UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

H »
f37) t
‘ R e e ——

I

L

s ‘_u-‘

1.
. J*‘l




JONATHAN VIEIRA DOS ANJOS

EPIDEMIOLOGIA AMBIENTAL DE PARASITOS EM MATRIZES AQUATICAS
E ARENOSAS DESTINADAS A PRATICA DE DESPORTOS PROFISSIONAIS E
AMADORES NO PARANA E SANTA CATARINA.

Dissertagdo apresentada como requisito final a
obtencao do titulo de Mestre em Microbiologia
Parasitologia e Patologia, Setor de Ciéncias
Biologicas, Universidade Federal do Parana.

Orientador: Prof. Dr. Diego Averaldo Guiguet
Leal

Coorientadora: Dr* Maria Aparecida Moraes
Marciano

Coorientadora: Prof.?. Dr”. Keite da Silva
Nogueira

CURITIBA
2025



FICHA CATALOGRAFICA

DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGAQ NA PUBLICACAQ (CIP)
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA .
SISTEMA DE BIBLIOTECAS — BIBLIOTECA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Anjos, Jonathan Vieira dos

Epidemiologia ambiental de parasitos em matrizes aquaticas e
arenosas destinadas a pratica de desportos profissionais e amadores
no Parana e Santa Catarina / Jonathan Vieira dos Anjos. — Curitiba,
2025.
1 recurso on-line : PDF.

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal do Parana, Setor
de Ciéncias Biologicas, Programa de Pés-Graduagado em Microbiologia,
Parasitologia e Patologia.

Orientadora: Prof. Dr. Diego Averaldo Guiguet Leal .

Coorientadoras: Dr® Maria Aparecida Moraes Marciano e Prof.2.
Dr?. Keite da Silva Nogueira

1. Piscinas. 2. Areia. 3. Cryptosporidium. 4. Giardia. 5. Toxoplasma
gondii. 6. Helminto. I. Leal, Diego Averaldo Guiguet. Il. Marciano, Maria
Aparecida Moraes. lll. Nogueira, Keite da Silva, 1980-. IV. Universidade
Federal do Parana. Setor de Ciéncias Biologicas. Programa de Pos-
Graduagdo em Microbiologia, Parasitologia e Patologia. IV. Titulo.

Bibliotecaria: Giana Mara Seniski Silva. CRB-9/1406




MINISTERIO DA EDUCAGAO

%ﬁﬁﬁbﬁh@ SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS
pPrve vy UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO
ONIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO MICROBIOLOGIA,
PARASITOLOGIA E PATOLOGIA - 40001016044P0

TERMO DE APROVAGCAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pds-Graduagdo MICROBIOLOGIA,
PARASITOLOGIA E PATOLOGIA da Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguigao da Dissertagdo de
Mestrado de JONATHAN VIEIRA DOS ANJOS, intitulada: EPIDEMIOLOGIA AMBIENTAL DE PARASITOS EM MATRIZES
AQUATICAS E ARENOSAS DESTINADAS A PRATICA DE DESPORTOS PROFISSIONAIS E AMADORES NO PARANA E
SANTA CATARINA., sob orientagdo do Prof. Dr. DIEGO AVERALDO GUIGUET LEAL, que ap6s terem inquirido o aluno e
realizada a avaliagao do trabalho, s&o de parecer pela sua APROVAC.E\O no rito de defesa.

A outorga do titulo de mestre esta sujeita @ homologagéo pelo colegiado, ac atendimento de todas as indicagbes e corregdes

solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas regimentais do Programa de Pés-Graduagéo.

Curitiba, 30 de Maio de 2025.

Assinatura Eletrénica
03/06/2025 10:52:36.0
DIEGO AVERALDO GUIGUET LEAL

Presidente da Banca Examinadora

Assinatura Eletrnica
03/06/2025 11:24:00.0
RICARDO TOSHIO FUJIWARA
Avaliador Externo (UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS )

Assinatura Eletrénica
04/06/2025 16:18:38.0
IDA CHAPAVAL PIMENTEL
Avaliador Interno (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)

Avenida Coronel Francisco H. dos Santos, 100 - Curitiba - Parana - Brasil
CEP 81531-980 - Tel: (41) 3361-1695 - E-mail: posmpp@ufpr.br
Documenta assinado eletronicamente de acordo com o disposto na legislagéo federal Decreto 8539 de 08 de outubro de 2015.
Gerado e autenticado pelo SIGA-UFPR, com a seguinte identificagdo Gnica: 457004
Para autenticar este documento/assinatura, acesse https://siga.ufpr.br/siga/visitante/autenticacaoassinaturas.jsp
e insira o codigo 457004




As mulheres da minha vida

Arlete, pelo dom da existéncia, todo amor, carinho e

dedicagao de uma vida. Essa vitoria ¢ sua.

Ariane, o amor da minha vida, pelo apoio

incondicional, sobretudo nos momentos dificeis.



AGRADECIMENTOS

A minha familia, pelo amor incondicional, pela paciéncia infinita e pelo apoio inabalavel em
cada etapa dessa jornada. Vocés sao meu porto seguro, e essa conquista € fruto de cada sacrificio
e incentivo que me deram.

Aos amigos, pelas risadas que aliviaram os dias mais dificeis, pelos conselhos sinceros e por
sempre acreditarem em mim. Vocés tornaram essa caminhada menos solitaria.

Se hoje chego até aqui, € porque nunca estive sozinho.
Ao meu querido Orientador Prof. Dr. Diego Averaldo Guiguet Leal, por toda paciéncia e
compreensdo durante esses dois anos. Especialmente por sua memoravel orientagao,

ensinamentos e apaixonada dedicagdo. Vocé ¢ meu exemplo!

As coorientadoras Profa. Dra. Maria Aparecida Moraes Marciano e Profa. Dra. Keite da Silva
Nogueira, pela contribuicao para o desenvolvimento desse projeto.

Ao Prof. Dr. Andrey José de Andrade, por todos os cafés, conversas, ensinamentos
compartilhados e motivacao didria durante esse periodo.

A Universidade Federal de Santa Catarina, na pessoa da Profa. Dra. Juliane Aratijo Greinert
Goulart pela fundamental parceria e auxilio para execugao desse projeto.

Ao Programa de Pos-Graduagao em Microbiologia, Parasitologia e Patologia e a Coordenagao
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela concessao da bolsa de estudos.

Aos colegas e amigos, em especial a técnica Eliana Maura Leite, da equipe do Laboratério de
Parasitologia Ambiental da UFPR, pela essencial ajuda e por todo tempo juntos.

Aos professores membros da banca examinadora, pela disponibilidade em avaliar o trabalho e
comentarios e sugestdes para o aprimoramento do mesmo.

A Universidade Federal do Parana, e a todos que acreditam e lutam por uma educagio publica,
gratuita, e de qualidade para todos.



Paz, for¢ca e coragdo

Vida, amor, libertacdo

Um desejo incontido nas cabegas

do terceiro mundo

Tudo isso vira se pudermos perceber
Que amar

Viver

Cantar

ndo serd em vao

Dead fish



RESUMO

A pratica de desportos ¢ um fator essencial para a manutencao da saide. Contudo, modalidades
esportivas praticadas em ambiente aberto, onde o contato ¢ frequente com a agua e areia,
eventualmente contaminadas, pode representar um risco para os esportistas, especialmente por
parasitos que apresentam ampla resisténcia ambiental como cistos de Giardia spp., oocistos de
Cryptosporidium spp., € Toxoplasma gondii e, ovos de helmintos. O presente estudo traz um
panorama da qualidade desses ambientes, especialmente durante a pratica de competi¢des
esportivas realizada em dois estados do sul do Brasil. Ao redor do mundo, as legislagdes que
regem a balneabilidade de ambientes utilizados para recrea¢do em aguas brutas e dguas tratadas
como as piscinas, nado contemplam a pesquisa de parasitos. Do mesmo modo, esse aspecto nao
¢ contemplado no Brasil. Ressalta-se que a avaliagdo da qualidade parasitologica e
microbiologica de ambientes aquaticos e arenosos realizada durante a execugao de competicoes
esportivas oficiais, nunca foi realizada. O principal objetivo desse estudo foi avaliar a qualidade
sanitaria de ambientes aquaticos e arenosos utilizados para a pratica de diferentes modalidades
esportivas por atletas profissionais, ou amadores no Estado do Parana e Santa Catarina. Foram
estabelecidas 16 areas de praticas de esportes aquaticos e arenosos, como surf, Triathlon,
travessias aquaticas, volei de piscina, ténis e futebol de areia, entre outros, de ambos os estados.
No periodo de novembro de 2023 a dezembro de 2024, 50 amostras de diferentes matrizes
hidricas (a4gua do mar, agua superficial e agua de retrolavagem de piscinas) foram coletadas
para pesquisa de protozoarios patogénicos e bactérias indicadoras de contaminagdo fecal
(BICF), e 95 amostras de areia para pesquisa de helmintos. As amostras hidricas foram
analisadas pela técnica de filtracio em membranas, seguida da purificacdo por separagao
imunomagnética e reacdo de imunofluorescéncia direta para a pesquisa de Cryptosporidium e
Giardia. Todas as amostras foram submetidas a extragdo de DNA para realizacdo de PCR e
qPCR para detec¢ao de ambos os protozodrios intestinais e de 7. gondii. A pesquisa de bactérias
indicadoras de contaminagao fecal (BICF) foi realizada por filtragdo em membranas, semeadura
em meio cromogénico e contagem de colonias, seguido de identificagdo por MALDI-TOF. A
detecgdo de helmintos em areia foi feita mediante homogeneiza¢ao das amostras com Glicina
IM pH 5.5 ou Triton™ X - 100 (0,1%) de acordo com a composi¢do granulométrica da areia,
seguida de centrifugacdo ou centrifugo-flutuagao, e posterior flutuagdo em sacarose d=1,24. A
presenca de ao menos um dos protozoarios pesquisados foi detectada em 6 das 7 areas aquaticas
contempladas e analisadas no presente estudo, onde cistos de Giardia spp., foram detectados
com maior frequéncia em aguas salinas e doces, seguido da contaminacdo por 7. gondii,
detectado pela primeira vez em agua do mar no Brasil, ¢ em menor frequéncia, por
Cryptosporidium spp. O monitoramento conjunto de duas BICF mostrou-se relevante para
atestar a qualidade de ambientes aquaticos, especialmente para Enterococcus sp., onde as
principais espécies isoladas foram E. faecalis/E. faecium e em menor frequéncia, E. gallinarum
e E. hirae. Quanto a contaminacdo de areias, 14,7% das amostras (n=14/95) apresentaram
contaminagao por ovos de helmintos ou larvas de nematddeos. Em conclusdo, o presente estudo
demonstra importante contaminacdo dos ambientes aquaticos e arenosos utilizados para
recreacdo e pratica de desportos em dois estados do sul do Brasil. A avalia¢do da qualidade das
aguas e dos ambientes arenosos € relevante para a garantia da seguranca e saude de atletas
profissionais ou amadores. Através do controle da qualidade desses ambientes, ¢ possivel
identificar a presenga e origem de contaminantes nocivos a saude, podendo atuar como
estratégia de prevencao de aquisicao de doengas parasitarias.

Palavras-Chave: Aguas recreacionais brutas; Piscinas; Areia; Cryptosporidium; Giardia;
Toxoplasma gondii; Helmintos transmitidos pelo solo.



ABSTRACT

Sports practice is an essential factor for maintaining health. However, sports practiced in
outdoor environments, where there is frequent contact with water and sand, which may be
contaminated, can pose a risk to athletes, especially due to parasites that have broad
environmental resistance, such as Giardia spp., cysts, Cryptosporidium spp., oocysts, and
Toxoplasma gondii and helminth eggs. The present study provides an overview of the quality
of these environments, especially during sports competitions held in two southern states of
Brazil. Around the world, legislation governing the bathing suitability of environments used for
recreation in raw water and treated water, such as swimming pools, does not include parasite
testing. Likewise, this aspect is not covered in Brazil. It is noteworthy that the evaluation of the
parasitological and microbiological quality of aquatic and sandy environments carried out
during official sports competitions has never been performed. The main objective of this study
was to evaluate the sanitary quality of aquatic and sandy environments used for the practice of
different sports modalities by professional or amateur athletes in the states of Paran4 and Santa
Catarina. Sixteen areas destined for the practice of aquatic and sandy sports, such as surfing,
triathlon, water crossings, pool volleyball, tennis and beach soccer, among others, were
established at both states. From November 2023 to December 2024, 50 samples of different
water matrices (seawater, surface water and backwash pool water) were collected to search for
pathogenic protozoa and fecal indicator bacteria (FIB), and 95 sand samples were collected to
search for helminths. Water samples were analyzed by the membrane filtration technique,
followed by purification by immunomagnetic separation and direct immunofluorescence
reaction for the detection of Cryptosporidium and Giardia. All samples were subjected to DNA
extraction followed by PCR and qPCR to detect both intestinal protozoa and 7. gondii. FIB
were screened by membrane filtration, chromogenic seeding and colony counting, followed by
identification by MALDI-TOF. Helminths were detected in sand by homogenizing the samples
with 1M Glycine pH 5.5 or Triton™ X - 100 (0.1%) according to the sand particle size
composition, followed by centrifugation or centrifugal flotation, and subsequent flotation in
sucrose d=1.24. The presence of at least one of the protozoa studied was detected in 6 of the 7
aquatic areas covered and analyzed in this study, where cysts of Giardia spp. were detected
more frequently in saline and fresh waters, followed by contamination by 7. gondii, detected
for the first time in seawater in Brazil, and less frequently, by Cryptosporidium spp. The
concomitant monitoring of two FIB proved to be relevant to attest the quality of aquatic
environments, especially for Enterococcus sp., where the main isolated species were E.
faecalis/E. faecium and to a less frequently, E. gallinarum and E. hirae. Regarding sand
contamination, 14.7% of the samples (n=14/95) showed contamination by helminth eggs or
nematode larvae. In conclusion, this study demonstrates significant contamination of aquatic
and sandy environments used for recreation and sports in two southern states of Brazil.
Assessing the quality of water and sandy environments is important to ensure the safety and
health of professional and amateur athletes. By controlling the quality of these environments, it
1s possible to identify the presence and origin of contaminants that are harmful to health and
can act as a strategy to prevent the acquisition of parasitic diseases.

Keywords: Raw recreational water; Swimming pools; Sand; Cryptosporidium; Giardia,
Toxoplasma gondii; Soil-transmitted helminths.



TABELA 1:

TABELA 2:

TABELA 3:

TABELA 4:

TABELA 5:

LISTA DE TABELAS

Numero maximo permitido de indicadores que regem a balneabilidade de areas
costeiras e estuarinas no Brasil e outras localidades do mundo de acordo com
orgdos ambientais e de satude pUbLiCa ..........ceciiiiiiiiiiiiiee e 7
Principais parametros recomendados por agéncias de satide publica mundial e
municipal (Curitiba) para garantia da qualidade e seguranca sanitaria de piscinas
€ ambIeNtes SIMILATES ......eoouiiiiiiiiiiiie et 9
Meétodos de desinfeccdo mais utilizados em 4gua e suas doses para inativagao de
cistos e oocistos de Giardia, Cryptosporidium e

ToxXOPLASMA GONIIL. ...t e aae e es 10
Estimativa global de infec¢des por helmintos transmitidos pelo solo em criangas
em idade escolar €m 2023 .......cociiiiiiiiieiiee e 30
Descri¢do dos iniciadores moleculares utilizados para a detec¢ao de protozodarios

€M AMOSITAS NIATICAS -t e e e eeeee e e e e eaeneees 51

TABELA 6: Programa de amplificagdo da semi-nested PCR em tubo unico para

TABELA 7:

TABELA 8:

TABELA 9:

CrypLOSPOFIAIUI SPP. «.eeeeeieeeiiie ettt ettt e et e et e e abe e eaaeesbeeeennee s 52
Programa de amplificagdo da semi-nested PCR em tubo unico para Giardia spp.,
com as respectivas temperaturas do 1°e 2° ciclos ......oecvvevieeiieiiiienieeiieieeieee, 52
Laudo da analise granulométrica do solo de quatro amostras utilizadas no

ESEUAO -ttt ettt ettt et e st e b e e nbe e beeenreans 56
Pontos de coleta e amostras hidricas em que se detectou a contaminagdo por
protozoarios patogénicos, durante a pratica de diferentes modalidades esportivas

realizadas nos estados de Santa Catarina e Parana no periodo de dezembro de 2023

F IR0 a = Lo X ¢ (oA 2 59

TABELA 10: Resultados microbioldgicos de diferentes amostras hidricas destinadas a praticas

esportivas diversas no estado do Parand ...........cccceevveeniiiiniiie e, 62

TABELA 11: Avaliagdo de parametros fisico-quimicos de dguas brutas e tratadas, quantidade

de frequentadores e presenca de animais no momento da coleta ........................ 66



TABELA 12: Pontos de coleta em que se detectou a contaminag¢ado por larvas de nematodeos e
ovos de helmintos, em quadras de areia onde sdo praticadas diferentes
modalidades de esportes, nos estados de Santa Catarina e Parana, no periodo de
novembro de 2023 a setembro de 2024, em diferentes

AMOSITAS ATETIOSAS .eeeuniiinniiiiieti ettt et et et e et ettt s etaaeeetaeetaesetneeernneernaerens 67



FIGURA 1:

FIGURA 2:

FIGURA 3:

FIGURA 4:

FIGURA 5:

FIGURA 6:

FIGURA 7:

FIGURA 8:

FIGURA 9:

LISTA DE FIGURAS

Espécies de Giardia, e assembleias de G. duodenalis de acordo com os seus
NOSPEACITOS ..ottt ettt e et e e et eeeaaeeeaseeenseeesnneeeenneeas 25
Localizacdo geografica e pratica de esportes dos pontos de coleta das areas 1,2 e
OO SO PP SOUPUSORPRUPPIOOO 37
Localizagdo geografica e pratica de esportes dos pontos de coleta na

ATCA G ..ottt ettt ettt sttt st e e 39
Localizagdo geografica e pratica de esportes dos pontos de coleta na

ATEA O 1.ttt ettt ettt et ettt e saneen 41
Localizagdo geografica e pratica de esportes dos pontos de coleta nas

ATCAS T € 8 e e 42

Procedimento de coletas de diferentes amostras hidricas oriundas dos estados do

Parana e Santa Catarina, para avaliagdo da presenca de protozoarios ou bactérias

indicadoras de contaminagao fecal .............cccoveeeiiiieiiiiiiiicceee e 46
Procedimento de coletas de diferentes amostras arenosas oriundas dos estados do
Parand e Santa Catarina, para avaliagcdo da presenc¢a de ovos e larvas de

REIMINTOS ..eiiiiiieciiie ettt e e st e e eaeeeeteeesaeeensseeenneeesnnes 54
Estratégia de amostragem de coleta de areia de praias e quadras de parque ou

TECIAAAS .o 55

FIGURA 10: Deteccdo de protozoarios patogénicos em aguas brutas e tratadas durante o

PETiOdO dO €STUAOD ....evieeiieeee e 61

FIGURA 11: Detecgao de E. coli e Enterococcus sp., em membrana filtrante sob diferentes

concentragoes de fIltragao ........cccuvieeiieiiiiiiecieee e 64



LISTA DE FLUXOGRAMAS

FLUXOGRAMA 1: Painel geral de delineamento do estudo — Parand — periodo: novembro de
2023 adezembro de 2024 ......coc.oiiiiiiiieeee e 34
FLUXOGRAMA 2: Painel geral de delineamento do estudo — Santa Catarina - periodo: janeiro
a dezembro de 2024 ........ooouiiiiiiiiiiee s 35



LISTA DE QUADROS

QUADRO 1: Ocorréncia e caracterizacdo molecular de protozoarios patogénicos e fatores
epidemiologicos associados a contaminacao de diferentes matrizes de aguas
recreacionais brutas N0 MUNAO .........ovieririiiiiiniiieeieee e 13

QUADRO 2: Ocorréncia e caracterizacdo molecular de protozodrios patogénicos em aguas
tratadas de piscinas, fatores epidemioldgicos e metodologias de desinfecao, em

situacoes nao relacionadas a surtos ao redor do mundo ...........c.cccceeeviiiiiiiiinnenn, 19



LISTA DE SIGLAS

BICF — Bactérias indicadoras de contaminagao fecal

CDC - Centers for Disease Control and Prevention

CONAMA — Conselho Nacional do Meio Ambiente

DALYs - Anos de Vida Ajustados por Incapacidade

DAPI - 4,6-diamidino-2-phenylindole

DCNT - Doengas cronicas ndo transmissiveis

DIC - Microscopia de Contraste de Interferéncia Diferencial
DNA - Acido Desoxirribonucleico

DTN — Doengas tropicais negligenciadas

EDTA - Ethylenediamine Tetra acetic Acid

EUA - Estados Unidos da América

FAO - Food and Agriculture Organization of the United Nations
FDA - Food and Drug Administration

HIV/AIDS - Virus Da Imunodeficiéncia Humana/Sindrome da Imunodeficiéncia Humana
HTS - Helmintos Transmitidos Pelo Solo

IMS - Separagdo Imunomagnética

ISO - International Organization for Standardization

LMC — Larva migrans cutanea

MALDI-TOF - Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight Mass Spectrometry
MPC1® — Concentrador magnético de particulas

MPC-S® - Pequeno concentrador magnético de particulas

OMS - Organizag¢ao Mundial de Satude

PCR - Reacao em Cadeia da Polimerase

PR - Parana

qPCR = Rea¢do em Cadeia da Polimerase Quantitativo

RID - Reagao de Imunofluorescéncia Direta

SC — Santa Catarina

UFC — Unidade Formadora de Colonia

UFPR - Universidade Federal do Parana



Molar

Potencial Hidrogenionico

Marca registrada
Litro

Mililitro

Milimetro
Microlitro

Micrometro

Graus Celsius
Trademark Symbol
Rotacdes por minuto
nandmetro

maior

LISTA DE SIMBOLOS



1 INTRODUGCAO ..o 1
2 REVISAO DE LITERATURA .......c.coooiviiiiiieeceeeeeeeeeeeeeee e 3
2.1 ESPOTtes € SAUAE ....ccueiiiieiiieiieie ettt ettt et 3
2.2 Caracterizagdo e variabilidade de ambientes destinados a recreacdo e pratica de

ESPOTLES eeeeeeuiireeeeiitteeeattteeeesttteeesetteeeaansseeeeaaaeeeeeannsseeesansseeesannsseeeeannseeesennsseeesanns 4
2.3 Balneabilidade no brasil e no mundo — legislagdes vigentes ...........cccceeeeveeennennne 6
2.4 Qualidade de aguas tratadas destinadas a recreacdo humana: legislagdes e

estratégias de deSINFECCAO ....ccuviiuiieiiieiieie et e 8
2.5 Protozooses de veiculagao hidrica .........cccoeeeeiviiiiiiiiiiiieceeeccee e, 11
2.6 TOXOPLASIA GONAIL ...t e e e e e esaeesnaeeens 21
2.7 GUATAIA SPP- vvenveeereeeiee ettt ettt et e et e et e st e e beesaaeebeessbe e st e esseesaesasaenneessseeseas 24
2.8 CryproSPOTIAIUIM SPP. .eeeveeeeeeieeeiieeteeeee ettt ettt ebeestae e st e s eaeesseeeseesseessseensnas 27
2.9 Helmintos transmitidos Pelo SO0 .......ccviieiiiieiiiieiieeee e 29
3 OBUJIETIVOS ..ottt ettt ae e s e e e sneenneenee s 32
3.1 ODJEUIVO GOTAL ...eoveiiiiieiiieiieiie ettt ettt e et eebeenseeenseas 32
3.2 ODbjJetiVOs ESPECITICOS ...eovviiiiiiiiieiieeiteeie ettt ettt et 32
4 MATERIAL E METODOS .......cooviiiiiiiiniineeiseeieeesesisesiseesssessse s 33
4.1 Delineamento experimental: caracterizagao das areas e pontos de

AIMOSITAZEITL 1..vvvvieeeeiiiieeeeeiteeeeeraeeeesateeeeassseeeeasseeesasssseeesasssseeseasseeesensssneesnnssees 33
4.2 Coleta de amostras hidriCas .........ccooueeeerierienierieeeeeee e 45
4.2.1 Processamento das amostras para a detecg¢do de protozoarios patogé€nicos ........ 47
42.1.1 Pesquisa de cistos de Giardia spp., € oocistos de Cryptosporidium spp. ........... 47
4.2.1.1.1 Separagdo imunomagnética (IMS) .......cccoviiiiniiiiiiic 47
42.1.1.2 Visualizacao dOs CISTOS € 0OCISLOS ..veieeiuriiieeeiiiieeeiiiieeeecieeeeeevee e e e eere e e e e iaaeeeea 48
42.1.2 Procedimento de concentragdo para a deteccdo de oocistos de 7. gondii ........... 49
42.1.3 Deteccao de protozoarios patogénicos por técnicas moleculares ....................... 50
42.1.3.1 EXtracao de DINA ... 50
4.2.1.3.1.1 Reag0es de PCR .....ooooiiiiiiee e 50
4.2.1.3.1.2.1 cPCR para CryptoSporiditm SPP. «..eeecueeeeeueeeeiieeeiieeeieeenreeesieeesreeennreesnnseesnnees 51

SUMARIO

4.2.1.3.1.2.2 cPCR para Giardia SPP. «.c.eeeoeeeeueeeieeieeeie ettt ettt 52



4.2.1.3.1.2.3 Reacao de PCR em tempo real (QPCR) para Toxoplasma gondii........................ 52

422 Deteccao de bactérias indicadoras de contaminagao fecal (BICF) em amostras

RIATICAS .ottt et 53
423 Monitoramento de pardmetros fisiCO-qUIMICOS ....c.ueevvvireeriieeriieeeiieeeiee e 54
4.3 Coleta de amostras de areia .........cceevueeierierieriieniieieeiese ettt 54
43.1 ANAlise GranulomMEIIiCa ........eeevieiiieiiieeiie ettt et see e e enes 55
43.2.1 Processamento das amostras para a detec¢ao de ovos e larvas de

REIMINTOS ..ottt 56
43.2.1.1 Amostras de areia de Praia ........ccceccveerieriieriienie ettt ere e ereens 56
4.3.2.1.2  Amostras de areia de qUAdIas ..........ccceeeiieiiieriiieiieeie e 57
5 RESULTADOS ..ottt ettt st sse et 58
5.1 Deteccao de protozoarios patogénicos em amostras hidricas ...........cceeeveeenneenn. 58
5.1.1 Estado do Parand ............cocoiiiiiiiiiiiiiiecceeee e 60
5.1.2 Estado de Santa Cataring ..........coceeeevieniiienieneeieseeseeee st 60
5.2 Detecgao de bactérias indicadoras de contaminagdo fecal em dgua bruta e

L3 1 16 USSR 62
53 Parametros fiSICO-QUIMICOS .......ceovieeiieiieriieeiieniie ettt e et seee b e e 65
54 Detecgao de helmintos em amostras de areia ............cceveeeeveeeiveeeeciieeeiee e 67
5.4.1 Estado do Parana ............cooooiiiiiiiiiiieeeee e 68
542 Estado de Santa Catarina (F1orianOpolis) ........cccveevuieeriieeciieeciee e 68
6 DISCUSSAQ ...t 69
7. CONCLUSOES ......ccoooiiiriiiriirinesine s 84

8. REFERENCIAS ..o.ooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 85



1. INTRODUCAO

A pratica de desportos ¢ essencial para a manuten¢ao da saude fisica, mental e melhoria
da qualidade de vida, tanto ao ar livre como em ambientes fechados (EIGENSCHENK et al.,
2019). Modalidades esportivas individuais ou coletivas, praticadas em contato com a natureza,
auxiliam na reducdo da ansiedade e minimizagao do estresse (CHEN, 2022).

Contudo, o contato com a agua doce, salobra, salina e areia impactadas por
contaminacao fecal ¢ apontado como causa frequente de casos de doencas gastrointestinais,
otologicas, oftalmologicas e cutaneas (WILSON et al., 2014; HALL et al., 2017; LEAL et al.,
2018, ANNE et al., 2018; HLAVSA et al., 2018; HLAVSA et al., 2021).

A recreacdao de contato primario em ambientes aquaticos (imersdo total do corpo) e
consequentemente a ingestdo acidental de aguas brutas doces e salgadas, ¢ considerada na
atualidade como uma via relevante de surtos de veiculagao hidrica por protozodrios intestinais
como Cryptosporidium spp., € Giardia spp., e, de modo emergente, em aguas doces tratadas,
como piscinas nos paises desenvolvidos (HLAVSA et al., 2018, 2021; MA et al., 2022;
BOURLI et al., 2023).

Apesar de ainda ndo haver a documentagdo de surtos de toxoplasmose associados a
pratica de esportes em piscinas, o risco potencial existe, visto que oocistos de Toxoplasma
gondii foram detectados recentemente pela primeira vez no mundo em diferentes piscinas no
Brasil (PINEDA et al., 2020).

Diante do exposto, ¢ razoavel apontar que a epidemiologia ambiental e molecular de
protozooses intestinais e de protozodrios com marcado tropismo para o sistema nervoso central,
ainda ¢ pouco conhecida ou até mesmo inexistente em ambientes aquaticos ou salinos
destinados a pratica esportiva na maioria dos estados brasileiros (COELHO et al., 2017;
PINEDA et al., 2020; FANTINATTI et al., 2021; LEAL et al., 2024).

Ressalte-se ainda que a avaliagdo da qualidade da dgua onde ocorrem competicoes
esportivas profissionais como travessias, Triathlon e surf, especialmente se ocorrerem fora do
periodo de verdo, ndo ¢ costumeiramente realizada. Ainda, inexistem dados acerca da qualidade
microbioldgica e parasitologica da agua, analisada exatamente no momento de realizagdo de
tais atividades.

Grandes eventos esportivos realizados no Brasil, como a Copa do mundo e as
olimpiadas, trouxeram visibilidade para o pais, entretanto, também destacaram aspectos
negativos associados a contaminacao de diferentes ambientes, como 0s arenosos, € preocupagao

internacional acerca dos riscos da visita ao pais (WILSON et al., 2014). Este aspecto esteve



relacionado a visita prévia de turistas estrangeiros a esses eventos globais quadrienais, que
adquiriram infec¢des cutdneas por ancilostomatideos (agentes etioldgicos de larva migrans
cutanea), sendo este, o principal diagnostico dentre ampla gama de doengas infecciosas, ao
retornaram aos seus paises de origem (KRZYWANSKI et al., 2021; KUNA et al., 2024).

O isolamento de helmintos em areias ¢ dificultado devido a inexisténcia de uma
metodologia amplamente aceita e validada para a sua deteccdo (COLLENDER et al., 2015;
RIBEIRO, 2020). Além disso, ndo existem dados quanto a qualidade sanitaria e os riscos
inerentes a pratica de esportes arenosos que estdo em evidéncia e expansao no Brasil, como
ténis de areia e volei de areia, tanto para o lazer, quanto para competigdes esportivas oficiais,
especialmente em quadras fechadas.

Com o intuito de tentar preservar a saude de atletas e banhistas, ha diversas legislacdes
que regem a balneabilidade em areas costeiras ao redor do mundo, (WHO, 2003; USEPA, 2003;
IMO 2002). No Brasil, a resolucdo n° 274 de 2000 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) define os critérios microbioldgicos de balneabilidade para aguas marinhas e
salobras. Ressalta-se que protozoarios nao sao contemplados nessas resolugdes, bem como nao
ha uma preconizagao oficial para a pesquisa de helmintos em areias, cujas formas infectantes
(cistos, oocistos, ovos e larvas) apresentam maior resisténcia e longevidade no ambiente quando
comparado as bactérias. Desta forma, evidencia-se uma lacuna importante no que tange a satide
ambiental, podendo impactar diretamente na saude dos atletas e frequentadores desses

ambientes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESPORTES E SAUDE

Praticas esportivas impactam positivamente a vida dos individuos, ajudando-os a
liberar o excesso de energia, reduzir a pressao psicologica e a saide mental (CHEN, 2022).

A inatividade fisica representa um risco para o desenvolvimento de varias doengas
cronicas nao transmissiveis (DCNT) (cardiovasculares, diabetes, hipertensdo, obesidade,
depressdo e osteoporose) (BOUCHARD et al., 1994; MYERS et al., 2004; WARBURTON et
al., 2006 ESEFELD et al., 2023).

De fato, ha uma relagdo dose-resposta entre a atividade fisica regular ou de alto nivel
de condicionamento fisico, estando vinculadas a um risco diminuido de Obito precoce
(ERIKSSEN, 2001; GREGG et al., 2003). Sendo assim, a pratica de esportes, inclusive aqueles
praticados ao ar livre, ¢ benéfica e incentivada para o aumento da aptidao fisica e prevengao
das DCNT (EIGENSCHENK et al., 2019; ESEFELD et al., 2023).

Tais praticas, seja no ambito profissional ou recreacional, estao ligadas a diminui¢ao
da ocorréncia de certos tipos de canceres, especialmente de colon ¢ mama (THUNE e
FURBERG, 2001; FICARRA et al., 2022). Homens e mulheres que se mantém fisicamente
ativos demonstram uma diminui¢do de 30%—40% no risco relativo de desenvolver cancer de
colon, enquanto mulheres ativas apresentam de 20%—-30% de diminuicdo dessas taxas para o
cancer de mama em comparagao com individuos inativos (LEE, 2003; HU et al., 2024).

Os esportes aquaticos proporcionam beneficios associados ao aumento da forga,
flexibilidade, equilibrio e controle da dor, apresentando efeitos menos danosos, por exemplo, a
saude ossea de individuos em fase de senescéncia, visto que a permanéncia em atividade
correlaciona-se a menor incidéncia de queda e fraturas (GREGG et al., 2000; SUN et al., 2021
KHADIJAH et al., 2023).

O impacto dos esportes na saude mental, t€ém fundamental importancia na regulacao
emocional, resiliéncia, fun¢do cognitiva e tratamento de condic¢des psicoldgicas, atuando como
antidepressivo, por regular os neurotransmissores, a neuroplasticidade, o sistema imunologico
e os niveis hormonais (ZHAO et al., 2024). Ainda, aprimora fun¢des cerebrais relacionadas a
memoria e aprendizagem e combate o declinio cognitivo, além de trazer beneficios na melhoria
do humor, manejo do estresse e ansiedade e desenvolvimento de habilidades sociais (MARTIN-

RODRIGUEZ et al.,2024; NOETEL et al., 2024).



Essa correlagdo positiva entre o envolvimento esportivo e qualidade de vida também
¢ apoiada por estudos focados em individuos com deficiéncia fisica (BOCHKEZANIAN et al.,
2022), doengas neuromusculares (CARRARO et al., 2022) e limitagdes de mobilidade (COTE-
LECLERC et al., 2022).

Destaca-se também que a pratica moderada de esportes esta associada a manutengao
da homeostase e da imunidade, o que pode ser benéfico para os praticantes, frente a uma
eventual exposicao a patogenos presentes no ambiente (SCHWELLNUS et al., 2016).

Entretanto, sabe-se que a resiliéncia imunologica aos diferentes treinamentos difere
entre atletas de elite e aqueles de menor rendimento (praticantes de esportes por recreagio),
sendo os primeiros, aparentemente mais susceptiveis a diferentes infeccdes a curto prazo
(WESTMATTELMANN et al., 2021).

Exercicios de intensidade moderada provocam leucocitose com um perfil sutil de
citocinas anti-inflamatorias e melhoria imune. Acima de um determinado limite de intensidade,
a liberagdo de Interleucina-6 mediada por lactato induz um estado pré-inflamatorio que se segue
a um estado inflamatorio reduzido, promovendo a adaptagao imunoldgica e o aprimoramento

cardiometabolico a longo prazo (BASKERVILLE et al., 2024).

2.2 CARACTERIZACAO E VARIABILIDADE DE AMBIENTES DESTINADOS
A RECREACAO E PRATICA DE ESPORTES

Diferentes ambientes hidricos sdo comumente utilizados para a pratica de diversas
modalidades esportivas no mundo. No Brasil, as dguas do territorio nacional sdo classificadas
segundo a qualidade requerida para seus usos preponderantes, sendo divididas em classes. Essas
classificagdes sao definidas pela resolugdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) N° 357, de 17 de margo de 2005.

As aguas doces podem ser classificadas em: I — Classe especial, aguas destinadas: a)
ao abastecimento para consumo humano, com desinfec¢do; b) a preservacdo do equilibrio
natural das comunidades aquaticas; c) a preservagdo dos ambientes aquaticos em unidades de
conservacdao de protecdo integral. II — Classe 1, dguas que podem ser destinadas: a) ao
abastecimento para consumo humano, apds tratamento simplificado; b) a prote¢dao das
comunidades aquaticas; ¢) a recreacido de contato primario, tais como natacio, esqui
aquatico e mergulho, conforme Resolu¢io CONAMA n° 274, de 2000; d) a irrigacdo de
hortali¢as que sdo consumidas cruas e de frutas que se desenvolvam rentes ao solo e que sejam

ingeridas cruas sem remocao de pelicula; e e) a protecao das comunidades aquaticas em Terras



Indigenas. III — Classe 2, d4guas que podem ser destinadas: a) ao abastecimento para consumo
humano, apos tratamento convencional; b) a protecdo das comunidades aquaticas; ¢) a
recreacio de contato primario, tais como natacio, esqui aquatico e mergulho, conforme
Resolucio CONAMA n° 274, de 2000; d) a irrigacdo de hortalicas, plantas frutiferas e de
parques, jardins, campos de esporte e lazer, com os quais o publico possa vir a ter contato direto;
e e) a aquicultura e a atividade de pesca. IV — Classe 3, 4guas que podem ser destinadas: a) ao
abastecimento para consumo humano, apoOs tratamento convencional ou avangado; b) a
irrigagdo de culturas arboreas, cerealiferas e forrageiras; c) a pesca amadora; d) a recreacao de
contato secundario; ¢ ¢) a dessedentacdo de animais. V — Classe 4, aguas que podem ser
destinadas: a) a navegacao; e b) a harmonia paisagistica.

Aguas salinas sdo classificadas em: I — Classe especial, aguas destinadas: a) a
preservacao dos ambientes aquaticos em unidades de conservagao de protecao integral; e b) a
preservagdo do equilibrio natural das comunidades aquaticas. II — Classe 1, d4guas que podem
ser destinadas: a) a recreacio de contato primario, conforme Resolucio CONAMA no 274,
de 2000; b) a protecao das comunidades aquaticas; e ¢) a aquicultura e a atividade de pesca. 111
— Classe 2, dguas que podem ser destinadas: a) a pesca amadora; ¢ b) a recreacao de contato
secundario. IV — Classe 3, dguas que podem ser destinadas: a) a navegagdo; e b) a harmonia
paisagistica.

Aguas tratadas como piscinas, também sdo frequentemente utilizadas para fins
esportivos ou recreacionais, podendo ser abastecidas com &gua doce (superficial ou
subterrdnea), marinha ou termal (ou seja, de fontes termais naturais). Elas podem ser domésticas
(privadas), semipublicas (por exemplo, hotel, escola, academia, complexo habitacional, parque
aquatico) ou publicas (por exemplo, municipais), e podem ser supervisionadas ou nao
supervisionadas. Piscinas podem estar localizadas em ambientes internos, ao ar livre ou ambos;
elas podem ser aquecidas ou ndo aquecidas. O meio mais comum de tratamento e desinfec¢ao
¢ a cloragdo, mas outras estratégias podem ser utilizadas como a ozonizagdo, luz ultravioleta,
bromo, entre outros (WHO, 2006).

E por fim, do ponto de vista recreativo, as praias apresentam um enorme potencial para
o desenvolvimento de atividades e esportes. Ademais, banhistas e nadadores passam uma
porcentagem significativamente maior de tempo na faixa de areia. As praias representam o
sedimento ndo consolidado que fica na jun¢do entre agua (oceanos, lagos e rios) e terra e

geralmente sdo compostas de areia, lama ou seixos (WHO 2003).



2.3 BALNEABILIDADE NO BRASIL E NO MUNDO — LEGISLACOES
VIGENTES

A vigilancia constante de regides litoraneas tem como objetivo garantir a seguranca
dos banhistas e nadadores. No Brasil e em varias nac¢des e entidades globais, a avaliacdo da
balneabilidade ¢ realizada por meio da contagem de bactérias indicadoras de contaminagdo
fecal (BICF) para determinar se a agua ¢ propria ou impropria para banho (BRASIL, 2000;
IMO, 2002; WHO, 2003; USEPA, 2003).

Os indicadores de contaminagdo fecal mais amplamente utilizados para mensurar a
qualidade das aguas costeiras no mundo sdo as bactérias do grupo dos enterococos (AWWA,
1990; BRASIL, 2000; EU, 2006).

Contudo, os parametros, a concentragao e limites maximos permitidos de bactérias
indicadoras variam entre os paises e organizacdes (Tabela 1).

No Brasil, a resolugdao n° 274 de 2.000 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) define os critérios de balneabilidade para 4guas marinhas e salobras (Tabela 1).

A areia ¢ importante ferramenta na qualidade e gestao da orla, sendo recomendada a
realizacdo de avaliacdes que permitam compreender a evolucdo e qualidade das praias,
reconhecendo seu importante papel em relagdo a satde publica (OMS, 2003).

No pais ndo ha nenhuma legislacdo nacional vigente abrangendo ambientes arenosos,
somente uma recomendacdo do CONAMA aos 6rgaos ambientais acerca da avaliagdo da
qualidade parasitoldgica e microbioldgica da areia de praias para futuras padronizacdes de

acordo com a Resolugao n° 274 /2000 - artigo 8° (BRASIL, 2000).



Tabela 1: Numero méaximo permitido de indicadores que regem a balneabilidade no Brasil e outras localidades do mundo
de acordo com orgdos ambientais e de saude publica.

ORGANIZACAO DIRETRIZ E. coli ENTEROCOCOS COLIFORMES
/ PAIS TERMOTOLERANTES
WHO Safe Recreational - <40 até > 500/ 100 ml -
Water Environments
-2003
IMO IMO - 2002 - 35-100/100 ml -
USEPA / EUA Recreational Water <126 /100 ml <35/100 ml -
Quality Criteria -
2012
CANADA Guidelines for <235ufc/ 100 ml <70 ufc /100 ml
Canadian
Recreational Water
Quality - 2024
NOVA National Policy <540/ 100 ml - -
ZELADIA Statement for
Freshwater
Management - 2024
AUSTRALIA ANZECC & - <35/100 ml <150/100 ml
ARMCANZ - Water
Quality Guidelines -
2000
EU Bathing Water 250 até 1000 / 100 até 400 / 100 ml -
Directive 100 ml
(2006/7/EC)
CONAMA / Resolugdo n°® 200 até 800 / 25 até 100/ 100 mL 250 até 1.000 / 100 mL
BRASIL 274/2000 100 mL

Legenda: WHO — World Health Organization; - enterococos por numero mais provavel em 100 mL em um
percentil de 95% das amostras, onde a classificacdo da qualidade das areas recreacionais varia da seguinte forma:
A =< 40 (muito boa); B =41-200 (boa); C =201-500 (satisfatoria); D => 500 NMP / 100 mL (insatisfatoria).
IMO - International Maritime Organization- nimero estimado de enterococos em um percentil de 95% das
amostras, por nimero mais provavel em 100 mL, sendo classificado como: satisfatéoria = 35 / 100 mL e
insatisfatoria = 100 NMP / 100 mL.

USEPA / EUA — United States Environmental Protection Agency - Estados Unidos da América; - média
geométrica da concentragdo de enterococos nao deve ultrapassar 35 NMP / 100 mL sendo que devem ser analisadas
no minimo 5 amostras. - Média geométrica da concentra¢do de E. coli ndo deve ultrapassar 126 NMP / 100 mL
sendo que devem ser analisadas no minimo 5 amostras.

ANZECC/ARMCANZ - Australian and New Zealand Environment and Conservation Council & Agriculture and
Resource Management Council of Australia and New Zealand - O contetido bacteriano médio em amostras de
aguas doces ou marinhas coletadas durante a temporada de banhos ndo deve exceder: 150 coliformes fecais/100
mL (minimo de cinco amostras coletadas em intervalos regulares ndo excedendo um més, com quatro em cada
cinco amostras contendo menos de 600 organismos/100 mL); 35 enterococos/100 mL (niimero maximo em
qualquer amostra: 60—100 organismos/100 mL).

NOVA ZELANDIA - National Policy Statement for Freshwater Management - Durante a temporada de
amostragem semanal para E. coli — resultado superior a 260/100 ml, monitoramento deve ser feito com mais
frequéncia. Amostras que excedem 540/100 ml sdo consideradas locais imprdoprios para banho.

EU - European Union; - Enumeracdo de E. coli por unidade formadora de colonia (UFC) por 100 mL em um
percentil de 95% das amostras, sendo classificados da seguinte forma: excelente = 250 / 100 mL; boa = 500 / 100
mL. Enterococos (UFC): excelente = 100 / 100 mL; boa =200 / 100 mL. Classifica¢@o da qualidade da agua como
satisfatoria em um percentil de 90% das amostras para E. coli = 500 / 100 mL e enterococos = 185 UFC / 100 mL.
CONAMA / Brasil — Conselho Nacional do Meio Ambiente — s@o classificados quando 80% ou mais de um
conjunto de amostras obtidas em cada uma das cinco semanas anteriores forem obtidos os seguintes valores:
Excelente = no maximo 250 coliformes fecais (termotolerantes) ou 200 Escherichia coli ou 25 enterococos por
100 mL; muito boa = valores até 500 coliformes fecais (termotolerantes), 400 Escherichia coli ou 50 enterococos
por 100 mL e satisfatoria = valores no maximo de 1.000 coliformes fecais ou 800 Escherichia coli ou 100
enterococos por 100 mL, Impréprio (§ 4°b ) = Superior a 2500 coliformes fecais (termotolerantes) ou 2000
Escherichia coli ou 400 enterococos por 100 mL.



2.4 QUALIDADE DE AGUAS TRATADAS DESTINADAS A RECREACAO
HUMANA: LEGISLACOES E ESTRATEGIAS DE DESINFECCAO

Hé risco de contaminacao microbiana significativa e desenvolvimento de doengas em
piscinas tratadas. Amostras de 4gua de piscinas publicas devem ser monitoradas em intervalos
apropriados para pardmetros microbianos, para obter informagdes acerca da eficiéncia das
medidas de manejo e tratamento (WHO, 2006).

De acordo com a Organizacao Mundial da Satde, diversos parametros fisico-quimicos
podem ser usados para avaliar a qualidade desses ambientes como cloro residual livre,
alcalinidade, que pode interferir no ajuste do pH; dureza, que ¢ relacionada a saude estrutural
da piscina e seus componentes; turbidez - altos niveis de turbidez indicam deterioragcdo da
qualidade da 4gua - e riscos para a saude.

Entretanto, a qualidade e seguranga desses ambientes ¢ comumente aferida pela
pesquisa de BICF e ambientais, tais como: contagem de bactérias heterotroficas (37°C por 24h)
— fornecem informagdes/panorama da populacao geral bacteriana; Pseudomonas aeruginosa -
pode indicar falhas nos sistemas de desinfeccao, filtros ou canos de agua; Legionella spp -
utilizadas principalmente para banheiras de hidromassagem; Staphylococcus aureus - sua rotina
de monitoramento nao ¢ recomendada, mas pode ser utilizado como ferramenta auxiliar quando
ha suspeitas de problemas de satde relacionados a qualidade da dgua das piscinas. Coliformes
termotolerantes e Escherichia coli - sao amplamente utilizados como indicadores de
contaminagao fecal e devem ser medidos em todas as piscinas publicas bem como, banheiras
de hidromassagem, Jacuzzi, ofur6 e spas naturais (Tabela 2) (WHO, 2006).

O municipio de Curitiba conta com a Resolu¢cdo SMS n° 40 de 04 de dezembro de
2012, que ¢ uma norma técnica da Secretaria Municipal da Satde de Curitiba que estabelece as
regras para o licenciamento e funcionamento de piscinas publicas e privadas na cidade (Tabela
2). Essa resolugdo obedece e complementa os parametros da ABNT 10818 - 2016, e contempla
a analise de cloro residual livre, pH, alcalinidade, dureza e turbidez, além de diversas BICF /

ambientais (CURITIBA, 2012).



Tabela 2: Principais parametros recomendados por Agéncia de satide Publica Mundial e municipal (Curitiba) para garantia da
qualidade e seguranca sanitaria de piscinas e ambientes similares.

VALORES VALORES MAXIMOS
ANALISE PARAMETRO RECOMENDADOS PERMITIDOS
(WHO - 2006) (CURITIBA -2012)
Coliformes termotolerantes/E. coli 1/100ml Auséncia/100ml
Bactérias heterotroficas UFC* 200/ml UFC 500/ml
MICROBIOLOGICA Pseudomonas aeruginosa <1/100ml Auséncia/100ml
Candida albicans - Auséncia/lmL
Staphylococcus aureus 100/100ml Auséncia/100ml
Cloro Residual Livre 1 mg/L 0,8 a 3,0 mg/L
pH 72a7,8 72a7,.8
FiSICO-QUIMICA Alcalinidade - 80 a 120 mg/L CaCOsz***
Dureza - 500 mg/L CaCOs3
Turbidez 0,5 NTU** 5NTU

Legenda: WHO — Organizagdo Mundial da Satde.
*Unidades formadoras de col6nia; ** Unidade Nefelométrica de Turbidez; *** Carbonato de calcio.

De acordo com a Organizagao Mundial da Saude, a desinfeccdo ¢ parte do processo
de tratamento pelo qual microrganismos patogénicos sdo inativados por meios quimicos (por
exemplo, cloragdo) ou fisicos (por exemplo, radiacdo UV). Vérios fatores sdo cruciais para
escolha do método de desinfecc¢do, tais como: Seguranca (desinfetantes quimicos sdo residuais
e podem apresentar toxicidade, dependendo da concentragdo); Tipo e tamanho da piscina
(desinfetantes podem ter menos efetividade sendo perdidos ou degradados em piscinas de
grande porte em ambientes externos pela evaporacio da agua); Carga de banho (relacionado a
quantidade de usuarios e a frequéncia em que a piscina ¢ utilizada).

A cloragdo ¢ o método de desinfec¢do de dgua de piscina mais amplamente usado,
geralmente na forma de gas cloro, um sal de hipoclorito (s6dio, célcio, litio) ou isocianuratos
clorados. Embora o gas cloro possa ser usado com seguranga e eficacia, ele tem o potencial de
causar sérios impactos a saide. O grau de dissociagdo depende do pH e da temperatura. A
dissociacdo ¢ minima em niveis de pH abaixo de 6. Em niveis de pH entre 6,5 e 8,5, ocorre uma
mudanca de acido hipocloroso ndo dissociado para dissociacdo quase completa. O acido
hipocloroso ¢ um desinfetante muito mais forte do que o ion hipoclorito, agindo como um
desinfetante forte, rapido e oxidante, enquanto em um pH acima de 8,5, tem sua eficiéncia
drasticamente reduzida (Hansen et al., 2013). Por esse motivo, o valor do pH deve ser mantido
relativamente baixo e dentro de limites definidos 7.2—-7.8. Juntos, o acido hipocloroso € o ion

hipoclorito sdo chamados de cloro livre. O teste usual para cloro detecta cloro livre e total e ¢
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utilizado para determinar a eficicia da desinfeccio (WHO, 2006; JARROLL et al., 1981;
GRANGER e RICHARDSON, 2022).

A ozonizagdo ¢ o método de desinfec¢ao mais poderoso disponivel atualmente para
tratamento de aguas de piscinas. Contudo, ¢ inadequado para o uso como desinfetante residual,
pois vaporiza facilmente, ¢ toxico e ¢ mais pesado que o ar, levando a desconforto e efeitos
adversos a saude. A ozonizagdo ¢é, portanto, seguida por dezoniza¢cdo e adi¢do de um
desinfetante residual (desinfetantes a base de cloro ou bromo) (FIRUZI e tal., 2020; WHO,
2006).

O processo de radiagdo UV, assim como o ozonio purifica a dgua circulante, sem
deixar um desinfetante residual. A desinfec¢do ¢ obtida por irradiagdo UV em comprimentos
de onda entre 200 e 300 nm (WHO, 2006). Para que o processo seja eficiente, a dgua deve ser
pré-tratada para remover a matéria particulada causadora de turbidez que impede a penetragao
da radiag@o UV ou absorve a energia UV (BAVCON et al., 2023). Assim como na ozonizacao,
também ¢ necessario usar um desinfetante a base de cloro ou bromo para fornecer um
desinfetante residual na piscina (CARTER e JOLL, 2017; ADEYEMO et al., 2019;).

Ressalta-se que cistos de Giardia spp., € oocistos de Cryptosporidium e T. gondii sao
altamente resistentes a cloragdo de piscinas bem como a concentragao de cloro residual livre,

necessitando de concentragdes impraticaveis para inativa-los (Tabela 3).

Tabela 3: Métodos de desinfecgdo mais utilizados em agua e suas doses para inativagdo de cistos e oocistos de
Giardia, Cryptosporidium e Toxoplasma gondii.

Protozoario Cloracao Ozonizacao Radiacao UV

1,5 mg/l por 10 min (pH 0,6 mg/l por 1 min (pH 7, 5 mJ/cm? para 99% de

Giardia 7, temperatura 25°C) para temperatura 25°C) para inativacao
99,9% de inativacdo 90% de inativacdo
30 mg/l por 240 min (pH 5 mg/l por 1 min (em pH 7 10 mJ/cm? para 99,9% de
Cryptosporidium 7, temperatura 25 °C) e temperatura 25°C) para inativacao
para 99% de inativacdo 99,9% de inativagdo
Toxoplasma gondii 100mg/1 por 24 horas 6 mg/l por 12 minutos 40 mJ/cm? para 99,9% de
Ineficaz ineficaz inativagao

Legenda: mg/l — miligramas por litro
mJ/cm? — milijoules por centimetro quadrado
Fonte: WHO, 2006; WAINWRIGHT et al., 2007a. 2007b; DUMETRE et al., 2008.
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2.5 PROTOZOOSES DE VEICULACAO HIDRICA

Cerca de 2,2 bilhdes de pessoas em todo o mundo nao tém acesso seguro a servigos de
agua potavel, 4,2 bilhdes de pessoas estao privadas de servicos de saneamento geridos de forma
segura e, 3 bilhdes carecem de instalagdes basicas para lavagem das maos (WHO 2020).
Doengas gastrointestinais de veiculagdo hidrica sdo consideradas de maior impacto em saude
publica, tendo consideravel morbidade e sendo responsaveis por mais de 2,2 milhdes de mortes
por ano (WHO 2022).

Nas ultimas décadas, observa-se a expansdo de surtos de veiculagdo hidrica tendo
como agentes etiologicos os protozoarios patogénicos (KARANIS et al., 2007, BOURLI et al.,
2023). Tais enfermidades acometem, sobretudo, individuos residentes de paises em
desenvolvimento, com precarios niveis de saneamento basico (COELHO et al., 2017 e
ROSADO et al., 2017). Contudo, ha diversos relatos de surtos de veiculag¢@o hidrica em paises
desenvolvidos, apesar de possuirem elevadas taxas de saneamento e infraestrutura altamente
avangadas (MA et al., 2022).

No periodo de 2017 a 2020, 251 surtos de protozooses foram transmitidos pela agua,
majoritariamente em paises desenvolvidos (EUA, Reino Unido e Nova Zelandia). Desse total,
192 surtos foram associados a Cryptosporidium, 48 surtos a Giardia e 7 a Toxoplasma gondii
e outros. A grande maioria dos surtos foi detectado em aguas tratadas utilizadas para esportes
e recreagao (piscinas, parques aquaticos) (MA et al., 2022).

Os Estados Unidos da América ¢ o principal pais a documentar surtos pela via hidrica.
De fato, a notificagdo para ambos os patdgenos sdo obrigatdrios no pais e, a vigilancia
epidemioldgica trabalha em conjunto com a vigilancia sanitaria e ambiental, o que propicia
maior esclarecimento e elucidagdo dos surtos, devido provavelmente a capacidade de
diagnostico e vigilancia eficiente, evidenciando uma provavel subnotificagdo em paises em
desenvolvimento. (CDC 2019).

Amebas de vida livre, principalmente do género Acanthamoeba também constituem
um grupo emergente de patdgenos transmitidos pela agua, podendo causar sérias doengas como
a ceratite amebiana e a encefalite amebiana granulomatosa (LORENZO-MORALES et al.,
2015). De fato, a epidemiologia ambiental e molecular dessa espécie em aguas brutas costeiras
ainda ¢ pouco explorada, tendo sido isolada inicialmente nas Ilhas Canarias, Espanha
(LORENZO-MORALES et al., 2005). No Brasil, os gen6tipos T3 e T4 de Acanthamoeba foram
isolados pela primeira vez em um ambiente de estudrio e de ostras depuradas para o consumo

humano em Sao Paulo, frequentemente associados as principais patologias supramencionadas
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(LEAL et al., 2018). Tendo uma taxa de mortalidade de 95%, Naegleria fowleri ¢ o principal
agente etioldgico implicado na meningoencefalite amebiana primaria, desenvolvendo-se em
ambientes quentes, acima de 30°C, sendo especialmente implicada em ambientes de esportes e
recreagdo (RIPA et al., 2025).

A contaminacgdo por Giardia e Cryptosporidium em areas costeiras (praias, estuarios
e balnearios) e 4guas doces brutas (Rios, lagos, represas e praias fluviais) ja foi evidenciada em
quase todos os continentes do globo (quadro 1), entretanto, dados epidemioldgicos ainda sao
escassos na América Latina e no continente Africano (KARANIS et al., 2007; ROSADO-
GARCIA et al., 2017; COELHO et al., 2017; SQUIRE E RYAN 2017, LEAL et al., 2024). H4
especial escassez de dados quanto ao isolamento de 7. gondii em 4dgua do mar.

A grande longevidade, resisténcia a intempéries e fatores abidticos, como temperatura
e salinidade dos (o0o)cistos no ambiente, garantem a manutengdo da capacidade por longos
periodos — de alguns meses a um ano (FAYER et al., 1998; TAMBURRINI E POZIO, 1999).

Além disso, apresentam baixa dose infectante: alguns estudos indicam que em média
apenas 10 cistos e oocistos sao necessarios para ocasionar a infeccdo e desenvolvimento de

sintomas (RENDTORFF et al., 1954 VISVESVARA et al., 1988; CHAPPELL et al., 2006).
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Entre 2015 € 2019, foram relatados nos Estados Unidos, 208 surtos relacionados a 4guas
tratadas (piscinas) entre os quais, 75% dos surtos com etiologia confirmada, sendo 76 (49%)
causados por Cryptosporidium (HLAVSA et al., 2021). Um surto ¢ assim denominado pela
ocorréncia de doencas semelhantes em duas ou mais pessoas cujas vias sao
epidemiologicamente vinculadas a um local, tempo de exposicdo e condi¢do sanitaria do
ambiente (WHO, 2006).

Outro estudo global ampliou este tipo de analise até o ano de 2022, sendo relatados
416 surtos no mundo atribuidos a protozoarios transmitidos pela agua, onde Cryptosporidium
spp., foi responsavel por 77,4% (322), enquanto Giardia spp., foi a causa de 17,1%
(71). Toxoplasma gondii e Naegleria fowleri foram as causas primarias em 1,4% (6) e 1% (4)
dos surtos, respectivamente. Destaca-se nesse estudo, que 313 (75,2%) dos surtos foram
atribuidos a aguas recreacionais e/ou piscinas, sendo Cryptosporidium spp., 0 agente mais
frequente nessas matrizes de agua tratada, seguido de Giardia spp., (BOURLI et al., 2023).

Com dados crescentes de novos surtos, torna-se evidente que ambientes de agua tratada,
utilizados para pratica de desportos, vém se tornando importante rota de transmissdao para
aquisicdo de protozooses. A contaminagdo desses ambientes ¢ ocasionada principalmente por
acidentes fecais, mas também pode ocorrer por ma gestdo, ou desinfeccdo ineficiente
(KARANIS et al., 2007; MA et al., 2022; BOURLI et al., 2023).

Os registros mundiais apontam a documentacdo e constante atualizacdo de surtos,
majoritariamente nos paises desenvolvidos, entretanto, a deteccdo € o monitoramento de
situacdes esporadicas (contaminacdes ndo vinculadas a situagdes de surtos) ja foram

evidenciados em paises emergentes, como o Brasil e a China (quadro 2).
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2.6 Toxoplasma gondii

A toxoplasmose tendo como agente etioldgico o Toxoplasma gondii, ¢ uma das
doencgas parasitarias mais comuns do ser humano e de outros animais de sangue quente
(hospedeiros intermedidrios) e, de ampla variedade de membros da familia Felidae (hospedeiros
definitivos), sendo considerado um protozoario intracelular obrigatério (DUBEY e BEATTIE,
1988; SHAPIRO et al., 2019).

A descoberta do 7. gondii completou um centenario em 2008, entretanto, a ciéncia e
diferentes grupos de pesquisa no mundo jamais havia conseguido provar o porqué de somente
felinos serem considerados hospedeiros definitivos (onde ocorre o ciclo enteroepitelial), com
alternancia de merogonia, gametogonia e esporogonia, culminando com expressiva eliminagao
de oocistos, que esporulam dentro de 1 e 5 dias no ambiente (DUBEY e BETTIE, 1988,
DUBEY, 2010).

Recentemente, esse fato foi desvendado; isso se deve a caracteristica de ndo possuirem
a atividade da enzima delta-6-desaturase em seu intestino delgado, responsavel pelo
metabolismo do acido linoleico, o que resulta em um actimulo sist€émico desse acido no seu
organismo, que ¢ essencial para o desenvolvimento do protozoario (MARTORELLI DI
GENOVA et al., 2019). Neste estudo, modelos murinos tiveram a a¢ao dessa enzima inativada
e foram suplementados com o referido 4cido, sendo assim evidenciada a quebra da barreira de
espécies, onde os murinos eliminaram oocistos nas fezes, com capacidade de esporular e
tornarem-se infectantes, porém, pouco resistentes ao cloro e H>SO4 (2%) (MARTORELLI DI
GENOVA et al., 2019).

Existem trés estadios infecciosos no ciclo de vida do 7. gondii: esporozoitos contidos
em oocistos esporulados, taquizoitos e bradizoitos contidos em cistos teciduais. Os seres
humanos podem adquirir a infecgdo principalmente por uma das seguintes vias:
horizontalmente pela ingestao de oocistos infecciosos (por contato com solo, aguas e verduras
contaminadas ingeridas cruas), horizontalmente pela ingestao de cistos teciduais contidos em
carne crua ou mal cozida ou visceras primdarias de hospedeiros intermedidrios, ou verticalmente
pela transmissdo transplacentaria de taquizoitos (DUBEY, 2004; PEREIRA et al., 2010).

O estagio de oocisto esporulado ¢ uma fonte relevante de infec¢ao para humanos e
outros hospedeiros intermediarios, visto que uma vez no ambiente, sdo estaveis por 18 meses
em condigdes desfavoraveis e, muito resistentes a desinfetantes quimicos (LOPEZ URENA et
al., 2022). Apesar de ndo apresentarem amplo espectro de hospedeiros definitivos, a doenga ¢

cosmopolita e a soroprevaléncia ¢ elevada (HALONEN e WEISS, 2013; YAN et al., 2016).
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Classicamente, a ingestdo de cistos teciduais com bradizoitos em carnes cruas ou mal
cozidas, especialmente de carneiro e porco, sempre foi considerada a principal via de aquisi¢cao
da parasitose (TENTER et al., 2000; WEISS e KIM, 2000; PEREIRA et al., 2010).

Entretanto, no Brasil, em estudo recente, nota-se uma tendéncia de aumento do numero
de casos e novas infec¢des originadas pela ingestdo de oocistos de 7. gondii, pela ingestao de
frutas e verduras contaminadas, e especialmente pelos crescentes surtos de veiculacdo hidrica,
sendo significativamente maior do que mediante o consumo de alimentos contaminados com
bradizoitos (carne bovina, suina, aves) (ZHU et al., 2023).

De fato, estudos modernos com enfoque em imunodiagnéstico para a detec¢do de
imunoglobulina G contra a proteina relacionada a embriogénese dos esporozoitos de 7. gondii
(TgERP), pode evidenciar a contaminacao especifica por oocistos, sendo uma ferramenta
epidemiologica importante para ajudar a elucidar qual estddio evolutivo foi responsavel pela
infeccdo de humanos e, para o estabelecimento de estratégias de interven¢do (MILNE et al.,
2020). Em adig¢do, existem evidéncias que humanos quando infectados por oocistos, apresentam
quadros clinicos mais graves do que quando adquirem a infec¢ao através de cistos teciduais
(PEREIRA et al., 2010).

Independente da via de aquisicdo da parasitose, os hortifrutis crus juntamente aos
produtos carneos, representam importante via de infec¢ao e disseminagao da parasitose, sendo
a toxoplasmose, elencada em quarto lugar geral (primeira entre as protozooses), em um ranking
mundial multicritério da FAO/OMS entre as principais doengas parasitarias veiculadas por
alimentos (FAO/WHO, 2014).

Os genes mais utilizados para identificacdo de Toxoplasma, sio o REP-529 ¢ o gene
B1, podendo tanto ser aplicados no isolamento de amostras ambientais, como em amostras
clinicas. Entretanto, para amostras ambientais, REP-529 demonstra ser um pouco superior para
a deteccdo do protozodrio (BELAZ et al., 2015; PINEDA et al., 2020).

A transmissao da toxoplasmose por veiculagcdo hidrica apresenta enorme relevancia
em saude publica, tendo sido identificada no Canada, [ndia, Panama, entre outros, contudo, o
Brasil ¢ atualmente o pais que mais reporta surtos por essa via, onde os surtos de maiores
propor¢des e numero de casos ocorreram e, onde o protozodrio apresenta maior variabilidade
genética (SHAPIRO et al., 2019).

Uma cepa atipica de Toxoplasma gondii, transmitida através da dgua contaminada de
um reservatorio municipal, foi responsavel por um surto em 2001 na cidade de Santa Isabel do
Ivai, Parand, Brasil. Nesse caso especifico, houve envolvimento ocular significativo, com

11,5% dos individuos infectados apresentando reag¢des inflamatdrias intraoculares ou
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retinocoroidite necrosante, com os pacientes manifestando sequelas oculares anos apds o surto
(DE MOURA et al., 2006; VAUDAUX et al., 2010).

Em 2018, na cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil, um comprometimento
na rede de abastecimento de agua potavel gerou um surto significativo de toxoplasmose,
considerado o maior ja registrado no mundo. No total, 1116 casos foram reportados, sendo 35
em gestantes, resultando em dois oObitos fetais e dois abortos (PONTE et al., 2019; MINUZZI
et al., 2020).

No Brasil foram reportados 20 registros da presenca de protozoarios patogénicos em
amostras hidricas, ndo relacionadas a situacdes de surtos, dentre estes registros, seis (30%) se
referem a contaminagao por oocistos de Toxoplasma gondii, (ROSADO-GARCIA et al.,2017).

Considerando esse cenario complexo quanto a transmissibilidade por diversas
amostras hidricas, recentemente uma nova possibilidade de infeccdo e aquisi¢do da
toxoplasmose foi descrita, pela primeira vez no mundo, mediante a possibilidade de ingestao
acidental de dgua recreacional tratada, visto que oocistos do protozoario foram identificados
em piscinas cloradas abertas e publicas do Brasil (PINEDA et al., 2020).

A doenga pode apresentar um amplo rol de manifestagdes clinicas: embora, muitas
vezes seja assintomatica em individuos imunocompetentes, € capaz de provocar quadros graves
e adquirir carater oportunista em individuos imunodeficientes, além de apresentar alto risco
para gestantes, quando adquirida durante a primo-infec¢ao (LIU et al., 2015; CDC, 2024).

A toxoplasmose poés-natal, em fase aguda da infeccdo pode apresentar-se sintomatica
em 10 a 20 % dos individuos imunocompetentes com presenca de febre, linfadenopatia cervical
e/ou doenca semelhante a gripe (CDC, 2024). Ainda, nesse grupo, pode haver
comprometimento ocular, enquanto em bebés gravemente acometidos pela toxoplasmose
congénita, podem apresentar a tétrade completa de sinais: coroidite de retina, hidrocefalia,
convulsdes e calcificagdo intracerebral, sendo a doenga ocular a sequela mais comum (WANG
etal., 2017).

A infecgdo por 7. gondii pode ser fatal em individuos imunocomprometidos, como
pacientes convivendo com HIV/AIDS, pacientes com cancer e receptores de transplantes de
orgdos, afetando principalmente o sistema nervoso central (encefalite toxopldsmica)
(BARRATT et al. 2010; WANG et al. 2017).

Visando promover avangos no controle € na preven¢ao da toxoplasmose no Brasil e
nas Américas, recentemente foi promulgada a Carta de Brasilia, com perspectiva de uma
cooperacdo Pan-Americana, onde diversos profissionais assinaram o documento estabelecendo

diretrizes e, entre as principais propostas estdo: Integracdo multidisciplinar; abordagem em
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saude Unica — integrando a¢des humanas, animais e ambientais; triagem pré-natal e neonatal
universal; avanco em pesquisas e desenvolvimento; melhora na vigilancia e controle —
unificacdo das agéncias nacionais para investigagdo de surtos; investimento em programas
educacionais e preven¢ao primaria; rede Pan-Americana de pesquisa e cooperagao (SILVA et

al., 2025).

2.7 Giardia spp.

A giardiose ¢ causada pelo protozoario Giardia duodenalis (sinonimia lamblia,
intestinalis), Gnica espécie que apresenta potencial infectante para humanos (RYAN et al.,
2021; AYED et al., 2024). Sao flagelados encontrados em uma ampla gama de vertebrados,
pertencem a familia Hexamitidae, ordem Diplomonadida, e Filo Sarcomastigophora. G.
duodenalis apresenta distribui¢do cosmopolita, sendo o parasito causador de gastroenterite mais
comumente detectado em fezes humanas apresentando diferentes vias de transmissibilidade
(LEUNG et al., 2019).

Atualmente, sdo consideradas como validas nove espécies do protozoario (Figura 1)
que habitam o trato intestinal de praticamente todas as classes de vertebrados (RYAN et al.,
2021). G. duodenalis é considerada um complexo de espécies, subdividida em oito genotipos
ou assembleias: A e B capazes de infectar humanos e outros mamiferos; C e D caes; assembleia
E gado e demais herbivoros; F gatos, G roedores, e finalmente assembleia H, com predilecao
para infec¢ao de animais marinhos (COELHO et al., 2017).

Nas duas ultimas décadas, com o advento das técnicas moleculares, foi evidenciado a
variabilidade genética dentro das assembleias A e B, sendo subdivididas em subassembleias:
Al AIl, AIII, BIIT e BIV. Dentre essas, Al e AIIl apresentam predile¢ao a infec¢do de animais
ndo humanos, enquanto AIl, BIIl e BIV sdo consideradas variantes com caracteristicas
zoonoticas (ADAM, 2021; HATAM-NAHAVANDI et al., 2024).

Ainda, AIl e BIV também apresentam potencial antroponotico, sendo este tipo de
contato/transmissao mais comuns para essas subassembleias (FENG e XIAO, 2011, RYAN et

al., 2021; HIJJAWI et al., 2022).
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Figura 1:Espécies de Giardia, e assembleias de G. duodenalis de acordo com os seus hospedeiros.

g G. muris
G. microti
G. cricetidarum

G. agilis
G. varani

Giardia duodenalis

G. psittaci
G. ardeae

G. peramelis

Fonte: O autor, 2025.

Os genes mais utilizados para a tipagem de G. duodenalis sdo aqueles que codificam
as proteinas Triose Fosfato Isomerase (zpi), Glutamato Desidrogenase (gdh), Beta Giardina (Bg)
e o gene 18s (COELHO et al., 2017; RYAN et al., 2019; FANTINATTI et al., 2021).

No Brasil, os conjuntos A, B, C, E e F ja foram identificados em isolados de amostras
de fezes humanas em nove estados, sendo A ¢ B classicamente associada a infeccdo em
humanos. Apesar de sua grande extensdo ¢ ampla biodiversidade, a caracterizagdo genotipica
das espécies de Giardia, ainda é pouco explorada no pais (PACHECO et al., 2020;
FANTINATTI et al., 2021).

Em um estudo realizado no estado do Parana em 2022, Silva e colaboradores
identificaram Giardia duodenalis assembleia F (predominante em felinos) em amostras de fezes
humanas e de caes, reiterando o amplo conhecimento acerca do potencial zoondtico desse
protozoario.

A detecgdo de protozodrios patogénicos, entre eles Giardia spp., em aguas costeiras
ainda ¢ pouco explorada no Brasil (COELHO et al., 2017, LEAL et al., 2024). Além disso,
devido a sua caracteristica filtrante, moluscos podem ser utilizados como bioindicadores, para
atestar a qualidade da dgua desses ambientes. Em um estudo no estado de Sao Paulo — Brasil,

foram analisadas ostras na etapa de cultivo e apds depuragdo com luz ultravioleta para o
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consumo humano, bem como diferentes pontos do estuario onde encontravam-se os animais.
A subassembleia All de G. duodenalis foi identificada na dgua e ostras, demonstrando que a
principal fonte de contaminagdo advinha de esgoto doméstico, o que pode representar um risco,
especialmente por serem ingeridos crus (LEAL et al., 2018).

O ciclo bioldégico do protozodrio ¢ relativamente simples, apresentando duas formas
evolutivas, o cisto forma infectante e altamente resistente a intempéries ambientais e o
trofozoito que ¢ a forma proliferativa. Logo ap6s a ingestao, os cistos sao estimulados a excistar,
na presenca do meio acido do estobmago e pela presenca de bile e tripsina no duodeno; em
seguida os trofozoitos se fixam as células epiteliais intestinais, usando seu disco adesivo
(CERTAD et al., 2017).

Apo0s o periodo de incubagdo (em média uma a duas semanas) uma ampla gama de
sintomas ¢ evidenciada, devido a sinalizagdes especificas que desencadeiam caspases que
ativam a apoptose celular, levando a perda de jun¢des intercelulares que causam uma disfung¢ao
da barreira entre o limen intestinal e as células epiteliais; entre os principais sintomas, figuram:
diarreia, distensao abdominal, dor epigastrica, nduseas e vomito. Infec¢des assintomaticas
também podem ocorrer (ALLAIN e BURET, 2020).

A giardiose também pode provocar manifestagdes e complicacdes extra intestinais,
que pode acometer até 30% dos pacientes infectados, como artrite reativa, alergias cutineas e
até mesmo patologias oculares (CANTEY et al., 2011). Ainda, ap6s o devido tratamento,
parcela expressiva de individuos pode manifestar sindromes pos-infecciosas — como a
sindrome do intestino irritdvel e da fadiga cronica (ALLAIN e BURET, 2020).

Estudos apontam que a giardiose tém elevada prevaléncia em criangas, e estad
diretamente associada ao atraso no desenvolvimento fisico e cognitivo infantil; essa alta
susceptibilidade se deve principalmente a imaturidade do seu sistema imunologico e aos habitos
de higiene rudimentares (PACHECO et al., 2020).

A incidéncia da parasitose pode estar intimamente relacionada ao nivel
socioecondmico dos individuos, contato com animais parasitados e principalmente devido as
condi¢des precarias de saneamento ambiental (RYAN et al.,, 2019). Em paises em
desenvolvimento, a prevaléncia de giardiose humana ¢ de aproximadamente 20% (4-43%), em
comparagao com 5% (3—7%) em paises desenvolvidos.

Ressalta-se que a giardiose ¢ considerada uma doenca negligenciada no Brasil, apesar
de ser endémica, e a prevaléncia de Giardia duodenalis, poder atingir niveis acima de 30% em

alguns estados do pais, como o Parand (COELHO et al., 2017).
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2.8 Cryptosporidium spp.

Atualmente, sdo consideradas como validas 49 espécies e mais de 120 genotipos
diferentes de Cryptosporidium. Recentemente, o agente etiologico da criptosporidiose, passou
por uma série de reclassificagdes, sendo distanciado dos coccidios e agrupado com as
gregarinas, parasitos de vertebrados e especialmente de invertebrados (RYAN et al., 2021;
TUMOVA et al., 2023).

As principais espécies imputadas na criptosporidiose humana sdo C. hominis e C.
parvum, sendo responsaveis por 90% das infeccdes. C. hominis apresenta caracter
antropondtico e C. parvum tendo caracteristicas zoonoéticas e infectando 155 espécies de
mamiferos (FAYER et al., 2004a; CHALMERS et al., 2019). O principal gene utilizado para
o isolamento do protozoario em amostras clinicas e ambientais, ¢ o gene que codifica a
subunidade 18S rRNA, presente em todas as espécies.

J& o GP60 (glicoproteina) ¢ o COWP (proteina da parede do oocisto de
Cryptosporidium) sao comumente utilizados para determinagao e subtipificacao das espécies e
das familias do protozoario, especialmente C. parvum, C. hominis e C. meleagridis (FENG et
al., 2018; LI et al., 2024).

Com caracteristicas cosmopolitas, o Cryptosporidium spp., ¢ um dos patdogenos
intestinais mais difundidos no mundo e, globalmente, a criptosporidiose apresenta uma
prevaléncia combinada de 7,6% (DONG et al., 2020).

Entretanto, a doenga ¢ mais comum em paises em desenvolvimento, causando mais de
50 milhdes de episodios de diarreia e 48.000 mortes e, mais de 4,2 milhdes de anos de vida
perdidos ajustados por incapacidade (DALY's), anualmente entre criangas menores de 5 anos,
especialmente na Africa Subsaariana (KHALIL et al., 2018). Apresenta alta prevaléncia em
pessoas infectadas com HIV, variando de 5,6% a 25,7% na Africa; de 3,7% a 45,0% na Asia;
de 5,6% a 41,6% na América do Sul e de 2,6% a 15,1% na Europa (WANG et al., 2018).

A infeccdo ocorre por via fecal-oral, principalmente pela ingestio de oocistos
esporulados presentes em dgua ou alimentos contaminados (RYAN et al., 2018; INNES et al.,
2020). Os esporozoitos (n=4) excistam e infectam os enterdcitos intestinais, em localiza¢dao
peculiar, ambiente intracelular com localizagdo extracitoplasmatica (microvilosidades
intestinais), onde todas as fases de desenvolvimento do protozodrio dentro da célula, sdo
envolvidas e protegidas com um vacuolo parasitoforo (WALZER et al., 2024). Duas fases de
reproducdo assexuada ocorrem (merogonias I e II), sendo os merozoitos de segunda geracao,

diferenciados em micro e macrogametdcitos. Estes, realizam reprodugdo sexuada, resultando
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na produ¢do de um zigoto diploide, que se diferencia em oocistos imediatamente infectantes
(MONIS e THOMPSON, 2003).

Cryptosporidium spp., diferente muito de coccidios classicos, por apresentar uma
organela alimentar, auséncia de esporocistos e localizacao epicelular (RYAN et al., 2021).
Além, disso, ¢ o Unico a produzir dois tipos de oocistos, sendo os de parede fina responsaveis
por autoinfec¢do interna e os de parede grossa, eliminados pelas fezes (HIJJAWI et al., 2001,
CDC, 2019).

Ap6s um periodo de incubagdao de em média de 7 dias (variando de 2 a 10 dias),
individuos imunocompetentes apresentam diarreia autolimitada, geralmente tendo remissao dos
sintomas em 2 a 3 semanas. (CDC, 2019).

Cryptosporidium causa danos aos enterécitos de humanos e outros mamiferos,
ocasionando o rompimento das jungdes estreitas do epitélio intestinal, afetando a fungdo da
barreira intestinal. Além disso, compromete o desenvolvimento das vilosidades, provoca
achatamento das criptas e diminui a capacidade de absorcao da superficie intestinal, resultando
em desnutricdo, desidratagdo e diarreia (KLEIN et al., 2008).

A criptosporidiose  apresenta carater oportunista acometendo individuos
imunocomprometidos, como pacientes convivendo com HIV/AIDS, especialmente aqueles que
ndo aderem a terapia antiretroviral, transplantados, hemodialise, em tratamento quimioterapico,
leucémicos, criangas até 5 anos e idosos onde a doenga pode apresentar graves sintomas
cronicos, como ma absor¢ao, diarreia cronica e até risco de morte (FAYER, 1997; CHALMERS
e DAVIES, 2010).

A severidade da doenga tem relagdo com o status imunoldgico de cada hospedeiro,
onde individuos com a contagem de linfocitos T CD4 abaixo de 100 células /mm? apresentam
sintomas mais graves, podendo ocorrer a migracdo do protozodrio para sitios extraintestinais,
como dutos biliares, figado, pulmao e pancreas, ocasionando pancreatite (WANG et al., 2018).

Casos de infegdes por Cryptosporidium spp. ja foram reportadas em mais de 70 paises
e os surtos de criptosporidiose via agua e alimentos sdo frequentemente descritos: no periodo
compreendido de 2009 a 2017, 444 surtos de criptosporidiose foram reportados, resultando em
7465 casos, 287 hospitalizacdes, e uma morte, somente nos EUA. Desse total, 35% dos casos
foram relacionados a exposi¢do a fontes de dgua recreacional tratada, como piscinas e parques
aquaticos, outros devido a contato com animais de criacdo como o gado e, contato com fraldas
de individuos parasitados (GHARPURE et al. 2019).

Um dos principais surtos de origem hidrica ocorreu em 1993 em Milwaukee,

Wisconsin, Estados Unidos, onde uma pequena fracdo de oocistos passou pelo tratamento
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convencional de dgua, sendo distribuida para grande parte da populagdo, resultando em mais
de 400.000 infecgdes e 69 mortes, alterando toda a legislacdo de tratamento de 4gua no pais, e
consequentemente, no mundo (WILLIAM et al., 1995).

Virios fatores poderiam explicar a frequente implicacao do Cryptosporidium spp., em
surtos, entre eles, a baixa dose infectante tem grande relevancia - a ingestdo de apenas 10
oocistos pode desencadear uma infeccao e gerar sintomas (CHAPPELL et al., 2006). A alta
carga parasitaria eliminada nas fezes também ¢ um fator consideravel, impactando diretamente
a contaminagdo de 4agua e alimentos: um individuo infectado pode expelir de 10°a 107 oocistos
para o ambiente (THOMPSON e ASH, 2016).

A grande resisténcia a intempéries climaticas ¢ um fator consideravel, em condi¢des
frias e timidas, o oocisto pode permanecer viavel por até 6 meses, em agua do mar, em pH e
temperaturas diferentes pode sobreviver de 35 dias a um ano (TAMBURRINI e POZIO, 1999;
FAYER, 2004a).

Outro fator imprescindivel consiste na ampla resisténcia a desinfetantes, visto que os
oocistos sao altamente resistentes ao cloro e seus derivados, sobrevivendo a concentragao usual
aplicada pelos sistemas produtores de dgua, bem como nas concentragdes encontradas em
piscinas (NASSER, 2016; CHALMERS et al., 2019).

Existem grandes desafios no combate e controle da criptosporidiose, visto que ndo ha
tratamento totalmente eficaz, tampouco vacina. O unico medicamento aprovado pela agéncia
americana FDA (Food and Drug Administration) ¢ a nitazoxanida, especialmente para uso
pediatrico (criancas acima de 1 ano), que demonstra eficicia moderada em pacientes
imunocompetentes, porém, ¢ ineficaz em criangas em estado de desnutricdo e individuos

imunocomprometidos (FOX e SARAVOLATZ, 2005; NOOR et al., 2025).

2.9 HELMINTOS TRANSMITIDOS PELO SOLO

Em todo o mundo, estima-se que 1.5 bilhdo de pessoas estejam infectadas por
helmintos intestinais, ou 24% da populagdo mundial (WHO, 2023). Dados indicam que no
globo, mais de 876 milhdes de criancas necessitam de terapia antiparasitaria (Tabela 4), sendo
este, o principal grupo de risco, desenvolvendo déficits nutricionais, devida a intensa agdo
espoliativa e anemia (HAKIZIMANA et al., 2023; WHO, 2023).

Os helmintos transmitidos pelo solo (HTS) sdo adquiridos através de transmissdo
passiva mediante ingestdo de ovos larvados, ou pela penetragdo ativa de larvas filaridides na

pele (BETHONY et al., 2006)
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Tabela 4: Estimativa global de infec¢des por helmintos transmitidos pelo solo em criangas em idade escolar em
2023.

Regido Numero estimado

Africa 233,222,218
Américas 25,473,238
Mediterraneo Oriental 61,768,26
Europa 5,888,825

Sudeste Asiatico 483,098,551
Pacifico Ocidental 66,749,513

Global 876,200,371

Fonte: WHO, 2023.

Os HTS sdao um grande grupo composto por nematoides parasitos; quando adultos,
esses vermes podem viver anos no trato gastrointestinal humano. Oriundos do descarte
inadequado de residuos e polui¢do fecal do solo, e dependentes das condigdes climaticas
(temperatura, oxigenagdo etc.), os ovos desses parasitos passam por embrionamento,
permanecendo viaveis por varios meses ou até anos (MAYA et al., 2010; CAMPBELL et al.,
2016).

As principais espécies de HTS que parasitam humanos sdo Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura e ancilostomatideos (Necator americanus, Ancylostoma duodenale ¢
Ancylostoma ceylanicum), Strongyloides stercoralis, além dos helmintos zoonoticos
(Ancylostoma caninum e Ancylostoma braziliense), responsaveis por infec¢des cutaneas (larva
migrans cutanea), bem como parasitismo acidental por Toxocara sp., agentes de larvas migrans
visceral e ocular (BETHONY et al., 2006; LEUNG et al., 2017).

Endémicos em pelo menos 120 paises, estima-se que os helmintos transmitidos pelo
solo sejam responsdveis por mais de 5 milhdes de anos de vida ajustados por incapacidade
DALYS e, substancial perda de produtividade (ASBJORNSDOTTIR et al., 2017).

Apesar das doengas serem cosmopolitas, apresentam maior prevaléncia em regides
tropicais e subtropicais, areas predominantemente pobres e subdesenvolvidas e que possuem
saneamento precario (Africa Subsaariana, China, América do Sul e Asia), sendo listados pela
Organiza¢ao Mundial da Satde como doengas tropicais negligenciadas (DTN) (WHO, 2025).

Altas cargas parasitarias e poliparasitismo, desencadeiam transtornos nutricionais
como anemia, ma absorc¢ao de nutrientes, podendo levar a inflamagao cronica, gastroenterite e
obstrucao intestinal, afetando significativamente o crescimento e desenvolvimento das criangas,
refletindo em déficit fisico e cognitivo (WARDIYAH et al., 2023).

A Organizacdo mundial da Saude atua para combater e mitigar os efeitos dos
helmintos transmitidos pelo solo, através de quimioterapia preventiva periddica em massa,

distribuindo medicamentos em &reas endémicas, tendo como foco criangas em idade pré-
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escolar, mulheres em idade reprodutiva e adultos em ocupagdes de risco. Existem metas globais
para que até 2030 se diminua a morbidade por HTS em criangas e garantir o acesso universal a
saneamento e higiene basica (WHO, 2025).

A espécie Ascaris lumbricoides possui ampla disseminagao € nimero de acometidos -
cerca de 820 milhdes de pessoas parasitadas e, aproximadamente 10,5 milhdes de DALY, em
pelo menos 103 dos 218 paises do mundo (WHO, 2020).

A infeccao se da por rota fecal-oral, onde as larvas perfazem o ciclo de Looss com
passagem pelo pulmao, causando um desconforto respiratério referido como sindrome de
Loeftler, podendo evoluir para pneumonia e dispneia. Em individuos com alta carga parasitaria
(vermes adultos) pode ocasionar sérios problemas devido a migragdes erraticas e eliminagao
por diversos orificios, bem como 6bitos, por obstrugdo intestinal (MALETIN et al., 2009;
DOLD e HOLLAND, 2012).

Possuindo quatro camadas, uma camada uterina externa de polissacarideos e proteinas,
uma camada vitelina de lipoproteinas, uma camada quitinosa e uma camada lipidica interna, os
ovos de Ascaris sp., sao altamente resistentes a intempéries ambientais, e sua elevada produgao
(200 mil ovos por fémea/dia) contribui para sua ampla disseminacao no ambiente (SENECAL
et al., 2020).

Predominante em regides rurais, tropicais e subtropicais, os ancilostomatideos sdo
HTS hematofagos que afetam 600 milhdes de pessoas em todo mundo. A infec¢do se da pela
penetracdo ativa na pele, pela larva presente no solo contaminado com fezes, ap6s varias mudas
larvais. Esses helmintos também migram para o pulmao em seus estagios larvais, realizando
uma muda, sendo posteriormente deglutidas, originando vermes adultos que se aderem a
mucosa do intestino delgado (PRIETO-PEREZ et al., 2016).

Dentre os HTS de maior relevancia, estao o Ancylostoma braziliense € o Ancylostoma
caninum, parasitos zoondticos adquiridos por solos contaminados por fezes de animais
parasitados, que tem os humanos como hospedeiros acidentais, ocasionado a infecc¢ao
denominada de Larva Migrans Cutanea (LMC).

Essa doenga ¢ considerada uma infec¢do zoondtica resultante da penetracdo e
migracdo de larvas filaridides que ndo completam seu ciclo de vida, permanecendo na
epiderme. Caracteriza-se por lesdo pruriginosa e urticariforme migratéria (LEUNG et al.,
2017). Durante a pratica de esportes diretamente no solo, em locais onde a qualidade sanitaria
¢ desconhecida, os atletas ficam expostos a esses parasitos, podendo desenvolver a LMC, o que
reflete diretamente na satde e bem estar dos mesmos (KRZYWANSKI et al., 2021; KUNA et
al., 2024).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a qualidade sanitaria de ambientes aquaticos e arenosos, utilizados por atletas
profissionais ou amadores, para a pratica de diferentes modalidades esportivas no estado do

Parana e Santa Catarina.

3.2. Objetivos especificos

. Verificar se diferentes ambientes hidricos como agua bruta doce, 4gua do mar e
agua doce tratada apresentam contaminagdo por oocistos de Cryptosporidium spp., cistos de
Giardia spp., € oocistos de Toxoplasma gondii.

° Inferir se ha contaminacao, bem como diferencas nos padrdes de distribuicao de
ovos e larvas de helmintos em areias de quadras abertas e fechadas.

. Executar a analise da pesquisa de protozoarios e helmintos, exatamente no
momento da realizagdo de competi¢des esportivas oficiais destinadas a atletas profissionais.

o Tragar um perfil comparativo de epidemiologia ambiental de parasitos em areas

costeiras de dois estados do sul do Brasil.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL: CARACTERIZACAO DAS AREAS E
PONTOS DE AMOSTRAGEM

Para a avaliacdo da pesquisa de protozodrios e helmintos, elencou-se dois grandes
segmentos de amostras - matrizes hidricas e arenosas — oriundas de dois estados do sul do Brasil,
Parand e Santa Catarina.

O primeiro critério mais relevante para a escolha dos locais de monitoramento foi se
nesse local ocorriam competi¢des esportivas oficiais destinadas a pratica de desportos para
atletas profissionais. O segundo, a variabilidade de modalidades esportivas praticadas em
determinado ambiente. E por fim, o terceiro, ampliava o niimero de localidades arenosas ou
aquaticas comumente frequentadas por atletas amadores.

Desta forma, 16 areas de amostragem foram eleitas, compondo um total de 29 pontos,
sendo: 6 areas e 17 pontos de coleta no estado do Parana (Fluxograma 1), - pesquisa de
protozoarios, helmintos e bactérias - cobrindo a capital (Curitiba), regido metropolitana e
litoranea e, 10 areas com 12 pontos de coleta no estado de Santa Catarina (Fluxograma 2) -
pesquisa de protozoarios e helmintos - todos localizados na capital (Florian6polis).

Aguas superficiais doces brutas e aguas recreacionais tratadas (piscinas) foram
coletadas somente no estado do Parana. Para as piscinas, 7 parques aquaticos de Curitiba e
regido metropolitana foram contatados por contato telefonico e e-mail. Um parque aquatico
aceitou participar do estudo e forneceu autorizacio para a entrada nas instalagdes.

Ao todo, 50 amostras de diferentes matrizes de dgua foram coletadas para aferi¢do da
qualidade parasitologica e microbioldgica em ambos os estados.

Quadras de areia abertas foram analisadas em ambos os estados (Fluxogramas 1 e 2),
inclusive diversas delas utilizadas para competi¢des esportivas internacionais. Porém, quadras
privadas /particulares e fechadas, foram analisadas somente em Florianopolis, SC. Nenhuma
das 20 quadras onde se praticam esportes arenosos € que foram previamente contactadas
autorizou a realiza¢dao das analises em Curitiba. Ao todo, 95 amostras de areia de ambos os
estados foram coletadas para a pesquisa de helmintos

As coletas e andlises de amostras hidricas e arenosas foram realizadas entre novembro
de 2023 a dezembro de 2024. As amostras oriundas de Floriandpolis foram coletadas em
parceria com a Universidade Federal de Santa Catarina, sendo enviadas por correio em

condigoes refrigeradas para Curitiba para posterior processamento.
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O local designado como Area 1 (Figura 2), compreende o litoral do Parana,
denominado de Praia Mansa de Caioba. Foi realizada a coleta de agua do mar (n=3 campanhas)
tendo por objetivo a pesquisa de oocistos de Cryptosporidium, cistos de Giardia, deteccao
molecular de Toxoplasma gondii, e BICF.

Ao todo, para essa mesma area, 14 campanhas de coletas foram realizadas, em 8 pontos
de areia de praia, coletadas em arenas fixas e montadas exclusivamente para competi¢des, tendo
por objetivo a pesquisa de ovos de helmintos. No periodo do estudo ocorreram diversos eventos
aquaticos e terrestres, tais como provas de Triathlon, Travessia em mar aberto e campeonato de
ténis de praia internacional, tendo em média, 700 competidores em diversas categorias.

O local designado como Area 2 (Figura 2), compreende o litoral do Parand, Praia
Central de Guaratuba. Neste ponto, duas campanhas de coleta de 4gua do mar foram realizadas,
durante eventos aquaticos, como campeonato de Triathlon e Travessia em mar aberto, tendo
centenas de atletas participantes.

A Area 3 (Figura 2), localiza-se no litoral do Parana, Balneario de Gaivotas, Matinhos.
Foirealizada a coleta de 4gua do mar (n=2 campanhas), realizadas durante competi¢des de Surf,

com a participacdo de centenas de atletas.
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A Area 4 compreende um parque da cidade de Curitiba (Figura 3), onde foi feita a
coleta de dgua doce superficial bruta (n= 5 campanhas), correspondente ao periodo de maior
utilizacao dessa area por atletas (novembro de 2023 a abril de 2024). Concomitantemente, a
qualidade da areia de uma quadra utilizada para a pratica de futebol e volei de areia, foi
monitorada mensalmente, por um ano.

O parque / represa do Passatina é caracterizado como uma Area de Protegdo Ambiental
— APA, desde 1980. Encontra-se localizado a aproximadamente 12 quildmetros do centro de
Curitiba e conta com uma area de 173.518 metros quadrados.

Apresenta uma represa com uma area de 6.500.000 metros quadrados, que ¢ gerida
pelo estado do Parand e integra o sistema de abastecimento de 4dgua para a populagdo de
Curitiba, além de ser cendrio de diversas praticas esportivas, tais como natacdo, canoagem,
Stand-Up Paddle, volei de praia, futebol de areia, entre outros (Curitiba, 2024).

A Area 5 consiste em um parque aquético particular na Regido Metropolitana de
Curitiba, onde foi feita a coleta de agua de retrolavagem dos filtros de piscinas tratadas e das
aguas das piscinas.

O Parque aquatico conta com 240 mil metros quadrados, onde foram definidos 2
pontos de coleta, totalizando 9 campanhas de coletas, em uma piscina de ondas utilizada para
praticas esportivas como natagdo, Triathlon e duas piscinas de pratica de biribol (volei de
piscina).

Durante a alta temporada, nos meses compreendidos entre dezembro e fevereiro, o
parque tem um fluxo que pode chegar a 3 mil frequentadores por dia. Por razdes de
confidencialidade, em termo assinado junto ao proprietario do parque, ndo esta evidenciado

nome nem localizagao.
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A Area 6 consiste nas quadras anexas do Centro de Educacio Fisica e Desportos da
Universidade Federal do Parana (Figura 4), onde foram feitas coletas de areia de quadra no
periodo compreendido de dezembro de 2023 a dezembro de 2024 (Fluxograma 1).

No local, sdo ministradas aulas para os académicos da universidade, e as quadras
também sdao abertas para o publico da comunidade para lazer. Eventualmente, recebe
competi¢des, contando com muitos frequentadores, sendo utilizadas para pratica de volei de
praia e futebol de areia.

O local designado como Area 7, compreende o litoral de Santa Catarina, Praia de Beira
Mar Norte (Figura 5), na cidade de Florianopolis. Foi realizada a coleta de 4gua do mar em 4
campanhas de coleta, tendo por objetivo a pesquisa de protozoarios patogénicos. Além disso,
na mesma area, foram feitas 3 campanhas para a coleta de areia de praia, em um ponto, para a
pesquisa de ovos de helmintos (Fluxograma 2)

A 4rea 8 compreende o litoral de Santa Catarina, Praia de Jureré Internacional, na
cidade de Florianopolis (Figura 5). Foi realizada a coleta de agua do mar (n=4) e de areia da

praia (n = 3).
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As areas 9, 10, 11 e 12, s3o compostas por quadras de areias cobertas particulares
(indoor), localizadas no estado de Santa Catarina, na cidade de Florianopolis. Foram realizadas
5 coletas em cada uma das areas, tendo um total de 20 amostras. Por razodes de
confidencialidade, ndo esta evidenciado nome nem localizagao.

Por fim, as areas 13, 14, 15 e 16, sdo quadras publicas a beira mar, localizadas no
estado de Santa Catarina, na cidade de Florianopolis, respectivamente nas praias de: Beira Mar
Norte, Lagoa da concei¢do, Canasvieiras e Jureré (Figura 6). Foram realizadas quatro coletas

nas areas 13 e 14 e trés coletas nas areas 15 e 16, totalizando 14 amostras.



Figura 6: Localizagdo geografica e pratica de esportes dos pontos de coleta nas Areas 13, 14, 15 ¢ 16.
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Area 13 - Beira mar Norte
(Florianopolis)

CENTRO

Floriandpe
Volei de praia/Ténis de praia

27°35'03.5"S 48°32'52.3"W

Area 14 - Lagoa da Coneeicio
(Floriandpolis)

o

Volei de praia/Ténis de praia
27°36'33.0"S 48°26'M4.8"W

Area 15 - Canasvieiras
(Florianopolis)

s Lz da fiha [

IT7FISIRANS ARFITII0.4NW Volei de pram!TEnis de prai.a

Area 16 - Jureré Internacional
(Florianopolis)

27°26'12.9"'S 48°30'00.4"W

Volei de praia/Ténis de praia

Fonte: O autor (2025).
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4.2 COLETA DE AMOSTRAS HIDRICAS

As coletas de agua do mar (n= 10L/amostra), (Figura 7), realizadas nos estados do
Parana e Santa Catarina, foram feitas em profundidade de mais ou menos 1 metro (altura da
cintura), minutos apoés a largada, com os eventos esportivos ainda em andamento.

Para as amostras de 4gua bruta superficial da represa, 10L de 4gua foram coletadas na
faixa arenosa do local, com o auxilio de balde, anilhas de peso e corda.

Para as 4guas recreacionais tratadas (piscinas), para a maior representatividade da
amostra, optou-se por realizar a coleta mediante processamento de retrolavagem de filtro de
piscina de acordo com Pineda et al., 2020. Para tanto, adentrou-se a cada casa de maquinas de
cada piscina, juntamente a um funciondrio do parque aquatico, ¢ a alavanca do filtro foi
posicionada em retrolavagem do filtro (Figura 7). Em seguida, o liquido inicial do processo de
retrolavagem foi escoado por 2 minutos e, sequencialmente, um volume de 5L de cada filtro foi
coletado em galdes de polipropileno de primeiro uso.

Todas as amostras de 4gua do mar e superficial brutas e 4gua de piscinas tratadas foram
coletadas em galdes de polipropileno de primeiro uso, previamente tratados com solugdo
surfactante de Tween 80 (0,1%), para evitar a adesdo de (oo)cistos a parede dos recipientes.

Concomitantemente, para as amostras hidricas do Parand, a pesquisa de bactérias
indicadoras de contaminagao fecal (BICF) foi aferida, de acordo com os preceitos da American
Public Health Association (APHA, 2017). Amostras de 1L de 4gua foram coletadas em frascos
de vidro secos, estéreis (autoclavados) e livres de DNAse, sendo o procedimento para a dgua
do mar e agua superficial, realizado como supracitado. Para as dguas recreacionais tratadas, a
coleta foi efetuada diretamente de cada piscina, nos quatro cantos de cada uma delas (Figura
7).

Todas as amostras foram identificadas e armazenadas em isopor, com gelo e
transportadas para o Laboratério de Parasitologia Ambiental da UFPR, para a pesquisa de
protozodrios ou encaminhadas para o Laboratdrio de Andlises Clinicas do Hospital de Clinicas
da UFPR, parceiro no presente estudo para pesquisa de IBFC.

O processamento das amostras iniciou-se no mesmo dia ou com até 24 horas apos a

coleta.
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4.2.1 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PARA A DETECCAO DE
PROTOZOARIOS PATOGENICOS

4.2.1.1 Pesquisa de cistos de Giardia spp., € oocistos de Cryptosporidium spp.

As amostras foram processadas pela técnica de filtragdo em membranas de ésteres
mistos de celulose (47 mm de diametro, porosidade nominal de 3um) de acordo com Leal et
al., 2018. O sistema de filtragdo utilizado foi a bomba de vacuo ajustada a um fluxo de 0,4 a 4L
/ min e porta-filtro Millipore®.

Para as amostras que apresentavam alta turbidez, foi realizada uma etapa de pré-
filtragem em filtros de papel. A etapa de elui¢ao dos protozodrios foi feita mediante raspagem,
utilizando algas plasticas e lavagem alternadas das membranas com solu¢do surfactante (Tween
80, 0,1%), durante 20 minutos. O liquido resultante da etapa de eluicdo foi transferido para
tubos conicos e concentrado por centrifugacao (1500 x g por 15 minutos).

Apo0s o descarte do sobrenadante, o sedimento foi transferido para microtubos de 2ml
e mantido sob refrigeracdo a 4°C até a realizacdo da separagdo imunomagnética (IMS) e

posterior pesquisa de cistos e oocistos por Reacdo de Imunofluorescéncia Direta (RID).

4.2.1.1.1 SEPARACAO IMUNOMAGNETICA (IMS)

A etapa de concentragdo e recuperagdo de cistos e oocistos foi realizada utilizando a
técnica padrao de separagdo imunomagnética (IMS), de acordo com as instru¢des do fabricante
- Waterborne, USA, INC®. Em um tubo de Leighton de lado plano previamente eluido em
Tween 80 (0,1%) foram adicionados 500uL do sedimento de cada amostra contida no
microtubo. Em seguida, cada microtubo foi lavado duas vezes com 1mL de Grab™ Buffer-A,
e o contetido foi transferido para o tubo Leighton sendo adicionado 3ml de dgua destilada.
Adicionou-se mais 3mL de Grab™ Buffer-A ao tubo Leighton. O Tubo foi completado com
agua destilada até atingir um volume total de 10mL, sendo o liquido misturado por inversao do
tubo trés vezes.

Os frascos contendo as Dynabeads (microesferas magnéticas) conjugadas com
anticorpos de captura anti-Cryptosporidium e anti-Giardia, foram agitados em vortex por cerca
de 10 segundos para homogeneizacao das beads. Em seguida, 100ul. de cada uma das
Dynabeads® foram adicionados ao tubo de Leighton contendo a amostra concentrada e o

tampao. O tubo foi fixado em um mixer rotatério (Dynal Biotech) e rotacionado a
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aproximadamente 20 rpm por 1 hora a temperatura ambiente. Apds esse tempo, o tubo foi
removido do mixer rotatdrio e posicionado em um ima (MPC1®), sendo girado manualmente
de extremidade a extremidade, com inclinagdo de cerca de 90°, por 3 minutos, com uma
inclina¢do por segundo. Com o tubo em posi¢do vertical, ainda em contato com o ima, o
sobrenadante foi descartado e reservado para pesquisa e detec¢dao de oocistos de Toxoplasma
gondii.

Apo6s essa etapa, o tubo de Leighton foi removido do ima e com o auxilio de uma
pipeta Pasteur de vidro, previamente eluida em Tween 80, o tubo foi enxaguado trés vezes com
450uL de Grab™ Buffer-B e esses enxagues foram adicionados em microtubo de 1,5mL.

O microtubo foi colocado em um ima pequeno (MPC-S®) e balangcado em um
movimento continuo de 180° por 1 minuto. Com o tubo preso ao ima, o sobrenadante foi
aspirado e descartado com uma pipeta Pasteur.

O tubo foi entdo removido do ima e 50uL de agua destilada foram adicionados ao
microtubo, que foi agitado em vortex por 10 segundos.

A etapa de dissociagdo do imunocomplexo adotada foi a térmica, sendo a amostra
aquecida em banho-maria digital a 80°C por 10 minutos e agitada em vortex por mais 10
segundos. Apos verificar que toda a amostra estava na base do tubo, este foi realocado no MPC-
S, seguido da fita magnética, e mantido em repouso por 10 segundos.

Todo o sedimento do tubo foi entdo aspirado e transferido para um novo tubo de
microcentrifuga de 200 pL sem agitar as microesferas nas paredes do tubo em contato com o
ima.

A etapa de dissociagdo térmica foi repetida mais duas vezes da mesma forma como
descrita anteriormente, onde o produto de cada amostra hidrica purificada por IMS, ao final,
resultou em 150uL. A partir do produto purificado, SOuL. foram depositados no poco da lamina

de imunofluorescéncia e o restante (100uL) foi utilizado para a extragdo de DNA.

4.2.1.1.2 VISUALIZACAO DOS CISTOS E OOCISTOS

A deteccao dos protozoarios intestinais foi efetuada por reagdo de imunofluorescéncia
direta, utilizando anticorpos monoclonais anti-Cryptosporidium e anti-Giardia, conjugados
com o fluorocromo isotiocianato de fluoresceina, de acordo com as instrugdes do fabricante
(Merifluor®), Meridian, Bioscience, Cincinatti, Ohio, USA.

Aliquotas de 50uL de cada amostra foram transferidas para os pocos de uma lamina

e deixadas secar a temperatura ambiente, por 30 minutos.
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Em seguida, foram adicionados 50uL de metanol absoluto aos pogos contendo as
amostras, aguardando a secagem por 10 minutos. Posteriormente, uma gota do reagente de
detec¢do (anticorpo monoclonal anti-Cryptosporidium e anti-Giardia) e uma gota do contra-
corante foram adicionadas, assegurando que ambos os componentes se misturassem. A ldmina
foi entdo colocada em uma camara umida, protegida da luz, por 30 minutos.

Apos esse periodo, a lamina foi removida da camara umida e, utilizando uma pipeta
Pasteur limpa, os pogos foram lavados delicadamente com solu¢dao tampao do kit, diluida na
proporg¢ado 1:20, para remover o excesso de anticorpos.

Em seguida, foram aplicados 50uL da solucao de DAPI (diluida 1/5000 em PBS) ¢ a
lamina foi deixada a temperatura ambiente, protegida da luz, por 10 minutos.

O excesso de DAPI foi removido e 50uL. do tampao de lavagem do kit foram
adicionados em cada poco. As laminas foram entdo colocadas em um dessecador (contendo
silica) e protegidas da luz por 1 hora a temperatura ambiente.

Finalmente, cada lamina recebeu o meio de montagem do kit, sendo cobertas com uma
laminula e armazenadas no escuro, em geladeira, até a etapa de leitura no microscopio de
imunofluorescéncia.

A morfologia dos protozoarios foi confirmada pelo padrio e grau da fluorescéncia
verde maga brilhante, predominante na parede dos (oo)cistos, além do tamanho e formato das
estruturas e, pela incorporacao do corante vital DAPI ao material nuclear dos protozoarios.
Além disso, simultaneamente utilizou-se a Microscopia de Contraste de Interferéncia
Diferencial (DIC), para verificar o aspecto da parede dos protozodrios, bem como organelas e
outras estruturas tipicas.

Os critérios de positividade adotados foram os recomendados pelo método 1623.1 da

Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 2012).

4.2.1.2 Procedimento de concentragdo para a detecg@o de oocistos de 7. gondii

A andlise da contaminacao por 7. gondii nas diferentes amostras hidricas foi realizada
de acordo com Pineda et al., 2020, com modifica¢des. Para tanto, utilizou-se o liquido de
descarte da etapa de IMS durante a agitacdo com o ima (MPC1), sendo o volume de descarte
(10ml), centrifugado a 1500 x g por 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e
o sedimento resultante foi transferido para microtubos, sendo estes armazenados sob

refrigeragdo a 4°C até a realizagdo da etapa de extragdo de DNA e dos ensaios moleculares.
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4.2.1.3 DETECCAO DE PROTOZOARIOS PATOGENICOS POR TECNICAS
MOLECULARES

4.2.1.3.1 EXTRACAO DE DNA

As extracoes de DNA das amostras foram realizadas mediante utilizagao do Quick-
DNA™ Fungal/ Bacterial Miniprep Kit, Zymo Research - USA, segundo o protocolo proposto
pelo fabricante, a partir de uma aliquota de 100puL resultante da IMS.

4.2.1.3.1.2 REACOES DE PCR

As andlises moleculares foram realizadas em parceira com o Nucleo de Morfologia e
Microscopia do Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo.

As reagdes de PCR foram realizadas utilizando o kit comercial (GoTaq®Green Master
Mix - Promega). Cada 12,5uL do “mix” continha 1 unidade de Taqg DNA polimerase em 10mM
Tris-HCI, pH 8.5; 1.5mM MgCl,, 50 mM KCI; e 200mM de cada um dos deoxinucleotideos
trifosfatados (dATP, dGTP, dCTP, dTTP). Para as reagdes, SuL. do DNA alvo foi utilizado e
10pmol de cada iniciador (primer) em um volume final de 25uL. As amplificacdes foram
realizadas utilizando o termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems®).

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em um sistema horizontal
em gel de agarose a 1,2% tampao TBE 1x (45mM de Tris-Borato e ImM de-EDTA, pH 8.0),
contendo 0,5 pL de SafeDye Nucleic Acid Stain, Cellco ®. Em todos os géis foram adicionados
o marcador de peso molecular com fragmentos multiplos de 100pb e as corridas foram
realizadas a 100 Volts por 1h (fonte LPS 300, Loccus®). As amostras foram visualizadas e
fotografadas em um transiluminador Sigma, T0222, em luz ultravioleta a um comprimento de
onda de 30 nm.

Os iniciadores (Primers) especificos utilizados para a deteccdo de Giardia spp.,
Cryptosporidium spp., € Toxoplasma gondii estdo descritos na Tabela 5. Em todas as reagdes
foram utilizados controles positivos dos protozoarios pesquisados, sendo para Toxoplasma
gondii, DNA extraido de fezes de felinos infectados experimentalmente pela cepa Brl e, para
Cryptosporidium spp. e Giardia spp., os controles positivos foram extraidos de amostras de
fezes de individuos infectados naturalmente, detectados por microscopia e confirmados por
imunofluorescéncia, ambos armazenados sob congelamento no Nucleo de Morfologia e

Microscopia do Instituto Adolfo Lutz. Como controle negativo das reacdes foi utilizada dgua
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ultrapura, livre de DNAse e RNAse. Todas as amostras de DNA extraidas tiveram suas
concentragcdes mensuradas em espectrofotometro de micro volumes (Nanodrop Thermo Fisher

Scientific® e foram utilizadas para as reagdes de PCR.

Tabela 5: Descrigdo dos iniciadores moleculares utilizados para a detecg@o de protozoarios em amostras hidricas
PROTOZOARIO INICIADORES MOLECULARES (SEQUENCIA 5 - 3") SONDA

Cryptosporidium spp. CryIAL1(F) AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC Nio se aplica
CryIAL2(F) - AAGTGCGTCAACGAGCAGCT
CrylAL3(R) -GTCGTCTCGAAGATCCAGGGCGGCCTC

Giardia spp. GG(F) - AAGTGCGTCAACGAGCAGCT Nao se aplica
G7(F) — AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC
G759(R) - GTCGTCTCGAAGATCCAGGGCGGCCTC

Toxoplasma gondii REP-529 - AGAGACACCGGAATGCGATCT FAM:
TTCGTCCAAGCCTCCGACT TCGTGGTGATGGCGGAGAG
AATTGA

FONTE: O autor (2025).

4.2.1.3.1.2.1 cPCR para Cryptosporidium spp.

A deteccao de Cryptosporidium spp., por PCR convencional (cPCR), foi realizada
conforme protocolo padronizado por Marciano et al. (2022) (Tabela 6), utilizando-se
iniciadores moleculares denominados CrylAL1(F) / CrylAL2(F) / CrylAL3(R), que
amplificam um fragmento do gene da parede do oocisto de Cryptosporidium spp., gerando dois
produtos de 703 e 531pb, reacdo que foi denominada de semi-nested em tubo Unico. Foram
utilizados 0,1uL, 0,5uL e 0,5uL dos iniciadores moleculares CryIALI1(F), CrylAL2(F) e
CrylAL3(R), respectivamente.

As amplificacdes foram realizadas conforme descrito abaixo (Tabela 6). Foi
adicionada uma etapa inicial composta de 20 ciclos para que ocorresse o anelamento dos
iniciadores CrylAL1(F) e CryIAL3(R) em temperatura de 61 °C, apds esta etapa, seguiu-se um
intervalo de 4°C por 2 min., e foram adicionados 35 ciclos a 56°C para anelamento dos

iniciadores CrylAL2(F) e CryIAL3(R).
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Tabela 6: Programa de amplificacao da semi-nested PCR em tubo tnico para Cryptosporidium spp.

1° Ciclo 94°C/5min 20X (94°C/30s; 61°C/30s; 72°C/30s) 72°C/2min 4°C/5min

2° Ciclo 35X (94°C/30s; 56°C/30s; 72°C/45s) 72°C/5min 4°C/ ©

Fonte: O autor (2025).

4.2.1.3.1.2.2 cPCR para Giardia spp.

A PCR para determinacao de Giardia spp. foi realizada utilizando-se iniciadores
moleculares que amplificam fragmentos especificos do gene beta-giardina e a reacdo semi-
nested em tubo unico previamente descrita por Marciano et al. (2022) (Tabela 7).

Os iniciadores moleculares G7(F) (0,1uL), GG (F) (0,5 uL) e o G759(R) (0,5 uL),
foram utilizados conforme descrito abaixo, em uma reacao de 25ulL. A amplificacao foi
realizada inicialmente com 20 ciclos dos iniciadores G7(F) e G759(R) com temperatura de 65
°C para anelamento. Seguiu-se um intervalo de 4°C por 2min e foram adicionados 35 ciclos a
58°C para anelamento dos iniciadores GG (F) (0,5 puL) e G759(R), gerando dois produtos de
754 e 384 pb.

Tabela 7: Programa de amplifica¢@o da semi-nested PCR em tubo tnico para Giardia spp., com as respectivas
temperaturas do 1° e 2° ciclos.
1° Ciclo 94°C/5min 20X (94°C/30s; 65°C/30s; 72°C/30s) 72°C/2min 4°C/5min

2° Ciclo 35X (94°C/30s; 58°C/30s; 72°C/45s) 72°C/5min 4°C/ oo
Fonte: O autor (2025).

4.2.1.3.1.2.3 Reagdo de PCR em tempo real (qPCR) para Toxoplasma gondii

Aliquotas de 300uL do sedimento foram submetidas a extragdo de DNA,
conforme descrito previamente. Em seguida, efetuou-se a reacdo de qPCR, utilizando-se o par
de iniciadores para o marcador molecular denominado REP-529 (Tabela 5), que amplifica uma
sequéncia de 112pb, altamente repetitiva de REP-529 (GenBank AF487550), conforme descrito
por Belaz et al. (2015).

As reacdes foram efetuadas no equipamento QuantiStudio 5 Real Time PCR System
(Applied Biosystems) em volume final de 20puL por reag@o. A aliquota de 3uL. do DNA extraido
foi adicionada a mistura que continha 10puL. de 2X TagMan Universal PCR Master Mix e os
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marcadores moleculares (1,25uL do “Assay Mix” contendo 18uM de cada marcador molecular
e SuM da sonda).

As amplifica¢des ocorreram em um ciclo inicial de 50°C por 2 min, um ciclo a 95°C
por 10 min., e em seguida foram realizados 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e a extensdo a

60°C por 1 min.

4.2.2 DETECCAO DE BACTERIAS INDICADORAS DE CONTAMINACAO
FECAL (BICF) EM AMOSTRAS HIDRICAS.

A pesquisa de Escherichia coli e Enterococcus sp., foi realizada seguindo os preceitos
do Standard Methods for the Evaluation of Water and Wastewater da American Water Works
Association /American Public Health Association (AWWA, APHA, 2017), somente nas
amostras hidricas do estado do Parana.

As amostras foram filtradas em volumes seriados de ImL, 10 mL e 100mL, para
determinar a concentragao ideal para o isolamento de BICF. Amostras com elevada carga
microbiana necessitaram de dilui¢do para a contagem e identificagdo de microrganismos nas
placas.

Os volumes supramencionados de agua foram filtrados a vicuo em membrana de
0.45um. Em seguida, a membrana foi transferida assepticamente para uma placa com meio
cromogénico (HiMedia Laboratories LLC, PA, USA) estéril e incubada a 35°C por 18-24 horas.

Decorrido o tempo, verificou-se o crescimento de colonias das bactérias pesquisadas:
E. coli — presenga de colonia rosa ou branca com aspecto mucoide; Enterococcus sp., colonia
puntiforme, azul e opaca.

Os isolados bacterianos obtidos com caracteristicas morfologicas de E. coli ou
Enterococcus sp., foram identificados pela técnica de MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time of Flight Mass Spectrometry) usando o sistema Microflex LT
Biotyper (Bruker Daltonics Inc.) segundo recomendagdes do fabricante.

Para isso, as coldnias previamente isoladas foram transferidas para uma placa de ago
inox, formando um "spot". Em seguida foi adicionado ao "spot" 1uL de acido féormico, e apds
a secagem do acido formico, foi adicionada a solucdo com a matriz (4cido o-ciano-4-
hidroxicinamico em 50% de acetonitrila e 2,5% de acido trifluoroacético). A placa foi colocada
no equipamento para gerar o espectro de massa, que foi analisado através do software do proprio

equipamento.
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O calculo de E. coli e Enterococcus sp., em UFC por mL foi realizado baseado na
placa com maior volume filtrado em que foi possivel realizar a contagem e identificacao. Por
exemplo, se foi possivel contar 10 coldnias rosas/brancas que foram identificadas como E. coli
na placa em que foi filtrado 10mL, a contagem foi expressa como 1 UFC/mL ou

100UFC/100mL.

4.2.3 MONITORAMENTO DE PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS.

A temperatura das amostras foi aferida diretamente na hora da coleta, utilizando um
termometro de mercurio B. Braun Melsungen A. G., Nr. 852281/2.

Para mensurar a turbidez das amostras, foi utilizado um turbidimetro PoliControl
AP2000 W. O pH das amostras foi determinado utilizando um pHmetro Hanna Instruments
HI221, ambos instrumentos devidamente calibrados. Devido a fatores logisticos, as analises

foram conduzidas somente nas amostras do estado do Parana.

4.3 COLETA DE AMOSTRAS DE AREIA

As coletas tiveram inicio no més de novembro de 2023, até o més de dezembro de
2024, sendo divididas em coletas no litoral paranaense e catarinense. Para ambos os estados, as
amostras de areia foram obtidas durante a temporada em eventos esportivos / campeonatos
como ténis de Praia Internacional (coletada durante os intervalos) e, coletas em quadras abertas

e fechadas, publicas e particulares de acordo com a disponibilidade (Figura 8).

Figura 8: Procedimento de coletas de diferentes amostras arenosas oriundas dos estados do Parana e Santa
Catarina, para avaliacdo da presenca de ovos e larvas de helmintos.

Legenda: A — Coleta no litoral na area 1, arena montada durante campeonato de ténis de praia; B — Coleta na
quadra anexa a represa do Passatina (area 4); C — Coleta na area 6, dependéncias da Universidade Federal do
Parand, quadras anexas ao Centro de Educagdo Fisica e Desportos.

Fonte: O autor (2024)
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Para tanto, aproximadamente 1 quilograma de areia, divido em 18 porg¢des, de pontos
predefinidos, cobrindo ambos os lados da quadra (Figura 9), (coleta espacial homogénea) de
acordo com Waindok et al. (2022), foi coletado de cada ponto de amostragem. Cada amostra
foi acondicionada em sacos plasticos com sistema de fecho hermético e armazenadas em

geladeira até o processamento das amostras.

Figura 9: Estratégia de amostragem de coleta de areia de praias e q

\ A R g o it g )
¢ ¥ el o (5 M oy v X 4 X »

Fonte: o autor (2025).

4.3.1 ANALISE GRANULOMETRICA

Previamente as coletas de amostras de areia de quadras utilizadas para competi¢des
esportivas oficiais e para a pratica de esportes amadores, quatro amostras de areia que
representam alguns dos locais monitorados (Tabela 8) foram submetidas a andlise
granulométrica. As areias de praias e areias de quadras das capitais podem diferir em sua
composi¢ao.

A diferenciacdo da composi¢ao do solo ¢ determinante para a escolha do dispersante

a ser utilizado para o isolamento dos ovos de helmintos.
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A andlise granulométrica foi realizada no Departamento de Solo e Engenharia
Agricola da UFPR, utilizando a metodologia do densimetro de Bouyoucos (GEE ¢ BAUDER,
1986).

Ap6s a classificacdo granulométrica (Tabela 8), escolheu-se o melhor protocolo para
o isolamento de ovos de helmintos a depender da matriz, utilizando solugdes de dispersao
diferentes, conforme protocolo Padronizado previamente no Laboratorio de Parasitologia

Ambiental (RIBEIRO, 2020).

Tabela 8: Laudo da andlise granulométrica do solo de quatro amostras utilizadas no estudo.

Argila Silte Areia Total Areia Grossa Areia Fina
(g/kg") (g/kg") (g/kg") (g/kg") (g/kg")

1 — Areia de Praia — Praia 13 0 988 814 173
Mansa - Caioba

2 — Areia de Praia — Praia 13 0 988 829 159

Central - Guaratuba

3 — Areia de quadra — 25 0 975 680 295
Quadras UFPR

4 — Areia de quadra — 25 0 975 784 191

Parque Passauna

Fonte: Departamento de solo e Engenharia Agricola, UFPR.
Nota: Dimensoes: Argila (< 2um); Silte (50 a 2pm); Areia fina (200 a 50um); Areia Grossa (200 a 2000pm).

Dessa forma, foi utilizado o aminoacido nao essencial Glicina (1M pH 5,5) para
amostras de areia de praia, e Triton™ X - 100 (0,1%) para amostras de areia de quadras.
Neste ultimo caso, optou-se pelo Triton por viabilizar melhores resultados de

recuperagdo de ovos em amostras de solo que apresentam maiores quantidades de argila.

4.3.2.1 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PARA A DETECCAO DE OVOS E
LARVAS DE HELMINTOS

As amostras foram processadas pela técnica de centrifugagao ou centrifugo-flutuagao,
com solucdes de dispersdo especificas para homogeneizacao das areias e posterior flutuacdo em

Sacarose.

4.3.2.1.1 AMOSTRAS DE AREIA DE PRAIA

Em um tubo com fundo conico de 15ml, foram pesados 5 gramas de areia previamente
homogeneizada, sendo cada amostra analisada em quadruplicata, totalizando 20 g de areia /

amostra.
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Apo6s a pesagem, foi adicionado 10 mililitros da solugao dispersante de Glicina 1M pH
5,5, seguido de homogeneizacao em aparelho vortex por 2 minutos. A amostra foi centrifugada
a 1250 x g durante 5 minutos e o sobrenadante desse processo foi descartado.

Adicionou-se ao sedimento 10 ml de sacarose d=1,24 g/cm®, e cada tubo foi novamente
homogeneizado por 2 minutos em vortex. Ao final, cada tubo foi preenchido com a solugdo de
sacarose d=1,24 g/cm? até a formacdo de um menisco positivo sobre eles. Uma laminula de
24x24mm foi posicionada em cada um dos quatros tubos, sendo mantidos em repouso por 40
minutos. Decorrido este tempo, todas as laminulas foram retiradas e posicionadas em ladminas
para leitura em microscopio Optico em aumento de 100x e 400x. Para cada amostra, foram feitas
4 flutuagdes sequenciais em sacarose, totalizando a leitura de 16 laminas/amostra para a

pesquisa de helmintos.

4.3.2.1.2 AMOSTRAS DE AREIA DE QUADRAS

Em um tubo com fundo coénico de 15ml, foram pesados 5 gramas de areia previamente
homogeneizada, sendo cada amostra analisada em quadruplicata, totalizando 20 g de areia /
amostra.

Apos a pesagem, foi adicionado 10 mililitros da solugdo dispersante de Triton™ X -
100 (0,1%) em cada um dos quatro tubos, sendo mantidos em repouso por 10 minutos. Em
seguida, cada tubo foi homogeneizado em aparelho vortex por 2 minutos. Os tubos foram
centrifugados a 1250 x g durante 5 minutos ¢ o sobrenadante desse processo descartado.
Adicionou-se ao sedimento 10 ml de 4gua destilada, para fins de lavagem e remog¢ao do excesso
do detergente Triton™ X - 100 (0,1%), visando a reducdo da formacao de bolhas. Novamente
a amostra foi homogeneizada por 2 minutos em voértex e centrifugada nas mesmas condigdes,
descartando o sobrenadante ao final do processo.

Adicionou-se a cada tubo a solucdo de sacarose d=1,24 g/cm?®, sendo estes
homogeneizados por 2 minutos em vortex e centrifugados novamente. Ao final, cada tubo foi
preenchido com a solugiio de sacarose d=1,24 g/cm?, conforme descrito anteriormente sendo
mantidos em repouso por 30 minutos. Foram feitas 4 leituras das flutuagdes sequenciais

respeitando o intervalo estabelecido, totalizando também 16 laminas/ amostra.
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5. RESULTADOS

5.1 DETECCAO DE PROTOZOARIOS PATOGENICOS EM AMOSTRAS
HIDRICAS.

A presenga de ao menos um dos protozoarios pesquisados foi detectada em 6 das 7
areas aquaticas analisadas de dois estados do sul do Brasil (Tabela 9). Em todas as areas
aquaticas do estado do Parand, correspondentes a agua do mar (A1, A2 e A3), dgua bruta doce
(A4) e 4dguas doces tratadas (AS5) foi observada a presenga de protozoarios.

Em uma das duas areas costeiras analisadas no estado de Santa Catarina detectou-se
contaminagao por protozodarios (Tabela 9).

No total, quando considerado o somatério das duas técnicas de detecgdo empregadas
(RID e PCR), em 48,28% das amostras (n=14/29), foi identificado ao menos um protozoario
parasito, sendo constatada a presenca de Giardia em 37,93% (n=11/29) das amostras,
Toxoplasma gondii em 6,90% (n=2/29), e Cryptosporidium em 3,45 (n=1/29).

Entre as amostras positivas para Toxoplasma gondii, as reacdes de qPCR apresentaram
quantificagdo aproximada de 3.600 e 3.700 copias do gene repetitivo REP-529, com valores de

ciclo limiar (Ct) de 36 e 37, respectivamente.
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5.1.1 ESTADO DO PARANA

Dentre todas as amostras positivas, protozoarios foram isolados e detectados em 85,7%
(n=12/14 amostras) oriundas do referido estado.

A contaminagdo por 7. gondii em agua do mar foi detectada em 33,3% e 50,0% das
amostras das areas Al (Praia Mansa de Caiobd) e A3 (Balneario Gaivotas de Matinhos),
respectivamente, durante diferentes competigcdes esportivas destinadas para atletas profissionais
(Tabela 9).

Para a outra area costeira do estado, 100% das amostras da A2 (Praia Central de
Guaratuba) apresentaram contaminagdo por protozodrios intestinais, sendo cistos de Giardia
spp., detectados durante a realizacdo de competicdo de travessia e oocistos de Cryptosporidium
spp., (Figura 10), durante prova oficial de Triathlon.

Para o ambiente de 4gua bruta doce - A4 (Represa do Passauna) foi constatada
positividade para cistos de Giardia spp., em 20% das amostras analisadas, sendo a detec¢do do
protozoario efetuada concomitantemente por RID e PCR.

Ressalte-se que a maior frequéncia de detec¢do de protozodrios patogénicos foi
evidenciada exatamente na area de dgua doce — A5 (parque aquatico), onde existe algum tipo
de tratamento, sendo que 77,78% (7/9 amostras) apresentaram contaminagdo por Giardia spp.,
(Figura 10). Oocistos de T. gondii e Cryptosporidium spp., ndo foram detectados em nenhuma

amostra de dgua de retrolavagem de piscinas.

5.1.2 ESTADO DE SANTA CATARINA

Da totalidade de amostras positivas obtidas durante o estudo, aquelas colhidas
de areas costeiras da capital Florianopolis, contribuiram com 14,3% (n=2/14) de positividade
para protozoarios patogénicos.

A contaminagado por cistos de Giardia spp., foi evidenciada em 50,0% (n = 2/4)
das amostras da A8 (Praia de Jureré Internacional). Cistos e oocistos dos trés protozoarios
pesquisados ndo foram detectados na dgua do mar da outra area costeira analisada da cidade

(A7).
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5.2 DETECCAO DE BACTERIAS INDICADORAS DE CONTAMINACAO FECAL
EM AGUA BRUTA E TRATADA

A concentragdo de bactérias indicadoras de contaminacdo fecal (Escherichia coli e

Enterococcus spp.) nas diferentes amostras hidricas, apresentou grandes variagdes para E. coli

com valores minimos de <IUFC/100ml e maximos de 8.000 UFC/100ml, e, para Enterococcus

spp., variou de < ITUFC/100ml a 2.000 UFC/100ml (Tabela 10, Figura 11).

Tabela 10: Resultados microbioldgicos de diferentes amostras hidricas destinadas a praticas esportivas diversas no estado do Parana.

(continua)

Ponto Data Pratica esportiva E. coli Enterococcus spp.  Identificagdo da
(UFC/100ml) (UFC/100ml) espécie de
Enterococcus
Area 1: Praia Mansa (Caiob4)
P1C1 10/12/2023 Campeonato de <1/100ml < 1/100ml ND
Triathlon
P1C2 14/01/2024 Travessia em mar 100 100 E. faecalis/E.
aberto Sfaecium
P1C3 07/04/2024 Campeonato de 1000 < 1/100ml ND
Triathlon
Area 2: Praia Central (Guaratuba)
P10C1 22/01/2024 Travessia em mar 2000 2000 E. faecalis/E.
aberto faecium
P10C2 04/02/2024 Campeonato de 400 200 E. faecalis/E.
Triathlon faecium/E. hirae
Area 3: Balneario Gaivotas (Matinhos)
P11C1 24/02/2024 Campeonato de Surf 2000 500 E. faecalis/E.
faecium
P11C2 25/02/2024 Campeonato de Surf 1000 1000 E. faecalis/E.
faecium
Area 4: Represa do Passatna (Curitiba)
P12C1 12/12/2023 Caiaque - Stand up 8000 100 E. faecalis/E.
paddle - Natagdo faecium
P12C2 21/01/2024 Caiaque - Stand up 700 400 E. faecalis/E.
paddle - Natacao faecium
P12C3 27/02/2024 Caiaque - Stand up 1000 100 E. faecalis/E.
paddle - Natagdo faecium
/E. gallinarum
P12C4 25/03/2024 Caiaque - Stand up 100 < 1/100ml ND
paddle - Natacao
P12CS 21/04/2024 Caiaque - Stand up 4000 1000 E. faecalis/E.
paddle - Natacdo faecium
Area 5: Parque Aquatico - Cidade da Regisio Metropolitana de Curitiba
P15C1 12/12/2023 Triathlon/recreacao < 1/100ml < 1/100ml ND
P15C2 21/01/2024 Triathlon/recreagao 200 100 E. faecalis/E.
faecium/E.
gallinarum
P15C3 21/04/2024 Triathlon/recreagio < 1/100ml < 1/100ml ND



P14C1p1 28/02/2024
P14C1p2 28/02/2024
P14C2p1* 24/03/2024
P14C2p2** 24/03/2024
P14C3p1* 21/04/2024
P14C3p2** 21/04/2024

Volei de piscina
(biribol)
Vélei de piscina
(biribol)
Vélei de piscina
(biribol)
Vélei de piscina
(biribol)
Volei de piscina
(biribol)
Volei de piscina
(biribol)

< 1/100ml

< 1/100ml

< 1/100ml

< 1/100ml

< 1/100ml

< 1/100ml

< 1/100ml

< 1/100ml

< 1/100ml

< 1/100ml

< 1/100ml

< 1/100ml

63

(conclusao)
ND

ND
ND
ND
ND

ND

Legenda: UFC — Unidades formadoras de colonia. ND = Nao detectado. *Piscina 1; **Piscina 2.
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5.3 PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

Os parametros fisico-quimicos foram mensurados somente nas coletas realizadas no
estado do Parand, por motivos de logistica.

Dentre todas as amostras hidricas, de modo geral, a turbidez apresentou maiores
valores nas areas costeiras monitoradas no presente estudo (Al, A2) (Tabela 11), locais estes
utilizados para atividades desportivas profissionais como Triathlon e travessias aquaticas. O
maior contingente de frequentadores / atletas também foi maior nessas areas quando comparado
ao ponto de agua doce bruta (A4) utilizada principalmente para praticas de recreacao de contato
secundario (Tabela 11).

A temperatura variou de acordo com o ponto de amostragem e estagdo do ano, no
momento da coleta, sendo os valores mais constantes observados para as amostras hidricas do
parque aquatico. Quanto ao pH, as amostras hidricas das areas A1, A4 e AS foram classificadas

como neutras a alcalinas, enquanto para os pontos A2 ¢ A3, como alcalinas apenas (Tabela 11).



T BUIDSIJ 44 [ BUIOSI ]y ‘BPUISO]

oonenbe 19]0 A - vT'8 S9°8 DoST 00S #xCdEDVId v20T/10/1¢
oonenbe 1970 - vT'8 $9°8 ST 00S x*1dEOVId ¥20T/v0/1¢C
odnenbe 19]0A - 61°8 8y Do¥C 00¢ #xCdCOVId ¥20¢/€0/vC
oonenbe 19]0A - 61°8 8y DoPC 00¢ *1dCOVId ¥20T/€0/¥C
opeyd9,] anbieq - 11°8 Sel D09C 0 #xCd[DV1d ¥20T/T0/8¢
Opeyd9] anbireq - 11°8 Sel Do9C 0 x*1dIDVId ¥20¢/C0/8¢
083LaI0NY/0BIBIEN - L'L T8l ST 00S €ISId ¥20¢/¥0/1¢
0BdBII09Y/0BIRIEN - 8T'L TIL DoST 000¢ ¢Os1d ¥20T/10/1¢
0BIBAI00Y/0BIRIEN - 9L Sve DoST 0061 IDs1d £c0g/Cl/cl
eqnLn) ap eueyjodoajapy 083Ny ep apepr) - odpenby anbaed - ¢ vary
ogdeleN - d[pped dn pueis - enbere) op eoneid soressed o sag0 op BSUASAI] L1°8 S9°L 09T 0s ¢ICId €c0T/v0/1¢
ogdeleN - [pped dn puels - onbere) op eoneid soressed o sag0 op BSUASAI] 96°L 96°L 09T 01 yOCld £207/€0/5¢
ogdeleN - a[pped dn puels - anbere) op eoneid soressed o sago op eduUAsAI] v1°8 6°€l Do9C 01 €ICId £¢0¢/c0/LT
ogdeleN - o[pped dn puels - enbere) op voneig soressed o s9€0 op BSUISAI] T8 €99 DolLT 0¢ ¢OCld €c0T/10/1¢
sosessed ‘so[eard ‘S9Bd
ogdejeN - apped dn puels - anbere) ap eonpid ‘SOSIOAIP SIBWIUE 9P BSUISAL] 8L 9C 8T 0T 1DC1d €c0T/Cl/Tl
eqnLIN)) - eUNEsseq op esdaday —  vaay
Jang ap ojeuoaduie)) SO0 op BOULSAI] 11°8 9L°¢ DoV C 00t ¢OIl1d ¥20T/C0/ST
Jang op ojeuoaduie)) SO0 op BOULSAI] 208 1'c DoST 00y ID11d ¥20T/20/¥T
SOYUIEIA — SB)JOAIRY) OLIEdU[eq — € BIIY
uofyeLL], dp ojeuoadure)) SO0 9p BIUSSAI] 91°8 vL'S DoPC 00L ¢O01d ¥20¢/20/%0
OFIoqeRIEUIIOTEISSIABT) SO0 9p BdULSAI] 61°8 9Z°6 DoST 008 1D01d ¥20¢/10/CC
eqmieaeny) — [enud)) eleld — 7 eIy
uoyyeLL], op oyeuoadure) SO0 9p BOUSSAI] €18 60T DoPC 008 €JI1d v20T/170/L0
0)12QE IBUL WD BISSIABL], SO0 9p BdUSSAI] 86°L L6€ D09C 008 ¢OId Y20C/10/v1
uofypelL], dp ojeuoadure) SO0 9p BdULSAI] L 79°s DoS°€€ 006> ID1d €20¢/C1/01
B(QOIR)) - BSURJA BIBIJ — [ BAIY
sazopejuonbaiy -
(NIN) 9p BprUWnSd
$9058AI0SqQQ) / SeAnIodsa seonelq SOPBAIISqO SIBWIUY Hd zapiqing, (Do) L apepnuen() B)9[09/0JU0J BlR(Q

"BJ0]09 P OJUSWIOW OU STewlue op eduosaid o soropejuonboiy op apepnuenb ‘sepejen o seyniq sende op soorwuinb-oo1syy sonowered op ogdeleAy ]| €[oqe]

99



67

5.4 DETECCAO DE HELMINTOS EM AMOSTRAS DE AREIA.

Foram analisadas 95 amostras de areia. Deste total, 14,7% (n=14/95) apresentaram
contamina¢do por ovos ou larvas de helmintos (Tabela 12). As quadras abertas (outdoor)
representaram um total de 75 amostras e as fechadas (indoor) correspondiam a 20 amostras.

Ovos de helmintos e larvas de nematddeos foram detectados somente nas areas de

ambientes abertos de ambos os estados.

Tabela 12: Pontos de coleta em que se detectou a contaminacao por larvas de nematddeos e ovos de helmintos, em quadras de areia onde sao
praticadas diferentes modalidade de esportes, nos estados de Santa Catarina e Parand, no periodo de novembro de 2023 a setembro de 2024,
em diferentes amostras arenosas.

AREA | PONTO/ DATA/LOCAL PRATICA OVOS DE HELMINTOS LARVAS DE
COLETA ESPORTIVA NEMATODEOS
Al P2Cl1 10/12/2023 — Praia Mansa — Volei de praia ND +
Caioba - PR
Al P5 04/02/2024 — Praia Central — Campeonato de Ténis ND +
Caioba — PR de praia
A4 P13C1 12/12/2023 — Represa do Volei de ND +
Passatina — Curitiba — PR praia/Futevolei

A6 P16C1 20/11/2023 — UFPR — Curitiba —  Vélei de praia/ténis de + (Familia Ascarididae) +
PR praia

A6 P17C2 05/12/2023 — UFPR — Curitiba —  Volei de praia/ténis de + (Familia Ascarididae) +
PR praia

A6 P16C8 24/06/2024 — UFPR — Curitiba —  Vélei de praia/ténis de ND +
PR praia

A6 P16C9 22/07/2024 — UFPR — Curitiba —  Volei de praia/ténis de ND +
PR praia

A6 P17C9 22/07/2024 — UFPR — Curitiba—  Vdlei de praia/ténis de ND +
PR praia

A6 P17Cl11 24/09/2024 — UFPR — Curitiba—  Vdlei de praia/ténis de ND +
PR praia

A7 P19Cl1 21/01/2024 — Praia Beira Mar Volei de praia/ténis de + (Ancilostomatideo) ND

Norte — Floriandpolis - SC praia

A8 P21Cl1 21/01/2024 - Praia de Jureré — Volei de praia/ténis de ND +
Florianopolis - SC praia

A8 P21C2 28/02/2024 - Praia de Jureré —  Vdlei de praia/ténis de ND +
Floriandpolis - SC praia

Al4 P27C3 25/11/2024 — Lagoa da Volei de praia/ténis de + (Ancilostomatideo) i
Conceigdo - Florianopolis — SC praia

Al5S P28C3 09/12/2024 — Canasvieiras — Volei de praia/ténis de ND +
Florianopolis - SC praia

Legenda: ND — Nao Detectado. + - Positivo.
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5.4.1 ESTADO DO PARANA

Do total de amostras que se mostraram positivas para ovos de helmintos e larvas de
nematodeos durante o estudo, 64,2% (n=9/14) foram detectadas no estado do Parana.

A area 1 apresentou 22,2% de amostras arenosas contaminadas (n=2/9). Ressalta-se
que a coleta no ponto 5 foi feita exatamente durante uma competicdo de ténis de praia, onde
foram detectadas larvas de nematodeos

Para a quadra de areia localizada na Represa do Passatina em Curitiba (area 4), 11,1%
das amostras apresentaram contaminacdo, onde larvas de nematddeos foram detectadas na
primavera.

A maior positividade no estado se deu na area 6 que compreende duas quadras anexas
do Centro de Educagdo Fisica e Desportos da Universidade Federal do Parana, onde 21,4% de
amostras continham ovos ou larvas de helmintos. Ovos da familia Ascarididae, similares a

Ascaris sp., foram evidenciados em duas campanhas de coleta.

5.4.2 ESTADO DE SANTA CATARINA (FLORIANOPOLIS)

Da totalidade de amostras positivas obtidas no estudo, a capital do referido estado foi
imputada em 35,7% (n=5/14) das amostras.

A Praia de Beira Mar Norte, caracterizada como area 7, foi responsavel por 20% das
amostras de areia contaminadas examinadas para o estado, sendo detectados ovos de
ancilostomatideos. A 4rea 8, Praia de Jureré Internacional, apresentou 40% (n=2/5) de
positividade.

Foram detectados ovos de ancilostomatideos e larvas de nematodeos, na area 14,
caracterizada como Lagoa da Conceicdo — Florianopolis, totalizando 20% (n=1/5) de
positividade.

A Praia de Canasvieiras, caracterizada como 4rea 15, ndo apresentou contaminagdo
por ovos de helmintos, porém, em 20% das amostras analisadas, larvas de nematddeos foram

detectadas.
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6. DISCUSSAO

E indissociavel o conceito de saude a pratica de esportes (SAPUTRA e SULTONI,
2019). Entretanto, apesar dos beneficios, especialmente para esportes praticados em ambientes
naturais, um risco oculto a satde publica pode existir, quando estes apresentam-se
sistematicamente ou pontualmente impactados por contaminacdo fecal humana ou animal
(MOORE et al., 2013; WILSON et al., 2014; EIGENSCHENK et al., 2019; LEAL et al., 2024).

Considerando a maior vulnerabilidade de contaminagao desses ambientes € os critérios
de sele¢do para a avaliacdo da qualidade sanitdria das éareas esportivas de dois estados
brasileiros, em especial, locais onde ocorrem competi¢des esportivas oficiais, no presente
estudo, 11 das 16 areas monitoradas compde ambientes naturais aquaticos e arenosos abertos.

Parasitoses como a giardiose e especialmente a criptosporidiose apresentam amplo
potencial zoonotico e, a disseminacdo de protozodrios por animais domésticos, de producao e
silvestres também nao pode ser descartada nesses locais (FAYER et al., 2004b). Dentre os
animais silvestres, as aves que habitam ambientes estuarinos e areas costeiras sempre foram
consideradas como potenciais dispersoras de Giardia spp., € Cryptosporidium spp.
(GRACZYK et al., 2008).

Entretanto, ressalta-se que o esgoto doméstico liberado in natura é considerado a
principal via de contaminag¢dao e introducdo de patdogenos como parasitos € bactérias em
ambientes de agua doce e, consequentemente, como afluentes, sdo responsaveis pelo impacto e
deterioragdo de praias e areas costeiras (FAYER et al., 2004b; GRACCIA et al., 2018. LEAL
et al., 2024).

Os dados mais atuais de saneamento no Brasil revelam que apenas 56% da populacao
brasileira contam com atendimento com rede de esgoto e, do esgoto gerado, 52,2% sao tratados
(SNIS, 2022), havendo grande disparidade entre regides e estados do pais.

Dentre as amostras hidricas analisadas, as principais modalidades e competi¢des
esportivas para atletas profissionais ocorreram em dareas costeiras do Parand, seguidas de
modalidades esportivas para atletas amadores em praias de Santa Catarina. A contaminagao por
protozoarios patogénicos foi evidenciada em ambas as areas litoraneas contempladas nesse
estudo.

Apesar da ampla quilometragem costeira do Brasil, a avaliacdo da contaminagdo da
agua do mar por Cryptosporidium spp., € Giardia spp., e, indiretamente de invertebrados

filtradores que atuam como bioindicadores, por técnicas que apresentam maior acuracia, como
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as imunoldgicas e moleculares, ¢ concentrada nos estados de Santa Catarina e Sao Paulo (LEAL
et al., 2008; SOUZA et al., 2012, 2013; LEAL et al., 2013, 2018; PINTO et al., 2020).

Entretanto, a avaliagdo concomitante da concentracdo de bactérias indicadoras de
contaminacdo fecal e a afericdo da presenca de protozoarios em agua e helmintos em areia, no
momento exato da realizacdo de competi¢cdes esportivas nacionais e internacionais, realizadas
em territorio nacional, nunca foi realizada.

Atestar a qualidade desses ambientes durante o desenrolar das praticas esportivas €
relevante, especialmente para parasitos, que apresentam periodos de incubagdo mais longos e
frequentemente sdo negligenciados, em comparacdo com infec¢des provocadas por bactérias
ou virus (ROBERTSON, 2018; ROUSSEAU et al., 2018).

Dessa forma, as analises efetuadas durante a execucgdo de esportes e, em situagoes de
surtos ou de casos esporadicos de infeccdes cutaneas, gastrointestinais e oculares,
eventualmente adquiridas por atletas apds a pratica esportiva, poderiam auxiliar para um melhor
direcionamento e para um diagnodstico mais conclusivo, mediante pesquisa e confirmagao de
infeccdo por parasitos, incriminados menos frequentemente como causadores de tais quadros
clinicos.

Apesar de outros agentes patogé€nicos poderem estar presentes nos ambientes
utilizados para praticas esportivas, € importante salientar que a dose infectante para parasitos €
considerada baixa, diferindo de infec¢des bacterianas e, quando presentes no ambiente, cistos
e oocistos de protozoarios, € ovos de helmintos sdo considerados longevos e extremamente
resilientes, propiciando maiores oportunidades de infec¢do (ORTEGA e ADAM, 1997;
CAREY etal., 2004; MAYA et al., 2012).

Esportes em que hd imersdo total do atleta na agua, de alta intensidade e de maior
duracdo sdo particularmente mais propensos a aquisi¢ao e desenvolvimento de doengas, como
a travessia aquatica e triathlon, modalidades esportivas que ocorreram em diferentes localidades
do litoral do Parana monitoradas no presente estudo, nas areas 1 (Praia Mansa de Caiobd) e 2
(Praia central de Guaratuba).

De fato, essas situacdes foram verificadas apos uma longa competicao de triathlon
realizada em Copenhagen, Dinamarca, onde os atletas na etapa de natagdo deveriam cruzar um
percurso de 3,8 km em agua do mar. Apds alguns dias da realizag¢do da prova, 838 participantes
responderam a um questionario e, 351 afirmaram apresentar sintomas gastrointestinais como
diarreia e vomito associados a ingestdo ndo intencional de 4dgua contaminada (HARDER-
LAURIDSEN et al., 2011). A analise de amostras fecais de parte dos competidores revelou a

presenga, principalmente de Campylobacter jejuni, seguido de Giardia duodenalis e E. coli.
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Em um episddio recente de surto de criptosporidiose no Quénia, 162 militares
britanicos desenvolveram diarreia apds um treinamento de natacdo. C. hominis foi isolado
através de técnicas moleculares aplicadas em amostras fecais dos pacientes, apontando a agua
recreacional contaminada como provavel causa do surto (TORIRO et al., 2024).

No presente estudo, a contaminacao por Giardia spp., € Cryptosporidium spp., foi
evidenciada nas duas campanhas de coleta realizadas no periodo de verdo, em uma das praias
mais frequentadas e com maior infraestrutura no estado do Parana - area A2 (Praia Central de
Guaratuba). O DNA de Giardia spp., foi detectado na dgua do mar durante a execucdo de
competicao de travessia em mar aberto para atletas profissionais, e oocistos de Cryptosporidium
spp., durante a competi¢cao de triathlon.

De fato, observa-se escassez de dados quanto a contaminagdo por ambos os
protozoarios intestinais em regides litoraneas do Parana. Entretanto, recentemente, Leal et al.
(2024), conduziram o estudo mais longo do pais, relacionado a monitoramento concomitante
de Giardia spp., Cryptosporidium spp., Escherichia coli e Enterococcus sp., com coletas de
amostras mensais, por um periodo de 2 anos da dgua do mar e de corpos hidricos afluentes a
trés praias do estado. Os resultados desse estudo revelaram a importancia do monitoramento de
ambos 0s protozodrios intestinais por periodos prolongados na adgua do mar, visto que a
contaminagdo pode ser intermitente.

Para um dos pontos, praia de Brejatuba em Guaratuba, considerado o mais
contaminado e com maior frequéncia de detec¢do de cistos e oocistos no primeiro ano de
monitoramento (2017), apresentou a melhor qualidade no segundo ano (2018), onde a
contaminagdo por ambos os protozoarios ndo foi detectada em nenhum dos 12 meses de
monitoramento.

Quanto ao perfil do saneamento dos municipios litoraneos do estado do Parana, em
comparagdo com o estudo realizado em 2017 e 2018 por Leal et al. (2024), nota-se uma
melhoria na cobertura do servigo. No municipio de Matinhos, onde se encontram 2 balnearios
do presente estudo, no ano de 2018, 65,04% do esgoto era coletado (SNIS 2018). J4 em 2022,
90,65% do esgoto gerado era coletado, sendo 100% tratado (SNIS 2022). Para o municipio de
Guaratuba, em 2018 havia 53,2% de cobertura, ¢ em 2022, esse nimero subiu para 83,5 %
sendo tratado todo volume.

Apesar dos incrementos, quando considerado o estudo realizado nos anos de 2017 e
2018 no litoral do Parand, com as anélises realizadas no ano de 2024 do presente estudo, em
ambos foi detectada a contaminag@o por protozoarios patogé€nicos e expressiva contagem de

bactérias indicadoras de contaminagdo fecal (BICF). Ainda que haja a possibilidade de
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contaminagdo intermitente, pode-se tracar um perfil de epidemiologia ambiental de
protozoarios patogénicos e BICF persistente nas aguas litoraneas do estado do Parana.

As areas Al, A2 e A3 apresentam similaridades geograficas com o estudo supracitado,
contudo, praias e balnedrios diferentes foram analisadas, seguindo o calendario de competi¢cdes
esportivas oficiais dos municipios, uma das principais metas do presente estudo. Além disso,
no estudo anterior na costa litoranea do estado, as analises foram conduzidas em dias de semana
e, no presente estudo, todas as amostras foram coletadas nos finais de semana, periodo esse em
que ha maior frequéncia de banhistas e atletas profissionais ou amadores.

Em trabalho anterior realizado em praias dos Estados Unidos, onde se realizou a coleta
de 4gua do mar em dias de semana e finais de semana, foi constatado que as maiores
concentragdes de cistos de Giardia, oocistos de Cryptosporidium e esporos de espécies de
microsporidios foram detectadas durante os finais de semana (GRACZYK et al., 2007).

Outro estudo norte americano conduzido em uma area costeira mostrou forte
correlagdo entre concentragdes mais elevadas de ambos os protozoarios e elevado niamero de
banhistas na agua do mar (SUNDERLAND et al., 2007). Assim, os autores sugeriram que se
deve realizar a pesquisa desses protozoarios quando hé presenga macica de banhistas ou mesmo,
limitar o numero de individuos em determinadas areas contaminadas por esses protozoarios.

Essa situacdo € preocupante, visto que em competicdes esportivas o contingente de
atletas que adentram a mesma area ao mesmo tempo € extremamente elevado, promovendo a
ressuspensao de sedimentos podendo aumentar a concentragao de protozodrios na agua; nas
competicdes de travessia em mar aberto e triathlon realizadas no litoral paranaense, ao longo
do dia, de 700 a 900 atletas participaram, de acordo com a organizacao do evento.

No periodo do estudo, nao houve calendario oficial de praticas esportivas destinadas a
atletas profissionais em aguas costeiras da capital do estado de Santa Catarina, Floriandpolis.
Entretanto, diferentes modalidades esportivas sdo praticadas diariamente pela populagdo
autdctone e turistica.

De fato, a qualidade ambiental de 4reas costeiras ¢ considerada importante atrativo
para o lazer de turistas nacionais e internacionais, € nesse quesito, de 2015 a 2019, a capital de
Santa Catarina manteve-se atras somente do Rio de Janeiro, ocupando por 5 anos consecutivos,
a segunda colocacdo como destino mais procurado por turistas (BRASIL, 2019).

Ainda, em janeiro de 2025, 1.483.669 turistas internacionais desembarcaram em
territorio nacional. Desse total, os trés estados do sul do Brasil, foram responsaveis por receber

924.138 visitantes internacionais, o que representa 62% do total de turistas (BRASIL, 2025).
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Entretanto, surtos de gastroenterite sdo frequentes na capital de Santa Catarina na
temporada do verdo e, no municipio de Florianopolis, apenas 62,75% do esgoto ¢ coletado, e
desse total, 100% do volume coletado ¢ tratado (SNIS, 2022).

No presente estudo, oocistos de Cryptosporidium spp., ndo foram detectados em
nenhuma amostra de 4gua do mar dos pontos examinados em Floriandpolis. Contudo, cistos de
Giardia spp., foram evidenciados em duas campanhas de coleta em janeiro e maio de 2024, em
importante praia frequentada por turistas de maior poder aquisitivo — Jureré Internacional, bem
como utilizada para a pratica de windsurf, kitesurf e natagdo, pela populacao autdctone.

Em estudos anteriores conduzidos em conjunto por pesquisadores de Sao Paulo e Santa
Catarina, para a avalia¢ao da qualidade sanitéria e presenga de protozoarios em areas destinadas
a maricultura de Florianopolis, oocistos de Cryptosporidium spp., foram detectados em ostras
e a contaminag¢ao por Giardia duodenalis nas aguas de cultivo, bem como em ostras depuradas
para o consumo humano (SOUZA et al., 2012, 2013).

Quando considerados os resultados desse estudo de analise de aguas costeiras em
conjunto do Parand e Santa Catarina, para protozodrios intestinais, obtém-se um perfil de
epidemiologia ambiental mais relevante e frequente pela contaminacdo por cistos de Giardia
spp.

Este fato ¢ corroborado por um amplo estudo que avaliou a contaminagao por cistos e
oocistos em diferentes praias do estado de Sao Paulo, mediante detec¢ao por IMS e RID (Pinto
et al., 2020), onde 43% das amostras continham cistos e, 13% oocistos. Em adi¢ao, a analise de
avalia¢do quantitativa de risco microbiano (QMRA), demonstrou que os banhistas e nadadores
apresentam maior probabilidade de aquisicao de giardiose em comparagao a criptosporidiose,
visto que o risco estimado variou de 2.5 x 10 a 2.4 x 10"}, e a incidéncia esperada varia entre
dois e 240 casos em 1,000 individuos expostos as 4guas recreacionais contaminadas com cistos.

Outrossim, aguas residuais disseminam mais cistos de Giardia, do que oocistos de
Cryptosporidium no ambiente (ONURSAL e ICGEN, 2023), e o tratamento usual de esgoto
ndo remove na totalidade os (oo)cistos de protozodrios, onde uma parcela retorna ao ambiente
(NASSER et al. 2012, 2016).

No contexto mundial, a epidemiologia ambiental de Cryptosporidium spp., € Giardia
spp., em aguas costeiras ¢ melhor compreendida quando comparada a Toxoplasma gondii. Ha
especial escassez de dados quanto as espécies de Cryptosporidium que circulam em aguas
costeiras do Brasil, bem como de estudos com enfoque na detec¢do do protozoario utilizando

ferramentas moleculares (LEAL et al., 2024).
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Quanto a genotipagem de G. duodenalis no ambiente marinho ou salobro, os poucos
estudos realizados no pais demonstram predominio da assembleia A, C (com especificidade
parasitaria por canideos) e subassembleia AIl — de origem antroponoética e com potencial amplo
de infecgdo de seres humanos (SOUZA et al., 2012, 2013; LEAL et al., 2018).

Considerando este cendrio, no presente estudo, apesar do principal objetivo referir-se
a avaliacdo da presenca de protozoarios durante as atividades esportivas profissionais,
utilizando duas ferramentas de detec¢do, a etapa seguinte, genotipagem dos isolados de
Cryptosporidium spp., € Giardia spp., atuard como estratégia para a rastreabilidade das fontes
de contaminacdo fecal. Contudo, o risco potencial existe, demonstrando que ambos o0s
protozoarios estdo em circulacdo durante a execucao de modalidades esportivas que exigem
maior esfor¢o e constancia dos atletas, como as travessias aquaticas e triathlon.

Em contraposicao, essa contaminagdo pode ser ainda maior do que a evidenciada, visto
que somente 10L de amostra foram coletadas, minutos apos a largada das competi¢des, na praia
central de Guaratuba que apresenta 2,5 km de extensao.

A resisténcia a salinidade ¢ um fator que maximiza a possibilidade de aquisicao de
ambos o0s protozodrios durante as praticas esportivas: oocistos de Cryptosporidium parvum,
elencado entre as principais espécies que infectam humanos e com ampla ubiquidade no
ambiente aquatico, mantém a capacidade infectante inalterada em dguas salinas por até um ano
(TAMBURRINI e POZIO, 1999). Do mesmo modo, G. duodenalis manteria o potencial
infectante em 4aguas costeiras, visto que dois surtos associados ao consumo de bivalves
marinhos ja foram reportados nos Estados Unidos (RYAN et al., 2019).

Adiciona-se ao cenario de aquisi¢ao de protozooses intestinais, um incremento do risco
para esses atletas, visto que a contaminacao por 7. gondii foi evidenciada durante competigdes
de atletas profissionais, em duas modalidades esportivas executadas em agua do mar no
presente estudo.

Em contato com a 4gua do mar, os oocistos esporulam em poucos dias, podendo ficar
viaveis e manter a capacidade infectante por varios meses e até anos (LINDSAY et al., 2003).
Os oocistos de 7. gondii apresentam natureza robusta sendo resistentes a diversos métodos de
tratamento de esgoto, estando presentes inclusive em agua de reuso, podendo ser reintroduzidos
no ambiente (BASTOS et al., 2022).

A contaminagdo de areas costeiras por 7. gondii ¢ feita mediante evidéncias indiretas
pela deteccao do DNA do protozoario, mais frequentemente isolado em organismos sentinelas

de contaminagdo, como os moluscos bivalves, ou mediante comprovacdo da infeccdo de
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diferentes espécies de mamiferos marinhos por biologia molecular ou sorologia (DUBEY et al.,
2003; AHMADPOUR et al., 2022).

A detecgdo de oocistos de 7. gondii em amostras de 4gua ainda representa um desafio,
visto que de modo diferente a Cryptosporidium e Giardia, ainda ndo existem kits comerciais
contendo anticorpos de captura conjugados com esferas magnéticas (IMS) e anticorpos
monoclonais anti-Toxoplasma gondii, conjugados com isotiocianato de fluoresceina (RID)
(BAHIA-OLIVEIRA et al., 2017; SHAPIRO et al., 2019).

Entretanto, em estudo recente que evidenciou o primeiro registro de oocistos de 7.
gondii em agua de piscinas (PINEDA et al, 2020), foi utilizado o liquido de descarte da etapa
de IMS para isolamento de protozoarios intestinais, para uma segunda concentracdo e
visualizagdao de oocistos de 7. gondii — like, visto que exibem autofluorescéncia em luz UV,
atuando como um pré-screening da amostra. Ainda assim, devido a essa caracteristica estar
presente em outros coccidios, a confirmacao definitiva da presenga de 7. gondii deve ser feita
por bioensaio ou biologia molecular DUMETRE e DARDE, 2003; SHAPIRO et al., 2019).

O presente estudo representa uma importante contribui¢ao para a saude publica e para
a epidemiologia ambiental da toxoplasmose, visto que este ¢ o primeiro relato da contaminagao
por T. gondii, isolado diretamente da dgua do mar por qPCR, durante as competi¢cdes dos
eventos esportivos de travessia em mar aberto e campeonato de surf, respectivamente nos
balnearios de Caioba e Gaivotas, areas Al e A3, ambos localizados na cidade de Matinhos,
Parana.

A pratica de surf, realizada na area 3 desse estudo, também representa grande desgaste
fisico para os atletas. Apesar de ficar grande parte do tempo sob as pranchas, a cada bateria das
provas, entram em contato com a agua do mar, podendo ingeri-la acidentalmente.

No Reino Unido e Pais de Gales, foi demonstrado por Leonard e seus colaboradores
(2018), que praticantes de surf, especialmente atletas do sexo masculino abaixo de 45 anos,
apresentam trés vezes maior probabilidade do que os ndo praticantes da modalidade esportiva
de desenvolverem colonizacdo intestinal por uma cepa virulenta de E. coli resistente a
antibioticos.

Os indicadores de contaminacdo fecal mais amplamente utilizados para mensurar a
qualidade das dguas costeiras no mundo sdo a E. coli, que indica contaminacdo fecal recente, e
bactérias do grupo dos enterococos, que sdo mais resistentes no ambiente e oferecem uma
perspectiva de contaminagao continua (AWWA, 1990; BRASIL, 2000; EU, 2006).

Durante a avaliacdo e quantificagdo de BICF nas trés areas costeiras analisadas do

litoral do Parand, pelo menos em uma campanha de coleta, contaminacdes expressivas (acima
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de 1000 NMP/100 mL) foi aferida. Contudo, para a classificacdo de balneabilidade no Brasil,
e para a praia ser considerada como propria ou imprépria para banho, deve-se realizar analise
de um conjunto de cinco ou mais amostras semanais, no mesmo local (Brasil, 2000). A praia
sera considerada impropria quando em 80% ou mais de um conjunto de amostras obtidas nessas
semanas, o valor obtido na ultima amostragem for superior a 2500 coliformes fecais
(termotolerantes) ou 2000 Escherichia coli ou 400 enterococos por 100 mililitros.

Dessa forma, neste estudo foi tragado um panorama pontual de BICF dos pontos
analisados, exatamente durante os eventos esportivos, dados esses que sdo escassos na
literatura. Em adicdo, em alguns meses de avaliacdo, a contaminagdo, em uma Unica
amostragem, extrapolou o limiar permitido, como por exemplo, para a A2 (Praia central de
Guaratuba), onde em janeiro de 2024, durante a competicdo para atletas profissionais de
travessia em mar aberto, a concentracdo de 2000 NMP/100mL foi aferida para Enterococcus
sp., € E. coli (Tabela 10).

A legislacao para qualidade de areas costeiras no Brasil ndo ¢ atualizada ha 25 anos e,
¢ relativamente permissiva, pois apesar de sinalizar a pesquisa em trés frentes, a qualidade
sanitaria da dgua pode ser apontada apenas com a analise de um indicador, muitas vezes com
valor preditivo menor, como a enumeragao de coliformes termotolerantes. Nesse sentido, os
dados do presente estudo demonstram que em uma atualizacdo da legislacdo, pelo menos dois
indicadores deveriam ser pesquisados, como obrigatoriedade, para garantia da seguranca e
balneabilidade.

A presenca de BICF em 4gua ndo confirma necessariamente a contamina¢io
por protozoarios, mas sugere um risco potencial de sua ocorréncia, uma vez que ambos sdo
transmitidos pela rota fecal-oral, embora bactérias sejam removidas ou inativadas mais
precocemente do que protozodrios encistados (SRISUPHANUNT et al., 2010; LEAL et al.,
2024) Estudos divergem entre si, mas em geral ndo ha correlacdo entre BICF e protozoarios,
especialmente em dgua do mar (KORAJKIC et al., 2018).

Por meio da tecnologia do MALDI-TOF, foi possivel realizar a identificagdo das
espécies de enterococos isolados das amostras. A grande maioria foi identificada como E.
faecalis e E. faecium, bactérias gram-positivas comensais que habitam o trato intestinal
humano. E. faecalis é a causa mais comum de infec¢des enterococicas, sendo frequentemente
encontrado no ambiente; E. faecium apresenta carater emergente sendo encontrado em
ambientes hospitalares com variantes resistentes a antibioticos como a vancomicina (WEI et
al., 2024). Ambos refletem diretamente o impacto antropogénico do descarte inadequado de

dejetos no ambiente.
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E. hirae e E. gallinarum foram detectados em menor frequéncia nas amostras do
estudo; ambos compdem a flora humana e animal tendo caréater zoonotico, podendo raramente
causar doengas em humanos, sendo considerados como patdgenos oportunistas (ZHAO et al.,
2018; PICCININI et al., 2023).

Nao obstante, quando considerada a diversidade de amostras hidricas no mundo, ha
um maior nimero de estudos acerca da qualidade microbioldgica e parasitologica em aguas
superficiais (KARANIS et al., 2007, COELHO et al., 2017; ROSADO-GARCIA et al., 2017;
SQUIRE e RYAN 2017; KORAJKIC et al., 2018, SCHERER et al., 2022; BONATTI et al.,
2023), especialmente por esses locais de a4gua doce serem utilizados como fonte de 4gua para o
consumo humano e, em menor extensao, para a pratica de desportos.

De fato, na capital do Parand, a ocorréncia de Cryptosporidium spp., € Giardia spp.,
em mananciais que serdo captados para o tratamento e posterior distribuicdo da agua ¢
inexistente. Nesse sentido, o presente estudo representa importante contribui¢ao visto que uma
das localidades analisadas - (area 4, ponto 12 — represa do Passatina), além de ser amplamente
utilizada para fins esportivos, também ¢ um ponto de captagdo de dgua da Companhia de
abastecimento da capital.

A contaminagdo por Giardia spp., foi verificada em um dos meses de amostragem em
agua superficial bruta da represa tanto por reagao de imunofluorescéncia direta, como por PCR.
Este fato ¢ relevante, quando se considera que cistos do protozoario podem manter sua
capacidade infectante inalterada por até dois meses neste tipo de amostra (DEREGNIER et al.,
1989).

Embora durante as campanhas de coletas tenham sido avistados individuos nadando
na represa, as praticas esportivas mais frequentes foram aquelas de contato secundario, como o
uso de caiaques e para Stand Up Paddle. Para essa ultima, o desequilibrio e queda na agua ¢
frequente, onde a possibilidade de ingestdo de 4gua doce pode ocorrer.

A 4rea da represa do Passauna também foi a que apresentou maiores niveis de BICF
durante o periodo do estudo, inclusive sendo evidenciada contaminacdo simultinea com
protozodarios patogénicos durante a campanha de coleta 1 (Tabelas 9 e 10). Apesar de ser uma
area alocada em uma regido de preservagao, rodeada de matas, a contaminacao por esgoto
doméstico ndo pode ser descartada. Além disso, ha grande circulacdo de animais silvestres
(capivaras, macacos, entre outros) e, de animais domésticos (caes, gatos e cavalos), que foram
observados durante as coletas.

Nessa localidade, hd enorme presenca de aves silvestres que podem ser importantes

carreadores de (0o)cistos para aguas doces. Nao obstante, estudo de revisdo recente demonstrou
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que o potencial de disseminagao desses protozoarios por aves, como veiculos de contaminagao
em aguas superficiais, € provavelmente superestimado, visto que espécies nao zoondticas de
Cryptosporidium sdo dominantes entre aves migratorias selvagens, assim como Giardia psittaci
e Giardia ardeae, ndo zoonoticas, sdo as principais espécies que infectam esses animais (EGAN
et al., 2024).

Em adi¢do, mesmo quando a agua superficial ¢ captada e tratada por sistemas
produtores de agua, falhas podem ocorrer e, em algumas situagdes gerar surtos como verificado
nos Estados Unidos (MAC KENZIE et al., 1995) e no Reino Unido (PULESTON et al., 2014).

No estado do Parand, em regido de triplice fronteira, a contaminagdo por Giardia spp.,
e Cryptosporidium spp., foi detectada em agua tratada (exatamente ao final do tratamento feita
pela Cia de abastecimento), e, cistos de Giardia spp., em um dos CMEI (Centro Municipal de
Educacao Infantil), em Foz do Iguagu, demonstrando que a contaminagdo pode ocorrer também
apos o tratamento, ou seja, na etapa de distribuicdo da 4gua (SCHERER et al., 2022). Ainda, o
estudo evidencia que, independentemente da espécie ou gendtipo, o tratamento convencional
nao foi capaz de remover na totalidade cistos e oocistos dos protozoarios, que corresponde a
prioridade principal, para a prote¢do da saude publica.

Dessa forma, o monitoramento sistematico de protozoarios em aguas brutas utilizadas
para o abastecimento de 4gua, ou pratica de esportes, caso deste ponto do presente estudo, antes
e apos o tratamento (ndo contemplado por legislacdo), atuaria como estratégia de prevencao ou
mitigacao de surtos de veiculagao hidrica.

No contexto das dguas recreacionais tratadas, constata-se uma escassez de dados sobre
a contaminacao por protozodrios patogénicos no Brasil e na América Latina. Nessas regides do
continente americano, observa-se uma defasagem nos sistemas de monitoramento e vigilancia
epidemioldgica e sanitaria, especialmente quando comparados aos padrdes adotados na Europa,
nos Estados Unidos e na Nova Zelandia, onde surtos associados a piscinas sdo regularmente
notificados e investigados. (MA et al., 2022; BOURLI et al., 2023).

Historicamente, a aquisi¢do de criptosporidiose nos Estados Unidos era atrelada a
ingestdo de agua tratada da torneira, alimentos contaminados, manejo de animais como o gado
bovino e contato com pessoas infectadas em ambientes de cuidados infantis (GHARPURE et
al. 2019). Contudo, observa-se uma mudanca significativa no perfil epidemiologico dessa
parasitose, com um deslocamento progressivo dos padrdes tradicionais de transmissdo, onde a
maior parte dos surtos tem como fonte de origem as piscinas, sejam elas privadas ou de parques

aquaticos publicos.
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Neste contexto, este também constitui o primeiro estudo do pais a avaliar a qualidade
parasitologica e microbioldgica de aguas recreacionais tratadas de um parque aquatico,
ambiente que, devido ao elevado fluxo de usuarios, pode atuar como foco potencial de
contaminac¢do e infeccdo dos frequentadores. Dentre as piscinas analisadas nesse estudo, a
maior delas ¢ utilizada em determinadas ocasides para competigdes de Triathlon. Para o uso
mais rotineiro, isto €, recreacional, em varios momentos do dia, sdo produzidas ondas de modo
artificial, propiciando maiores oportunidades para a ingestao de agua.

A contaminagdo por cistos de Giardia spp., nessa localidade foi frequente, sendo o
protozoario detectado em 77,78% das amostras analisadas. Cabe ressaltar que 0 movimento
constante nesses ambientes favorece a ressuspensao de sedimentos, com aumento da turbidez
da agua (Tabela 11), fator que pode potencializar o risco de transmissdo de doencas de
veiculagdo hidrica. Em apenas uma campanha de coleta ndo se observou contaminagdo por
protozoarios, em fevereiro de 2024, quando o parque estava fechado para manutenc¢ao.

A turbidez, que nas demais campanhas de coleta atingiu valores elevados de até¢ 71
UT, neste més, apresentou o menor valor (1,35 UT). Sendo assim, estabelece-se uma relagao
direta entre o nimero de frequentadores, elevada turbidez e a qualidade sanitria da agua.

Ressalta-se que o tratamento e a desinfec¢do quimica por cloragdo executada pela
manuten¢do do parque aquatico foi eficaz, para a remocdo de BICF, majoritariamente
consideradas com valores <1.0 NMP/100mL.

Somente em uma ocasido, janeiro de 2024, aferiu-se contaminagdo simultanea por
(BICF) e protozoarios patogénicos (Tabela 9), configurando uma ndo conformidade com os
parametros estabelecidos pela Resolugdo SMS n°® 40 de Curitiba e pela norma ABNT 10818,
que exigem a auséncia de microrganismos em piscinas de dgua tratada. Nota-se que a detec¢ao
foi feita no dia em que o parque apresentou o pico de frequentadores (3,000 individuos), onde
a quantidade de contaminantes, e a probabilidade de acidentes fecais € proporcional.

Quando comparadas as legislagdes vigentes para aguas de piscinas, observa-se
discrepancias significativas entre os pardmetros estabelecidos pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) e aqueles previstos na Resolucdo SMS n° 40 de Curitiba. Embora a norma
municipal se mostre mais restritiva quanto aos valores permitidos para a maioria dos
indicadores microbiologicos e fisico-quimicos, observa-se uma notavel exce¢dao no caso dos
limites de turbidez: os valores maximos admitidos pela legislagdo curitibana chegam a ser dez

vezes superiores aos recomendados pela OMS.
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Mais uma vez, isso se apresenta como uma situacdo preocupante, visto que,
historicamente, quando surtos de enorme magnitude ocorreram, a turbidez da agua estava
elevada (MACKENZIE et al., 1995; SRISUPHANUNT et al., 2010).

Em duas campanhas de coleta no parque aquatico - dezembro de 2023 e janeiro de
2024, assim como em uma campanha de coleta de dgua bruta doce da represa - dezembro de
2023, foram observados resultados concordantes entre as diferentes metodologias analiticas
(RID e PCR) empregadas para detec¢cao de protozoarios patogénicos (Tabela 9). Entretanto, o
método 1623.1 da Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 2012) que
envolve a purificagdo da amostra por IMS e visualiza¢ao por RID ¢ considerado o padrao ouro
para a detecgao de cistos e oocistos de Giardia spp., € Cryptosporidium spp., respectivamente.

A PCR ou gPCR apresentam alta sensibilidade e especificidade, sendo ferramentas
valiosas para a deteccdo de protozoarios patogénicos em agua. Porém, apresenta algumas
limita¢des, como por exemplo a presenca de inibidores, em amostras complexas como a agua
de retrolavagem de filtro de piscinas, que podem conter resquicios de pele, cabelos, oleos e
protetor solar, além de acidos humicos e fulvicos, presentes em aguas superficiais, que podem
inibir a reacdo (PINEDA et al., 2020).

Além da presenga de inibidores, outro fator que pode explicar essa situagdo consiste
na pequena concentracdo de (oo)cistos - e consequentemente, de DNA disponivel para
amplificacdo — em amostras ambientais, ou, quando confirmados por DIC (microscopia de
contraste de interferéncia diferencial), revelam estruturas consideradas como “empty” — vazios,
sem esporozoitos nos oocistos ou nucleos visiveis nos cistos, inviabilizando a PCR (ANCENO
et al., 2007; GIRONES et al., 2010; SCHERER et al., 2022).

Contudo, cabe ressaltar que a utilizagdo isolada de técnicas moleculares para
identificacdo de protozoarios, ndo permite inferir automaticamente a riscos efetivos a saude de
atletas e frequentadores desses ambientes, uma vez que a presenga de DNA ndo equivale
necessariamente a existéncia de formas infectantes, sendo necessaria a confirmacgao e detec¢ao
de (oo)cistos intactos (RYAN et al., 2019).

No que tange a ambientes arenosos utilizados para a pratica de esportes, atualmente,
observa-se a expansdo e populariza¢ao da pratica do beach tennis (ténis de areia), seguido de
volei de praia e futebol de areia, tanto em ambientes litoraneos quanto em quadras publicas e
privadas (KRZYWANSKI et al., 2021).

Entretanto, a detec¢cdo de ovos de helmintos em matrizes ambientais de solo representa
grande desafio, visto que nao existe um método padronizado, amplamente aceito ou

preconizado para o isolamento de ovos, onde cada estudo utiliza um método ou solugdo de
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homogeneizagao da amostra, sem aferir a sensibilidade de recuperagdao de ovos pela técnica
empregada (OGE e OGE, 2000; COLLENDER et al., 2015).

Em estudo anterior, duas metodologias foram padronizadas no Laboratério de
Parasitologia Ambiental da UFPR, para aferi¢do da sensibilidade de recuperagao de ovos de
helmintos em areia de praia e areia de parques publicos (com presenga de silte e maior
concentracdo de argila) de Curitiba, contaminadas artificialmente com duas doses de ovos de
Ascaris suum (RIBEIRO, 2020).

Dentre diferentes estratégias de homogeneizagao e testagem de solugdes de dispersao,
as maiores taxas de recuperagdo para areia de praia, foram obtidas ao se utilizar solugdo
contendo um aminoécido ndo essencial — glicina 1M, pH 5.5 e, Triton™ X-100 (0,1%), para
areias de parques.

Ressalta-se que a textura e composi¢do do solo pode ser uma variavel importante e
determinante para o melhor desempenho de uma metodologia, onde o nimero de ovos
recuperados de solos arenosos ¢ maior do que aqueles recuperados de solos de silte argiloso e
solos de argila siltosa (NUNES et al., 1994).

Solos arenosos, devido a sua textura e as suas caracteristicas geoldgicas, retém agua,
proporcionando aeracdo e umidade que dependendo da temperatura, sdo essenciais para a
eclosdao de larvas (KIM et al., 2012). Além disso, ovos de helmintos apresentam natureza
hidrofobica (CAPIZZI e SCHWARTZBROD, 2001); essa propriedade pode induzir os ovos
suspensos em fase liquida a migrarem em dire¢do a matéria organica apolar do solo,
apresentando melhor aderéncia as superficies silicosas (arenosas) (LANDA-CANSIGNO et al.,
2013).

Neste estudo, foi realizado o teste de granulometria do solo, sendo evidenciado maior
concentracdo de argila nas areias de parques e quadras de Universidade, fator esse que foi
crucial para a escolha dos agentes de dispersao e metodologia utilizada. Uma outra meta
relevante, consistia em verificar a presenca de ovos e larvas de helmintos em ambientes abertos
e fechados, utilizados para a pratica de varios esportes na areia e, aferir se havia diferencas nos
padrdes de contaminagdo entre esses ambientes em ambos os estados.

Os resultados de contaminacdo em ambientes externos, nao sdao surpreendentes,
entretanto, a aquisicdo de doencas em areas de quadras fechadas, ndo pode ser subestimada,
sendo incluida as analises nesses locais, supostamente menos vulneraveis a contaminacao.

No Brasil, em Minas Gerais, Macedo e colaboradores (2023) registraram um surto de
larva migrans cutanea (LMC), ap6s a pratica de t€nis de areia em um condominio residencial.

Cinco usudrios apresentaram lesdes dermatoldgicas caracteristicas da infeccdo, sendo que a
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investigacao do surto apontou como fatores de risco a auséncia de cobertura na quadra esportiva
e a circulag¢do de animais errantes no entorno do local.

No presente estudo, as areas designadas como ambientes de quadras de areia fechadas
(indoor) A9, A10, All e Al2, todas na cidade de Florianopolis, ndo apresentaram
contaminagdo por ovos ¢ larvas de helmintos durante todas as campanhas de coletas. Esses
espagos caracterizam-se por serem ambientes completamente fechados, dotados de cobertura
superior e laterais delimitadas, o que resulta em uma circulagdo controlada e restrita de usuarios,
sendo destinados exclusivamente para a pratica esportiva. Um aspecto fundamental observado
foi a auséncia total de acesso ¢ circulagdo de animais domésticos ou silvestres nesses locais,
fator que parece ter contribuido decisivamente para a qualidade sanitaria superior registrada.

Alguns estudos em ambito internacional j& documentaram casos de individuos que
desenvolveram doengas cutineas apos a pratica de esportes em solo contaminado, destacando-
se, entre os agentes etioldgicos, os ancilostomatideos de animais, causadores da larva migrans
cutanea em seres humanos (BIOLCATI e ALABISO, 1997; VERALDI e PERSICO, 2006;
KUNA et al., 2023).

Contudo, a avaliagcdo da qualidade parasitologica da areia, durante a execugdo de
praticas esportivas, também nunca foi realizada. No estado do Parana, larvas de nematodeos
foram detectadas na Praia Mansa (dezembro/2023) e na Praia Central (fevereiro/2024) — sendo
as amostras dessa ultima, coletadas durante um evento esportivo oficial internacional de ténis
de areia. Embora a microscopia optica ndo tenha permitido a identificagdo especifica das larvas,
sua presenga pode representar um potencial risco a saude de atletas e frequentadores desses
ambientes. Em estudos futuros, a utiliza¢ao de técnicas moleculares, como a Reacdao em Cadeia
da Polimerase (PCR), possibilitaria uma identificagdo mais precisa dos agentes etioldgicos.

No estado de Santa Catarina, ovos de ancilostomatideos foram detectados em duas
amostras de areia coletadas no municipio de Florianopolis: Praia Beira Mar Norte
(janeiro/2024) e Lagoa da Concei¢do (novembro/2024). Estes achados demonstram o impacto
significativo da contaminacdo fecal, provavelmente de origem animal, nesses ecossistemas
recreacionais.

Embora a infec¢do por Ancylostoma caninum e A. braziliense seja tradicionalmente
associada a animais errantes, nota-se uma mudanca no perfil epidemioldgico, com crescente
participagdo de animais de companhia nos processos de contaminagdo ambiental (SOW et al.,
2017). Esta hipdtese € corroborada pela frequente presenga de pets acompanhando banhistas

durante as atividades de coleta.
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A contaminagdo por ovos de 4scaris spp., também foi evidenciada em duas amostras
nos meses de novembro e dezembro de 2023, coletadas nas quadras esportivas do Centro de
Educagdo Fisica e Desportos da Universidade Federal do Parand. Embora ndo tenham sido
identificadas fontes diretas de contaminagdo fecal nas proximidades do local, a presenca dos
ovos pode ser atribuida a uma combinagdo de fatores: o intenso fluxo de usudrios, associado a
acdo mecanica do pisoteio constante e ao possivel transporte por calcados e equipamentos
esportivos, constitui um mecanismo relevante de dispersdo. Paralelamente, variaveis
ambientais como precipitagdo pluviométrica, agdo edlica e eventual transporte por vetores
mecanicos (artropodes ou pequenos mamiferos) contribuem para a disseminagdo dos ovos no
ambiente. (PAQUET-DURAND et al., 2007).

No Brasil, ndo ha legislacao especifica que regulamente a qualidade sanitaria das
areias de praias, parques, e caixas de areias de parquinhos de creches ou escolas. Para as praias,
ha apenas uma recomendacao no Artigo 8° da Resolugdo CONAMA n° 274/2000 “Recomenda-
se aos orgdos ambientais a avaliagdo das condi¢oes parasitologicas e microbiologicas da
areia, para futuras padronizagoes”.

Dessa forma, a metodologia utilizada nesse estudo e previamente padronizada no
Laboratério de processamento das amostras, apesar de simples, apresenta custo reduzido, sendo
eficiente para detectar ovos e larvas de helmintos em diferentes tipos de matrizes arenosas em
dois estados do sul do Brasil.

Ainda, a mesma resolucgdo ¢ limitada e vaga, visto que para determinados ambientes,
aponta: “Nas praias ou balnedrios sistematicamente improprios, recomenda-se a pesquisa de
organismos patogénicos”.

Nesse contexto, estudos como este, mostram-se relevantes, pois fornecem subsidios
cientificos para a elaboragdo de legislagcdes mais abrangentes, com vistas a melhoria das
condig¢des higiénico-sanitarias de ambientes aquaticos ou arenosos, amplamente utilizados para

recreagdo e praticas de diferentes esportes, seja por atletas amadores ou profissionais.
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7. CONCLUSOES

A ampla andlise da qualidade sanitdria de ambientes aquaticos como dgua do mar, dgua
doce bruta e tratada, e matrizes de solo de dois estados do sul do Brasil, revela que
atletas profissionais ou amadores estdo expostos a uma variedade de parasitos de rota
fecal-oral, sendo as maiores taxas de contaminacao e possiveis riscos associados para
os atletas que praticam desportos aquaticos.

Classicamente, os casos esporadicos / surtos de gastroenterite, acometimento ocular e
do sistema nervoso central, tendo como agentes etioldgicos protozodrios, adquiridos
mediante contato com ambientes aquaticos contaminados, sdao negligenciados,
subnotificados ou ndo fazem parte da hipotese diagndstica. Para esportes arenosos,
relatos de casos e surtos associados a quadros cutdneos por helmintos, sdo
identificados a posteriori. A avaliagdo da qualidade sanitaria desses ambientes, em
tempo real, configura uma abordagem inédita, com potencial para contribuir
significativamente para a saude e o bem-estar dos atletas. A coleta e interpretagdo dos
dados epidemiologicos permitem ndo apenas rastrear a etiologia de possiveis infec¢des
ou surtos, mas também, otimizar a eficacia e a rapidez no diagndstico laboratorial e
intervengao terapéutica.

O perfil de epidemiologia ambiental mais pronunciado foi evidenciado quanto a
contaminagdo por Giardia spp., em ambos os estados. Ressalta-se a relevancia do
primeiro isolamento diretamente da agua do mar de 7. gondii, durante atividades
esportivas de competicdes destinadas a atletas de maior rendimento, e em provas de
longa duragdo, como travessias aquaticas e surf. Considerando os aspectos da biologia
e ampla resisténcia aos estressores ambientais, o presente estudo evidencia que
direcionamentos, agdes € estratégias em saude publica e de vigilancia ambiental, sdo
necessarias, incluindo a pesquisa de parasitos em uma eventual atualizagdo da legislagao
de balneabilidade, tanto para areia como agua do mar.

A andlise de aguas tratadas como as piscinas, foram as mais contaminadas por
protozoarios patogénicos, durante diferentes campanhas de coletas. Considerando que
o tratamento e dose usual por cloragdo ndo inativa (0o)cistos, o monitoramento e
inclusdo na legislagao regional disponivel, poderia atuar como estratégia de prevengao
ou mitigacao de eventuais situacdes de surtos, especialmente em grandes aglomeracdes

COMoO as que ocorrem em parques aquaticos.
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