amostras coletadas nas trés areas de recreacdo (1, 2,
3) a contaminacgao esteve presente em 33,8 % (n = 48) amostras.

Entre todas as éreas, os parasitos mais frequentemente identificados foram:

ovos da familia Ancylostomatidae (77 %), seguido de ovos de Ascaris spp. (47,9 %) e

de Trichuris spp. (4,1 %) (Figura 18).

Figura 18: Grafico do panorama geral da ocorréncia de ovos de helmintos encontrados nas
areas publicas destinadas a recreacdo: 1, 2 e 3 (Praias do litoral Paranaense, Parques Publicos e
CMEIs de Curitiba).

Ocorréncia de HTS em areas de recreacio humana
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5.6 Acoes educativas em satiide para educacao infantil — creche como ambiente de

transmissao de parasitos.

As taxas significativas de contaminac¢do por ovos de HTS evidenciadas nas
caixas de areia dos CMEI refor¢aram a necessidade de uma intervengdo educativa em
saude no ambiente escolar, como instrumento de prevengdo a parasitoses na infancia.
Diante do papel das creches como fontes de transmissdo de parasitos em criangas em
idade escolar, as atividades visaram informar e educar os escolares e funcionarios
acerca dos habitos de higiene e o papel da lavagem das maos no controle das infecg¢des,

com énfase na rota fecal - oral (Figura 19).

A atividade teve ampla adesdo dos alunos ¢ bom reflexo no cotidiano escolar,
gerando mudancas positivas nos habitos de higiene dos escolares, que se sentiram
motivados e responsabilizadas em relagdo a prevencdo de parasitoses intestinais no
ambiente do CMEI As professoras que estavam familiarizadas com o assunto

aprovaram a abordagem e recordaram os conhecimentos a respeito das parasitoses.
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6. DISCUSSAO

6.1 Padronizacio de metodologias para deteccio de ovos de helmintos em

diferentes matrizes arenosas.

A identificagdo de formas parasitarias em matrizes ambientais ¢ uma etapa
critica para determinagdo dos riscos potenciais de infeccdo e controle de doencas
parasitarias intestinais (Smith, 1999). Neste contexto, o presente estudo representa uma
importante contribuicdo para a analise da contaminagdo ambiental de diferentes
matrizes de solo arenoso por ovos de Helmintos Transmitidos pelo Solo (HTS) em éreas
de recreagdo, visto que, a padronizagdo de protocolos foi avaliada mediante ensaios de
contaminagdo artificial, considerando que o solo ¢ um elo relevante na dindmica de

transmissao dos HTS.

As areas de recreagdo como playgrounds e areia de praia apresentam diferentes
composigoes arenosas: sabe-se que a textura e a profundidade desse tipo de solo podem
fornecer condigdes ideais para o desenvolvimento de formas parasitarias no ambiente
(Wang et al., 2011). A caracteristica geologica de solos arenosos possibilita a retengao
de 4gua, fornecendo aeragao e umidade para o embrionamento dos ovos, além disso, por
serem menos compactos, permitem que as larvas migrem verticalmente, facilitando a
disseminagdo de agentes etiologicos como os causadores de Larva Migrans Cutanea
(Paller et al., 2014; Etewa et al., 2016).

De acordo com Landa Cansigno et al., (2013) a retengdo de organismos ¢ afetada
pelo componente mineral do solo (argila, areia) presente na matriz em analise. Ao
avaliar o potencial hidrofobico dos ovos de Ascaris suum, Capizzi e Schwartzbrod,
(2001), observaram que os ovos suspensos na fase liquida da amostra migram em

direcao a matéria organica nao polar do solo, resultando na adesdo a superficie silicosa
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da areia ou na fracdo organica por interagdes hidrofobicas. Além disso, alteragdes nas
cargas superficiais desses ovos podem modificar as propriedades supracitadas.

Previamente ao monitoramento ambiental da ocorréncia de ovos de HTS em
areas de recreacdo (Litoral, Parques Publicos e CMEI), um planejamento estratégico foi
proposto, considerando as particularidades de cada ponto de coleta, desde a etapa de
amostragem, composi¢cdo de cada solo e o método utilizado para identificacdo das
formas parasitarias. Alguns estudos recomendam a andlise granulométrica das matrizes
arenosas a serem avaliadas (Nunes et al.,1994). Desta forma, no presente estudo, tal
afericao foi realizada em cada matriz arenosa previamente a realiza¢do dos ensaios de
contaminagdo artificial para determinar a metodologia ideal a ser padronizada para a
deteccao de ovos de HTS nessas areas.

As matrizes arenosas utilizadas como modelo em nossos ensaios foram
compostas predominantemente por areia grossa (200 a 2000 pm). A andlise
granulométrica evidenciou uma pequena propor¢ao de argila (< 2 um) e a auséncia de
silte na composi¢do total da areia de praia. Enquanto que para o solo dos CMEI e
Parques Publicos diferiram na distribuicao da areia total, (grossa / fina - 200 a 50 um) e
apresentaram uma maior propor¢ao de silte (50 a 2 um) e argila, ocorrendo de forma
equivalente nas duas matrizes (Sistema Brasileiro de Classificagdo de Solos — Embrapa,
2013).

Os métodos de detec¢do adotados na rotina clinica sdo amplamente
empregados para a pesquisa de ovos de helmintos em amostras ambientais, sobretudo
em areia de praia (Quadro 1). A auséncia de etapas como o emprego da dissociacao
nestes métodos convencionais parasitologicos dificulta a visualizagdo e identificacao
dos ovos, podendo gerar diagndsticos erroneos ou falso-negativos, subestimando assim

o real grau de contaminacao dessas matrizes (Collender et al., 2015).
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A forte ligagdo exibida pelos ovos de HTS a particulas presentes no solo reforga
a necessidade de uma metodologia robusta para o isolamento e deteccdo de ovos de
helmintos (Smith, 1999). Neste contexto, Amoah et al., (2017) indicam a inclusdo de
solucdes extratoras adequadas, bem como procedimentos de purificacdo e concentragao
combinados, que poderdo resultar em anélises mais fidedignas acerca da contaminacao

ambiental por HTS.

Estudos de validagdo de técnicas abordam diferentes estratégias para determinar
a eficiéncia de extracdo de ovos em amostras ambientais. No que concerne aos solos, a
eficdcia das técnicas ¢ afetada pela sua composi¢ao heterogénea da matriz em anélise,
além de outros fatores como capacidade de aderéncia dos ovos as particulas. Portanto,
diferengas nas propriedades fisico-quimicas das superficies dos ovos podem exigir
ajustes nos métodos, sobretudo na escolha de materiais e reagentes adequados (Ajala et
al.,1995; Cranston et al., 2016; Kleine et al., 2016). Diante disso, no presente estudo,
foi determinada a eficiéncia de recuperagdo de ovos de HTS mediante andlise de
variaveis consideradas criticas para extragdo de ovos, como: homogeneizacao,

dissocia¢ao quimica e flutuacao.

As etapas de homogeneizagao e aplicacao da solugdo de dispersdo sao essenciais
para otimizagdo da eficiéncia da metodologia, visto que durante essa fase ocorre a
desagregacao dos ovos das particulas de solo (Collender et al., 2015; Amoah et al.,
2017). No presente estudo o emprego do aparelho vortex resultou em melhor
aplicabilidade e maiores taxas de recuperagdao nos diferentes tipos de solo, em

comparac¢ao a homogeneizacgao sob agitador magnético.

A homogeneizagdo utilizando agitador magnético resultou em menor

recuperacdo de ovos em ambas metodologias propostas para as trés areas arenosas
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analisadas. Esse fato também pode ser atribuido a etapa de transferéncia do material do
béquer para o tubo Falcon, onde pode haver a perda de ovos ou ainda a aderéncia dos

mesmos ao vidro do recipiente ou ao ima (Apéndice A 1).

Com o intuito de minimizar estas perdas durante o processamento das amostras,
algumas etapas chaves da metodologia foram adaptadas. A velocidade de centrifugacao
(1.250 g x 5 minutos) foi determinada apos avaliacdo da presenca ou ndo de ovos no
sobrenadante, retirado apds cinco minutos de sedimentagdo. Além disso, em
conformidade a recomendacdes de alguns autores, os materiais foram previamente
tratados com solugdo de Tween 80® 0,1%, para reduzir a aderéncia dos ovos nas
paredes de tubos ou vidros (Kleine et al., (2016). Mesmo assim, as menores taxas de
recuperacdo de ovos foram verificadas em protocolos em que se utilizou a
homogeneizagdo por agitador magnético, independente da solucdo de dispersdo

utilizada.

A solugdo de dissociacdo empregada pode alterar a aderéncia dos ovos, sendo
que os surfactantes sao utilizados como agentes dispersantes e responsaveis pela quebra
de ligacdes fisico-quimicas entre as particulas e a superficie dos ovos (Loh e Israf,
1998; Amoah et al., 2017). As solugdes mais comumente utilizadas em amostras
ambientais (solos, lodos e hortalicas) para recuperacdo de ovos sio Tween' 80, Triton"
X - 100 e ICN 7X® sob diferentes concentragdes. Entretanto, Gaspard et al. (1996),
pontuam que para garantir a integridade dos ovos deve ser utilizada solugdes que
apresentem baixas concentragdes de cada um dos reagentes. Tendo isso em vista,

optou-se pela padronizagdo da concentracdo de 0,1% para todas as solucdes.

A etapa de dissociacdo quimica foi determinante para a recuperagdao de ovos em

nossos ensaios, assim como relatado por Steinbaum et al. (2017), a eficiéncia de
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recuperacgao dos protocolos foi aperfeicoada com o uso dessas solugdes. Alguns estudos
relatam o detergente ICN 7X® como o mais eficiente para uso em amostras ambientais,
como analise das maos e biossolidos (Jeandron et al., 2014; Steinbaum et al., 2017;

Ravindran et al., 2019).

Entretanto, nossos resultados em areia de praia se mostraram mais promissores
ao utilizar glicina (1M, pH 5,5). Além de proporcionar maiores recuperagdes, o uso do
aminoacido como liquido extrator, facilitou a visualizacdo ao microscOpio por nao
formar bolhas como as outras solu¢des (Apéndice 2 B). O acido aminoacético (1M, pH
5,5) apresenta caracteristicas apolares e, tem sido empregado como liquido de lavagem
na etapa de dissociacdo de formas parasitarias em amostras de hortali¢as e framboesas,
por alterar a aderéncia dos organismos pela reducdo da tensdo superficial da solugao

aquosa (Cook et al., 2006; Lalonde e Gajadhar, 2016; Matosinhos et al., 2016).

Ja nos ensaios com solo de parques e CMEI com maior composicao de argila e
silte obteve-se maiores recuperagdes ao utilizar o surfactante anionico Triton™ X-100. A
dificuldade de visualizagdo trazida pelas bolhas foi contornada com a adi¢do de uma
etapa de enxague com dagua destilada e posterior centrifugacdo. Além disso, a
combinacdo de centrifugo-flutuagdo a flutuagdo sequencial, adotada nestas matrizes
auxiliou na purificagdo da amostra e no impacto trazido pela argila e silte, como

descrito por Kazacos (1983) proporcionando maior recuperagao de ovos.

Usualmente, a etapa de flutuacdo ¢ realizada com solugdes de sacarose ou de
sais metalicos, com densidades superiores aos ovos de helmintos, para que haja
separacao das particulas mais pesadas do solo. Tendo isso em vista e a gravidade
especifica do modelo de HTS utilizado em nossos ensaios (4scaris suum - 1,13 g/cm?),

adotou-se como solugao de flutuacao a sacarose — densidade de 1,24 g/cm?.
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Em adigdo, David e Lindquistt (1982) reforcam que solu¢des que apresentam
altas densidades, podem distorcer a morfologia dos ovos ou ainda favorecer a flutuacao
de detritos, afetando a leitura da amostra e, destacam que a densidade de 1,25 g/cm?
propicia a deteccdo de grande parte de ovos de diferentes géneros de HTS, como
observado no presente estudo: em condi¢des naturais de contaminacao foi possivel
detectar os ovos da familia Ancylostomatidae, Ascaris sp., € Trichuris spp., utilizando o
método padronizado.

Todavia, Quin et al., (1980) ressaltam que as propriedades fisico-quimicas da
solucdo, sdo tao importantes quanto a densidade adotada no método. O sulfato de zinco
(ZnSOs4) ¢ amplamente utilizado em métodos de detec¢do de ovos de helmintos em
amostras ambientais, no entanto, o manuseio do sal e da solu¢do exige cuidados, visto
que o zinco (Zn) por ser toxico e necessitar de descarte seguro (Steinbaum et al., 2017).
Santarém et al., 2009 obteve as melhores taxas de recupera¢do de ovos ao utilizar
solugdes de (ZnSO4) com densidade de 1,20 g/cm?, no entanto, assim como em nossos
ensaios pilotos, observou a rapida cristalizagdo da amostra, impedindo ou inviabilizando
a visualizacdo dos ovos.

Ao avaliar a acdo de sete solu¢des de flutuacdo com gravidades especificas
variando de 1,20 g/cm?® a 1,35 g/cm?, De Ybafiez et al. (2001) obtiveram as melhores
taxas de recuperagdo utilizando sacarose (1,27 g/cm?®). No presente estudo, optou-se
pelo uso de sacarose pelo custo beneficio e auséncia de risco do produto. Deve-se
mencionar que alguns autores ressaltam que ¢ necessario adicionar antimicrobianos a
solucdo, visto que o crescimento bacteriano ¢ favorecido com a utilizacao de solugdo de
sacarose (Collender et al., 2015).

A sacarose € um produto viscoso, por esta razdo, Kazacos (1993), indica que o

tempo de flutuacdo para solugdes com essa caracteristica, seja de no minimo 20



102

minutos. Tendo isso em vista, no presente estudo padronizou-se o tempo de 40 minutos
para flutuacdo e 30 minutos para os ensaios que incluiam centrifugo-flutuagdo, seguida
de flutuacdes sequenciais.

Embora sejam pouco adotadas, as flutuagdes sequenciais sdo indicadas para
promover maior recuperagao de ovos presos entre as particulas, como relatado por
Quinn et al. (1980) que obtiveram um adicional de 10 a 20% de recuperacao de ovos. A
mesma situacdo foi observada por Zenner et al. (2002) ao adotar sucessivas
centrifugacdes em sua metodologia e, determinando o limiar de detec¢d@o em 4 laminas.
Outros autores observaram que pelo menos 3 laminas devem ser efetuadas para melhor

eficiéncia de recuperagdo dos ovos (Xavier et al., 2010).

No presente estudo, se adotou a flutuagcdo sequencial com quatro leituras a cada
30 (4rea 2 e 3) e 40 (area 1) minutos, totalizando 16 ldminas por amostra analisada em
condi¢do natural de contaminagdo, representando um incremento na recuperagdo de
ovos em ambas as metodologias padronizadas. Durante os ensaios de contaminacio
artificial, observou-se um maior niimero de ovos na primeira flutuagdo e um adicional
de 3,3 % a 17, 8% de detecgcdo de ovos nas flutuacdes sequenciais seguintes. Esse fato
pode ser determinante em condicdes naturais de contaminacdo, onde a concentracdo de

ovos presente no solo ¢ menor e, portanto, mais desafiadora.

Os métodos convencionais de microscopia exigem experiéncia por parte do
laboratorista na leitura e revisdo das laminas de amostras ambientais (Amoah et al.,
2018), devendo distinguir os diferentes tipos de ovos, possiveis alteragdes ambientais e
diferencid-los de detritos, artefatos ou outros organismos interferentes presentes no
ambiente. Outro desafio desse tipo de analise consiste no pequeno numero de estudos
que fornecam orientagdes, como por exemplo, pranchas para a identificacdo correta de

ovos de HTS no solo e amostras ambientais (Steinbaum et al., 2017).
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As técnicas moleculares podem auxiliar neste tipo de analise, uma vez que estes
métodos apresentam boa sensibilidade de detec¢do. Contudo, demandam financiamento
e capacitacdo técnica, muitas vezes apresentando custo proibitivo para adogao na analise
de rotina de amostras ambientais (solos) em areas endémicas de paises em

desenvolvimento (Collender et al., 2015; Steinbaum et al., 2017).

Entre as proposi¢des indicadas para o monitoramento ambiental da qualidade
das praias, métodos acessiveis, realizados em larga escala, que fornecem resultados em
curto periodo de tempo, e passiveis de ado¢do na rotina de agéncias ambientais sdo os
mais indicados (Solo Gabriele et al., 2016). Os métodos padronizados no presente
estudo exibiram boa sensibilidade quando consideradas as taxas de recuperagdo obtidas
em experimentos controle nas diferentes matrizes arenosas e boa aplicabilidade, visto
que também foram capazes de recuperar ovos em situagdo natural de contaminagdo em
todas as areas arenosas analisadas. Além disso, envolvem materiais de baixo custo,
equipamentos basicos de laboratorio e curto tempo de execucao.

Vale ressaltar que a recuperagdo de ovos de HTS a partir de amostras de solo
representa um grande desafio visto que inexiste um padrao ou metodologia preconizada
por agéncias de protecdo ambientais para averiguar o controle de qualidade analitica
acerca de sua deteccdo em solos, ou mesmo uma ISO validada. Portanto, os dados
apresentados sdo relevantes no ambito do setor ambiental, uma vez que poderdo ser
replicados pelo setor publico e privados. Estes resultados foram discutidos e repassados
ao IAP, onde a metodologia, assim como os resultados referentes a contaminacgdo
ambiental por HTS, podera preencher uma lacuna ao atender a recomendagdo do artigo
8°, presente na resolugdo CONAMA n° 274 / 2000 que indica futuras padronizagdes

para avaliacdo das condigdes parasitologicas da areia de praia.
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6.2 Monitoramento da qualidade sanitaria do litoral paranaense

A orla da praia propicia aos banhistas uma série de experiéncias recreativas a
beira mar. Estudos que avaliam os efeitos a satde derivados da exposicao a areia de
praia tém demonstrado cada vez mais, seu papel significativo na dispersdo de
organismos potencialmente patogénicos (Phillips et al., 2011; Heaney et al., 2014).
Conhecer os riscos potenciais relativos a aquisicdo e/ou eventual contato com patégenos
nas praias € essencial para o gerenciamento da orla e para o aconselhamento dos

banhistas, visando a ado¢do de medidas profilaticas (Steffen, 2017; Hitch, 2019).

O presente estudo € o primeiro a monitorar a ocorréncia de ovos de helmintos
em areias de praias do litoral do Parana por um periodo de dois anos. Em todas as
praias monitoradas foi observada a presencga de algum género de HTS e, a frequéncia de
contaminag¢ao nos trés pontos analisados foi de 12,5 %. A literatura descreve diferentes
niveis de contaminacao por HTS em areia de praia, que variam de 0% a 83,7%.
Entretanto, realizar a comparagdo dos resultados pode ser um processo complexo uma
vez que cada estudo adota uma estratégia metodoldgica e as condi¢des socioambientais
e sanitarias das praias apresentam diferencas significativas (Dunsmore et al., 1984; Neto
et al., 2017). A contamina¢ao do solo por ovos de HTS em pragas e parques publicos de
centros urbanos ¢ amplamente abordada, no entanto, os estudos em areia de praia ainda

permanecem limitados e escassos (Rocha et al., 2011; Shah et al., 2011).

Caracteristicas inerentes a esses locais adicionam dificuldade ao
monitoramento e confirmagao da contaminagdo por HTS e outros patégenos, resultando
muitas vezes, em menores taxas de contaminagdo. Entre estas, destacam-se o ambiente
aberto, o que expde os ovos presentes na areia diretamente a intempéries ambientais,
tornando-os suscetiveis a acao do sol, vento, maré e salinidade (Matesco et al., 2006).

Além disso, um dos grandes desafios desse tipo de analise, verificado também em nosso
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estudo, consiste na dispersdo ambiental dos ovos na amostragem, uma vez que a orla
maritima apresenta uma grande extensdo - 15 km na praia de Guaratuba (Ponto 1) e 19
km em Matinhos (Ponto 2 ¢ Ponto 3). Ressalte-se que apenas um quadrante,
posicionado sempre no mesmo local da praia, foi monitorado e que, apenas 20g / praia

foram analisados mensalmente.

A dispersao e prevaléncia de ovos na areia da praia sdo influenciadas pelas
condigdes sazonais e climaticas, onde fatores como ventos, precipitagdo e temperatura
sdo apontados como os mais relevantes relacionados com a ocorréncia de HTS (Paquet-
Durant et al., 2007). No presente estudo, 44 % das amostras positivas para ovos de
helmintos foram detectados durante o outono. Nessa mesma estacdo para o primeiro ano
de monitoramento (2017) foram detectados os maiores indices de contaminacdo por
Enterococcus spp. De acordo com o SIMEPAR (Sistema de Tecnologia e
Monitoramento Ambiental do Parand), no litoral paranaense essa estagdo ¢ marcada por
temperaturas que variam de 15 a 26 °C e pela reducdo das chuvas. Esses fatores podem
justificar as maiores contaminagdes verificadas nesta estacdo do ano pela reducdo da
dessecacdo dos ovos promovida por exposi¢do constante a radiagdo solar e do seu
carreamento e lavagem pela chuva para a 4dgua do mar (Dunsmore et al., 1984;

Mizgajska, 1997).

Poucos estudos avaliaram a sazonalidade da ocorréncia de ovos de helmintos em
areia de praia: autores relatam maiores frequéncias de contaminagao durante o inverno e
associaram a positividade das amostras as caracteristicas climaticas da estagao (Matesco
et al., 2006; Amaral et al., 2015). No entanto, associagdes entre a ocorréncia de HTS e
periodos chuvosos, mar¢é alta e sazonalidade, ainda nao estdo bem esclarecidas devido a

escassez de dados na literatura em areia de praia. Rocha et al. (2011) apontam maior
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contaminagdo apods periodos chuvosos e Manjarrez-Paba et al., (2017) a estagdes de

maior atividade turistica, ou periodos pos feriados.

Em relacdo aos indicadores bacteriologicos de contaminagao fecal, os relatorios
da qualidade das praias litorAneas emitidos pela Companhia Ambiental do Estado de
Sdo Paulo (CETESB, 2020) descrevem aumento de sua densidade durante a alta
temporada, e que em algumas regides, a areia seca apresenta-se mais contaminada que a
agua do mar. Entretanto, também ndo hd uma consisténcia de dados na literatura sobre a
distribuicdo de organismos em areia e sua relacdo com o teor de umidade (Whitman et

al., 2014; Solo Gabriele., 2016).

Os resultados obtidos na analise microbioldgica das areias de praias do presente
estudo, evidenciaram altas densidades de Escherichia coli e Enterococcus spp. em
alguns meses de amostragem denotando ma qualidade sanitaria. Assim como para
HTS, inexiste uma legislacdo nacional que indique a pesquisa de indicadores
bacteriologicos de contaminagdo fecal em amostras de areia, representando outra
importante limitagdo em saude publica, especialmente quando se considera que os
frequentadores de areas costeiras passam a maior parte do tempo na areia da praia (De
Florio-Barker et al., 2018).

A qualidade microbioldgica da areia estd intimamente relacionada a condi¢dao
sanitdria das praias, sendo o processo de contaminagdo por bactérias indicadoras,
dinamico e sua concentragao variavel e alterada muitas vezes devido ao acimulo de
microrganismos em algas marinhas, detritos plasticos e at¢ mesmo bioaerossois
(Keswani et al., 2016; Weiskerger et al., 2019). Além disso, a formag¢ao de biofilmes em
areia de praia, também fornece protecao a uma diversidade de espécies de patdogenos

presentes nestes locais (Byappanahalli et al., 2009; Sabino et al., 2014).
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O género Enterococcus apresentou as maiores concentracdes nas areias das
praias paranaenses neste estudo; isso pode estar relacionado a sua tolerancia a condigdes
extremas, como a salinidade e temperatura. Esse grupo apresenta adaptabilidade a
diferentes ambientes, sendo que um dos principais fatores limitantes a sua sobrevivéncia
e persisténcia ambiental, relaciona-se a frequéncia e intensidade de exposi¢ao a luz solar
(UV) (Halliday e Gast, 2011).

A frequéncia de radiagdo solar ¢ o periodo de marés afetam diretamente os
niveis microbianos, tanto na areia quanto na dgua do mar. Isso por que, a praia apresenta
diferentes zonas com dindmicas caracteristicas que podem ou ndo favorecer o
crescimento microbiano. Zonas entre marés, onde as interacdes entre a 4gua e areia sao
mais fortes, permitem constante troca de material particulado, contribuindo para que
patdgenos acumulados na areia sejam liberados para coluna de agua, impactando
diretamente a qualidade da 4gua (Phillips et al., 2011; Pinto et al., 2011).

Os eventos de maré alta (enchente) no litoral do Paranad apresentam-se com
ondas que atingem casas e comércios, causando grandes inundacdes e estragos nas
cidades (Apéndice B 1). Durante o monitoramento foi possivel observar os efeitos da
mudanga no nivel do mar sobre a conformacao da areia da praia, sobretudo na praia de
Guaratuba (Ponto 1), onde a faixa de areia ¢ menor, e, portanto, sofre maior impacto.
Esse fato pode estar associado as baixas concentragdes de bactérias encontradas neste
ponto de coleta, uma vez que podem ser carreadas para o mar (Phillips et al., 2011;

Weiskerger et al., 2019).

A ocorréncia de um indicador bioldgico de contaminacdo fecal humana, como
ovos de Ascaris spp. evidencia a emissdo de efluentes e a presenca de fezes humanas
diretamente na areia de praia (Rocha et al., 2011). E importante mencionar que embora

os municipios incluidos no estudo apresentem indices de saneamento superiores a
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demais cidades costeiras brasileiras (Figura 1 — Tabela 2), ¢ recorrente a presenca de
linguas negras ao longo da faixa de areia. Outro fator a se considerar ¢ a localizacdo dos
pontos de coleta, préximos a rios e canais que desembocam na areia da praia e seguem
para o mar, sendo este um fator de risco para os banhistas que ali circulam (Apéndice B
2).

Um estudo realizado por Segui et al., (2018) na baia de Paranagud, regido que
inclui um conjunto de ilhas e compde a éarea rural do litoral paranaense, caracterizou a
prevaléncia de parasitos intestinais em habitantes autoctones da regido. Entre a
populacdo analisada, verificou-se que 46,1% apresentava pelo menos um parasito
intestinal, observando preponderincia de protozoarios (42%) em relagdo ao parasitismo

por helmintos (10%).

A diarreia ¢ uma manifestagdo comum de doengas infecciosas intestinais e tem
sido associada a viagens a paises em desenvolvimento, sendo este um dos indicadores
de satde e ambiente (Steffen, 2017). Dados relativos ao municipio de Guaratuba
indicam que cerca de 35 habitantes sdo hospitalizados em decorréncia da diarreia por
ano (IBGE, 2010). No entanto, esses valores sdo subnotificados, uma vez que muitas
dessas infec¢des, inclusive por enteroparasitoses, costumam receber tratamentos
caseiros, € muitas vezes sdo autolimitantes e, portanto, sem necessitar de internagao, nao
sendo computadas em estatisticas oficiais em secretarias de satide (Faganha e Pinheiro,

2005)

A contaminac¢dao ambiental da areia de praia € associada a diversas infecgdes
parasitarias, sobretudo as dermatoses causadas por ancilostomatideos (Larva Migrans
Cutanea), apresentando relevancia em saude publica, especialmente para turistas que

regressam de regides costeiras tropicais e subtropicais endémicas, jogadores de futebol e
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volei de praia, surfistas, trabalhadores rurais e criangas que costumam brincar na areia

(Veraldi e Persico, 2006; Wilson et al., 2014; Sow et al., 2017).

Em nossas andlises, os ovos da familia Ancylostomatidae foram os HTS mais
prevalentes, ocorrendo em 55,5 % das amostras positivas de areia. A ocorréncia de
parasitos zoondticos reforca o papel das fezes de animais como fator relevante das
condigdes sanitarias do litoral, bem como o risco potencial de aquisi¢ao destas
parasitoses, especialmente em criancas (Amaral et al., 2015).

As amostras de fezes presentes em areia podem conter milhares de formas
parasitarias, onde a movimentacao constante e a agdo mecanica do pisoteio por pessoas
e animais favorece a desintegracdo do material fecal e mistura com a areia. Aliado a este
fato, as varidveis ambientais (chuva, vento e maré) e o transporte por vetores mecanicos,
ampliam a dispersdo dos ovos pela orla da praia (Mizgajska, 1997; Matesco et al.,
2006).

No presente estudo, as amostras de fezes foram encontradas principalmente na
areia da praia de Matinhos (Ponto 3); somente uma amostra foi adquirida em Caioba
(Ponto 2), sendo detectado um percentual de 63,1% (n = 12) amostras positivas para
ovos de HTS, entre eles, Toxocara spp., Trichuris spp. e da familia Ancylostomatidae.
A maior ocorréncia de fezes de animais na praia de Matinhos estd relacionada a
presenca de residéncias na faixa de areia e, portanto, a orla da praia funciona como um

peridomicilio de livre circulagdo para os animais domésticos que habitam estes locais.

O diagnostico parasitolégico e a identificacao de ovos nas fezes, bem como a
analise morfométrica de ovos do género Trichuris pode sugerir seu respectivo
hospedeiro (Garcia-Sanchez et al., 2019). O tamanho dos ovos ¢ utilizado como

condigdo para indicar a origem da infeccao: Trichuris vulpis que tem os canideos como
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principais hospedeiros, tem sido isolado de amostras fecais humanas, sugerindo

potencial transmissao zoonotica (Areekul et al., 2010; Marquez Navarro et al., 2012).

A prevaléncia de formas parasitarias em amostras fecais presentes em areia de
praias tem sido utilizada para determinar as condi¢des sanitarias do litoral de forma
indireta ou complementar (Scaini et al.,2003; Bricarello et al., 2018). Estudos como
estes exibiram frequéncias de contaminag@o que variou de 43,2% a 86% de parasitos em
amostras fecais e, apontam alta prevaléncia de ancilostomatideos que corroboram com
nossos resultados. Além disso, no presente estudo foi demonstrado o risco potencial de
aquisicdo de outras helmintoses de carater zoondtico como Larva Migrans Visceral
(LMV) provocada por Toxocara spp. especialmente para criangas que ficam na faixa de

areia por um longo periodo (Scaini et al 2003; Blazius et al 2006; Bricarello et al 2018).

A ingestdo acidental de ovos embrionados de Toxocara spp. presentes no
ambiente também ¢ responsavel por comprometer o sistema nervoso causando
disturbios neuroldgicos (neurotoxocariase) ou ainda deficiéncia visual (Larva Migrans
Ocular) em virtude do tropismo apresentado pelas larvas do verme no individuo
infectado (Aziz et al., 2019). Estima-se que aproximadamente 19% da populagdo
mundial seja soropositiva para Toxocara spp., especialmente em regides quentes €
umidas que dispde de caracteristicas climaticas ideais para manuten¢do da transmissdo
(Gamboa, 2005; Rostami et al., 2019). Além disso, esses indices estdo ligados a

contamina¢do ambiental e ao contato intimo com animais (Fajutag et al., 2013).

A taxa de contaminagdo ambiental por ovos de helmintos também esta
diretamente relacionada com a frequéncia em que as fezes sao removidas pelos donos
de animais domésticos, especialmente os cdes (Morgan et al., 2013; Traversa et al.,

2014). De fato, a presenca de animais ¢ os maus habitos de seus donos, pode
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representar um importante elo de transmissdo de doengas zoonoticas, promovendo
também a perpetuacao de infecgdes ciclicas entre os animais que ali circulam (Otero et

al., 2018; Fakhri et al., 2018; Simonato et al., 2019).

As estratégias de controle de doengas parasitarias de cardter zoonotico incluem a
conscientizacdo dos donos de cdes e gatos a respeito da desparasitacdo e coleta de
dejetos imediato impedindo o desenvolvimento de larvas filaridides quer seja no solo ou
interior dos ovos (Sauda et al., 2019). Além disso, algumas precaucdes devem ser
tomadas ao frequentar areas endémicas, praias, parques e quadras esportivas de areia:
recomenda-se o uso de calcados e espreguicadeiras ou similares para evitar o contato

direto com o solo contaminado (Sow et al., 2017).

No litoral do Parana, desde 2017, a SANEPAR tem adotado o revolvimento
mecanico da areia de praia como alternativa para higieniza¢ao da orla. A eficiéncia do
método esta associada a exposi¢do dos microrganismos presentes na areia a luz solar,
como estratégia de inativagao ou mesmo remocao e, tem sido comprovada através de
analises microbiologicas realizadas pelo Instituto Ambiental do Parana. Em relagdo aos
ovos de helmintos, estudos futuros devem ser realizados para verificar se este
revolvimento poderia ter acdo sobre este tipo de contaminacdo, considerando que a
parte mais profunda da areia garante protecdo a intempéries e umidade aos ovos de

HTS, favorecendo o desenvolvimento larval (Pedrosa et al., 2014).

O ecossistema da praia constitui um mosaico dinamico entre agua do mar e
areia, entretanto, as politicas de gestao costeira sao obsoletas, especialmente no tocante
a caracterizagdao das condigdes sanitarias do litoral, visto que ao restringir a pesquisa

microbiologica a agua do mar, cria-se uma lacuna em satde publica, uma vez que a
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areia representa um potencial reservatério de uma grande variedade de microrganismos,
inclusive com potencial patogénico (Shibata et al. 2004; Weiskerger et al., 2019).
Diante da importancia da detecgdo e quantificagdo de indicadores de
contaminagdo fecal em areias de praias, fica evidente a necessidade de proposi¢ao de
uma legislacdo que padronize os limites recomendados para monitoramento da
qualidade sanitaria da areia. Desta forma, devido a inexisténcia de uma legislacio
nacional e internacional, ao comparar os dados obtidos neste estudo aos limites
propostos para aguas de recreacdo pela resolugdo brasileira para qualidade e
balneabilidade da 4gua do CONAMA N° 274/00, todos os pontos, em algum momento,

foram considerados improprios para fins recreacionais (Brasil, 2000).

6.3 Ocorréncia de ovos de helmintos em solos arenosos de areas de recreacio

infantil

A contaminagdo de areas de recreacdo merece atencdo, visto que estes locais
apresentam intensa circulagdo de pessoas de todas as idades, sobretudo criancas,
atraidas por atividades de lazer. No presente estudo, uma taxa de contaminagdo por ovos
de HTS de 55,7 % (n = 39 amostras positivas) foi evidenciada em caixas de areia de
CMEI e Parques Publicos de Curitiba, utilizando o método de deteccao padronizado na

primeira etapa do estudo.

Na literatura a frequéncia de contaminagdo do solo por HTS em areas publicas,
especialmente de areas urbanas ou rurais, varia de 0% a 70% em todo o mundo. Na
Argentina, Bojanich et al., (2015), atrelaram a negatividade de ovos nas amostras
analisadas as caracteristicas ambientais da area estudada, enquanto na Filipinas,
Horiuchi et al. (2013) associaram os altos indices de contaminacao a variaveis propicias

a contaminacdo, como as condi¢des ambientais e socioecondmicas deficitarias da
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populagdo e do saneamento ambiental. A comparagdo das taxas de prevaléncias de
contaminagOdes para estas areas arenosas, também pode ser considerada um desafio, por
compartilhar as mesmas influéncias epidemiologicas e metodologicas verificadas em
estudos de praias, entretanto, sdo importantes por revelar os riscos potenciais de
aquisi¢cao de helmintoses transmitidas pelo solo a que a populagao esta exposta (Fakhri

etal., 2018).

Com o aumento da urbaniza¢do e da populacdo de animais de companhia,
locais publicos emergem como um ambiente de caminhada, socializagdo e de transito
livre de animais (Ducan et al., 2020). Ainda que fornecam beneficios, esses ambientes
sdo fontes de disseminagdo de patdgenos tanto para outros animais quanto para o ser

humano (Savadelis et al., 2019; Paliy et al., 2019).

Os parques publicos de Curitiba exibiram uma frequéncia de contaminacao por
ovos de helmintos de 45%. Ovos da familia Ancylostomatidae foram detectados com
maior frequéncia, sendo observados em 77,7 % das amostras positivas (n = 14 / 18). Em
virtude da auséncia de barreiras, as areas publicas constituem um potencial local de
defecacdo e livre acesso de animais, sendo recorrente a contamina¢do por parasitos
zoonoticos nestes locais (Pacheco-Ortega et al., 2019). Embora em todas as coletas
deste estudo tenha sido visto algum animal nos parques, nenhuma amostra de fezes foi

encontrada nas proximidades dos pontos de coleta (caixas de areia de playgrounds).

Nos CME]I, as caixas de areia exibiram altos indices de contaminacao: taxa de
70 % (n = 21 amostras positivas de 30). No Ponto 4a, 100% das amostras coletadas
apresentaram contaminacdo por ovos de HTS, sobretudo Ascaris spp., que esteve
presente em 90 % (n = 9) das amostras analisadas. Ao discutir esses dados com a

diretora responsavel pela institui¢ao, foi relatada a entrada de moradores de rua no
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CMEI durante o recesso escolar. Tendo isso em vista, e que Ascaris lumbricoides ¢ um
indicador de contaminagdo fecal oriundo de humanos, o uso destas instalagdes por
desabrigados durante as férias de dezembro (2018) justificam as elevadas taxas de
contaminacdo por ovos deste HTS, permitindo inferéncia de que estes defecaram

naquele ambiente.

Poucos estudos avaliaram a prevaléncia de parasitos intestinais em moradores de
rua. No Rio de Janeiro um indice de 63,4% de positividade foi evidenciado, sendo 4.
lumbricoides a espécie mais prevalente entre os parasitos detectados (Gomes et al.,
2002). No Peru, Bailey et al. (2013) observaram um percentual de infec¢do parasitaria
de 66,3 % em criangas que passam a maior parte do tempo na rua e, apenas retornam
aos orfanatos para repouso. Em ambos os estudos as prevaléncias estiveram atreladas as
condi¢des de higiene e ao acesso limitado a infraestrutura basica de saneamento
(WASH), ja que muitos defecam a céu aberto durante o deslocamento, contribuindo

assim para contaminac¢do de logradouros publicos.

Esse dado ¢ ainda mais alarmante, quando se constata que a contaminagao
permaneceu durante os 10 meses de monitoramento nos CMEI analisados no presente
estudo. Na primeira coleta (Fevereiro / 2019), observou-se uma alta concentracdo de
ovos de Ascaris spp., cerca de 4,25 ovos / g - (85 ovos / 20 g) de areia. No més de maio
ocorreu a troca de areia no ponto 4b e nao foram observados ovos de helmintos, no
entanto, no meés subsequente, ovos de HTS voltaram a ser identificados. Cabe salientar
que os altos niveis de contaminacao identificados nas areas destinadas a recreagao em
CME], sdo ainda mais preocupantes se considerarmos a populagdo infantil que ali
circula diariamente, devido aos seus habitos higi€nicos e sistema imunologico ainda em

maturacao (Darlan et al., 2019) (Apéndice 2 C).
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A intensa interacdo com a arecia durante atividades recreacionais causa o
acumulo de particulas nos pés e nas maos e estad diretamente relacionada a taxa de
ingestao de solo e a geofagia (Calabrese et al., 1988). Em virtude do comportamento de
levar as maos frequentemente a boca; as criancas chegam a ingerir em média uma taxa
de 40 mg de solo por dia (Tsou et al., 2018). Ao avaliar as propriedades de aderéncia
dos ovos, Kleine et al. (2016) apontam a capacidade de adesdo dos ovos a brinquedos de

plastico que sdo amplamente usados em playgrounds ou praia.

Estudos de soroepidemiologia de Toxocara spp. associam as taxas de
positividade a contaminagdo ambiental e ao contato intimo com animais. Em virtude do
contato constante com os caes e atividades recreativas praticadas em ambientes externos
como caixas de areia, as criangas compdem o grupo de maior risco de aquisi¢do da
toxocariase humana ou Larva Migrans Visceral (Mattia et al., 2012; Fajutag et al.,

2013).

Ovos da familia Ancylostomatidae ocorreram em 85,7 % (n = 18 / 30) das
amostras provenientes das caixas de areia dos CMEI. Os gatos sdo apontados como os
principais responsaveis pela disseminacdo de parasitos zoonodticos em ambientes
fechados, dada a capacidade de entrar nestes ambientes mesmo com barreiras fisicas
(Aragjo et al., 2000). As creches apresentam protecao para entrada de animais, no
entanto, os profissionais do CMEI relataram a circulagdo de cdes durante a entrada e
saida dos alunos, além disso, durante a coleta foi possivel registrar a presenca de gatos
no muro de um dos pontos de amostragem, sendo estes hospedeiros naturais das

respectivas espécies Ancylostoma braziliense € A. caninum (Apéndice 1 C).

As prevaléncias de parasitos intestinais em escolares tém sido amplamente

avaliadas, resultando em varidveis frequéncias de infeccdo: 45% no nordeste do Brasil
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(De Amorim Santos et al., 2020), 75 % em Guarapuava / PR (Buschini et al., 2007) e

24,8 % na regido metropolitana de Curitiba (Oishi et al., 2019).

Martins-Mello et al., (2017) realizaram um amplo estudo nacional avaliando a
taxa de mortalidade registrada nos certificados de dbitos relativa a infec¢des por HTS de
2000 a 2011, de acordo com dados do Sistema de Informagdes sobre a Mortalidade do
Ministério da Satde. Dos 853 6bitos atribuidos a HTS, 4. lumbricoides foi responséavel
por 827 (97%). Dentre os Estados brasileiros, as maiores taxas de mortalidade por HTS
foram evidenciadas no Amazonas, Maranhao, Rio Grande do Norte ¢ no Parana - o
unico Estado da Regido Sul a apresentar os mesmos indices mais elevados identificados

nos estados anteriores - 0.61 a 0.84 de taxa de mortalidade por milhdo de habitantes.

Diversas orientagdes tém sido determinadas para evitar a contaminacao da
areia especialmente em espagos de recreagdo infantil, no entanto, esbarram em questoes
logisticas e burocraticas (Calabrese et al., 1989; Blaszak et al., 2015). No Parana, a
SESA (Secretaria da Satide do Parand) dispdoe a resolugdao n° 0162/05, que institui
exigéncias sanitarias padronizadas para os CEIs (Centros de Educagao Infantil) do
estado. No topico infraestrutura ambiental, recomenda-se a cobertura da caixa de areia
durante o periodo noturno e manutencao a cada seis meses. Entretanto, as diretorias dos
CMEI relatam que essa troca raramente ¢ realizada, uma vez que demanda recursos,

muitas vezes limitado.

A troca de areia dos playgrounds tem se mostrado insuficiente para o controle
da contaminagdo por ovos de HTS em 4areas de recreacdo. A identificacdo de fontes
pontuais de contaminagdo deve preceder a troca de areia, para que medidas de controle
possam ser adotadas. Além disso, a origem da areia deve ser considerada, dada a

possibilidade de contaminagdo fecal no armazenamento em lojas de materiais de
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construcdo. Desta forma, recomenda-se a detec¢ao de ovos de helmintos no material
previamente a troca da caixa de areia (Araujo et al., 2000). A pavimentacdo dos
playgrounds ou o revolvimento da areia foram alternativas relatadas pelos responsaveis

dos CMEI e recomendadas por autores como Kleine et al., (2017).

Entre as intervengdes propostas para o controle ou atenuagdo de enteropatdogenos
estdo as medidas de higiene e a lavagem regular das maos, considerada uma medida de
saude publica eficaz e econdmica em criangas que frequentam creches. Além disso, a
promocdo de educagcdo em satde neste grupo ¢ uma opg¢do interessante, uma vez que

estes sdo agentes de mudanca em toda estrutura familiar (Watson et al., 2017).

Os dados acerca da ocorréncia de ovos de HTS em matrizes arenosas obtidos no
presente estudo demonstram que areas recreacionais estdao sujeitas a diferentes niveis de
contaminagdo antropogénica € zoondtica, € que a oscilacdo nas frequéncias de
positividade nestes locais se deve a caracteristicas ambientais e epidemioldgicas
proprias de cada ambiente (costeiro e urbano). A detecgdo precisa de ovos de helmintos
em amostras ambientais merece atengao visto que sdo essenciais para determinagao dos
potenciais riscos de infeccdo e adocdao de estratégias de gestdo ambiental, como o
monitoramento das condigdes sanitarias das areias. Além disso, a avaliagdo da
viabilidade dos ovos deve ser adotada em estudos futuros, como informagao

complementar dos riscos relativos a satide publica.



118

7. CONCLUSOES

1.

Os métodos de deteccdo de ovos de helmintos padronizados neste estudo
exibiram boa sensibilidade quando consideradas as taxas de recuperagao
alcancadas em experimentos controle em diferentes areas recreativas. Em
adi¢do, apresentaram grande aplicabilidade, uma vez que os ovos foram
detectados em situacdo natural de contaminag¢do em todas as areas arenosas

analisadas.

As metodologias de investigacdo de patogenos e rastreamento das fontes de
contaminagdo em d4reas arenosas costeiras poderdo ser utilizadas pelo Insituto
Ambinetal do Parana / Insituto Agua e Terra e, embasar o artigo 8° da Resolucao
do CONAMA 274/2000 que recomenda aos 6rgdos ambientais a avaliagcdo das
condigdes parasitologicas e microbiologicas da areia, para futuras

padronizagdes.

O monitoramento das areias das principais praias de veraneio do Parana revelou
ma qualidade sanitaria visto que em todas as praias a contaminag¢do por ovos de
HTS ou bactérias indicadoras de contaminacdo fecal foi detectada. Além disso,
este estudo fornece dados importantes ao 6rgdo ambiental competente, visto que
somente 0 monitoramento de bactérias indicadoras ¢ realizado pelo mesmo e,

apenas nos meses de verao.

A presenga de animais especialmente - os domésticos como cdes - na orla da
praia merece atengdo, uma vez que pode representar um risco de aquisi¢ao de

doengas de carater zoondtico para a populag@o autoctone e visitante.
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5. Reitera-se a necessidade de proposi¢ao de uma legislagdo que contemple a
padronizacao de limites maximos toleraveis € o monitoramento da qualidade da
areia de praia, contemplando indicadores bacterioldgicos e ovos de HTS visando

a qualidade sanitaria e a minimizagao dos riscos a saude publica.

6. As caixas de areia de parques publicos e CMEI destinadas a recreag@o na capital
paranaense apresentaram expressivas taxas de contaminagdo por HTS. Estes
dados sdo preocupantes, visto que um grande contingente de populacdo em
idade pediatrica frequenta estes locais. Além disso, denotam a importancia de
adocao de intervengdes como medidas de controle da contaminacdo e a
necessidade de instauracdo de controle de qualidade das areias utilizadas em
playgrounds, visto que estes espacos estdo continuamente sujeitos a

contaminagao, especialmente de origem biologica.
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APENDICES
Apéndice A - Ensaios de contaminacio artificial para padronizagao do protocolo.
Figura A 1: Perda de ovos durante a etapa de homogeneizagao - Agitador magnético (A);

aderéncia dos ovos ao Ima (B) ou ao vidro (C); Transferéncia do material homogeneizado para
tubo Falcon para posterior centrifugagao (D).

Fonte: A autora (2019).
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Figura A2: Desempenho das solugdes de dissociagdo em diferentes etapas do método de
recuperacdo de ovos: Adi¢do da solugcdo de dissociacdo (Tween 80) (A); apds a etapa de
homogeneizacdo (Tween 80) (B); Etapa de Flutuacdao (Tween 80) (C); Etapa de Flutuacao
(Glicina).

Fonte: A autora (2019)
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Anexo B - Carta de efetivaciio de parceria entre a UFPR e o IAP.
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wI1AP

DO PARANA
GOVERNG GO PaRanA

OFICIO N.° 00972016 - IAP/DIMAP Curitiba, 18 de Fevereiro de 2016.

Prof. Dr. Diego Averaldo Guiguet Leal
Setor de Ciéncias Biologicas
Departamenio de Patologia Bésica
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
Centro Politécnico - Caixa Postal 19031
CEP 81531-990 - CURITIBA/PR

Ref.: Proposta de Parceria em Projeto de Pesquisa

Prezado Senhor,

Em ateng8o a correspondéncia datada de 15/02/2016, referente ao projeto de
pesquisa intitulade. MONITORAMENTO AMBIENTAL DE PARASITOS NC
LITORAL DO PARANA COMO INSTRUMENTO PARA ELABORAGAC DE
PROPCSTA DE LEGISLACAQ ESTADUAL DE BALNEABILIDADE, informamos
que temos interesse em participar do mesmo, no que se refere a realizagdo das
analises microbioldgicas de rotina.

Salientamos que o referido projeto & de interesse para esta instituicdo tendo em
vista a necessidade de elaboragéo de legislacao estadual referente a criiérios e
padroes, nac contemplados pela legislagdo do CONAMA 274/2000, para a
classificagao de aguas para fins recreacionais e balneabilidade, especificamente no
que se refere a detecgdo de enteropatdégenos humanos - protozodrios patogénicos
Giardia e Cryptosporidium - causadores de gastroenterite, bem como, quanto a
qualidade da areia de algumas praias do litoral quanto a contaminagio por
geohelmintos e outros de carater zoondtico que ocasionam patologias em seres
humanos.

Sem mais para o momento, colocamo-nos a disposicdc para 0s esclarecimentos

que se fizerem necessarios.

Atenciosamente

lvonete Coelho da Silva Chaves
Dirgtora da DIMAP

Rua Eng Rebougas, 1204 - Rebougas 8021 5-100 - Curitiba - Perand - Brasil
Fore: 41 3213-3700 Fox: 41 3333-6161 www.Qp.pr.gov.or
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Anexo C - Autorizacio para atuacdo nos CMEI que compde a regional do Cajuru,

Curitiba.
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Fam Frvfiiin B bk Feacy, /8 3150
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Aos professoras
Diego AveraldoGuigual Laal (orsntadaory

Mircia Kiyoe Shimada (co-orieniador]
Unkersidade Federal do Parand
Egtor da Cifindas Bolbgcas
Dapadamants de Falclogia Bascs

Assunto; Carla de aceite pare & atuagdo da sluna Palnisia Padilha Ribeino nas Gentros
Whaicipais v El..lwml:-&u lralerlil Gd.|uru e Wile l’.‘-ulrlurgu-

O projete de pesguisa intbulade “Padronizagio de profocolo para detecgio de
helminica am dderentas malrizas de solo” kem como objstive coletar amostrae da arela das
dreas de recreagac dos Cendros Municipale de Educagdo Infanlil (CMEI Cajuru & Vila
Camargo da cidade de Curiliba para manioraments parasitoldgico. O projete & imporanis,
pois irata de questtes de importincia de salde piblica e & melodokegia vem a acrescentar
para o maniioramenio de parasilos em amblente. O lrabaha serd realizade pala equipae do
laboralorie de Parasiloksgia Ambiental pnlamente ao trabalho de mestads de aluma
Padricia Padiha Rioairo.

O trabalho serd agendado parsa toda segunda semana do més sando a primedra
coleda agendada para o més de gububro durenbe um ano. A colela ndo inladaricd na molina
das alividades das criangas, pois serd realizada em horino de descanse das crisngas @
&fm arikd @xiema, drea de recreagao onda haja pargue de aresa.
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