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TOLEDO, Roberta dos Santos. Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em amostras de agua e
de fezes de animais e humanos, presenca de praguicidas organofosforados e carbamatos
em agua e leite e associacdo com fatores de risco em propriedades de bovinocultura
leiteira: 2015. 105 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar a prevaléncia e identificar Cryptosporidium spp. e
Giardia spp. em amostras de fezes e de agua, além de verificar a presenga de
organofosforados e carbamatos em amostras de agua e leite em propriedades de bovinocultura
leiteira e associar os resultados a fatores de exposicdo. Amostras de fezes de bovinos, suinos,
e humanos e de agua foram coletadas em 55 propriedades localizadas em Araruna e Campo
Mourao, PR. Pesquisa de (oo)cistos nas fezes foi realizada por meio da coloragdo de Ziehl
Neelsen e centrifugo-flutuagdo em sulfato de zinco. Amostras positivas nestas técnicas foram
submetidas a nested-PCR para amplificagdo do gene SSU rRNA. Analise microbiologica foi
realizada em amostras de agua de todas as propriedades. Analise parasitologica da agua foi
realizada em 31 propriedades por imunofluorescéncia direta e nested-PCR. A identificagdo
das espécies de Cryptosporidium foi realizada por sequenciamento e, no caso de infec¢des
mistas, por PCR-RFLP. A pesquisa de organofosforados e carbamatos foi realizada pela
técnica de cromatografia em camada delgada. Variaveis de exposi¢ao foram obtidas por meio
de questionario epidemiologico. A prevaléncia de infecgdo por Giardia spp em todos os
bovinos foi 7,6% ¢ em bezerros até dois meses 17,1%; por Cryptosporidium spp. foi 10,2%
em todos os bovinos e 25,3% em bezerros até dois meses. Entre as amostras de fezes de
bovino positivas na PCR, C. parvum foi identificado em 41 (64%), C. ryanae em 8 (12,5%),
C. bovis em 4 (6,3%), C. andersoni em 5 (7,8%) ¢ infec¢do mista em 20 (31,3%). Apenas um
pool de fezes de suino foi positivo para Giardia spp. e cinco foram positivos para
Cryptosporidium spp. Estes parasitos ndo foram identificados nas amostras de fezes humanas.
Em amostras de &agua, coliformes termotolerantes foram identificados em 25 (45,5%)
propriedades. Giardia e Cryptosporidium foram identificados em trés amostras de agua, as
quais também possuiam coliformes termotolerantes. C. parvum foi identificado em uma das
amostras, cuja propriedade possuia bezerros positivos para a mesma espécie. A presenca de
coliformes foi associada a origem da agua, estrutura e degradagcdo de nascentes, chuva e
turbidez. Organofosforado e carbamato foram identificados em 51% e 23,6% das amostras de
leite e em 31% e 9,1% das amostras de agua respectivamente. Organofosforados se
destacaram entre os mais utilizados como praguicidas nas lavouras e ectoparasiticidas nos
animais. O uso de orgnofosforados nas lavouras demonstrou associacdo com sua presenga em
leite e agua. Conclui-se maior prevaléncia de Cryptosporidium e Giardia em bezerros e
presenca de C. parvum e Giardia duodenalis em agua de propriedades leiteiras. A maioria das
fontes de 4gua ndo possui protecdo adequada, principalmente nascentes, com alta frequéncia
de coliformes de origem fecal. Residuos de praguicidas também estdo presentes em agua e
leite, principalmente organofosforados. Ha a necessidade de monitoramento de residuos no
leite, conscientizagdo e assisténcia a produtores rurais para uso de praguicidas, manejo de
animais, preservacdo de fontes naturais de dgua e tratamento da 4gua de consumo humano e
animal.

Palavras-chave: Cryptosporidium. Giardia. Praguicidas. Prevaléncia. Nascentes. Coliformes.



TOLEDO, Roberta dos Santos. Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in fecal samples and
water, presence of organophosphorus and carbamate pesticides in water and milk and
association with exposure factors in dairy farms.: 2015. 105 p. Thesis (Doctorate Degree in
Animal Sciences) — Londrina State University, Londrina, 2015.

ABSTRACT

This study aimed to determine the prevalence and identify Cryptosporidium spp and Giardia
spp in fecal samples and water, verify the presence of organophosphorus and carbamates in
water and milk samples in dairy farms and associate the exposure factors. Samples of cattle
feces, swine, human and water were collected in 55 dairy farms of Araruna and Campo
Mourao, PR, Brazil. Presence of Cryptosporidium and Giardia were determined by Ziehl
Neelsen modified and zinc sulfate centrifugal flotation methods. Positive samples were
submitted to nested-PCR for amplification of the SSU rRNA gene. Microbiological analysis
was performed on water samples from all properties. Parasitological water analysis was
performed in 31 farms by immunofluorescence assay and nested-PCR. Cryptosporidium
species were determined by DNA sequencing analyses or restriction fragment length
polymorphism, in the case of mixed infections. The presence of organophosphorus and
carbamates was established by thin layer chromatography. Exposure variables were obtained
using an epidemiological questionnaire. The prevalence of infection with Giardia spp was
7.6% in cattle and 17.1% in calves up to two months; for Cryptosporidium spp. was 10.2% in
cattle and 25.3% in calves up to two months. In fecal samples of cattles, which were positive
in PCR, C. parvum was identified in 41 (64%), C. ryanae 8 (12.5%), C. bovis 4 (6.3%), C.
andersoni 5 (7, 8%) and mixed infection in 20 (31.3%). Only one swine pool was positive for
Giardia spp. and five were positive for Cryptosporidium spp. These protozoans have not been
identified in samples of human faeces. Fecal coliforms were identified in water samples of 25
(45.5%) farms. Giardia and Cryptosporidium were identified in three water samples, which
also had fecal coliform. C. parvum was identified in a water sample from a farm with positive
calf. The presence of fecal coliform was associated with the origin of water, structure and
degradation of springs, rain and turbidity. Organophosphorus and carbamate were identified
in 51% and 23.6% of milk samples and in 31% and 9.1% of water samples respectively.
Organophosphorus stood out among the most used as pesticides in crops and animals
ectoparasiticides. The use of these compounds in crops were associated with the presence in
milk and water. In conclusion there is a higher prevalence of Cryptosporidium and Giardia in
calves and presence of C. parvum and G. duodenalis in water of the dairy farms. Most water
sources are unprotected, mainly springs, with high frequency of fecal coliforms. Pesticide
residues are present in water and milk, especially organophosphorus. There is need for waste
monitoring in milk, awareness and assistance to farmers to use pesticides, animal
management, preservation of natural water sources and treatment of water for human
consumption or animal

Keywords: Cryptosporidium. Giardia. Pesticides. Prevalence. Springs. Coliforms.
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1 INTRODUCAO

A 4gua representa um importante veiculo de agentes nocivos a saude
humana e animal, pois sua ampla dispersdo abrange diferentes populagdoes (KARANIS;
KOURENT; SMITH, 2007; CANEPARI; PRUZO, 2008). O risco de veicula¢ao de patégenos
e produtos quimicos tem aumentado devido a degradacdo de recursos hidricos pelo despejo de
esgoto doméstico, fezes de animais e defensivos agricolas (FRANCO, 2007; AUGUSTO,
2012).

No ambiente rural, o uso intenso de agrotdxicos e¢ a criagdo de animais
podem favorecer a contaminagdo ambiental e, consequentemente da dgua, por praguicidas e
parasitos intestinais (TOMITA; BEYRUTH, 2002). Nos tltimos anos a venda de agrotoxicos
aumentou consideravelmente, com destaque para organofosforados e carbamatos, inseticidas
amplamente utilizados na agropecudria brasileira e responsaveis pelo maior nimero de
intoxicag¢des agudas no meio rural (NERO et al., 2007; SINDIVEG, 2013). Além destas ha
evidéncias de que a exposi¢do cronica a baixas doses de organofosforados podem resultar em
déficits neurologicos e neurocomportamentais (ROSS et al., 2013).

Os protozoarios entéricos Cryptosporidium ¢ Giardia tem emergido no
mundo todo como patdégenos de veiculagdo hidrica, sendo frequentemente responsaveis por
surtos (CARMENA et al., 2006). Os mananciais utilizados para o abastecimento de
populacdes urbanas e rurais recebem o efluente de esgoto doméstico tratado e ndo tratado, o
que ameaga a satde humana e animal (FRANCO; BRANCO; LEAL, 2012).

C. hominis, espécie antroponotica e C. parvum, espécie zoonoética de alta
prevaléncia em bovinos jovens, sdo as principais espécies associadas com a doenga em
humanos (CACCIO; PUTIGNANI, 2014). Assembleias A e B de G. duodenalis, sdo as mais
frequentes em humanos (RYAN; CACCIO, 2013) e a sub-assembleia Al frequentemente
identificada em humanos e animais de produgdao (SPRONG et al., 2009; RYAN; CACCIO,
2013). Neste contexto, a contaminacdo de mananciais por fezes de bovinos tem se tornado
uma constante preocupagdo, pois estes animais sdo responsaveis pela eliminagdo de milhdes
de (oo)cistos (CROCKETT; HAAS, 1997).

Apesar de a Portaria do Ministério da Saude 2.914/2011(BRASIL, 2011)
estabelecer o monitoramento de residuos e de Cryptosporidium e Giardia em agua de
manancial de abastecimento, o acesso a agua potavel no Brasil ¢ divergente entre a area
urbana e rural, na qual a maior parte da populacdo ¢ abastecida por fontes alternativas, sem

monitoramento de potabilidade (SILVA; HELLER; CARNEIRO, 2012). Desta forma,
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investigar a ocorréncia de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em animais, humanos ¢ na
agua de propriedades rurais, além do uso de organofosforados e carbamatos na lavoura e sua

presenca em agua e leite ¢ bastante relevante do ponto de vista de saude publica e satde
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. AGUA: IMPORTANCIA E DISTRIBUICAO

A 4gua ¢ um bem indispenséavel a sobrevivéncia do planeta, pois ¢ utilizada
para abastecimento doméstico e industrial, irrigacdo agricola, geragdo de energia elétrica,
lazer, recreagdo e preservagio de flora e fauna (GRIZA; ORTIZ; GEREMIAS, 2008). E
necessario que o desenvolvimento econdmico e social seja compativel com a conservagao do
meio ambiente, no entanto os recursos naturais nao t€m sido utilizados adequadamente pela
populacdo humana, o que tem causado deterioracdo das aguas disponiveis (REBOUCAS,
2006).

O mundo possui dois tergos de sua superficie cobertos por dgua e apenas
2,5% sao compostos por agua doce, dos quais 0,3% constitui a 4gua doce disponivel para o
uso em diferentes atividades (UNESCO, 2003). Varias partes do mundo ja sofrem pela
escassez de agua potavel disponivel para consumo humano e animal, devido ao aumento da
populagdo humana e a sua interveng¢do nos ambientes urbano e rural (AMARAL et al., 2006),
seja pelo consumo em ritmo mais acelerado que sua renovagao, seja pela geracdo de produtos
residuais organicos e inorganicos (MORAES; JORDAO, 2002). A ampla dispersio e
abrangéncia populacional da 4gua facilitam a veiculagdo de agentes nocivos a saude
(KARANIS; KOURENT; SMITH, 2007; CANEPARI; PRUZO, 2008). Segundo relatério da
Organizacdo Mundial de Satde, cerca de 750 milhdes de pessoas ndo tém acesso a agua
potavel de forma sustentavel, 1,8 bilhdo usam fonte contaminada com fezes, 2,5 bilhdes nao
tém acesso a saneamento adequado e um bilhdo defeca ao ar livre, sendo nove em cada dez de
areas rurais (WHO, 2014).

O Brasil se destaca no cenario mundial devido a grande descarga de adgua
doce dos seus rios, que representa 53% da producdo de agua doce do continente sul-
americano e 12% do total mundial (REBOUCAS, 2006). Apesar desta abundancia, existem
areas bastante carentes com recursos hidricos limitados. Em regides onde o desenvolvimento
ocorreu de forma desordenada, deteriorando os recursos hidricos disponiveis devido ao
langamento de esgotos domésticos, despejos industriais, agrotoxicos e outros poluentes, a
escassez ¢ bastante grave (MOITA e CUDO, 1991; REBOUCAS, 2006).

Apesar do conhecimento de que a méa qualidade da dgua leva a graves

problemas de saude publica, ainda ¢ grande a discrepancia no acesso a agua potavel, ja que



16

em grandes centros urbanos o abastecimento de agua ¢ proximo da universalidade e em
pequenos municipios e areas rurais isso ndo ocorre (SILVA; HELLER; CARNEIRO, 2012).
Em pesquisa realizada sobre o abastecimento de 4gua em area urbana e rural, foi observado
que aproximadamente um ter¢o dos domicilios rurais recebe dgua da rede de distribuicao,
enquanto 66,8% utiliza solugdes alternativas, como o uso de pogos freaticos ou profundos ¢ a
coleta direta das nascentes de agua, sem tratamento ou monitoramento de potabilidade

(BRASIL, 2012).

2.2. QUALIDADE DA AGUA: IMPACTO A SAUDE PUBLICA

A 4gua exerce influéncia decisiva na qualidade de vida das populagdes, pois
a qualidade e infraestrutura de saneamento tem forte impacto sobre a satide publica, uma vez
que as fontes de agua doce utilizadas para dessedentacdo humana vem sofrendo processo de
degradacao devido ao despejo de esgoto, fezes de animais, defensivos agricolas e efluentes
industriais, aumentando o risco de veiculagdo de patdgenos e produtos quimicos (FRANCO,
2007; AUGUSTO, 2012). No ambiente rural, destacam-se os agrotoxicos, devido ao intenso
uso em cultivos agricolas brasileiros, além de bactérias e parasitos, em decorréncia do grande

volume de dejetos da criacao de animais (TOMITA; BEYRUTH, 2002).

2.2.1 Residuos Quimicos Veiculados pela Agua

A poluicdo das aguas pode ser causada por compostos organicos e
inorgénicos, cuja presenca ocorre devido ao lancamento de efluentes de esgotos industriais e
de fertilizantes e defensivos agricolas utilizados na agropecudria, sendo metais pesados e
agrotoxicos os mais frequentes (NETO; FERREIRA, 2007).

Embora a agricultura seja uma das muitas fontes de poluicao, geralmente ¢
apontada como a principal contribuinte de diferentes categorias de poluentes, com destaque
para os agrotoxicos, cujo consumo mundial tem aumentado exponencialemente
(ONGLEY,1996; PEREZ; MOREIRA, 2007). Os agrotdxicos, também conhecidos como
praguicidas ou pesticidas, sdo utilizados como principal estratégia no combate e prevencao de
pragas agricolas, atuando como agentes herbicidas, inseticidas e fungicidas (JARDIM,;
ANDRADE; QUEIROZ; HELLER; SILVA, 2009). A grande expansio do uso destes
compostos na agropecuaria ocorreu apos a Segunda Guerra Mundial, com a chamada

“Revolucao Verde”, cujo objetivo foi aumentar a produgdo de cereais, forragens e proteina
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animal (MOLENTO, 2009). Estes produtos favoreceram maior produtividade agricola e
auxiliaram no controle de vetores e doengas, porém o uso excessivo ¢ desordenado vem
provocando impacto ambiental, com acumulo de residuos em 4agua, solo, ar, plantas e animais,
podendo também atingir a populacdo humana por meio da cadeia alimentar (FONTENELE et
al., 2010). Os praguicidas podem alcangar os cursos de dguas superficiais através da aplicagao
intencional, deriva e escoamento superficial; dguas subterraneas, principalmente lengodis
freaticos, podem ser contaminados pelo processo de lixiviagdo (TOMITA; BEYRUTH,
2002). O movimento que os agrotoxicos realiza no ecossistema aquatico (Figura 1), permite
evidenciar que sua continua interagao entre agua e o sedimento pode resultar em maior tempo

de exposi¢do dos organismos aquaticos a estes compostos (SPADOTTO et al., 2004).

Figura 1: Movimento dos Agrotoxicos no Ecossistema Aquatico.
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Originalmente, os agrotdxicos eram pouco soluveis e com alto potencial
de adesdo ao solo; com a evolucdo tecnoldgica passaram a ser mais soliveis em agua e
volateis e com menor capacidade de adesdo, tornando-se mais toxicos e persistentes, o
que aumentou a preocupagdo com a contaminacdo dos sistemas hidricos (VEIGA et al.,
2006). Entre eles, destaca-se o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), organoclorado, cuja
caracteristica de persisténcia auxiliou na eliminagdo de um grande numero de pragas por
maior periodo de tempo, porém também representou danos ao ambiente e a saude

publica, uma vez que sdao bioacumulados e biomagnificados (SMITH; GANGOLLI,
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2002; TOMITA; BEYRUTH, 2002). Danos causados ao meio ambiente por
organoclorados foram notificados a partir da década de 1960 e seu uso foi proibido em
1985, sendo substituidos por compostos mais eficazes no controle de pragas e menos
persistentes no ambiente como organofosforados e carbamatos e, posteriormente,
piretroides (STOPELLI e MAGALHAES, 2005; ARAUJO et al., 2007; BASTOS et al.,
2011). Os efeitos de praguicidas sobre a fauna aquatica variam de acordo com os tipos
de substancias empregadas, com sua toxicidade e com a estabilidade em ambientes
aquaticos, podendo se caracterizar por alteragdes fisioldgicas em alguns organismos ou
pela morte maciga de populacdes (ARIAS et al., 2007).

O Brasil ¢ um dos maiores consumidores de agrotoxicos do mundo e
consome, anualmente, cerca de um milhao de toneladas (PEDLOWSKI, 2012). Entre os
diferentes defensivos agricolas, a venda de inseticidas no Brasil aumentou nos tltimos
anos, atingindo 40% em 2013 (SINDIVEG, 2013). Organofosforados e carbamatos sao
inseticidas amplamente utilizados na agropecuaria e responsaveis pelo maior nimero de
intoxicagdes no meio rural (NERO et al., 2007). Em regides de intensa producdo de
agricola, o consumo destes compostos ¢ bastante elevado, podendo afetar o ecossistema
da regido, conforme demonstrado por estudo realizado no Rio de Janeiro que identificou
baixa atividade da acetilcolinesterase em musculo de peixes devido a presenca de
organofosforados e carbamatos (ARIAS et al., 2007). Estes compostos sdo inibidores da
acetilcolinesterase, fazendo com que impulsos nervosos ndo se interrompam entre as
sinapses, levando a morte dos insetos, principais alvos; como a acetilcolinesterase é uma
enzima presente também em animais ¢ humanos, estes compostos podem atingir outros
organismos além de seus alvos primarios (VITAL, 2002; SPADOTTO, 2006).

Os efeitos colinérgicos causados pela intoxicagdo aguda por
organofosforados e carbamatos, assim como os efeitos neurotoxicos tardios em
decorréncia da intoxicagdo aguda por organofosforados, sio bem estabelecidos
(COLOSIO et al., 2009). Diferentemente dos organoclorados, estes compostos sao
menos persistentes no ambiente e degradam-se rapidamente, porém niveis baixos
acumulam-se em agua e alimentos (GOMATHY et al., 2015). Desta forma, a intoxicacdo
aguda esta associada a ingestao de agua e alimento com concentracao superior ao valor
maximo permitido (VMP) ou a aspiracdo e/ou penetragdo pela pele durante a aplicagdo
(VITAL, 2002). No entando, ha evidéncias de que a exposi¢do cronica a baixas doses de
organofosforados pode resultar em prolongados déficits neurologicos e

neurocomportamentais (ROSS et al., 2013). Estudo realizado por Hernandez et al., 2015,
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identificou persistentes alteracdes no transporte axonal no cérebro de ratos
experimentalmente expostos a baixas doses de clorpirifés, um organofosforado utilizado
com frequéncia no controle de pragas agricolas. Neste contexto, o monitoramento de
aguas contaminadas por estes praguicidas ¢ de extrema importancia, principalmente em
areas de intenso cultivo agricola.

No Brasil, a portaria 2914/2011 prevé um plano de amostragem para os
parametros de agrotoxicos de acordo com a avaliacdo do uso destes na bacia
hidrografica do manancial de contribuicdo e com a sazonalidade das culturas agricolas,
de forma que o VMP de organofosforados e carbamatos varia de 0,03 a 120ug/L
dependendo do principio ativo (BRASIL, 2011).

2.2.1. Patogenos veiculados pela dgua

Enfermidades gastroentéricas estdo diretamente relacionadas com
condi¢des de abastecimento de dgua, saneamento basico e higiene (JOVENTINO et al.,
2010). Apesar dos avangos na medicina e no saneamento, patogenos de veiculagdo
hidrica sdo responsaveis por parte dos quatro bilhdes de casos de diarreia no mundo e
1,6 milhdo de mortes por ela (WHO, 2009). Vérios estudos elucidaram os beneficios do
saneamento, melhorias na qualidade da 4gua e educagdo sanitaria familiar na diminui¢ao
de casos de diarreia (FEWTREL et al., 2005; CLASEN et al., 2009; JOVENTINO et al.,
2010; SILVA; HELLER; CARNEIRO, 2012). Em estudo realizado em Canind¢, CE, foi
possivel verificar que a constru¢cdo de cisternas para abastecimento de populagdes que
utilizavam 4gua de cacimbdes e agudes, teve associacdo inversamente proporcional com
casos de diarreia em criangas menores de cinco anos (JOVENTINO et al., 2010). Em
Vitéria, ES, ao relacionarem dados de qualidade da 4gua obtidos do Programa de
Controle e Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo Humano (VIGIAGUA),
Queirdz, Heller e Silva (2009) observaram maior frequéncia de casos de diarreia em
periodos com presenca de coliformes termotolerantes na agua.

Diferentes patdégenos como virus, bactérias, fungos e parasitos podem
ser transmitidos pela dgua (CANEPARI; PRUZZO, 2008). A maioria destes patdogenos
sdo de origem entérica, humana ou animal, transmitidos pela via fecal-oral, ou seja, sdao
eliminados nas fezes e ingeridos com a 4gua ou alimento contaminado com fezes
(GRABOW, 1996). Dentre os fatores que podem comprometer a qualidade da agua e

contribuir para a sua contaminagdo fecal destacam-se o destino inadequado de esgotos
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sanitdrios e o escoamento de fezes de animais em propriedades de criacdo
(MALHEIROS et al., 2009). A presenca de atividades agropecuarias impactantes pode
interferir na qualidade da 4gua de mananciais (ROCHA et al., 2006). Em propriedades
rurais, como pog¢os e nascentes sdo as principais fontes de dgua, ¢ maior o risco de
doencgas de veiculacdo hidrica devido a proximidade destas fontes de 4gua a fontes de
contamina¢do, como fossas e areas de pastagens (STUKEL et al., 1990; AMARAL et
al., 2003). Pocos antigos e/ou inadequadamente vedados, nascentes desprotegidas,
destrui¢do de mata ciliar e manejo inadequado de solo facilitam a contaminacdo das
dguas subterraneas e superficiais em areas rurais, sendo bovinos e suinos importantes
fontes de contaminagdo, uma vez que sao reservatorios de diversos patdégenos, muitos

dos quais zoonoticos (AMARAL et al., 2003).

2.2.1.1. Bactérias

Entre os micro-organismos patogénicos, as bactérias de origem fecal
sdo bastante comuns, porém a melhoria nos processos de tratamento da agua,
principalmente cloracdo, foi bastante eficiente para reduzir o nimero de doencas
causadas por patdogenos entéricos bacterianos, principais responsaveis por doengas
transmitidas pela dgua até a década de 80 (SMITH et al., 2006). No entanto, a maioria
dos domicilios rurais ndo possui um sistema de cloracdo da agua, facilitando a
infec¢do da populagdo por bactérias. Estudo realizado no Canada, isolou Escherichia
coli O157:H7 das fezes de uma crianga com diarreia sanguinolenta, da agua do pogo da
residéncia e das fezes dos bovinos da fazenda (JACKSON et al., 1998). Em
propriedades rurais de producdo leiteira, a agua de qualidade microbioldgica
insatisfatoria também ¢é importante veiculadora de micro-organismos ao leite, o qual é
um excelente meio para o desenvolvimento dos mesmos, transformando-se em um
produto de risco para a satide dos consumidores (AMARAL et al., 2004). Além disso,
a agua de mé qualidade também pode prejudicar a satide animal e diminuir o valor
econdmico do produto, uma vez que pode colaborar para a infeccdo da glandula
mamaria e aumentar a contagem bacteriana total no leite (LEITE et al., 2003;
AMARAL et al., 2004).

Como muitos micro-organismos patogénicos estdo presentes de forma
intermitente e em pequena quantidade na agua, a pesquisa de bactérias que coexistam

com estes microrganismos ¢ de extrema importancia, atuando como indicadores de
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poluicdo fecal; ¢ o caso dos coliformes termotolerantes, que habitam o intestino de
humanos e animais (MALHEIROS et al., 2009). Estudo realizado por Wilkes et al.
(2009) demonstrou correlagdo significativa entre a presenca de bactérias indicadoras e
a presenca de Clostridium perfringens, Salmonella spp., Campylobacter, cistos de
Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. em aguas superficiais no interior de
propriedades agricolas.

2.2.1.2. Parasitos

As parasitoses transmitidas pela agua ocorrem no mundo todo,
principalmente pela contaminagao de sistemas de tratamento e abastecimento de dgua a
comunidades, j4 que possui o potencial de atingir um grande nimero de pessoas
(KARANIS; KOURENT; SMITH, 2007). Os parasitos sdo agentes mais resistentes que
bactérias a condigdes ambientais adversas e, portanto, sdo mais preocupantes com
relagdo a veiculacdo hidrica, além de causarem infec¢do mesmo em baixas doses
(GALE E STANFIELD, 2000). Entre os parasitos entéricos, surtos causados por
protozoarios sdo mais comuns que por helmintos, devido ao menor tamanho de seus
estagios infectantes (SLIFKO; SMITH; ROSE 2000). Nas ultimas décadas, houve
aumento do numero de registros de surtos causados por protozodarios de veiculagao
hidrica como Entamoeba histolytica, Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp,
Balantidium coli, Sarcocystis spp, Toxoplasma gondii ¢ Cyclospora cayetannensis
(KARANIS; KOURENT; SMITH, 2007, BALDURSSON; KARANIS 2011). Como a
maioria destes protozoarios possui como via de transmissdo a rota fecal-oral, a
contaminacdo de solo e rios por fezes de humanos e animais favorece a disseminagdo
dos mesmos por meio da dgua (LANATA, 2003).

No mundo, foram registrados 524 surtos de protozooses transmitidas
pela dgua entre 1946 ¢ 2010 (KARANIS; KOURENT; SMITH, 2007; BALDURSSON;
KARANIS 2011), nos quais G. duodenalis e Cryptosporidium spp. foram responsaveis
pela maior parte dos casos (Figura 2). Os paises desenvolvidos como EUA, Nova
Zelandia e Reino Unido, lideram o numero de surtos registrados, provavelmente por
apresentarem Orgados eficientes de vigilancia e notificagdo de surtos de veiculagao
hidrica, o que ndo ocorre em paises em desenvolvimento, os quais apresentam os
menores numeros de surtos registrados (BALDURSSON & KARANIS 2011). Além
disso, paises desenvolvidos apresentam animais domésticos mais frequentemente

parasitados por Cryptosporidium ou Giardia, devido ao manejo mais intensivo dos
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animais, ¢ maior contamina¢do das aguas, devido 4 degradagcdao ambiental (SLIFKO;

SMITH; ROSE, 2000).

Figura 2. Numero de surtos de protozooses de veiculagdo hidrica no mundo, 1946-
2010.

Naegleria fowleri |
Microsporidia |
Balantidium coli |
Blastocystis hominis |

Acantamoeba

Isospora belli
Toxoplasma gondii W
Cyclospora cayetanensis W
Entamoena histolytica W

Giardia duodenalis I ——

Cryptosporidium spp I ——
0 50 100 150 200 250 300
Fonte: KARANIS; KOURENT; SMITH, 2007; BALDURSSON & KARANIS 2011.

2.3. CRYPTOSPORIDIUM E GIARDIA: PATOGENOS DE VEICULACAO HIDRICA EMERGENTES.

Os protozoarios entéricos Cryptosporidium e Giardia tem emergido no
mundo todo como os principais patdogenos de veiculagdo hidrica, sendo frequentemente
responsaveis por surtos, principalmente em paises desenvolvidos (CARMENA et al.,
2006); em paises em desenvolvimento, estes parasitas sdo mais frequentemente
associados a doenga em imunossuprimidos, principalmente portadores do virus HIV e
criancas (SHIKANI; WEISS, 2014). Entre os varios fatores que contribuem para a
transmissdo destes protozodrios pela dgua estd a resisténcia de oocistos e cistos ao
cloro e outros desinfetantes quimicos convencionalmente utilizados nos processos de
tratamento da dgua (HELLER et al., 2004). Além disso, caracteristicas relacionadas a
ciclo bioldgico do parasito também contribuem para a ampla dispersdo de (oo)cistos no
ambiente e consequente transmissdo pela dgua, entre elas: completam seu ciclo de vida
em um unico hospedeiro, o qual elimina milhdes de (oo)cistos infectantes no ambiente;

apresentam espécies ou genotipos zoondticos, ampliando a gama de reservatorios que
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contaminam o ambiente; possuem estagios infectantes pequenos, capazes de
ultrapassar barreiras fisicas do sistema de tratamento da 4gua; oocistos de
Cryptosporidium spp. possuem a capacidade de compressibilidade, sendo sua remogéao
por filtragdo inferior a dos cistos de Giardia spp.; sdo resistentes as condigdes
ambientais adversas (HELLER et al., 2004; FRANCO, 2007; KARANIS; KOURENT;
SMITH, 2007).

Os mananciais utilizados para o abastecimento de populacdes urbanas
e rurais recebem o efluente de esgoto doméstico tratado e ndo tratado, o que ameaga a
saide humana e animal (FRANCO; BRANCO; LEAL, 2012). Além do esgoto
doméstico, a contaminagdo de mananciais de abastecimento por fezes de bovinos tem
se tornado uma constante preocupac¢do, uma vez que estes animais sdo reservatorios de
espécies e gendtipos zoonoticos de Cryptosporidium e Giardia e sdo responsaveis por
grande contamina¢io ambiental, pois eliminam aproximadamente 10’ (o0o)cistos nas
fezes (CROCKETT; HAAS, 1997; O’HANDLEY et al., 2003; MARTINS-VIEIRA et
al., 2009).

2.3.1. Cryptosporidium

2.3.1.1. Ciclo biolégico

O ciclo biolégico do Cryptosporidium ¢ monoxeno, ou seja, se
completa em apenas um hospedeiro e envolve tanto a replicacdo sexual quanto
assexual. O oocisto é o estagio ambiental do Cryptosporidium, cuja rota de
transmissdo ¢ a via fecal-oral e a infeccdo envolve tanto a via de transmissdo direta
animal-humano, animal-animal e humano-humano, quanto a via de transmissio
indireta por meio da ingestdo de agua ou alimento contaminado por oocistos (XIAO,
2010). Apds ingestdo do oocistos, a temperatura e o pH estomacais estimulam a
excistacdo e liberacao dos esporozoitos, que invadem a célula hospedeira e se replicam
no interior de um vacltolo parasitéforo intracelular e extracitoplasmatico. A
reproducao sexuada caracteriza-se pela geracdo de merontes tipos I e II apds divisao
de trofozoitos, cujos merozoitos formados rompem o meronte e invadem outras células
hospedeiras; merozoitos de merontes tipo II podem se diferenciar em microgamontes e
macrogamontes ¢ iniciar a fase sexuada, na qual cada macrogamonte é fecundado por

um microgameta, formando o zigoto. Este se diferencia em quatro esporozoitos no
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interior do oocisto, o qual, totalmente esporulado, ¢ liberado no limen intestinal e
eliminado nas fezes, onde sdo imediatamente infecciosos para outros hospedeiros

(CACCIO; PUTIGNANI, 2014).

2.3.1.2. Taxonomia e hospedeiros

O género Cryptosporidium ¢é atualmente classificado no reino
Protozoa, filo Apicomplexa, classe Conoidasida, subclasse Coccidiasina, ordem
Eucoccidiorida, subordem Eimeriorina, familia Cryptosporidiidae; o filo Apicomplexa
¢ composto por parasitas eucariotos que possuem o complexo apical em algum estagio
de seu ciclo de vida. Espécies de Cryptosporidium infectam células epiteliais do trato
respiratério e das microvilosidades do trato gastrointestinal em grande variedade de
hospedeiros vertebrados (RYAN; XIAO, 2014). Estes protozoarios sao considerados
coccidios por possuirem ciclo biolégico e morfologia semelhantes a outros
protozoarios da subclasse Coccidiasina (LEVINE, 1988), porém apresentam
caracteristicas peculiares que os diferem de protozoarios desta classe, tais como:
localizagao intracelular, porém extracitoplasmatica, na célula hospedeira; auséncia de
esporocisto, micropila e granulos polares; menor tamanho de oocistos; dois tipos
morfo-funcionais de oocistos, sendo um auto infectante; presenca de organela de
alimentagdo; vias Dbiossintéticas simplificadas; resisténcia a medicamentos
anticoccidios; entre outros (BARTA; THOMPSON, 2006).

Com o desenvolvimento de técnicas moleculares e, devido a
necessidade de reavaliar a afinidade de espécies de Cryptosporidium no filo
Apicomplexa e melhor entender a biologia ¢ a ecologia destes parasitos, varios estudos
de filogenia tém demonstrado que espécies de Cryptosporidium estdo relacionados a
primitivos parasitos apicomplexas, os archgregarinas (CARRENO; MARTIN; BARTA,
1999; ROSALES et al., 2005; BARTA; THOMPSON 2006). Parasitos da classe
Gregarinasida sdo grandes parasitos unicelulares apicomplexas que habitam o intestino
de invertebrados e vertebrados inferiores (BARTA; THOMPSON, 2006; CARRENO;
MARTIN; BARTA, 1999; LEVINE, 1988). Estudos de sequenciamento gendmico tém
demonstrado afinidade filogenética de gregarinas e Cryptosporidium, em que ambos
formam um clado separado de coccidios e outros apicomplexas, além da identificagao

de proteinas e estrutura mitocondrial em C. muris, que estdo ausentes em C. parvum e
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C. hominis, mas presentes em gregarinas (CARRENO; MARTIN; BARTA, 1999;
TEMPLETON et al.,, 2010, WIDMER E SULLIVAN, 2012). Além disso,
archigregarinas e Cryptosporidium possuem caracteristicas semelhantes como, ciclo
monoxeno, quatro esporozoitos, localizagdo no trato gastrointestinal do hospedeiro,
gamontes ¢ trofozoitos extracelulares (LEANDER; KEELING, 2004).

O oocisto de Cryptosporidium corresponde ao menor estagio exdogeno
dentre os apicomplexas, o que dificulta a diferenciagdo de caracteristicas morfoldgicas
por meio de microscopio Optico entre as diferentes espécies, portanto, apenas a
morfologia ndo ¢ suficiente para diferencia-las (FALL et al., 2003). O
desenvolvimento de ferramentas moleculares para caracterizacao e analise filogenética
do género Cryptosporidium colaborou para entender a classificacdo taxonomica e,
consequentemente, a biologia, epidemiologia e importancia em saude publica e animal
das diferentes espécies (MORGAN et al., 1999).

Espécies de Cryptosporidium sdo normalmente agrupadas de acordo
com a classe de hospedeiros vertebrados: mamiferos, aves, peixes, répteis e anfibios.
Espécies de Cryptosporidium descritas em aves, répteis e peixes sdo especificas destes
animais, com excecdo de C. meleagridis que ja foi descrita parasitando humanos
(SIVERLAS et al., 2012; RUECKER, 2013). Ha, atualmente, 26 espécies de
Cryptosporidium formalmente descritas e consideradas validas (Quadro 1), além de 40
genotipos, 0s quais ndo possuem Status taxondmico, apenas um nome temporario e sao
identificados por diferencas na sequéncia de DNA (RYAN; FAYER; XIAO, 2014).
Muitos dos genotipos descritos podem atingir o grau de espécie com a melhor
caracterizagdo bioldgica ¢ molecular de Cryptosporidium (RYAN; XIAO, 2014). O
gene 18S de RNA ribossomico (rRNA) e a glicoproteina de 60 kDa (gp60) tém sido
utilizados para identificar espécies e genotipos e, consequentemente, possiveis fontes

de infec¢ao (XIAO, 2010).
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Quadro 1. Espécies de Cryptosporidium e seus hospedeiros principais

Espécies Hospedeiros principais
C. muris Roedores
C. wrairi Porcos da Guinea
C. felis Gato doméstico
C. serpentis Cobras e lagartos
C. meleagridis Aves e humanos
C. parvum Ruminantes
C. baileyi Aves
C. varanii Lagartos
C. andersoni Bovinos
C. canis Ciées
C. molnari Peixes
C. hominis Humanos
C. galli Aves
C. suis Suino
C. bovis Bovinos
C. fayeri Marsupiais
C. fragile Sapos
C. macropodum Marsupial
C ryanae Bovinos
C xiaoi Ovinos e Caprinos
C. ubiquitum Ruminantes, roedores e primatas
C. cuniculus Coelhos
C. tyzzeri Roedores
C. viatorum Humanos
C. scrofarum Suino
C. erinacei Ourigos e Cavalos

Fonte: RYAN; FAYER; XIAO, 2014.

Técnicas moleculares de subtipagem por meio da andlise da glicoproteina de
60KDa tém sido amplamente utilizadas para estudar a transmissao de C. hominis em humanos
e C. parvum em humanos e ruminantes. De forma que as familias de subtipos de C. hominis
sao identificados por Ia, Ib, Ic, Id e as familias de C. parvum sao identificadas por Ila, IIb, Ilc,
IId (RYAN; FAYER; XIAO, 2014). Subtipos Ila e IId de C. parvum sdo identificados em
humanos e ruminantes, portanto sdo zoondticos. Em regides onde os dois estdo presentes, Ila

ocorre com maior frequéncia em bezerros e IId em cordeiros e cabritos (XIAO, 2010).
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2.3.1.3. Epidemiologia da criptosporidiose humana

Cryptosporidium spp foi descrito pela primeira vez por Ernest Edward
Tyzzer em 1907, em glandulas gastricas de ratos de laboratério (CACCIO;
PUTGNANI, 2014). O primeiro caso de criptosporidiose humana foi relatado na
década de 70, porém foi apenas na década de 80 que este protozodrio emergiu no
mundo todo como causador de graves infec¢des em pacientes imunocomprometidos,
especialmente portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), e como
gastroenterite autolimitante em pacientes imunocompetentes, especialmente criangas
(SHIKANI; WEISS, 2014). No entanto, foi em 1993 que ocorreu o maior surto de
criptosporidiose humana, em Milwaukee, Wisconsin (EUA), atraindo o interesse
mundial pela doenga, principalmente por ela ter sido transmitida pela dgua, o que
demonstrou a habilidade do parasito de resistir aos métodos de tratamento existentes
(MACKENZIE et al., 1995).

A criptosporidiose humana se encontra distribuida no mundo todo,
porém nao ha uma estimativa verdadeira sobre o nimero de infectados anualmente,
uma vez que a doenca nao ¢ de notificagdo obrigatoria na maioria dos paises, ha baixa
procura de assisténcia médica pelos doentes com diarreia, ndo sao utilizadas técnicas
adequadas para pesquisa dos parasitos nas fezes, infec¢des assintomdticas ndo sdo
investigadas (DIETZ et al., 2000). A prevaléncia tende a variar de 2,6 a 31,5% em
paises em desenvolvimento e de 0,1 a 14,1% em paises desenvolvidos, provavelmente
devido as melhores condi¢des de saneamento e abastecimento e agua potavel nestes
ultimos (FAYER, 2004). Nos paises em desenvolvimento, a criptosporidiose ¢ mais
frequentemente descrita em criancas, naturalmente suscetiveis ao parasitismo
(ORTEGA-PIERRES et al., 2009). Estudos conduzidos com criangas na Asia e Africa
demonstraram que Cryptosporidium, juntamente com Rotavirus, Shiguela e
Escherichia coli é responsavel por diarreia grave em criangas com até cinco anos de
idade e a segunda maior causa de morte por diarreia (KOTLOFF et al., 2013;
STRIEPEN, 2013). No Brasil, estudos realizados em dareas urbanas e rurais
encontraram prevaléncia variando entre 0,03% e 12,9%, com as maiores taxas
identificadas em criangas que frequentam creches (GONCALVES et al., 2006;
ANARUMA FILHO et al., 2007; BRANCO; LEAL; FRANCO, 2011; LANDER et al.,
2012). Porém, em criangas com diarreia a prevaléncia tende a aumentar, com registro

de até 32,4% (NASCIMENTO et al., 2009).
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Aproximadamente 20 espécies e genodtipos de Cryptosporidium foram
identificados em humanos (RYAN; FAYER; XIAO, 2014), porém a infec¢ao ¢ causada
principalmente por C. hominis, espécie que parasita essencialmente os humanos e C.
parvum, espécie zoonodtica de alta prevaléncia em bovinos jovens (CACCIO;
PUTIGNANI, 2014). Com o desenvolvimento de métodos de genotipagem, novas
espécies e genotipos tém sido identificadas em humanos, porém com prevaléncia mais
baixa que as duas citadas anteriormente, entre elas C. meleagridis, C. felis, C. canis,
C. cuniculus, C. ubiquitum e C. viatorum (RYAN; FAYER; XIAO, 2014).

A distribui¢do de C. hominis e C. parvum em humanos ¢é variada, com
predominancia do primeiro na maioria dos paises, principalmente nos desenvolvidos.
C. parvum ¢ mais comumente detectado em dareas rurais, provavelmente devido as
diferencas nas fontes de infeccdo (XIAO et al., 2010; RYAN; FAYER; XIAO, 2014).
No Brasil, estudos em area urbana identificaram maior frequéncia de C. hominis em
humanos infectados, porém nao foram realizados estudos com caracterizagao
molecular em amostras obtidas em 4area rural, ndo sendo possivel avaliar diferencas na
distribui¢do destas espécies neste local (GONCALVES et al., 2006; BUSHEN et al.,
2007; LUCCA et al., 2009; ROLANDO et al., 2012).

2.3.1.4. Epidemiologia da criptosporidiose bovina

A criptosporidiose bovina tem sido relatada no mundo todo desde sua
primeira descri¢do, realizada em um bezerro de oito meses de idade com diarreia
cronica, em 1971 (ROBERTSON et al.,, 2014). Em bovinos, Crypstosporidium ¢
responsavel por diarreia grave em bezerros neonatos, cuja recupera¢do pode levar de
quatro a seis semanas, gerando prejuizo econémico devido a menor producdo animal e
aos custos com cuidades especiais (TIRANTI et al., 2011). Além disso, bovinos sao
fonte de infec¢do para humanos por serem importantes reservatorios de C. parvum,
espécie com alto potencial zoondtico (SANTIN; TROUT; FAYER, 2008; MEIRELLES
et al., 2011).

A infeccdo pode ocorrer em todas as faixas etarias, tanto de bovinos
leiteiros quanto de bovinos de corte. A prevaléncia varia consideravelmente entre
diferentes estudos, no entanto ela tende a diminuir com o aumento da idade do animal
(SANTIN et al., 2008; BUDU-AMOAKO et al., 2012). As espécies de

Cryptosporidium mais frequentemente identificadas em bovinos sdo C. parvum, C.
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bovis, C. ryanae ¢ C. andersoni (XIAO, 2010). Estudos de prevaléncia realizados em
fazendas leiteiras demonstraram diferengas na prevaléncia de espécies com relagdo a
idade dos animais. Nestes estudos, C. parvum foi mais frequente em bezerros com até
dois meses de idade, C. bovis e C. ryanae em bezerros mais velhos e novilhos, e C
andersoni em novilhos e adultos (SANTIN et al., 2004; FAYER; SANTIN; TROUT,
2007; SANTIN; TROUT; FAYER, 2008). Apesar da baixa prevaléncia de C. parvum
em novilhos e adultos, alguns estudos identificaram esta espécies nesta faixa etaria
(FAYER; SANTIN; TROUT, 2007; BUDU-AMOAKO et al., 2012; WEELS et al.,
2015). No Brasil, C. parvum também ¢ mais frequente em bezerros com até dois meses
de idade (THOMAS et al., 2007; MEIRELLES et al.,, 2011; COUTO; LIMA;
BONFIM, 2014) porém, outros estudos identificaram alta prevaléncia de C. andersoni
nesta faixa etaria (SEVA et al., 2010; PAZ E SILVA; LOPES; ARAUJO JUNIOR,
2013; COUTO; LIMA; BONFIM, 2014).

A sindrome diarreica devido a criptosporidiose atinge mais
frequentemente os bezerros neonatos, que normalmente se infectam na primeira
semana de vida; esta ¢ vista até seis semanas e a mortalidade ¢ baixa quando a diarreia
¢ causada exclusivamente por Cryptosporidium, no entanto, em associagdo com outros
enteropatdégenos ou dependendo do estado imunologico e nutricional do animal, a
mortalidade pode ser alta (ROBERTSON et al., 2014). Nas duas primeiras semanas de
vida, um bezerro infectado pode eliminar milhdes de oocistos nas fezes, o que resulta
em intensa contaminacdo ambiental e disseminagdo do parasito na propriedade. Assim,
varios fatores relacionados ao manejo colaboram para a ocorréncia de infec¢do e/ou
sinais clinicos, como bezerreiros coletivos, alta densidade populacional, nao
estratificacdo dos animais por idade, baixas condi¢des de higiene das instalagdes e
proximidade dos bezerreiros com os currais (FEITOSA et al.,, 2004; ALMEIDA;
OLIVEIRA; TEIXEIRA, 2008; ROBERTSON et al., 2014).

Bovinos tem sido identificados como fatores de risco para a
criptosporidiose em humanos (HUNTER et al., 2004; SMITH et al., 2004), sendo
maior em propriedades que apresentam diarreia neonatal em bezerros (ROBERTSON
et al., 2014). Infec¢des com subtipo Ila de C. parvum ocorrem frequentemente em
humanos de area rural nos EUA e na Europa (XIAO; FAYER, 2008). Em paises
desenvolvidos, a criagdo intensiva de animais, em propriedades leiteiras, facilita a
persisténcia da transmissdao de subtipo Ila de C. parvum (XIAO, 2010). No Brasil,

poucos estudos realizaram subtipagem de isolados de bovinos, porém, os mesmos
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identificaram alta frequéncia de subtipos zoonoticos (MEIRELLES et al., 2011;
COUTO et al., 2014). A identificacdo de mesmo subtipo de C. parvum em humanos e
bovinos pode indicar infeccdo zoondtica, porém quando estes subtipos sdo
identificados em humanos, ndo necessariamente o bovino ¢ a unica fonte de infecgao,
uma vez que subtipos zoonoticos podem se propagar entre a populacdo humana da

mesma formas que os antropondticos (ROBERTSON et al., 2014)

2.3.2. Giardia

2.3.2.1. Ciclo bioldgico

Giardia ¢ um protozoario que se multiplica de forma assexuada na
superficie das microvilosidades do intestino delgado de hospedeiros vertebrados
(THOMPSON, 2004). Seu ciclo biolégico possui apenas dois estagios de
desenvolvimento: o trofozoito, responsdvel pela replicagdo, e o cisto, estagio
infectante que se mantém no ambiente (RYAN; CACCIO, 2013). Os cistos sdo
eliminados nas fezes e ingeridos, diretamente, pela via fecal-oral entre humanos e
animais ou, indiretamente, por meio da agua ou alimento contaminado com fezes. A
excistagdo ocorre no estomago e os trofozoitos realizam a divisdo binaria no intestino
delgado. Cistos sdo infectantes ja no momento em que sdo liberados nas fezes e
sobrevivem no ambiente por semanas a meses, podendo contaminar agua ¢ alimento

(FENG; XIAO, 2011).

2.3.2.2. Taxonomia e hospedeiros

De acordo com a nova sistematica baseada em dados genéticos,
estruturais e bioquimicos, o género Giardia ¢é classificado no reino Excavata, filo
Metamonada, subfilo Trichosoa, superclasse Eopharyngea, classe Trepomonadea,
subclasse Diplozoa, ordem Diplomonadida e familia Giardiidae (ADL et al., 2012). Ha
seis espécies classificadas de acordo com morfologia de trofozoitos e/ou de cistos, mas
apenas Giardia duodenalis foi identificada parasitando humanos ¢ outros mamiferos
como animais de produgdo e de companhia (FENG; XIAO, 2011; RYAN; CACCIO,
2013). A espécie G. duodenalis ¢ dividida em oito grupos genéticos ou assembleias,
classificados de acordo com a diversidade genética; porém, a distancia genética que

separa as assembleias ¢ bastante grande, havendo a proposta de separd-las em
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diferentes espécies (THOMPSON et al., 2008; MONIS; CACCIO; THOMPSON,
2009). (Quadro 2).

Quadro 2. Espécies, grupos genéticos de Giardia duodenalis ¢ hospedeiros do género
Giardia.

Espécies Hospedeiros Assembleias Hospedeiros

Humanos, outros primatas,
A animais de produgdo, caes, gatos,
alguns mamiferos selvagens

Humanos, outros primatas,
bovinos, equinos, caes, gatos,
alguns mamiferos selvagens

vs)

Giardia Caes e outros canideos

j Mamiferos
duodenalis

Caes e outros canideos

Animais de produgdo ungulados

Gatos

Ratos

Tl |o|lglo

Mamiferos marinhos

Giardia agilis Anfibios - -
Giardia ardeae -
— - - Aves -
Giardia psittaci
Giardia microti
Roedores -

Giardia muris -
Fonte: FENG; XIAO, 2011; RYAN;CACCIO, 2013.

Pequenas alteragdes genéticas tem sido identificadas em isolados de uma
mesma assembleia, sendo denominados de sub-assembleias, € em uma mesma sub-
assembleia, denominados de genétipos. Na literatura, ha variacdo na denominagdo destas
assembleias (LALLE et al., 2005; ZHANG et al.,, 2012), porém Caccio et al. (2008)
propuseram que as sub-assembleias sejam denominados pela letra da assembleia, seguida por
numeral romano (Al, All, etc) e que os genotipos sejam denominados pela identificagdo da
sub-assembleia seguida de numeral ardbico (Al-1, AIl-2). Considerando esta denominagao, as
assembleias A e B sdo divididas em quatro sub-assembleias: Al, All, AIll e AIV e BI, BII,
BIII e BIV (MONIS et al., 2003). Sub-assembleias Al e AIl sdo identificadas em ambos
animais e humanos, com Al preferencialmente em animais e AIl em humanos; AIIl ¢ quase

exclusivamente identificada em animais selvagens. Sub assembleias BIII e BIV sdo mais
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frequentes em humanos enquanto BI e BII em animais (SPRONG; CACCIO; VAN DER
GIESSEN, 2009).

2.3.2.3. Epidemiologia da giardiase humana

G. duodenalis é um protozoario de ampla distribuicdo ¢ um dos mais
comuns parasitas intestinais de humanos (FRANCO et al., 2007). Em paises
desenvolvidos a prevaléncia da infec¢do em humanos ¢ geralmente baixa, sendo mais
comum em criangas, especialmente em creches (THOMPSON, 2000; 2004). A infecc¢ao
¢ mais frequente em paises em desenvolvimento, nos quais cerca de 200 milhdes de
pessoas possuem a forma sintomatica, porém a forma assintomdtica da doenca ¢ a mais
comum, cujos portadores sdo importantes fontes de infecg¢do para suscetiveis (YASON;
RIVERA, 2007). A maioria dos estudos realizados com criancas assintomaticas em
paises desenvolvidos revelou prevaléncia inferior a 10%, enquanto aqueles realizados
em paises em desenvolvimentos variou de 8 a 30% (FENG; XIAO, 2011).

Por muitos anos apds a descoberta da Giardia houve controvérsia
sobre o papel deste protozoario como causador de doenga ou como comensal, mas
atualmente ndo ha davidas sobre o impacto da doen¢a no ganho de peso e deficiéncias
do crescimento em criangas (THOMPSON, 2008). Os sintomas sdo bastante variaveis,
mas geralmente se caracterizam por esteatorreia, dor abdominal, vomitos e perda de
peso (MONIS; THOMPSON, 2003). Criangas menores de cinco anos sdao mais
suscetiveis a infec¢do devido aos habitos higiénicos em formagdo nessa faixa etéria,
favorecendo a transmissdo de pessoa a pessoa, ¢ a auséncia de imunidade a reinfec¢des
(PUPULIN et al., 2004).

Humanos s3o parasitados por assembleias A e B de G. duodenalis,
com maior prevaléncia mundial de assembleia B e maior prevaléncia de infeccdes
mistas em paises em desenvolvimento que em paises desenvolvidos (RYAN; CACCIO,
2013). Sub-assembleia AI possui maior potencial zoondtico, uma vez que ¢ mais
frequentemente identificada em humanos, animais de companhia e animais de

produgio (SPRONG; CACCIO; VAN DER GIESSEN, 2009; RYAN; CACCIO, 2013).

2.3.2.4. Epidemiologia da giardiase bovina

Estudos realizados em diferentes paises tem identificado G.

duodenalis em fezes de bovinos de corte e leite com prevaléncias que variam de 5,1 a
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100% dos animais (RALSTON; MCALLISTER; MERLE, 2003; SANTIN; TROUT;
FAYER, 2009; OTERO-NEGRETE et al., 2011; TIRANTI et al.,, 2011; BUDU-
AMOAKO et al, 2012; HERNANDEZ-GALLO; CORTEZ-VECINO, 2012;
OUCHENE et al., 2014) e no Brasil, de 7,5 a 25,56% (GUIMARAES; GUEDES;
CARVALHO, 2001; MARQUES; BANDEIRA; QUADROS, 2005; SILVA JUNIOR et
al., 2011; PAZ E SILVA; LOPES; ARAUJO JUNIOR, 2012). Esta grande variagao na
prevaléncia da infec¢do ¢ reflexo de diversos fatores como a faixa etaria da populacado
de estudo, sistema de manejo da propriedade e delineamento do estudo (OLSON et al.,
2004; PAZ E SILVA; LOPES ARAUJO JUNIOR, 2012). Infecgdes por G. duodenalis
tém sido identificadas em alta frequéncia em bezerros jovens, principalmente entre
dois e trés meses de idade, quando ocorre estresse e queda da imunidade devido ao
processo de desmame (TROUT et al., 2005; MADDOX-HYTELL et al., 2006; SILVA
JUNIOR et al., 2011).

Animais jovens sdo considerados as principais fontes de infecg¢ao para
hospedeiros suscetiveis, uma vez que podem liberar até 10° cistos por grama de fezes
(GEURDEN; VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2010). Apesar da excre¢do de cistos
ser mais baixa a partir de seis meses de idade, vacas devem ser consideradas como
potencial fonte de infec¢do em propriedades positivas devido ao aumento da
eliminagdo de cistos no periodo do periparto (GEURDEN et al., 2012). Abrigos e
piquetes coletivos, instalacdes com condigdes precarias de higiene e limpeza e
bezerreiros proximos e em planos mais baixos que o curral t€ém sido considerados
fatores de risco, devido a maior contaminagdo ambiental presente nestas condigdes
(STURDEE et al., 2003; HAMNES; GJERDE; ROBERTSON, 2006; SILVA JUNIOR
et al., 2011).

Embora os sinais clinicos associados com a infeccdo por G.
duodenalis ja tenham sido documentados em bovinos, este protozoario ndo ¢é
considerado uma das principais causas de doenca clinica em ruminantes. A patogénese
da giardiase depende de uma combinacdo de fatores relacionados ao parasita,
hospedeiro ¢ ambiente, de modo que a pressdo de infeccdo é amplamente dependente
de sistemas de gestdo com alto impacto sobre a saude e produg¢dao animal, como os
sistemas intensivos de criagdo, quando comparados aos extensivos (GEURDEN;
VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2006, 2010). Apesar de alguns estudos associarem a
infec¢do com a diarrecia (MCALLISTER et al., 2005; GEURDEN; VERCRUYSSE;
CLAEREBOUT, 2010; OUCHENE et al., 2014) sabe-se que a diarreia e a liberagao de



34

cistos em animais parasitados sdao intermitentes, o que dificulta estabelecer esta
associacao (GEURDEN et al., 2012).

Cistos 1identificados em fezes de bovinos sdo morfologicamente
semelhantes aqueles identificados em fezes de outros animais e humanos, mas podem
pertencer a populagdes geneticamente diferentes (PAZ E SILVA; LOPES; ARAUJO
JUNIOR, 2012). A assembleia E é hospedeiro especifico ¢ foi predominante em
bovinos em estudos realizados na Alemanha, Reino Unido, Italia, Estados Unidos,
Canada, Australia ¢ Brasil (SANTiN; TROUT; FAYER, 2009; ABEYWARDENA ct
al., 2012; BUDU-AMOAKO et al., 2012; GEURDEN et al., 2012; PAZ E SILVA;
LOPES ARAUJO JUNIOR, 2012). Apesar disso, a assembleia zoondtica A tem sido
cada vez mais identificada nestes animais, seja isoladamente ou em infec¢des mistas
(RYAN; CACCIO, 2013). Em um estudo realizado em quatro paises da Europa
Geurden et al. (2012), identificaram a assembleia A de G. duodenalis em 43% das 942
amostras de fezes de bezerros positivas para G. duodenalis e, em 32%, infec¢do mista
com A e E.

Bovinos sdo mais frequentemente parasitados por sub-assembleia Al
(especialmente genoétipo 1), diferentemente de humanos que sdo mais frequentemente
parasitados por gendtipos da sub-assembleia AIl (XIAO; FAYER, 2008). Porém, em
estudo realizado por KHAN et al. (2011), na India, foi identificada sub-assembleia Al-
1 em bezerros e trabalhadores da mesma propriedade rural sugerindo transmissdo
zoonotica. Apesar de ndo ser comumente identificada em bovinos, a assembleia B foi
identificada em estudos realizados na Nova Zelandia, China e México (WINKWORTH
et al., 2008; LIU et al., 2012; OTERO-NEGRETTE et al., 2011). Neste contexto,
bovinos podem ser importantes fontes de infec¢do para humanos, uma vez que
assembleias zoonoéticas de G. duodenalis sdo mais frequentemente identificadas em
animais jovens, que também excretam maior quantidade de cistos no ambiente,
podendo contaminar fontes de dgua de abastecimento humano (TROUT et al., 2004;

GEURDEN; VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2010; ABEYWARDENA et al., 2012).

2.3.3. Cryptosporidium e Giardia: veiculac¢ao hidrica

O primeiro grande surto de criptosporidiose ocorreu em 1983, no
Texas (EUA), no qual a 4gua do pogo que abastecia a comunidade foi contaminada
com esgoto doméstico e gerou cerca de 2000 casos (SOLO-GABRIELE;
NEUMEISTER, 1996). Embora varios surtos associados a ingestdo de agua potavel
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tenham sido relatados na década de 1980, foi em 1993 que a criptosporidiose foi
reconhecida como um problema de saude publica (FAYER, 2004). Neste ano ocorreu o
maior surto de criptosporidiose de veiculagdo hidrica do mundo na cidade de
Milwaukee, Wisconsin, EUA, no qual 403.000 pessoas desenvolveram sintomas de
gastroenterite em um periodo de dois meses apos ingestdo de agua da rede de
abastecimento (CORSO et al., 2003). Apos este periodo cerca de 150 surtos foram
registrados até 2010, a maioria deles relacionada com deficiéncias no sistema de
tratamento da 4gua (KARANIS; KOURENT; SMITH, 2007, BALDURSSON;
KARANIS, 2011). No Reino Unido, o aumento dos surtos de criptosporidiose levou a
modificacdo na legislacdo quanto a rotina de avaliacdo da presencga deste protozoario
na agua, de acordo com o risco dos parametros que afetam a presenca do mesmo,
sendo o mais alto coeficiente de risco dado a presenca de gado proximo a bacia, cujo
valor dobra se houver bezerros e cordeiros (WELLS et al., 2015). Como os bovinos
sao importantes reservatorios deste protozodrio, a descarga de material fecal de pastos
em cursos de d4gua pode gerar maior concentracdo de oocistos que a descarga de esgoto
humano, principalmente em periodos com maior quantidade de chuvas (MARTINS-
VIEIRA; BRITO; HELLER, 2009). Em recente estudo realizado por Wells et al.
(2015) na Escocia, foi possivel comparar a alta prevaléncia de C. parvum em bovinos e
cervos que habitam a regido de um manancial de abastecimento com histérico de
surtos apds ingestdo de agua obtida no mesmo, sugerindo transmissdo ciclica e
sazonal.

O primeiro surto registrado de giardiase de veiculagdo hidrica ocorreu
entre o final de 1965 e inicio de 1966 em Aspen (Colorado, EUA), no qual dois pogos
que abasteciam um lado da cidade foram contaminados por esgoto, atingindo cerca de
120 pessoas. Porém, o maior surto de giardiase devido a ingestdo de 4gua ocorreu na
Noruega, em 2004, atingindo cerca de 1500 pessoas (ROBERTSON et al., 2006). Entre
1965 e 2010, aproximadamente 40% dos surtos de protozooses de veiculacdo hidrica
registrados no mundo foram causados por Giardia spp, entre os quais a maioria
ocorreu devido a deficiéncias no processo de filtragdo da agua. (THOMPSON, 2004;
KARANIS; KOURENT; SMITH, 2007; BALDURSSON; KARANIS, 2011). O gado
bovino j4& foi incriminado como fonte de contaminagdo de agua, porém héd poucas
evidéncias de que estes animais foram a principal fonte em surtos de veiculagdo
hidrica, sendo a contaminag¢ao com efluente sanitario de origem doméstica a fonte mais

provavel (THOMPSON, 2004; SMITH et al., 2006; THOMPSON, 2008). Pecuaria e
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precipitagdo pluviométrica em captacdes com filtragdo inadequada favorecem a
ocorréncia de surtos, principalmente em areas onde as concentragdes ambientais sao
mais altas (RISEBRO et al., 2007; PLUTZER; ONGERTH; KARANIS, 2010).
Heitman et al. (2002) investigaram, em um periodo de dois anos, a significancia de
diferentes fontes na contaminacdo ambiental e encontrou maior prevaléncia de cistos
de Giardia em efluentes de esgoto, porém a concentra¢do de cistos foi bem maior em
fezes de bovinos. A interpretacdo da importancia de cada fonte deve ser feita em
conjunto com a identificagdo de gendtipos, porém deve-se levar em consideracdo a
importancia destes animais na eliminagao de grande quantidade de cistos no ambiente
e por serem reservatorios também de espécies zoondticas (THOMPSON 2004; XIAO;
FAYER, 2008; FENG; XIAO, 2011).

No Brasil, grandes epidemias de doengas causadas por protozodrios de
veiculacdo hidrica foram recentemente descritos. Entre o final de 2001 e inicio de
2002, ocorreu o maior surto de toxoplasmose do mundo em Santa Isabel do Ivai,
Parand, no qual 426 pessoas apresentaram sorologia sugestiva de infeccdo aguda
devido a contaminagdo da dgua de um reservatorio da cidade por oocistos (MOURA et
al., 2006; ALMEIDA et al., 2011). Em Antonina, Parand, foi descrito um surto de
diarreia aguda por Cyclospora cayetanensis, cuja origem foi a agua distribuida pela
estacdo de tratamento da cidade (MOURA et al., 2002). Apesar de ndo haver dados
documentados que comprovem a ocorréncia de surtos de criptosporidiose e giardiose
de transmissdo hidrica no Brasil (FRANCO, 2007), a presenca destes parasitos em
agua de abastecimento humano foi identificada em estudos realizados em diferentes
regides (FRANCO; ROCHA-EBERHARDT; CANTUSIO NETO, 2001; HELLER et
al., 2004; DIAS et al., 2008; NISHI et al., 2009a,b; MACHADO et al., 2009). Em um
dos mananciais de abastecimento de dgua a populagdo de Vigosa, MG, localizada em
area de intensa atividade agropecuaria, foi verificado que em determinados locais de
coleta de agua, a presenga de cistos de Giardia spp. estava mais relacionada com o
despejo de efluentes da estagdo de tratamento de esgoto, porém a presenca de oocistos
de Cryptosporidium spp apresentou maior relagio com a criacdo de animais proxima
ao local (DIAS et al., 2008).

Como a giardiase e a criptosporidiose sdo reconhecidas como
zoonoses € a contaminacao das dguas de abastecimento publico e de fontes particulares

pode ocorrer pelo efluente de esgoto doméstico e dejetos da agropecuaria, ¢ de se
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esperar que a contaminacdo de aguas superficiais no meio rural seja maior devido a
maior quantidade de residuos humanos e animais (HELLER et al., 2004).

A caréncia no tratamento da 4gua que alguns sistemas de
abastecimento apresentam no Brasil levou a revisdo da Portaria 518/2004 substituida
pela Portaria 2.914/2011, que dispde sobre controle e vigilancia da qualidade da agua e
seu padrao de potabilidade. Esta estabelece a avaliacdo da presenga de protozoarios
patogénicos, como Cryptosporidium spp. e Giardia spp. quando a média geométrica
anual de Escherichia coli encontrada na agua bruta superficial for maior ou igual a
1000 E. coli /100 mL, além de recomendar que o efluente resultante da filtragao rapida
esteja com valores de turbidez menores ou iguais a 0,3 uT em 95% das amostras, ou
que se utilize um processo de desinfeccdo com eficiéncia comprovada na remocgdo de
oocistos de Cryptosporidium spp, quando a concentragdo identificada for maior ou

igual a 3,0 oocistos/L na captacdo (BRASIL, 2011).

2.4. CONSIDERACOES FINAIS

Com base no que foi exposto ¢ evidente que o sistema hidrico ¢
ameacado pela contaminagdo por praguicidas e parasitos resultantes da agropecudria, os
quais sdo prejudiciais a saide humana e animal e foram identificados por diferentes
estudos em mananciais de abastecimento publico. A legislagdo de monitoramento destes
contaminantes abrange os mananciais de abastecimento publico, porém numerosas
propriedades rurais nao sdo abastecidas por este sistema, obtendo agua de fontes
particulares que ndo recebem nenhum tipo de tratamento e monitoramento. Portanto, ha a
necessidade de avaliar a presenca destes contaminantes no ambiente rural, bem como os
fatores que colaboram para a presenca dos mesmos, de forma que futuramente medidas de

controle e prevengao sejam recomendadas.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Verificar a prevaléncia ¢ identificar Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em fezes de
humanos, animais e na agua de consumo humano e animal de propriedades leiteiras, pesquisar
a presenga de residuos de organofosforados e carbamatos em amostras de agua e leite cru
destas propriedades e associar a fatores de exposi¢ao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar e quantificar coliformes totais e termotolerantes em amostras de 4gua de consumo

humano e animal.

Verificar a prevaléncia e quantificar Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em fezes de

bovinos, suinos e humanos e em agua de consumo humano e animal.

Identificar as espécies de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. por meio de analises

moleculares.

Determinar os fatores associados a presenca de coliformes termotolerantes em amostras de

agua e a presenga de Cryptosporidium spp e Giardia spp em amostras de fezes e de agua.

Verificar a presenca de residuos de organofosforados e carbamatos em amostras de leite cru e

agua e determinar os fatores associados.
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4 ARTIGO A

Cryptosporidium spp. E Giardia spp. EM AMOSTRAS DE FEZES E AGUA E
FATORES DE EXPOSI(;AO ASSOCIADOS EM PROPRIEDADES DE
BOVINOCULTURA LEITEIRA.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar a prevaléncia de Cryptosporidium spp e Giardia spp em
amostras de fezes de animais e na dgua de consumo de propriedades de bovinocultura leiteira,
além de relacionar fatores de exposicdo a presenga destes parasitos. Amostras de fezes de
bovinos, suinos, € humanos e de agua foram coletadas em 55 propriedades de Araruna e
Campo Mourdo, PR. Pesquisa de (oo)cistos nas fezes foi realizada por meio da coloragao de
Ziehl Neelsen modificado e centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco. Amostras positivas
nestas técnicas foram submetidas a nested-PCR para amplificagdo do gene SSU rRNA.
Andlise microbioldgica da agua foi realizada por técnica de tubos multiplos e substrato
cromogénico e analise parasitologica de 31 amostras por imunofluorescéncia direta ¢ nested-
PCR. A identificagdo das espécies de Cryptosporidium foi realizada por sequenciamento e, no
caso de infecgdes mistas, por PCR-RFLP. Variaveis de exposicao foram obtidas por meio de
questionario epidemioldgico. A prevaléncia de infecg¢do por Giardia spp em bovinos foi 7,6%
e em bezerros até dois meses 17,1%, ja por Cryptosporidium spp. foi 10,2% em bovinos e
25,3% em bezerros até dois meses. Entre as amostras de fezes de bovino C. parvum foi
identificado em 41 (64%), C. ryanae em 8 (12,5%), C. bovis em 4 (6,3%), C. andersoni em 5
(7,8) e infecgdo mista em 20 (31,3%). Apenas um pool de suino foi positivo para Giardia spp.
e cinco foram positivos para Cryptosporidium spp. Estes parasitos ndo foram identificados
nas amostras de fezes humanas. Coliformes termotolerantes foram identificados em amostras
de agua de 25 (45,5%) propriedades. Giardia e Cryptosporidium foram identificados em trés
amostras de agua, as quais também possuiam coliformes termotolerantes. C. parvum foi
identificado em uma das amostras, cuja propriedade possuia bezerros positivos para a mesma
espécie. A presenca de coliformes foi associada a origem da dgua, estrutura e degradagdo de
nascentes, chuva e turbidez. Como conclusdo, bezerros apresentaram maior prevaléncia dos
protozoarios que bovinos mais velhos e C. parvum foi identificado em bezerros e adultos,
com maior prevaléncia em bezerros com até seis meses de idade. C. parvum e Giardia
duodenalis estdo presentes na agua de propriedades leiteiras e a maioria das fontes de agua
ndo possui protecdo adequada, principalmente nascentes, com alta frequéncia de coliformes
de origem fecal, havendo necessidade de orientagdo sobre manejo dos animais, preservagao
de fontes e tratamento da agua.

Palavras-chave: Cryptosporidium parvum, Giardia duodenalis, coliformes termotolerantes,
nascentes, prevaléncia, bezerros.



54

Cryptosporidium spp. AND Giardia spp. IN FAECES AND WATER AND
ASSOCIATED EXPOSURE FACTORS IN DAIRY FARMS.

ABSTRACT

This study aimed to determine the prevalence and identify Cryptosporidium spp and Giardia
spp in fecal samples and water, and to associate the exposure factors in dairy farms.
Samples of cattle feces, swine, human and water were collected in 55 dairy farms Araruna
and Campo Mourao, PR, Brazil. Presence of Cryptosporidium and Giardia were determined
by Ziehl Neelsen modified and zinc sulfate centrifugal flotation methods. Positive samples
were submitted to nested-PCR for amplification of the SSU rRNA gene. Microbiological
analysis was performed on water samples from all properties. Parasitological analysis was
performed in 31 farms by immunofluorescence assay and nested-PCR. Cryptosporidium
species were determined by DNA sequencing analyses or restriction fragment length
polymorphism, in the case of mixed infections. Exposure variables were obtained using an
epidemiological questionnaire. The prevalence of infection with Giardia spp was 7.6% in
cattle and 17.1% in calves up to two months; for Cryptosporidium spp. was 10.2% in cattle
and 25.3% in calves up to two months. In fecal samples of cattles C. parvum was identified
in 41 (64%), C. ryanae 8 (12.5%), C. bovis 4 (6.3%), C. andersoni 5 (7, 8%) and mixed
infection in 20 (31.3%). Only one swine pool was positive for Giardia spp. and five were
positive for Cryptosporidium spp. These protozoans have not been identified in samples of
human faeces. Fecal coliforms were identified in water samples of 25 (45.5%) farms.
Giardia and Cryptosporidium were identified in three water samples, which also had fecal
coliform. C. parvum was identified in a water sample from a farm with positive calf. The
presence of fecal coliform was associated with the origin of water, structure and degradation
of springs, rain and turbidity. In conclusion, calves had a higher prevalence of protozoa that
older cattle and C. parvum was identified in all ages; C. parvum and G. duodenalis are
present in the water of dairy farms and most water sources are unprotected, mainly springs,
with high frequency of fecal coliforms. There is need for assistance to farmers as to animal
management, preservation of natural water sources and water treatment.

Keywords: C. parvum, fecal coliforms, springs, prevalence, calves, riparian forest

Introducéo

A agua ¢ um dos mais importantes veiculos de patdogenos responsaveis por
diarreia no mundo todo (WHO, 2009). Apesar do reconhecimento de que a melhor
qualidade da agua fornecida para consumo humano diminui a ocorréncia de doengas, no
Brasil, o abastecimento de 4gua em pequenos municipios e areas rurais difere do encontrado
em grandes centros urbanos (SILVA et al, 2012). No meio rural, cerca de 70% dos
domicilios cosomem 4gua de fontes alternativas, sem monitoramento de potabilidade,

enquanto apenas um ter¢o € abastecido por rede de distribui¢cdo publica (BRASIL, 2012).
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Bactérias e protozodrios sdo comumente 0s principais responsaveis por
surtos de veiculagdo hidrica, porém Giardia spp. e Cryptosporidium spp. tém se destacado
nas ultimas décadas como os principais patéogenos (FRANCO, 2007; KARANIS et al.,
2007, BALDURSSON; KARANIS, 2011). S3o protozoarios cujo ciclo biologico se
completa em apenas um hospedeiro e culmina na produgdo de cistos e oocistos, estadios
ambientais eliminados nas fezes (FAYER, 2004). Estes protozoarios parasitam o trato
gastrointestinal de humanos, animais domésticos e silvestres (THOMPSON, 2004;
THOMPSON; MONIS, 2004)

Bovinos sdo importantes fontes de infeccdo para humanos, principalmente
bezerros lactentes, os quais sdo os principais reservatdrios de C. parvum, espécie de alto
potencial zoonotico (FAYER, 2004; THOMPSON, 2004; XIAO, 2010). Apesar de bovinos
serem mais comumente parasitados pela assembleia E de G. duodenalis, também ja foram
identificadas as assembleias zoonoticos A e, ocasionalmente, B nestes animais
(O’HANDLEY et al., 2000, TROUT et al., 2004; COKLIN et al., 2007). Bezerros possuem
importante papel na contaminacdo ambiental, pois sdo mais intensamente parasitados e
eliminam grandes quantidades de (oo)cistos no ambiente, podendo contaminar fontes de
agua utilizadas para consumo humano e animal (FRANCO, 2007; GEURDEN;
VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2010).

Diante da necessidade de melhor compreensdo da importancia de bovinos
na contaminac¢do de fontes de dgua por estes protozoarios patogénicos, este estudo teve o
objetivo de verificar a prevaléncia e identificar Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em
amostras de fezes de animais e na dgua de consumo humano e animal em propriedades de

bovinocultura leiteira, além de associar fatores de exposicdo a presenca destes parasitos.

Material e Métodos

Local e Populacéo de Estudo

Este estudo foi realizado nos municipios de Campo Mourdo (latitude sul
24° 02' 45" e longitude oeste 52° 22' 58") e Araruna (latitude sul 23° 55' 55" e longitude
oeste 52° 29' 45"), regido centro ocidental do Parand. Como critério de inclusdo, admitiu-se
pequenas propriedades leiteiras de producdo familiar assistidas pelo Instituto Paranaense de

Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (EMATER) de Campo Mourdo. Desta forma,
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amostras de fezes e agua foram coletadas de todas as propriedades assistidas pela
EMATER, totalizando 55 propriedades, sendo 20 de Araruna e 35 de Campo Mourao.
O fluxograma das etapas de obten¢do e analise das amostras de fezes e

agua estd demonstrado na Figura 1.

Figura 1. Fluxograma da obtencdo e analise de amostras de fezes e 4gua de 30 propriedades
leiteiras de Campo Mourdo e 20 de Araruna, PR, 2012-2014
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Obtencédo e Anélises das Amostras de Fezes

Coleta de Amostras
Este estudo foi aprovado Comité de Etica em Experimentagio Animal
(CEEA) da Faculdade Integrado de Campo Mourdo (242/2011) e pelo Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (CEP-UEL) da Universidade Estadual de
Londrina (277/2011).
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Foram coletadas amostras de fezes, diretamente na ampola retal de
todos os bovinos de 0 a 24 meses de idade e, aleatoriamente, de metade do rebanho de
vacas em lactagdo; exceto quando o rebanho era composto por até dez animais em
lactacdo, nestes casos todos os animais eram analisados. Em propriedades que
possuiam criagdao de suinos, amostras de fezes foram coletadas do solo em trés pontos
de cada baia, formando um pool.

A coleta de fezes de humanos foi realizada pelos moradores que
concordaram voluntariamente em participar do inquérito coproparasitoloégico, para o
qual receberam recipientes descartaveis e orientagdes para realiza-la no dia anterior ao
recolhimento das amostras.

As amostras de fezes de animais e humanos foram mantidas em

refrigeracdo até a analise, dentro de 24 horas.

Analises Coproparasitolégicas por Microscopia Optica.

As amostras de fezes foram diluidas em 4gua destilada, filtradas em
gaze ¢ centrifugadas a 5000xg/5min, no caso de amostras de animais ¢ 500xg/10 min,
no caso de amostras de humanos e o sedimento utilizado para pesquisa de cistos e
oocistos de protozoarios. Para pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp. foi
realizado esfregaco em lamina e coloracdo pela técnica de Ziehl Neelsen modificada
(HENRIKSEN; POLENZ, 1981). Para pesquisa de cistos de Giardia spp. foi realizada
a técnica de centrifugo-flutuagdo em solucdo de sulfato de zinco a 33% (FAUST et al.,
1939) em fezes de origem animal. Nas amostras de origem humana, além das técnicas
citadas anteriormente, foram executadas as técnicas de sedimentagdo espontinea
(LUTZ, 1919; HOFFMAN; PONS; JANER, 1934) e Kato-Katz (KATO; MIURA,
1954; KATZ; COELHO; PELLEGRINO, 1970). Todas as amostras de fezes foram
armazenadas em dicromato de potassio, concentracdo final 2,5%, a 4°C, para posterior
analise molecular.

Obtencéo e Anélises das Amostras de Agua
Coleta de Amostras de Agua

Amostras de 4gua foram coletadas de fontes de abastecimento tanto da
populacdo humana quanto da populacdo animal da propriedade. As coletas foram
realizadas em duas etapas: uma para andlise microbioldgica e outra para pesquisa de

Giardia spp. e Cryptosporidium spp.
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A primeira coleta de 4gua foi realizada na primeira visita as
propriedades, em dois pontos de cada fonte de agia da propriedade, sendo uma no local
de origem da 4gua e a outra em uma torneira. A coleta foi realizada em frascos de
vidro de 250mL previamente lavados e esterilizados. Procedimento de coleta foi
realizado de acordo com Brasil (2013).

Em propriedades que apresentaram contaminacdo por coliformes
termotolerantes na agua e¢/ou presenga de oocistos de Cryptosporidium spp. e/ou cistos
de Giardia spp. nas amostras de fezes dos animais, foi realizada uma segunda visita e
nova coleta de dgua diretamente na origem da fonte. Nesta segunda etapa, foi realizada
nova analise microbiologica da dgua e coletado um volume de 10L de agua em
bombonas plasticas para pesquisa de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. Previamente
a coleta, estas bombonas foram higienizadas e enxaguadas com Tween 80 a 1% e agua

destilada.

Analise Microbioldgica da Agua

Amostras de agua obtidas na primeira coleta foram submetidas a
andlise microbiologica por meio da Técnica de Tubos Multiplos e aquelas obtidas na

segunda coleta pela técnica do substrato cromogénico (APHA, 2005).

Concentracéo das Amostras de Agua

Trés litros da amostra de 10L de 4gua obtida na segunda coleta foram
filtrados em membrana de éster de celulose com 47mm de didmetro e 1,2um de
porosidade (Millipore®), em sistema porta-filtro e bomba a vacuo (4L/min). Apds a
filtracdo, o material foi eluido mediante lavagem e raspagem da membrana, com alcgas
plasticas flexiveis, em Tween 80 a 0,1%. O material obtido foi concentrado por dupla
centrifugacdo a 1050xg/15min, a 4°C. O sedimento obtido foi ressuspenso em agua
destilada e armazenado em microtubos de 2mL (BRANCO; LEAL; FRANCO, 2011).
As amostras foram mantidas em refrigeragdo até a realizagdo da Reacdo de
Imunofluorescéncia Direta (RID) e, posteriormente, mantidas a -20°C até a extragdo de
DNA gendémico. Em amostras com alta turbidez, com as quais foi impossivel realizar a
filtragdo em membranas, foi realizada a técnica de floculagdo por carbonato de calcio,

confome descrito por Vesey et al. (1993), para concentracdo da dgua.
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Reacdo de Imunofluorescéncia Direta

Aliquotas de 10puL do sedimento obtido na concentracdo de cada
amostra foram utilizadas para realizar a RID por meio de anticorpos monoclonais anti-
Cryptosporidium e anti-Giardia adquiridos comercialmente, (Merifluor® Meridian
Bioscience). Cistos e oocistos identificados na RID foram contados para o calculo de
estimativa do numero de cistos e oocistos/L (N(c/00)) de agua de acordo com a

formula proposta por Cantusio Neto e Franco (2004):

Numero de (oo)cistos Volume do pellet obtido (mL)
N(c/o0) = X
Volume do pellet Avaliado (pL) Volume filtrado da amostra (L)

Turbidez
A turbidez das amostras de d4gua foi calculada utilizando-se

turbidimetro HACH 2100Q.

Analises Moleculares

Extracdo de DNA genémico de Cryptosporidium e Giardia

As amostras de fezes (200uL) que apresentaram cistos de Giardia spp.
e oocistos de Cryptosporidium spp. nas técnicas de microscopia optica e o sedimento
obtido na concentragdo das amostras de agua (200uL) coletadas na segunda visita as
propriedades foram submetidos a extragdo de DNA por meio do Kit comercial
NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel), conforme protocolo do fabricante. Antes da
extracdo as amostras de fezes foram centrifugadas a 5.000xg/5min com agua ultrapura,

aproximadamente trés vezes, até¢ a remog¢ao do dicromato de potassio.

Amplificacdo de DNA Gendmico de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em

Amostra de Fezes e Agua



60

Para pesquisa de Cryptosporidium spp. fragmentos do gene 18SSU
rRNA foram amplificados por reacdo de nested-PCR, na qual foram utilizados primers
descritos por Xiao et al. (1999). Todas as amostras foram processadas em triplicata.
Nas duas reagdes de PCR foram utilizados 17,5uL de agua ultrapura autoclavada,
2,5uL de solugdo tampao 10X concentrado, 0,5uL de dNTP (10mM), 1,25uL de MgCl,
(50mM), 0,5uL de cada primer (forward e reverse), 0,25uL de Taq Polimerase
(5U/uL) e 2,0uL do DNA extraido de cada amostra, compondo um volume final de
25puL. O material obtido na primeira reacdo foi diluido em 50pL antes de ser
submetido a segunda reacdo. As condi¢des de amplificacdo no termociclador foram:
um ciclo de incubagao inicial a 95°C por cinco minutos, seguidos de 35 ciclos de 94°C
por 45 segundos (desnaturagdo), 55°C por 45 segundos (anelamento) e 72°C por 60
segundos (extensdo) e uma extensao final de 72°C por cinco minutos.

Para pesquisa de Giardia spp. fragmentos do gene 16SSU rRNA foram
amplificados por reagdo de nested PCR. Na primeira e segunda reag¢des foram
utilizados primers descritos por Appelbee et al. (2003) e Hopkins et al. (1997)
respectivamente. Todas as amostras foram processadas em triplicata. Nas duas reacdes
de PCR foram utilizados 16,75uL de agua ultrapura autoclavada, 2,5uL de solugdo
tampao 10X concentrado, 0,5uL de dNTP (10mM), 0,75uL de MgCI2 (50mM), 0,5uL
de cada primer (forward e reverse), 1,25uL de DMSO (dimetil sulféxido) 5%, 0,25 uL
de Taq Polimerase (5U/puL) e 2,0 pL do DNA extraido de cada amostra teste,
compondo um volume final de 25uL. As condigdes de amplificacdo no termociclador,
tanto para a primeira quanto para a segunda reagdo, foram: um ciclo de incubagao
inicial a 95°C por cinco minutos, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 45 segundos
(desnaturacdo), 58°C por 45 segundos (anelamento) e 72°C por 60 segundos (extensao)
e uma extensao final de 72°C por cinco minutos.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose (Ultrapure™ Agarose; Invitrogen) 1,5% corado com SYBR® Safe (DNA Gel

Stain; Invitrogen, Brasil) e visualizagdo com luz ultravioleta.

Sequenciamento de DNA
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O sequenciamento de DNA foi realizado em todas as amostras de
fezes positivas para Cryptosporidium spp na PCR e em todas as amostras de agua
positivas para Cryptosporidium spp e Giardia spp na PCR.

Para o sequenciamento de DNA foram realizadas a extragdo e a
purificagdo das amostras positivas por meio do kit comercial (QIAquick Gel
Extraction/ Qiagen). O sequenciamento foi realizado em um sequenciador ABI3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e com Kit comercial
(BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit/Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Cada amostra foi sequenciada em ambas as dire¢des com primers foward e
reverse da segunda reagao.

As sequéncias de nucleotideos foram comparadas as sequéncias
padriao de Cryptosporidium e Giardia depositadas no GenBank, pelo sistema Basic
Local Alignment and Search Tool (BLAST) e por alinhamento manual através do

programa Biological Sequence Alignment Editor (BioEdit 7.2.5.0).

PCR-RFLP - Cryptosporidium

As amostras de fezes que apresentaram resultado positivo para
Cryptosporidium na nested-PCR, cuja analise de sequenciamento ndo foi possivel
devido a sobreposicdo de fragmentos genéticos no esferograma, foram submetidas a
caracterizagdo genética por analise do Polimorfismo no Tamanho dos Fragmentos de
Restricdo (RFLP). Para identificagao das espécies de Cryptosporidium presentes na
amostra, os produtos obtidos na segunda reacdo da nested-PCR foram clivados com as
enzimas de restricdo Sspl, Asel, Mboll ¢ Ddel (XIAO et a., 2001; FENG et al., 2007).
A reagdo foi realizada com 5uL. de DNA; 2uL de tampao de restrigdo, 3UI de enzima
(New England Biolabs) e 4gua ultrapura, de acordo com instru¢des do fabricante. A
digestdo foi realizada a 37°C por uma hora e os produtos foram submetidos a

eletroforese em gel de agarose 2,5% corado com SYBR™ Safe.

Precipitacdo Pluviométrica
Para comparar os resultados das amostras as variaveis de
sazonalidade, os dados de precipitacdo hidrica 24 e 48 horas antes da coleta foram

obtidos do Sistema Meteorolégico do Parand (SIMEPAR).
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Investigacdo Epidemioldgica

Os proprietarios ou responsaveis pela propriedade foram entrevistados
por meio de questionario epidemioldgico contendo varidveis referentes ao tipo de
producdo, condi¢des ambientais de saneamento da propriedade, sanidade dos animais e
dos humanos e caracteristicas individuais de animais ¢ humanos, as quais foram
analisadas quanto a associagdo com a presenga/auséncia de Cryptosporidium spp. ¢

Giardia spp. em fezes ¢ agua.

Analise Estatistica

A comparacdo das frequéncias dos resultados obtidos nas andlises de
fezes e agua e das variaveis do questionario epidemioldgico foi realizada por meio do
teste estatistico de qui quadrado com correcdo de Yates ou Teste Exato de Fisher. A
magnitude das associagdes foi determinada pelo calculo do Odds Ratio (OR). As
analises foram realizadas no programa Epilnfo'™™ 3.5.2 e adotou-se nivel de

significancia de 5%.

Resultados
Amostras de Fezes
Bovinos

Foram coletadas 937 amostras de fezes de bovinos, sendo 558 animais
de propriedades de Campo Mourdo e 379 de Araruna.

Na microscopia oOptica, 71 (7,6%) amostras de fezes foram positivas
para cistos de Giardia spp. em 27 (49,1%) propriedades e 48 amostras foram positivas
na PCR. Ja oocistos de Cryptosporidium spp. foram identificados em 96 (10,2%)
amostras de 37 (67,3%) propriedades, quando analisadas pela microscopia Optica, e 64
amostras também foram positivas na PCR. Considerando as diferentes faixas etarias, a
prevaléncia foi maior entre bezerros de com até seis meses de idade e entre estes foi
maior na faixa ectaria até dois meses, tanto para Giardia spp. quanto para

Cryptosporidium spp. (Tabela 1).
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Tabela 1. Prevaléncia de Giardia spp. ¢ Cryptosporidium spp. em fezes de bovinos, de 55
propriedades leiteiras de Campo Mourdo e Araruna, PR, 2012 a 2014.

Faixa Etaria N °de

Positivos MO (%)

Positivos PCR (%0)*

(meses) Amostras Giardia spp. Cryptosporidium spp. Giardia spp. Cryptosporidium spp.
3 0—2 146 25(17,1) 37 (25,3) 15 (60) 34 (91,9)
é 2—4 133 15(11,3) 9 (6,8) 13 (86,7) 7(77,8)
° 4-6 99 6 (6,1) 8 (8,1) 5(83,3) 6 (75)
©  Total (0a6) 378 46 (12,2) 54 (14,3) 33 (71,7) 47 (87)
2 612 81 6(7,4) 5(6,2) 6 (100) 3 (60)
A 12—24 54 0 6(11,1) 0 1(16,7)
E >24 424 19 4,5) 30(7,1) 9(47,4) 13 (43,3)
A Total (Todos) 937 71 (7,6) 96 (10,2) 48 (67,6) 64 (66,7)

MO: Microscopia 6ptica; PCR: Rea¢ao em Cadeia pela Polimerase; * Porcentagem calculada sobre o nimero de positivos na microscopia

oOptica.

Os resultados da associacdo estatistica entre variaveis de exposi¢do e

presenga dos protozodarios nas fezes dos bovinos estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Varidveis com associacdo estatistica significativa com a presenca de cistos de
Giardia spp./oocistos de Cryptosporidium spp. em fezes de 937 bovinos leiteiros de Campo
Mourao e Araruna, PR, 2012 a 2014.

Variaveis de Exposi¢cao Cistos de Giardia spp OR
posi¢ Amostras Positivas/Total (%) (1C95%) P
Sistema de Producéo
Empresarial 10/63 (15,9) 2.51%
.- ; 0,0318
Familiar 61/874 (7,0) (1,08 - 5,31)
Vacas em Lactacao
1a40 53/801 (6,6
‘ (6,6) 0,46 0,0117
> 40 18/136 (13,2) (0,26-0,82)
Alimentacéo das Vacas
Apenas Cocho 10/44 (22,7) 4.02%
) 0,002
Cocho e Pasto 61/893 (6,8) (1,68 - 8,78)
Frequéncia de Diarreia
Frequentemente 41/346 (11,8) 251
’ 0,0003
Raramente 30/591 (5,1) (1,54 - 4,11)
Caracteristicas das Fezes
(bezerros até 2 meses)
, . 3,18
Liquidas/Pastosas 11/35 (31,4) (128 -7.87) 0,0203
Firmes 14/111 (12,6)
Faixa Etéria (Todos)
0 — 6 meses 46/377 (12,2
(12,2) 2,97 0.0001
> 6 meses 25/560 (4,5) (1,79 - 4,93)
Faixa Etéaria (até 6 meses)
0—2 25/146 (17,1
fHeses (171 2,08 0.0296
2 — 6 meses 21/232(9,1) (1,12 -3,87)
Variaveis de Exposicao Oacistos de Cryptosporidium spp OR p
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Amostras Positivas/Total (%) (1C95%)
Raca
Europeu 78/646 (12,1) 2921
. ’ 0,005
Mestico Zebu/Zebu 17/291 (5,8) (1,29 -3,81)
Caracteristicas das fezes
Liquidas/Pastosas 23/98 (23,5) 331
. ’ 0,0001
Firmes 72/839 (8,6) (1,96 - 5,61)
Faixa Etaria (Todos)
0—6 54/95 (56,8
meses ( ) 2,12 0.0007
>6 meses 41/559 (7,3) (1,38 - 3,25)
Faixa Etaria (até 6 meses)
0—2 37/146 (25,3
meses (25,3) 4,29 0.0001
2 — 6 meses 17/232 (7,3) (2,31-7,97)

*Teste Exato de Fisher; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga; p: probabilidade.

A anélise da sequéncia do fragmento amplificado do gene 18SSU rRNA foi
bem sucedida em 34 das 64 amostras positivas para Cryptosporidium spp na PCR. Dentre
elas, 27 (42,2%) apresentaram 100% de identidade com C. parvum (acesso KM215743.1).
Cinco (7,7%) amostras foram identificadas como C. ryanae, entre as quais duas apresentaram
100% de identidade com sequéncias homodlogas do GenBank (acesso KJ020908.1) e trés
apresentaram 99% de identidade (acesso KJ020910.1). Duas (3,1%) amostras foram
identificadas como C. bovis, entre as quais uma apresentou identidade de 100% e a outra de
99% (acesso KJ020905.1). Em 20 (31,3%) amostras o sequenciamento demonstrou
sobreposicao de dois diferentes fragmentos genéticos (picos duplos) no esferograma,
indicando provavel infec¢do mista. As espécies identificadas no sequenciamento genético em
diferentes faixas etarias dos bovinos estdo descritas na Tabela 3.

A analise da PCR-RFLP das 20 amostras de fezes com sobreposi¢do de
fragmentos no esferograma, permitiu identificar uma amostra positiva para C. parvum e C.
bovis, trés para C. parvum e C. ryanae, cinco para C. parvum e C. andersoni, cinco apenas
para C. parvum e uma apenas C. bovis. Em cinco amostras de bovinos ndo foi possivel
realizar a andlise, devido a auséncia de DNA (Tabela 3). As amostras de bovinos com
provavel infeccdo mista pertenciam a 16 propriedades, das quais 15 mantinham animais de

diferentes faixas etarias no mesmo ambiente.
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Tabela 3. Distribui¢do das espécies de Cryptosporidium de acordo com a faixa etaria, identificadas por sequenciamento genético em fezes de 64
bovinos e PCR-RFLP em fezes de 15 bovinos de 28 propriedades leiteiras de Araruna e Campo Mourdo, PR, 2012 a 2014.

Sequenciamento de DNA (%) PCR-RFLP (%)
; - N° de - N° de
Faixa Etaria
Amostras . Sobreposicao Amostras  C. parvum/ C. C. parvum/ C. parvum/ Espécie
(meses) Positi C.parvum  C.bovis  C.ryanae de ND . . o ND
ositivas Fragmentos (Fragmento bovis C.ryanae C.andersoni Unica
(PCR) g Duplo)
0—-2 33 16 0 0 13 4 7 1 0 0 5% 1
2-4 4 0 1 2 1 4 0 2 1 0 1
4-6 4 1 1 0 2 3 0 1 0 0 2
6—12 3 1 0 0 2 0 2 0 0 1 1** 0
12—-24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
> 24 12 2 1 3 3 3 4 0 0 3 0 1
Total 64 27 (42,2) 23,1 5(7,7) 20 (31,3) 10 (15,6) 20 1(1,6) 3(4,7) 5(7,8) 6(9.4) 5(7.8)

ND: Espécie ndo determinada devido a sequéncia ilegivel (sequenciamento) ou por auséncia de DNA (PCR_RFLP); * C. parvum; **C. bovis.
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Suinos

Entre as 55 propriedades deste estudo, 20 também criavam suinos, nestas,
foram coletados 61 pools de fezes. Todas as criagdes eram mantidas apenas para subsisténcia,
com varia¢do de um a sete animais.

Entre os 61 pools de fezes de suinos, em apenas um foram identificados
cistos de Giardia, pertencente a uma baia de animais lactentes, o qual foi negativo na PCR.
Oocistos de Cryptosporidium foram identificados em cinco pools, pertencentes a baias de
animais desmamados e, destes, apenas um foi positivo na PCR.

A andlise estatistica ndo demonstrou associacao significativa entre a presenca destes parasitos
nas fezes dos suinos e varidveis de exposicdo estudadas. No entanto, 13 (65%) das
propriedades estudadas retiram fezes das baias apenas quando estas se acumulam em grande

quantidade e 19 (95%) descartam as fezes diretamente na lavoura, sem tratamento prévio.

Humanos

Foram coletadas amostras de fezes de 57 humanos em 20 propriedades de
Campo Mourao e 26 em nove propriedades de Araruna, totalizando 83 amostras, entre as
quais 15 (18,3%) foram positivas para pelo menos uma parasito. Endolimax nana foi
identificada em seis (40%) amostras, Entamoeba coli em quatro (26,7%), lodamoeba butschlii
em trés (20%) e Entamoeba histolytica em duas (13,3%). A faixa etaria com maior ocorréncia
de parasitismo foi a de zero a 12 anos de idade, com seis amostras positivas (35,3%).

Nenhuma amostras foi positiva para Cryptosporidium spp. ou Giardia spp.

Amostras de Agua

Entre as 55 propriedades visitadas em 48 (87,3%) as fontes de agua de
consumo humano e animal eram as mesmas e, dentre elas, 27 (49,1%) correspondiam a

nascentes.
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Na primeira visita as propriedades foram coletadas duas amostras de agua
para cada fonte da propriedade, sendo uma na origem da fonte e outra em torneira, totalizando
62 fontes e 124 amostras analisadas. Destas, 27 fontes (40,3%) e 50 amostras (40,3%) foram
positivas para coliformes termotolerantes em 25 (45,5%) propriedades. Na segunda visita, foi
coletada uma amostra de agua na fonte, totalizando 31 amostras, nas quais coliformes

termotolerantes foram identificados em 15 amostras (48,4%) (Tabela 4).

Tabela 4. Prevaléncia de coliformes termotolerantes em 155 amostras de agua obtidas na
primeira e segunda visitas as propriedades leiteiras de Campo Mourao e Araruna, PR, 2012 a
2014.

Primeira Visita Segunda Visita
A o o Amostras o o Amostras
Fonte de Agua  N° de N° de positivas — CTT* N° de N* de positivas - CTT**
Fontes Amostras Fontes Amostras
(%) (%)
Nascente 31 62 35 (56,5) 24 24 12 (50)
Pogo Artesiano 20 40 3(7,5) 2 2 0
Pogo Freatico 8 16 6 (37,5) 2 2 0
Rio 3 6 6 (100) 3 3 3 (100)
Total 62 124 50 (40,3) 31 31 15 (48,4)

Coliformes Termotolerantes por meio da Técnica de Tubos Multiplos; ** Coliformes Termotolerantes por meio da Técnica de Substrato

Cromogeénico.

Os resultados da associacdo entre varidveis de exposi¢do e presenca de
coliformes termotolerantes nas amostras de agua obtidas na primeira coleta estio
demonstrados na Tabela 5.

Entre as amostras de 4gua obtidas na segunda visita, foi possivel detectar
pelo menos um dos protozoarios em quatro de 31 analisadas. Apenas uma amostra foi positiva
para os dois protozoarios na RID. A fonte de agua, turbidez e parametros bacteriologicos das
amostras positivas na RID e precipitacdo hidrica 24 e 48 horas antes da coleta estdo
demonstrados na Tabela 6, bem como o niimero de (oo)cistos identificados por litro de adgua.
Todas as amostras positivas na RID para Cryptosporidium spp. e/ou Giardia spp. também
foram positivas na PCR. Dentre as amostras negativas na RID, apenas a propriedade nimero
27 amplificou DNA de Cryptosporidium na PCR.

A andlise do sequenciamento das trés amostras de agua positivas para
Cryptosporidium spp. na PCR, foi bem sucedida em uma amostra, a qual apresentou 100% de
identidade com C. parvum (acesso KM215743.1). Esta amostra pertencia a propriedade 26, na
qual foi identificada a mesma espécie de Cryptosporidium em trés bezerros menores de dois
meses. Em duas amostras o sequenciamento demonstrou sobreposi¢cdo fragmentos genéticos

no esferograma. A analise do sequenciamento das trés amostras positivas para Giardia foi
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bem sucedida em duas, as quais apresentaram 100% de identidade com Giardia duodenalis
(acesso KJ867494.1). As amostras de agua positivas e as espécies identificadas estdo descritas

na Tabela 6.

Tabela 5. Varidveis com associagdo estatistica significativa com a presenca de coliformes
termotolerantes em 124 amostras de dgua de 55 propriedades leiteiras de Campo Mourdo e
Araruna, PR, 2012 a 2014.

Coliformes Termotolerantes

Variaveis — OR (1C95%) p
Amostras Positivas/Total (%)
Dessedentacdo
Humana 2/14 (14,3) 1
Humana e Animal 40/96 (41,7) 4,29 (0,91 — 20,21) 0,09384
Animal 8/14 (57,14) 8 (1,28 —50,03) 0,04861
Fonte da Agua
Rio 6/6 (100) - 0,0001
Nascente 35/62 (56,45) 15,99 (4,45 - 57,45) 0,0001
Pogo Freético 9/60 (15) 7,4 (1,57 - 34,93) 0,01294
Pogo Artesiano 3/40 (7,5) 1
Local de Coleta
Fonte 22/37 (59,46)
. . 3,09 (1,4 - 6,35) 0,0084
Caixa d’agua/Torneira 28/87 (32,2)
Tampa na fonte
Sim 36/103 (34,95)
R 0,27 (0,08 - 0,) 0,0074
Nio 14/21 (66,7)
Chuva anterior a coleta
(até 48 horas)
Sim 25/46 (54,3)
2,52 (1,2 - 5,34) 0,0241
Nio 25/78 (32,1)
Nascente com bordas
elevadas
Sim 18/40 (45)
. 0,24 (0,074 - 0,78) 0,02892
Nio 17/22 (77,3)
Nascente com mata ciliar
Sim 19/42 (45,2)
N 0,21 (0,06 - 0,72) 0,02107
Nio 16/20 (80)

Entre as amostras de agua obtidas na segunda visita a propriedade, foi
identificada associagdo estatistica entre a turbidez acima de 5uT e a presencga de coliformes
termotolerantes (p = 0,049; OR = 0,17; IC95% = 0,035-0,79). A associacdo entre amostras
positivas para Giardia spp. ¢/ou Cryptosporidium spp. ¢ variaveis de exposi¢do estudadas
neste trabalho ndo foram estatisticamente significativas, no entanto a presenca destes parasitos
foi mais frequente em amostras de 4gua com coliformes termotolerantes acima de
1000NMP/100mL; com turbidez > de SUT e com precipitagdo hidrica acima de 43mm 24

horas antes da coleta.
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Tabela 6. Fonte de origem, turbidez, pardmetros bacteriologicos de amostras de agua positivas para Cryptosporidium spp. ou Giardia spp.,
espécies identificadas por sequenciamento genético e dados de precipitagdo hidrica 24 e 48 horas antes da coleta em quatro propriedades leiteiras

de Campo Mourdo e Araruna, PR, 2014.

Precipitagdo
Cryptosporidium spp. Giardia spp. anterior a
. Fonte ypiosp PP PP Turbidez CTT let
Propriedade % _coleta (mm)
de Agua . um) (NMP/100mL)
RID PCR  Sequenciamento RID PCR Sequenciamento Bovinos 24h 48h
(Oocistos/L) q (Cistos /L) q Positivos
26 Nascente 1,3 (+) C. parvum 0 (-) Sim 36,4 1046 83 76
27* Rio 0 (+)  Fragmento Duplo 12 (+) ND Nao 98,5 2419,5 44 0
34 Nascente 0,34 (+)  Fragmento Duplo 0,34 (+) G. duodenalis Sim 25,6 24,5 43 0
44 Nascente 0 (-) 2,1 (+) G. duodenalis Sim 64,47 2419,6 1824 0

* Amostra concentrada pela técnica de floculag@o por carbonato de célcio (VESEY et al., 1993); RID: Reacdo de Imunofluorescéncia Direta; Oo/L: oocistos/litro de agua; c/L: cistos/litro de agua; PCR: Reagdo em

Cadeia pela Polimerase. CTT: Coliformes Termotolerantes. ND: ndo determinada devido a sequéncia ilegive
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Discussao

Cryptosporidium spp. ¢ um importante enteropatégeno que causa
diarreia em bezerros, podendo comprometer o desenvolvimento do animal ou leva-lo a
obito sendo, portanto, uma doeng¢a de impacto econdmico (MARTINS-VIEIRA; BRITO;
HELLER, 2009). A prevaléncia da infec¢do por Cryptosporidium spp. em bovinos
possui grande variagdo, a qual estd relacionada, entre outros fatores, as diferencas nas
idades dos animais. No presente estudo, a prevaléncia da infec¢do por este protozoario
(10,2%) encontra-se no intervalo de 0,6 a 72,13% descrito na literatura (MEIRELES,
2010). Em estudos que relataram prevaléncia alta, a maioria dos animais da amostra
possuiam menos de seis meses de idade, ja prevaléncias mais baixas sdo relatadas em
estudos com mais de 50% da amostra composta por animais com idade maior que seis
meses, como ¢ o caso do nosso estudo (SOUZA e LOPES, 1995; FEITOSA et al., 2004;
LANGONI et al., 2004; OLIVEIRA FILHO et al.,, 2007, CARDOSO et al., 2008;
BUDU-AMOAKO et al., 2012). Quando analisada separadamente, a prevaléncia de
Cryptosporidium spp. foi significativamente superior em bezerros com até dois meses de
idade (25,3%; p = 0,0001) e até seis meses (14,3%; p = 0,0007) quando comparados com
bezerros maiores que dois meses € maiores que seis meses de idade, respectivamente.
Em um estudo longitudinal realizado por Santin, Trout e Fayer (2008) nos EUA, a
prevaléncia da criptosporidiose em 30 bovinos, desde o nascimento até dois anos de
idade, foi inversamente proporcional a faixa etaria dos animais, sendo 96,7% em
animais com até duas semanas de idade; 48,5% entre uma a oito semanas; 18,5% entre
trés a 12 meses ¢ 2,2% entre 12 a 24 meses, estando de acordo com os resultados de
nosso estudo.

Considerando o resultado do sequenciamento ¢ da PCR-RFLP, C.
parvum foi a espécie mais frequente em nosso estudo (64%), com maior destaque para
bezerros até seis meses de idade. Em diversos estudos realizados no mundo, C. parvum
tem sido identificado com maior prevaléncia em bezerros com até dois meses e
consideravel diminuicdo da frequéncia acima desta idade (GEURDEN et al., 2007,
PLUTZER ¢ KARANIS, 2007; THOMPSON et al., 2007; SANTIN; TROUT; FAYER,
2008; FOLLET et al., 2011; MEIRELES et al., 2011). A alta frequéncia desta espécie
em bezerros com mais de dois meses pode ser consequéncia do manejo destes animais
nas propriedades, uma vez que grande numero de produtores deste estudo ndo separava

bezerros de diferentes faixas etarias em ambientes diferentes. Poucas amostras foram



71

identificadas com C. ryanae e C. bovis, assim como diversos relatos na literatura (PAZ
E SILVA; LOPES; ARAUJO JUNIOR, 2013; FAYER; SANTIN; XIAO, 2005; SANTIN
et al., 2004; FENG et al.,, 2007, THOMPSON et al., 2007), porém muitos relatos
demonstraram maior frequéncia destas espécies que C. parvum em bovinos com mais de
dois meses (GEURDEN et al., 2007; SANTIN; TROUT; FAYER, 2008; LIMA et al.,
2013, PAZ E SILVA; LOPES; ARAUJO JUNIOR, 2013). Feng et al. (2007), sugeriram
que a infecg¢do por C. bovis e C. ryanae em animais parasitados com maior intensidade
por C. parvum pode ser ocultada, j4 que a PCR de fragmentos do gene 18SSU rRNA
amplifica a espécie mais predominante (CAMA et al., 2006). C. andersoni também foi
identificada em poucas amostras, sendo a maioria em animais com mais de 24 meses.
Esta espécie ¢ principalmente identificada em novilhos e adultos (FAYER; SANTIN;
TROUT, 2007, SANTIN; TROUT; FAYER, 2008; MEIRELES et al., 2011), porém
alguns relatos brasileiros identificaram C. andersoni em alta frequéncia também em
bezerros jovens (SEVA et al., 2010; PAZ E SILVA; LOPES; ARAUJO JUNIOR, 2013).
Em nosso estudo, a frequéncia de C. parvum em bovinos adultos também foi mais alta
que as outras espécies, o que € pouco descrito na literatura (SMITH et al., 2014; WELLS
et al., 2015). A alta prevaléncia desta espécie em animais adultos pode colaborar para a
infeccdo de bezerros neonatos e, consequentemente, aumentar a contaminagdo ambiental
(MARTINS-VIEIRA; BRITO; HELLER, 2009).

Maior prevaléncia de Giardia duodenalis ¢ comumente identificada em
bezerros mais velhos, ap6s o desmame, quando comparada com animais lactentes ou
maiores que 12 meses (TROUT et al., 2004; 2005; 2006; TROUT, SANTIN; FAYER,
2007; PAZ E SILVA; LOPES; ARAUJO JUNIOR, 2012; OUCHENE et al., 2014). No
presente estudo, a prevaléncia foi inversamente proporcional a idade (0 a 2 meses:
17,1%; 2 a 6 meses: 9,1%; 6 a 12 meses: 7,3% e acima de 12 meses: 4%) estando de
acordo com estudo realizado por Santin et al. (2009) que encontraram prevaléncia de
60,8% em bezerros lactentes, 32,1% em bezerros pds desmamados e 11,4% em novilhas,
mostrando declinio da prevaléncia com o aumento da idade.

A variacdo na prevaléncia de criptosporidiose e giardiose bovinas
encontradas por diferentes estudos em uma mesma faixa etaria também pode ocorrer
devido a fatores relacionados ao manejo e caracteristicas dos animais. Em nosso estudo,
foi demonstrada associagdo significativa entre criacdo de vacas exclusivamente no cocho
e numero de animais em lactacdo acima de 40 com a presenga de cistos de Giardia spp.

nas fezes. Varios estudos demonstraram maiores prevaléncias em propriedades com
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criacdo de vacas e bezerros em ambiente coletivo fechado e com maior nimero de
animais (MOHAMMED et al., 1999, SISCHO et al., 2000, ORTOLANI E SOARES,
2003; BUDU-AMOAKO et al., 2012). Criadouros coletivos fechados possuem ambiente
favoravel a manutencdo do parasito devido ao sombreamento e umidade, mantendo-o
infectante por mais tempo; além disso, quanto maior a densidade animal em um
ambiente, maior a contamina¢dao do ambiente e, consequentemente, maior a ingestao de
(0oo)cistos (VARGAS JUNIOR et al., 2014). Em nosso estudo, também foi observada
maior prevaléncia de criptosporidiose em animais de raga europeia quando comparada a
de animais zebuinos ou mesticos com ragas zebuinas. Outros estudos descreveram
prevaléncia de criptosporidiose semelhantes em animais de ragas zebuinas e europeias
demonstrando que provavelmente as praticas de manejo adotadas na criagdo dos animais
influenciam no parasitismo mais do que a diferenca de ragas (OLIVEIRA-FILHO et al.,
2007; LIMA et al., 2013). Em nosso estudo, apesar de a maioria das propriedades
constituir-se em producdo familiar, as que possuem melhores niveis de tecnificacao,
com maior densidade animal, utilizam animais da raga holandesa, enquanto as
propriedades com menor densidade animal tendem a utilizar animais mesti¢os com raga
zebuina. [Estas caracteristicas podem ter influenciado na associacdo entre
criptosporidiose e raga europeia, como demonstrado por Feitosa et al. (2004) e Almeida,
Oliveira e Teixeira (2008).

Entre os animais que apresentaram diarreia, 23,5% também eliminavam
oocistos de Cryptosporidium spp, tendo associagdo significativa, porém esta frequéncia
aumentou ao considerarmos apenas a populacdo de bezerros de 0 a 2 meses de idade
(71,4%). Outros estudos tém demonstrado a alta prevaléncia deste parasito em fezes de
bezerros com diarreia (QUILEZ et al., 1996; HUETINK et al., 2001; OUCHENE et al.,
2014). O sistema imune de bezerros neonatos ¢ imaturo, portanto as alteragdes na
mucosa intestinal sdo mais pronunciadas que em bezerros mais velhos, o que aumenta a
morbidade da criptosporidiose (OUCHENE et al., 2014). Além disso, fatores de risco
relacionados ao ambiente de permanéncia de neonatos favorecem o maior contato com
fezes e, consequentemente, maior ingestdo de oocistos, uma vez que vacas sao
portadoras assintomaticas do parasito e eliminam maior quantidade de oocistos nas fezes
no periodo de pari¢cdo, aumentando a contaminacdo ambiental e o risco de infeccao dos
neonatos (MUNIS NETA et al., 2010; VARGAS JUNIOR et al., 2014. Em sistemas de
criacdo extensiva, conforme a idade aumenta os bezerros sdo transferidos para o pasto,

diminuindo este contato (MOHAMMED et al., 1999; MARTINS VIEIRA; BRITO;
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HELLER, 2009). Quando analisada a associa¢do entre diarreia ¢ a eliminacdo de cistos
de Giardia spp. em todos os animais ndo houve associagdo estatistica, ja que apenas 11
(12,6%) de 97 animais com diarreia também eliminavam cistos. No entanto, esta
frequéncia aumentou para 31,4% ao considerarmos apenas a populagdo de bezerros de 0
a 2 meses de idade, possuindo associagdo significativa. Apesar da incerteza do papel da
Giardia como patogeno primario na diarreia de bovinos, alguns estudos tém
demonstrado esta possibilidade. McAllister et al. (2005) e Ouchene et al. (2014)
identificaram cistos de Giardia spp em 36% de 669 amostras de fezes de bovinos e
36,7% de 690 amostras, respectivamente, ¢ associagdo significativa entre a presenca do
parasito e diarreia, estando de acordo com os achados de nosso estudo. Assim como por
outros parasitos, como Cryptosporidium spp. a diarreia por Giardia ¢ determinada por
diversos fatores, como viruléncia do parasito, resposta imune do hospedeiro e dose
infectante, sendo esta ultima muito dependente do sistema de manejo, com maior
impacto em sistemas de criacdo intensiva (GEURDEN; VERCRUYSSE;
CLAEREBOUT, 2010).

Bezerros infectados por Cryptosporidium spp e Giardia spp podem
eliminar cerca de 10°a 107 (0o)cistos/g de fezes, com maiores picos de elimina¢do em
animais jovens, tornando-se intermitente com o desenvolvimento de imunidade
adaptativa (MARTINS VIEIRA; BRITO; HELLER, 2009; O’HANDLEY et al., 2003).
Desta forma, bezerros até dois meses de idade sdo as mais importantes fontes de
infeccdo e responsaveis por consideravel contaminagdo ambiental (GEURDEN;
VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2010; OUCHENE et al., 2014). Além da prevaléncia
destas protozooses ser maior em bezerros lactentes e do fato deles eliminarem maior
quantidade de (oo)cistos, também sdo considerados os principais reservatorios de C.
parvum, espécie com alto potencial zoonoético (XIAO, 2010), identificada com alta
frequéncia em nosso estudo, e a infec¢do por assembleias zoonoéticas de G. duodenalis ja
foi descrita nesta categoria de bovinos (O’HANDLEY et al., 2000). Portanto, a excrecao
de (oo)cistos no ambiente por bezerros infectados pode contaminar a 4gua e aumentar o
risco de criptosporidiose e giardiose humana (MARTINS-VIEIRA; BRITO; HELLER,
2009).

Nas propriedades rurais visitadas, as principais fontes de é4gua de
consumo humano eram de origem subterranea, nas quais a presenca de coliformes
termotolerantes foi bastante relevante, principalmente em nascentes e pogos freaticos.

No Brasil, cerca de 70% dos municipios rurais utilizam estas fontes alternativas de
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abastecimento de agua, sem tratamento e monitoramento da potabilidade (BRASIL,
2012). Pocos antigos e/ou inadequadamente vedados, nascentes desprotegidas,
destruicdo de mata ciliar e manejo inadequado de solo facilitam a contaminacdo das
aguas subterraneas por meio de escoamento de 4gua superficial sobre o solo
contaminado por esgoto humano ou fezes de animais (AMARAL et al., 2003, TAYLOR,
2004). A auséncia de mata ciliar e de estrutura de prote¢do de nascentes, como bordas
elevadas e tampa, teve associacdo significativa com a presenca de coliformes
termotolerantes na agua. Estudo realizado por Vaz e Orlando (2012) demonstrou baixa
qualidade da agua devido a elevada degradagdo ambiental de nascentes causada pela
escassez de cobertura vegetal, pisoteio animal e proximidade com areas de pastagem e
lavouras. A vegetacdo no entorno de nascentes exerce papel de barreira fisica entre o
ambiente terrestre e o aqudtico, diminuindo e escoamento superficial e erosdes e,
consequentemente, a contaminacdo da agua (ANDRADE; SANQUETTA; UGAYA,
2005). Diante disto, ndo ¢ surpresa que maior turbidez (p = 0,0490) e precipitagao
anterior a coleta das amostras de agua (p = 0,0366) tenham apresentado associacao
significativa com a presen¢a de coliformes termotolerantes identificada neste estudo. A
presenca de bactérias de origem fecal em seis das 16 amostras coletadas em pogos
freaticos nao demonstrou associagdo com o tipo de estrutura do poco, uma vez que todos
possuiam tampas de protecdo adequadas, parede externa acima do solo, revestimento
interno e calgamento ao redor do poco. Estas caracteristicas foram identificadas como
fatores de protecdo para a contaminagdo de pogos freaticos por coliformes
termotolerantes em estudo realizado no Mato Grosso do Sul (CAPP et al., 2012). O risco
de contaminacdo de 4guas subterraneas pela passagem de micro-organismos através do
solo ¢ possivel, pois apesar de camadas de solo e rocha diminuirem este risco, elas nao
sdo capazes de impedir a contaminagdo, principalmente em areas agricolas de grande
degradacdo do solo e despejo de fezes de animais (TAYLOR et al., 2004).

A presenca de coliformes termotolerantes na agua representa um risco
para a saude da populacdo que consome esta dgua. No mundo, aproximadamente 88%
dos casos de diarreia sdo atribuidos ao abastecimento de agua, esgotamento sanitario e
higiene inadequados (PRUSS et al., 2002). A maior concentracdo dos casos ocorre em
criangas, especialmente até um ano de idade, por serem mais suscetiveis a diversas
doencas, inclusive as que sdo favorecidas por degradacdo ambiental (COSTA et al.,
2005). Outros estudos demonstraram a maior frequéncia de diarreia infantil relacionada

ao consumo de adgua de ma qualidade (FEWTRELL et al., 2005; CLASEN et al., 2007,
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SILVA; HELLER; CARNEIRO, 2012) e contaminada por bactérias de origem fecal
(PINFOLD, 1990; JACKSON et al., 1998; JOVENTINO et al., 2010).

A presenga de Cryptosporidium spp. e/ou Giardia spp. foi demonstrada
em quatro de 31 amostras de dgua analisadas, das quais trés eram de nascentes e uma de
rio. A presenca destes protozodrios em nascentes reforga a importancia de protegdo a
estas fontes de agua, uma vez que as trés nao possuiam mata ciliar e estrutura de
protecdo adequada, ficavam na parte baixa do terreno e muito préximas as areas de
pastagem. A contaminacdo de nascentes por estes protozodrios e sua relacdo com
estrutura e ambiente da fonte de 4dgua ja foi demonstrada em outros estudos. Branco,
Leal e Franco (2011), relataram a presenca de pelo menos um destes protozoarios em
duas nascentes de arca urbana ¢ uma de area rural e relacionou-a com canalizacOes
precarias, reservatdrios inadequados, porosidade do solo, presenga de esgoto,
localizacdo em partes baixas do terreno e proximidade de pastos. Nishi et al. (2009),
relataram a presenca destes protozoarios em 42,8%, 14,3% e 14,3% de amostras de agua
coletadas de rio, nascentes e pogo artesiano, respectivamente, em terras indigenas e
atribuiram a presenca dos mesmos a contaminag¢do por fezes humanas e animais.

O namero de cistos (0,34 — 12/L) e oocistos (0,34 — 1,3/L) identificada
nas amostras de 4agua demonstra grande relevancia em saude publica, j4 que uma
pequena dose de (oo)cistos ¢ suficiente para causar infeccdo (FRANCO et al., 2007),
além disso, as trés nascentes contaminadas identificadas neste estudo sdo utilizadas para
dessedentacdo humana. As amostras de agua positivas para este protozoarios foram
coletadas apos elevada precipitacdo e a densidade de (o0o)cistos nas amostras foi maior
naquelas com maior turbidez. Embora ndo tenha ocorrido associagdo significativa entre
estes pardmetros e a presenca dos protozodarios, alguns estudos estabeleceram correlacao
positiva entre os mesmos. Swaffer et al. (2014) obtiveram correlagdo positiva e
significativa tanto para turbidez quanto para vazdo das dguas em amostras positivas para
Cryptosporidium spp. coletadas em um rio de multiplo uso na Australia. Em Vigosa,
MG, Heller et al. (2004) identificaram altas concentracdo de (0o)cistos em mananciais
de abastecimento, caracterizados por bacias desprotegidas, com intensa ocupacao
humana e atividade agropecudria e inferiram a influéncia das chuvas na presenga destes
protozodrios, apesar de ndo demonstrarem estatisticamente.

Os coliformes termotolerantes sao importantes indicadores de
contaminacdo fecal na dgua, e sua presenca permite a suposi¢do da existéncia de outros

micro-organismos de origem fecal. No presente estudo, as fontes de agua positivas para
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Cryptosporidium spp e/ou Giardia spp também possuiam alta contagem bacteriana,
sendo trés acima de 1000NMP/100ml. A portaria 2914/11 (BRASIL, 2011) estabelece a
necessidade de monitoramento destes protozoarios nos pontos de captacdo da agua
quando a média geométrica anual de Escherichia coli identificada na agua bruta
superficial for maior ou igual a 1000 E. coli /100 ml. Apesar da alta contagem bacteriana
identificada nas amostras deste estudo representarem um resultado pontual, ¢ importante
reconhecer que a intensa contaminagdo fecal destas fontes sugere risco para a saude
humana e animal destas propriedades.

A relacdo entre as amostras positivas para Giardia spp. e a presenca
deste protozoarios em fezes de animais da propriedade nao foi possivel, uma vez que
ndo foi realizado sequenciamento de DNA a partir de fezes bovinas, devido a baixa
sensibilidade em identificar assembleias pelo fragmento do gene 16SSU, utilizado neste
estudo (RYAN CACCIO, 2013). G. duodenalis foi identificada em amostra de agua,
porém nao foram utilizados marcadores para identificagdo de agrupamentos, ndo sendo
possivel estabelecer a origem da contaminagdo (CACCIO; RYAN, 2008; CACCIO;
SPRONG, 2010). Todas as amostras de agua que apresentaram cistos de Giardia spp
eram proveniente de propriedades com animais parasitados por este protozoario. Apesar
da assembleia E, ndo zoonoética, ser a mais comumente identificada em bovinos, alguns
estudos demonstraram a prevaléncia de infec¢do por assembleias zoonoéticas em 3 a 43%
dos animais, em diferentes categorias (TROUT et al., 2004; 2005; 2006; 2007; SANTIN;
TROUT; FAYER, 2009; GEURDEN et al., 2012).

A analise do sequenciamento genético de Cryptosporidium spp,
identificado em uma das amostras de agua, demonstrou ser a espécie C. parvum. As
espécies mais comumente associadas a doenca em humanos s3o C. hominis,
exclusivamente antropondtica e C. parvum, espécie zoonoética mais frequentemente
encontrada em areas rurais (ZINTL et al., 2009; CHALMERS et al., 2011; RYAN;
FAYER; XIAO, 2014). Outros estudos tém associado a alta frequéncia de infecgdo por
C. parvum em humanos com a presen¢a de bovinos parasitados proximos a areas de
captacdo de agua (WILKES et al., 2013; WELLS et al., 2015). C. parvum esta associado
a diferentes hospedeiros, portanto sua presenca na agua poderia ser resultado de
contaminacao por fezes de animais domésticos, selvagens ou esgoto humano (XIAO et
al., 2004; BUDU-AMOAKO et al., 2012). No entanto, a identificagdo desta espécie em
bezerros da mesma propriedade somada a identificacdo de diversos fatores que

colaboram para a contaminacdo da nascente por fezes de bovinos, ha uma grande
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possibilidade de que estes animais sejam as principais fontes de contaminagdo. Ha
necessidade de realizar a subtipagem, pela analise do gene da glicoproteina de 60KDa
(Gp60), destas amostras para confirmar a origem zoondtica, uma vez que esta espécie de
Cryptosporidium possui subtipos antropondticos e zoondticos (XIAO, 2010),

Em conclusdo, bovinos de propriedades leiteiras da regido estudada sdo
parasitados por Cryptosporidium spp ¢ Giardia spp, com maior prevaléncia em bezerros
neonatos a dois meses de idade. A presenca de Giardia spp. em amostras de agua nao
pode ser relacionada com a eliminacdo de cistos em bovinos, devido a ndo identificagcdo
de assembleias, porém C. parvum foi identificado em amostra de dgua e de fezes de
animais de uma mesma propriedade e com maior frequéncia que outras espécies. A
contaminacdo fecal foi encontrada em grande parte das fontes de dgua utilizadas para
consumo humano e animal nestas propriedades, havendo a necessidade de assisténcia a
populagdo rural quanto as medidas de manejo para reduzir a infec¢do nos animais e para
preservacao de nascentes e tratamento da agua antes do consumo. As evidéncias
encontradas sdo suficientes para demonstrar a caréncia existente no sistema de
abastecimento de agua de populagdes rurais e o iminente risco de saude publica e

animal.
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4 ARTIGO B: NOTA CIENTIFICA

ORGANOFOSFORADOS E CARBAMATOS EM AGUA E LEITE DE B
PROPRIEDADES DE BOVINOCULTURA LEITEIRA INSERIDAS EM REGIAO DE
PRODUCAO AGRICOLA.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar a presenga de organofosforados e carbamatos em
amostras de agua e leite de propriedades de bovinocultura leiteira inseridas em uma regiao
agricola e investigar possiveis fatores associados. Amostras de leite do tanque de resfriamento
e de 4agua foram coletadas em 55 propriedades leiteiras de Campo Mourdo e Araruna, PR. A
pesquisa de organofosforados e carbamatos foi realizada pela técnica de Cromatografia em
Camada Delgada. Fatores relacionados a producdo, lavoura e uso de praguicidas,
ectoparasiticidas e estrutura de protecdo de fontes foram investigados por questionario
epidemioldgico e a analise estatistica foi realizada pelo teste de qui quadrado ¢ exato de
Fisher. Organofosforado foi identificado em 51% das amostras de leite e 31% de agua,
carbamato foi identificado em 23,6% das amostras de leite € 9,1% de agua. A cultura de milho
foi a mais cultivada nas propriedades seguida pela cultura de soja. Organofosforados se
destacaram entre os mais utilizados como praguicidas nas lavouras e ectoparasiticidas nos
animais. A analise estatistica demonstrou associacao entre organofosforado no leite e seu uso
na lavoura e com sua presenca na dagua; também demonstrou associacdo entre
organofosforado na dgua e seu uso na lavoura e com chuva antes da coleta. Conclui-se a alta
frequéncia de residuos em agua e leite, principalmente de organofosforados, havendo
necessidade e monitoramento de residuos no leite, controle destes compostos na agropecuaria,
conscientizacdao de produtores rurais e preservagao de fontes naturais de agua.

Palavras-chave: milho, soja, ectoparasiticidas, mata ciliar, nascentes, pogo freatico.
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PESTICIDES ORGANOPHOSPHORUS AND CARBAMATES IN WATER AND
MILK OF INSERTED DAIRY FARMS IN GREAT REGION AGRICULTURAL
POTENTIAL.

This study aimed to verify the presence of organophosphorus and carbamates in water
samples and milk of inserted dairy farms in an agricultural region and to investigate factors
associated. Amostras de leite e 4gua foram coletadas em 55 propriedades leiteiras de Campo
Mourdo e Araruna, PR, Brazil. The presence of organophosphorus and carbamates was
established by thin layer chromatography. Factors related to production, type of crop, use of
pesticides and ectoparasiticides and structure of water sources were investigated by
epidemiological questionnaire. Statistical analysis was performed using chi-square test and
Fisher's exact test. Organophosphorus and carbamate were identified in 51% and 23.6% of
milk samples and in 31% and 9.1% of water samples respectively. The corn crop was the
most cultivated in farms followed by soybeans. Organophosphorus stood out among the most
used as pesticides in crops and animals ectoparasiticides. Statistical analysis showed
association between organophosphorus in milk and its use in crop and their presence in water;
also showed association between organophosphorus in the water and its use in crop and rain
before collection. In conclusion, pesticide residues are present in water and milk, especially
organophosphorus. There is need for residues monitoring in milk, control of these compounds
in agriculture, awareness of farmers to use pesticides and preservation of natural water
sources

Palavras-chave: corn, soybean, ectoparasiticides, riparian forest, springs, groundwater

Introducéo

A chamada “Revolugdo Verde”, que ocorreu entre os anos 1940 ¢ 1970,
teve como objetivo aumentar a producdo de alimentos por meio da tecnificagao da produgao
rural, colaborando para o aumento progressivo do uso de produtos quimicos no setor
agropecuario (DELGADO et al., 2001; MOLENTO, 2009). Em 2008 o Brasil utilizou mais de
700.000 toneladas de agrotdxicos e tornou-se 0 maior consumidor mundial (PEDLOWSKI,
2012). Entre 2001 e 2011, no Brasil, foram registrados 62.056 casos de intoxicagdo por
agrotoxicos de uso na agricultura e 1.908 Obitos, dos quais 16.408 casos e 405 oObitos
ocorreram na regido Sul do pais (FIOCRUZ, 2014).

A geragdo de despejos domésticos ou industriais ¢ a aplicagdo de
agrotoxicos nos cultivos contribui para a contaminacao das aguas, o que afeta sua qualidade,
sendo este um dos problemas ambientais mais graves atualmente (LOSI-GUEMBAROVSKI
et al., 2004; MARQUES; COTRIM; PIRES, 2007). Além da contaminagao no meio ambiente,
os residuos de agrotoxicos podem chegar aos humanos por meio da cadeia alimentar, uma vez

que pastagem, ragdes, cereais € o proprio meio ambiente, além do uso de produtos
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veterinarios no gado, sdo importantes fontes de contaminagdo do leite (FONTENELE et al.,
2010). Entre os diferentes defensivos agricolas, a venda de inseticidas no Brasil tem
aumentado nos ultimos anos, atingindo 40% em 2013 (SINDIVEG, 2013). Organofosforados
e carbamatos sdo inseticidas amplamente utilizados na agropecudria e responsaveis pelo maior
nimero de intoxicagdes no meio rural (NERO et al., 2007). Os efeitos agudos da intoxicacao
por estes compostos, relacionados a inibicdo da acetilcolinesterase, sdo os mais frequentes e
estdo bem estabelecidos (COLOSIO et al., 2009). Porém alguns estudos evidenciam déficits
neuroldégicos e neurocomportamentais em decorréncia da exposicdo cronica a
organofosforados (ROSS et al., 2013; HERNANDEZ et al., 2015).

Considerando que organofosforados e carbamatos sdo intensamente
utilizados para controle de pragas em plantacdes e de parasitas nos animais e, conhecendo os
efeitos negativos destes praguicidas a saude da populacdo, este estudo teve o objetivo de
avaliar a presenca de organofosforados e carbamatos em amostras de agua e leite de
propriedades leiteiras inseridas em uma regido de grande potencial agricola, além de

investigar possiveis fatores de associados.

Material e Métodos

Este estudo foi realizado em 55 pequenas propriedades leiteiras de Campo
Mourdo e Araruna, PR, regido de grande produgdo agricola, principalmente de milho e soja
(PARANA, 2015). Como critério de inclusdo, admitiu-se pequenas propriedades leiteiras de
producdo familiar assistidas pelo Instituto Paranaense de Assisténcia Técnica e Extensdo
Rural (EMATER). Desta forma, amostras de leite e agua foram coletadas de todas as
propriedades assistidas pela EMATER de Campo Mourao.

Em cada propriedade foram coletadas uma amostra de leite (50mL) do
tanque de resfriamento, ap6és homogeneizacao, e uma de agua (50mL) diretamente na fonte
ou, na impossibilidade desta, na torneira da sala de ordenha. Todas as amostras foram
acondicionadas em frascos estéreis e transportadas em refrigeracao.

A pesquisa de organofosforados (OF) e carbamatos (CB) nas amostras de
agua e leite foi realizada pela técnica de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) (AOAC,
2003). Para a extracdo foram utilizados sulfato de s6dio 30%, 4cido férmico 85% e acetona
P.A e, para a limpeza, éter de petroleo e sulfato de sodio anidro. A fase mével utilizada foi
uma solugdo de cloroférmio e acetona (7:3). A leitura foi feita em placas de vidro preparadas

com silica gel 60G (Merck®) 0,25mm de espessura. A coloragdo das placas foi realizada com
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rodamina, para leitura de OF, nitroanilina e hidroxido de s6dio 40%, para leitura de CB.
Como padrdes de leitura foram utilizados Dimetoato e Aldicarb.

Os proprietarios ou responsaveis pela propriedade foram entrevistados por
meio de questionario epidemiologico contendo variaveis de exposi¢do, as quais foram
analisadas quanto a associagdo com a presenga de OF e CB em amostras de dgua ¢ leite da
propriedade. As variaveis investigadas tinham relacdo com o tipo de lavoura da propriedade,
tipo de lavoura na propriedade vizinha, inseticidas e endectocidas utilizados na lavoura e nos
animais respectivamente, a origem da agua de consumo humano e animal, estrutura de
prote¢do de fontes de 4dgua e presenca de mata ciliar. A comparagdo das frequéncias dos
resultados obtidos nas andlises de leite e agua e das variaveis do questionario epidemiologico
foi realizada por meio do teste estatistico de qui quadrado com corre¢do de Yates ou Teste

Exato de Fisher no programa Epilnfo™ 3.5.2 e adotou-se nivel de significancia de 5%.

Resultados

As propriedades possuiam, em média, 23,2 vacas em lactagdo e produziam
diariamente aproximadamente 230,7 litros de leite. O leite era fornecido para industrias da
microrregido de Campo Mourdo e da regido norte do Parana e também era utilizado para
consumo proprio e para producdo e comercializagao de queijos. Residuos de OF e CB foram
identificados em 41 (74,5%) amostras de leite analisadas, sendo 28 (51%) positivas para OF e
13 (23,6%) para CB. Dentre estas, 10 (18,2%) amostras de leite foram positivas para os dois
grupos quimicos.

Entre as amostras de 4gua analisadas, 17 (31%) apresentaram resultado
positivo para OF e cinco (9,1%) para CB (Tabela 1). Apenas uma (1,82%) propriedade
apresentou amostra de dgua positiva para os dois residuos.

A cultura de milho foi a mais frequente nas propriedades estudadas (85,5%),
seguida pela cultura de soja (18,2%). (Tabela 2). Entre os produtores que cultivavam milho,
16 (34%) utilizavam OF e 8 (17%) CB. Entre os produtores que cultivavam soja, 7 (70%)
utilizavam OF e nenhum CB (Tabela 2). Entre os OF, o clorpirifés foi o tinico principio ativo

utilizado e entre os CB, tiodicarbe e metomil.
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Tabela 1. Prevaléncia de residuos de organofosforados e carbamatos em amostras de agua de
55 propriedades leiteiras de Campo Mourdo e Araruna, PR, 2012 a 2014.

Origem da Agua Total de Amostras Positivas (%)
Amostras (%) Organofosforados Carbamatos
Nascente 31 9 2
Pogo Artesiano 15 4 1
Pogo Freatico 7 4 2
Rio 2 0 0
Total 55 17 31%) 5(9,1)

Tabela 2. Principais tipos de culturas agricolas e numero de propriedades que utilizam
organofosforados e carbamatos nestas culturas em 55 propriedades leiteiras de Campo
Mourao e Araruna, PR, 2012 a 2014.

N° de Inseticidas (Grupos Quimicos)
Cult Propriedad
uura r"p?; )a ® Organofosforado (%)  Carbamato (%) Outros (%)
Milho 47 (85,5) 16 (34) 8 (17) 22 (46,8)
Soja 10 (18,2) 7 (70) 0 3 (30)
Café 7 (12,7) 0 0 7
Mandioca 6 (11) 0 0 6
Frutas 3(5,5) 0 0 2
Total 55% 23 8 40

* Este total ndo corresponde a soma das propriedades porque algumas produziam mais de um tipo de cultura.

Neste estudo, de 32 produtores que relataram utilizar ectoparasiticidas nas
vacas em lactagdo, oito (25%) utilizavam compostos classificados no grupo dos OF, os quais
representaram o segundo grupo mais utilizada ficando atras apenas dos piretroides. Nenhum
produtor utilizava ectoparasiticidas do grupo dos carbamatos.

A andlise estatistica da associag¢do entre varidveis de exposi¢do e presenca
de OF no leite e na 4gua estd exposta na Tabela 3. A presenca de OF no leite ndo teve
associagdo estatistica com o uso deste composto como ectoparasiticidas nos animais, porém
em propriedades que utilizam estes compostos foi encontrada maior frequéncia no leite (50%)
que em propriedades que ndo utilizam (33%). Apesar de ndo haver associagdo com outras
varidveis estudadas observou-se maior frequéncia de OF na agua de propriedades cuja
nascente nao possuiam mata ciliar (40%) com relagdo as nascentes que possuiam (23,8%). A
presenga de CB no leite e na agua ndo teve associacdo significativa com as variaveis

pesquisadas.
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Tabela 3. Varidveis com associacdo estatistica significativa com a presenca de
organofosforados em 55 amostras de leite e d4gua de propriedades leiteiras de Campo Mourao

¢ Araruna, PR, 2012-2014.

Organofosforado no Leite

Variaveis — p
Amostras Positivas/Total (%)
Lavoura da Propriedade
Misto** 9/10 (90) «
Milho 16/37 (43,2) 0,0231
Tipo de Lavoura na
Propriedade Vizinha
Milho 6/22 (27,3)
Soja 7/8 (87,5) 0,0066
Misto** 15/25 (60)
Uso de Organofosforado na
Lavoura da Propriedade
Sim 12/16 (75)
Nio 16/39 (41) 0,0464
Presenca de
Organofosforado na Agua
Sim 16/17 (94,1)
Nio 12/38 (31,6) 0,0001
L Organofosforado na Agua
Variaveis — P
Amostras Positivas/Total (%)
Uso de Organofosforado no
Milho
Sim 10/16 (62,5) N
Nio 4/29 (13,8) 0,0019
Uso de Organofosforado na
Lavoura da Propriedade
Sim 10/16 (62,5) N
Nio 7/39 (17,9) 0,0041
Chuva antes da coleta (até
48 horas)
Sim 11/21 (52,4)
Nio 6/34 (17,6) 0.0161

p: probabilidade; * Teste Exato de Fisher. ** Misto = Milho e Soja.

Discussao

A frequéncia de OF (51%) em amostras de leite de nosso estudo foi

semelhante a encontrada em diferentes regides e a de CB (23,6%) foi inferior. Nero et

al. (2007) identificaram uma variagao de 42,9 a 95,9% de amostras positivas para OF e

55,1% a 85,1% para CB em 209 amostras de leite obtidas em Vigosa, MG, Pelotas, RS,

Londrina, PR e Botucatu, SP. Porém, estudos realizados em Pernambuco, na regido de

Londrina, PR e em Presidente Prudente, SP identificaram prevaléncia inferior a
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encontrada em nosso estudo (FAGNANI et al., 2011; SILVA et al., 2014). Apesar da
técnica de CCD ser qualitativa, ¢ importante destacar que, mesmo em baixas
concentracdes, a presenca destes residuos no leite representa ricos a saude publica,
uma vez que outros alimentos que compdem o carddpio humano, como frutas e
legumes, sdo passiveis de contaminacdo (BRASIL, 2013). A somatoéria da quantidade
de residuos em diferentes alimentos ingeridos em um dia pode ultrapassar o limite
considerado seguro (FAGNANI et al., 2011). Além disso, estudos tém demonstrado
associacdo entre exposi¢des cronicas a baixas doses de compostos a base de OF e
sintomas neuropsiquicos e a doencas degenerativas do sistema nervoso central
(GENIUS, 2008; COLOSIO et al., 2009; ROSS et al., 2013)

O cultivo de milho e soja foram os mais frequentes na regido estudada,
onde também foi observado o uso de OF e CB nas lavouras. O Parand ¢ o segundo
maior produtor brasileiro de graos (BRASIL, 2014). Municipios da microrregido de
Campo Mourdo fazem parte do grupo de municipios paranaenses com maior produc¢ao
de milho e soja (PARANA, 2014). Estudo realizado na regido de Cascavel, oeste do
Parand, as culturas para as quais mais se comercializavam agrotéxicos eram soja e
milho, de forma que OF e CB estavam entre os inseticidas mais comercializados para
estes cultivos (COSMANN; DRUNKLER, 2012). Em nosso estudo a presenca de OF
nas amostras de leite foi associada a lavouras mistas de milho e soja na propriedade
estudada e ao uso de OF nestes cultivos. Em propriedades leiteiras, o milho ¢ cultivado
principalmente para producdo de silagem e ragdo para complementacdo da alimentagdo
animal; apesar de diferentes estudos experimentais ndo conseguirem demonstrar a
passagem do praguicida da alimentagdo animal para o leite, sugerem que o cultivo
tratado com praguicidas pode ser fonte de contaminacdo para os animais e,
consequentemente, para o leite (GONZALES-RODRIGUES, 2005; BASTOS et al.,
2011).

A associagdo com o uso de OF nos animais ndo foi significativa,
porém houve maior frequéncia de amostras positivas para este inseticida em
propriedades que os utilizam como ectoparasiticidas em vacas em lactagdo (50%) com
relagdo as que ndo utilizavam (33%). Netto et al. (2005) realizaram levantamento de
farmacos utilizados em rebanhos leiteiros no Parana e demonstraram que os OF se
destacam no grupo dos antiparasitarios mais utilizados, da mesma forma que em nosso

estudo. Estes compostos, juntamente com os piretrdides, sdo bastante indicados no
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controle de ectoparasitas em bovinos leiteiros devido ao menor periodo residual,
comparado aos outros produtos (PRATA; FURLONG, 2009).

A presenca de OF e CB nas amostras de agua (31% e 9,1%) foi
inferior a identificada no leite (51% e 23%), estes resultados estdo de acordo com os
descritos na literatura uma vez que a concentragdo de praguicidas na agua é mais
baixa, devido aos efeitos de diluicdo e a alta lipossolubilidade e rapida hidrélise dos
OF no ambiente (XAVIER; SPINOSA, 2008). Porém a concentra¢gdo destes compostos
na adgua pode aumentar nos periodos de chuva, principalmente apos a aplicagdo dos
produtos nas lavouras (DORES et al., 2001). Em nosso estudo foi identificada
associagao significativa entre a presenca de OF na dgua e chuva nas Gtimas 48 horas.
As chuvas sdo importantes vias de contamina¢do ambiental por agrotoxicos, pois ela
facilita o escoamento superficial destes residuos. Além disso, estes produtos sdo
volateis e podem se acumular em nuvens e precipitar (GRIZA; ORTIZ; GEREMIAS,
2008). Estudo realizado no Mato Grosso demonstrou a presenga de agrotoxicos em
mais da metade das amostras de chuva coletadas e, em aproximadamente 20% das
amostras, foi identificado clorpirifos (MOREIRA et al., 2012). Este ¢ o ingrediente
ativo, classificado como OF, utilizado pelos produtores rurais de nosso estudo.
Hernandez et al. (2015) demonstrou que exposigdes repetidas a clorpirifos resultou em
alteracdes persistentes no transporte axonal em cérebro de ratos, o que pode prejudicar
a fun¢do neuronal, levando a déficits neurologicos a longo prazo.

A presenca de OF nas amostras de agua foi associada ao uso deste
produto nas lavouras. Quando aplicados de forma inadequada, essas substancias podem
contaminar cursos de dgua superficiais por meio do escoamento superficial ou chuvas
e também podem contaminar pocos subterrdneos devido a capacidade de lixiviagao,
dependendo do tipo de solo, relevo e vegetacdo (FLORES et al., 2004; VEIGA et al.,
2006). Em nosso estudo, houve maior frequéncia de OF e CB nas amostras de pogos
freaticos (57,1%). Como toda a regido ¢ produtora de milho e soja, ¢ dificil confirmar
a origem da contaminagdo, uma vez que os sistemas hidricos sdo intercomunicaveis e a
presenca do agrotéoxico em um sistema pode ser resultado da contaminag¢do de um local
distante, onde foram originalmente aplicados (GRIZA; ORTIZ; GEREMIAS, 2008).

Quando analisadas separadamente, as nascentes que ndo sao
protegidas por mata ciliar apresentaram maior frequéncia de contaminacdo (40%) do
que as nascentes protegidas (23,8%). A destrui¢ao da cobertura vegetal dos solos para

plantio, e a ndo-preservagdo das matas ciliares e das vegetacOes protetoras de
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nascentes, sdo responsaveis por grande parte dos problemas com os recursos hidricos
(ROSA, 1998). As matas ciliares atuam como filtros e ajudam reter defensivos
agricolas, poluentes e sedimentos que seriam transportados para dgua, podendo afetar a
quantidade e qualidade da agua, além da fauna aquatica (ANDRADE; SANQUETTA;
UGAYA, 2005). Vaz e Orlando (2012) observaram elevados niveis de turbidez e cor e
baixissimo pH em nascentes com cobertura vegetal degradada ou ausente, a maioria
muito proxima a areas de pastagem e culturas anuais.

Em conclusdo, pequenas propriedades leiteiras ainda utilizam
intensamente compostos do grupo dos organofosforados como praguicidas em lavouras
e como ectoparasiticidas em vacas leiteiras. H4 presenca de residuos de
organofosforados e carbamatos em leite e 4gua de propriedades leiteiras circundadas
por propriedades agricolas e, embora estes residuos nao tenham sido quantificados, a
alta frequéncia identificada, principalmente no leite, alerta para a necessidade de
monitoramento constante de residuos neste alimento, maior controle destas substancias
na agropecuaria e conscientizacdo de produtores rurais quanto ao uso destes produtos e

quando a recuperacdo e preservacao de nascentes.
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6 CONCLUSAO

Coliformes totais e termotolerantes foram identificados em grande parte das
amostras de agua avaliadas e todos os tipos de fontes apresentaram amostras positivas, com
maior frequéncia em nascentes e rios.

A prevaléncia de Cryptosporidium spp. no rebanho leiteiro estudado foi
maior que a de Giardia spp. e a prevaléncia dos dois protozoarios ¢ maior na populagdo de
bezerros até seis meses de idade, sendo esta de risco para o parasitismo. Estes protozoarios
ndo foram identificados em fezes de humanos. Cistos de Giardia spp e oocistos de
Cryptosporidium spp foram identificados em amostras de agua de nascentes e de rio em
quantidades suficientes para causar infecgao.

Em bovinos C. parvum foi identificado com maior frequéncia em todas as
categorias, principalmente em bezerros com até seis meses de idade. C. ryanae, C. bovis e C.
andersoni foram identificados com menor frequéncia, porém em animais com mais de dois
meses. C. parvum também foi identificada em uma amostra de d4gua, em cuja propriedade esta
espécie também foi identificada em bezerros.

A presenca de cistos de Giardia nas fezes de bovinos foi associada com
sistemas que favorecem maior aglomeragdo animal. A presenca de oocistos de
Cryptosporidium nas fezes de bovinos foi associada com a raga de origem europeia. A
presenca de (oo)cistos nas fezes dos bovinos foi associada com diarreia.

A degradacao e desprote¢do de nascentes, turbidez e chuva foram
associados a contaminacao da agua por coliformes de origem fecal, podendo contribuir para a
contaminag¢do por parasitos intestinais.

Ha presenca de residuos de organofosforados e carbamatos no leite e na
agua analisados neste estudo, sendo organofosforado mais frequente. Organofosforados se
destacaram como inseticidas e ectoparasiticidas utilizados nas lavouras e animais.
Organofosforado no leite e na 4gua foi associado ao seu uso na lavoura e a frequéncia na agua

¢ maior ap6s periodos de chuva.
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APENDICE A

Figura 1 - Analise de PCR-RFLP com a utilizacdo das enzimas Sspl (A), Asel (B), e
Mboll (C) em dez amostras de fezes positivas para Cryptosporidium spp. Gel de
agarose 2,5% corado com Sybr Safe.
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A - Sspl : Coluna 3: C. parvum, C. bovis, C. ryanae (449, 267, 108*), Colunas 5 e 6: C. parvum, C. bovis, C.
ryanae (449, 267, 108), Colunas 7, 8 € 9: C. parvum, C. bovis, C. ryanae (449, 267, 108), Coluna 10: C. parvum,
C. bovis, C. ryanae (449, 267, 108); * Bandas néo visualizadas.

B — Asel : Coluna 3: C. parvum, C. bovis, C. ryanae (628, 115*, 104*), Colunas 5 e 6: C. parvum, C. bovis, C.
ryanae (628, 115*, 104*), Colunas 7, 8 ¢ 9: C. parvum, C. bovis, C. ryanae (628, 115*, 104*), Coluna 10: C.
parvum, C. bovis, C. ryanae (628, 115*, 104*); * Bandas ndo visualizadas.

C — Mboll: Coluna 3: C. bovis (412, 185, 162); Colunas 5 e 6: C. parvum (770, 76*), Colunas 7, 8 ¢ 9: C.
parvum (770, 76*) e C. ryanae (574, 185*) Coluna 10: C. parvum (770, 76*) e C. bovis (412, 185, 16); *
Bandas nao visualizadas.

A, B e C: Colunas 2, 3 ¢ 4: amostras sem DNA; Coluna 11: controle negativo
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Figura 2 - Andlise de PCR-RFLP com a utilizacdo das enzimas Sspl (A), Ase (B)I,
Ddel (C) e Mboll (D) em duas amostras de fezes positivas para Cryptosporidium spp.
Gel de agarose 2,5% corado com Sybr Safe.

A 500 500
200 C

200

B 800 D 80

500 500

A — Sspl: Colunas 1 e 2: C. parvum, C. bovis, C. ryanae (449, 267, 108) e C. andersoni (448, 397); B — Asel:
Colunas 1 e 2: C. parvum, C. bovis, C. ryanae (628, 115, 104*) e C. andersoni (770, 115). C — Ddel: Colunas 1

e 2: C. parvum (406, 201, 156, 68) e C. andersoni (470, 190, 178). D — Mboll: C. parvum e C. andersoni (770,
76); * Bandas ndo visualizadas.

Todas: Coluna 3: controle negativo



APENDICE A
Questiondrio Epidemioldgico - Humanos
Propriedade: N°
Data:  / /
Nome:
Idade:

Sexo: ( )F (M
1 — Realiza a ordenha e manejo dos animais: ( ) Sim ( ) Nao

2 — Tem contato direto com animais de producdo: () Sim ( )Nao

3 — Tem contato direto com outros animais (Cées e gatos): () Sim ( )Nao

4 — Animais dentro de casa ( ) Sim ( ) Nio

5 — Frequéncia de higienizagdo das méaos:

5.1- Apo6s manejo dos animais: () Sempre ( ) Frequentemente ( ) Raramente

( ) Nunca

5.2 — Antes de comer: () Sempre ( ) Frequentemente ( )Raramente ( ) Nunca

5.3 — Apés ir ao banheiro: () Sempre ( ) Frequentemente ( ) Raramente ( ) Nunca

6 — Contato com terra: () Sim ( ) Nao

5 — Frequéncia de consulta ao médico: ( ) Frequentemente ( ) Raramente ( ) Nunca

7 — Frequéncia de alteracdes gastrointestinais (vomito/diarreia/célica):

( ) Frequentemente ( )Raramente ( ) Nunca

8 — Ultima vez que realizou exame de fezes:

( )<6meses ( )6mesesalano ( )>lano ( )Nunca

8.2 — Resultado do exame de fezes: () Positivo () Negativo

8.3 — Patdgeno encontrado: () Protozoarios () Helmintos () Bactéria
8.4 — Fez tratamento: ( ) Sim ( ) Nao

9 — Ultima vez que ingeriu medicamento anti-parasitério.

( )<6meses ( )6mesesalano ( )>1lano ( )Nunca

10 — Grau de escolaridade:

() Nao alfabetizado ( ) Fundamental () Médio () Superior
11 — Criangas: grau de escolaridade da mae.

() Nao alfabetizado ( ) Fundamental () Médio () Superior

() Virus
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APENDICE A/B

Questionario Epidemioldgico Propriedade

N. Ficha Data / /
Entrevistado e fung¢ao:
Proprietéario:
Propriedade:
Endereco:
Telefone:

1 - Constituicdo da populagdo humana:

Proprietarios 12 anos 12 = 20 anos 20 — 40 anos 40 — 60 anos > 60 anos

Mulheres

Homens

Funcionarios

Mulheres

Homens

PRODUCAO
2 - Qual o tamanho da propriedade:
3 - Sistema de produgao:
(1) familiar (2) empresarial
4 - Numero de vacas em lactacdo:
5 - Producao diaria de leite na propriedade:
6 - Numero de ordenhas por dia:

(1) uma ordenha (2) duas ordenhas (3) trés ordenhas
7 - Tipo de ordenha:

(1) manual (2) mecanica com bezerro (3) mecanica sem bezerro
8 — Alimentacao

(1) Cocho (2) Pasto (3) Cocho ¢ Pasto
9 — Criagao de bezerros

(1) Pasto (3) Casinhas (4) Coletivo interno

10 — Ha separagdo de bezerros por faixa etaria em ambiente diferente
(1) Sim (2) Néao

AMBIENTE
11 - Tem piquete separado para fémeas na fase de parto e/ou pos parto?
(1) sim (2) nao
12 - Tem piquete separado para terneiros?
(1) sim (2) ndo
13 — Os bezerros recebem leite no ubere da vaca?
(1) sim (2) ndo
14- Até que idade os terneiros recebem leite no ubere da vaca?
(1) até 4 meses (2) até 6 meses (3) > 6meses
15 — Ha presenca de caes na propriedade?
(1)sim (2) ndo

16— Numero de caes
(1)Ta2 (2)3a4 (3)acimade>5
17 — Ha presencga de gatos na propriedade?
(1)sim (2) ndo



18 — Numero de gatos
(HD1a2 (2)3a4 (3)acimade5

19 — Ha presenga de suinos na propriedade?
(1)sim (2) ndo

20 — Tipo de Criagao:
(1) Subsisténcia(2) Comercial

21 — Distancia das instalagdes da fonte de agua:

(1) <15m (2)> 15m
22 — Ha presenga de aves na propriedade?
(1)sim (2) ndo

23 — Tipo de Criagao:

(1) Subsisténcia(2) Comercial
24 — Local de criagao

(1) Livres (2) Confinadas

SANEAMENTO

25 - Qual a origem da 4dgua de consumo animal e limpeza.
(1) pogo raso (2) pogo semi/artesiano (3) mina (4) rio/riacho (5) agude
(6) agua Sist. Abast. Publico

26 - A fonte de agua animal ¢ protegida?
(1) Sim  (2) Nao

27 - Qual a origem da dgua de consumo humano?
(1) pogo raso (2) poco semi/artesiano (3) mina (4) rio/riacho (5) agude
(6) agua Sist. Abast. Publico

28 - A fonte de agua humana € protegida?

(1) sim (2) ndo
29 - Qual o material da tampa do pogo ou mina?
(1) cimento  (2) zinco (3) lona (4) madeira  (5) Outro
30 — Pogo Raso — Possui elevagio nas bordas.
(1) Sim (2) Nao
31 — Mina — Possui mata ciliar ao redor.
(1) Sim (2) Nao

32 — Mina — Estrutura da mina

(1) Caixa polietileno elevada  (2) Caixa polietileno ndo elevada (3) Cimento com elevagao

(4) Cimento sem elevagdo (5) Direto no Cano
33 - Ja realizou limpeza do pog¢o ou mina?

(1)sim (2) ndo
34 — Frequéncia
(1) mensal  (2) semestral  (3) anual (4) quando esta sujo
35 - Como a agua ¢ retirada do po¢o ou mina?
(1) balde (2) bomba
36 - Ja realizou limpeza da caixa d’agua?
(1)sim (2) ndo

37 - Qual a freqiiéncia?

(1) mensal (2) semestral (3) anual (4) quando esta sujo
38 — Qual a distancia entre a fonte de agua e o pasto dos animais.

(1) <15m (2)>15m
39 - Onde esta localizado o pasto em relagdo a fonte de agua.

(1) Em plano mais baixo (2) Em plano mais alto (3) Mesmo plano

40 - Possui banheiro dentro de casa?

(1)sim (2) ndo
41 - Possui fossa na residéncia?

(1)sim (2) ndo
42 — Tipo de fossa

(1) Negra  (2) Seca (3) Séptica
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43 - Qual a distancia entre a fossa e a fonte de agua?
(1)< 15m (2)> 15m
44 - Onde esta localizada a fossa em relacdo a fonte de agua?
(1) Em plano mais baixo (2) Em plano mais alto (3) Mesmo plano
45 — Realiza algum tipo de tratamento da dgua antes do consumo:
(1) Filtragdo  (2) Cloragéo (3) Fervura  (4) Nenhum
46 - Possui horta/lavoura na propriedade?

(1)sim (2) ndao
47 — Qual o tipo de lavoura:
(1) soja (2) milho (3) Trigo (4) café (5) Outro:

48 — Qual produto quimico ¢ utilizado na lavoura:
49 — Tipo de lavoura da propriedade vizinha:

(1) soja (2) milho (3) Trigo (4) café (5) Outro:
50 - Qual a distancia entre a fossa e a horta/lavoura?

(1) <15m (2)> 15m
51 - Onde esta localizada a fossa em relagdo a horta?

(1) em plano mais baixo (2) em plano mais alto
52 - Qual o destino dos dejetos?

(1) esterqueira (2) biodigestor (3) direto na lavoura/horta 4)

Outro

SANIDADE DE ANIMAIS
56— Qual a frequéncia de problemas gastrintestinais nos animais?
(1) nunca (2) raramente  (3) frequentemente
57- Idade mais frequente
(1) 0 a6 meses (2) 6~ 12 meses (3) acima de 12 meses
58- Realiza controle de carrapatos?
(1) sim  (2) ndo

59- Qual Carrapaticida ¢ utilizado: bezerros ; vacas
60- Frequéncia nos bezerros:
(1) quinzenal (2) mensal (3)trimestral (4) quando vé o parasita
61 — Carrapaticida
(1) Banho de imersdo (2) injetavel  (3) pour on
62 — Frequéncia nas vacas em lactagdo:
(1) quinzenal (2) mensal (3)trimestral (4) quando v¢€ o parasita

(2) (5) vaca seca
63 — Carrapaticida

(1) Banho de imersdao  (2) injetavel  (3) pour on
64 — Realiza controle de helmintos:

(1) Sim (2) Nao
65 — Qual anti-helmintico utilizado: bezerros ; vacas
66 — Frequéncia nos bezerros
(1) quinzenal (2) mensal (3)trimestral (4) quando ha alteragoes
anatomicas
67 — Anti-helmintico
(1) Oral (2) Injetavel (3) pour on
68 — Frequéncia nas vacas
(1) quinzenal (2) mensal (3)trimestral (4) quando ha alteragoes

anatdmicas (5) vaca seca
69 — Anti-helmintico
(1) Oral (2) Injetavel (3) pour on

105



