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Resumo

Introdugao: A toxoplasmose é uma zoonose cosmopolita causada pelo protozoario
Toxoplasma gondii, que acomete humanos, animais domésticos e silvestres, configurando
um exemplo paradigmatico de Saude Unica por sua presenca em multiplos ecossistemas,
incluindo agua, solo e alimentos. Sua ocorréncia € frequentemente associada a surtos,
especialmente em individuos suscetiveis, como criangas e idosos. Objetivo: Este estudo
investigou um surto de toxoplasmose em uma instituicao escolar no municipio de Cotia, Sédo
Paulo, por meio de analises microscopicas e moleculares, visando identificar a provavel fonte
de contaminacao e subsidiar acées preventivas. Métodos: Foram examinadas amostras
de alimentos, solos arenoso e argiloso, vegetais, agua filtrada e dgua de retrolavagem de
filtros. Resultados: Oocistos e DNA de T. gondii foram detectados na agua de retrolavagem,
indicando contaminagéao prévia da agua consumida na instituicdo. Conclusao: Os achados
reforcam a relevancia dessa matriz no diagnodstico de surtos com potencial transmissao
hidrica e como indicadora da presenca de microrganismos patogénicos.

Palavras chave: surto, Toxoplasma gondii, veiculagao hidrica, vigilancia epidemiologica.

Abstract

Introduction: Toxoplasmosis is a cosmopolitan zoonosis caused by the protozoan
Toxoplasma gondii, affecting humans, domestic animals, and wildlife, and representing a
paradigmatic example of the One Health concept due to its occurrence across multiple
ecosystems, including water, soil, and food. Its occurrence is frequently associated with
outbreaks, particularly among susceptible individuals such as children and the elderly.
Objective: This study investigated a toxoplasmosis outbreak in a school institution in the
municipality of Cotia, Sdo Paulo, through microscopic and molecular analyses aimed at
identifying the probable source of contamination and supporting preventive measures.
Methods: Samples of food, sandy and clay soils, vegetables, filtered water, and backwash
water from filters were examined. Results: T. gondii oocysts and DNA were detected in
the filter backwash water, indicating prior contamination of the water consumed at the
institution. Conclusion: These findings highlight the relevance of this matrix in diagnosing
outbreaks with potential waterborne transmission and as an indicator of the presence of
pathogenic microorganisms.

Palavras chave: outbreak, Toxoplasma gondii, waterborne transmission, epidemiologic
surveillance.
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Introdugao

A toxoplasmose, doenca infecciosa causada pelo protozoario Toxoplasma gondii,
constitui importante problema de saude publica, sobretudo em populagdes vulneraveis,
como criangas e gestantes. Na maioria dos casos a infec¢ao ¢ assintomatica ou com
sintomas leves, como dores musculares, fadiga, falta de apetite, febre e alteragdes nos
ganglios linfaticos em adultos saudaveis. Em criancas esta infecgao pode provocar quadros
graves, incluindo encefalite e danos neuroldgicos permanentes.t

A infeccdo ocorre pela ingestdo de cistos ou oocistos de T. gondii, geralmente
presentes em agua ou alimentos contaminados, ou por contato com fezes de felinos
infectados. No organismo, os parasitos agem de forma sistémica, atingindo as células
nucleadas no hospedeiro. O suco gastrico estimula a liberagdo dos esporozoitos presentes
no interior do oocisto, que se transformam em taquizoitos, capazes de invadir células
epiteliais intestinais e, em sequida, outras células nucleadas, onde se multiplicam até
romperem a célula hospedeira.l2

A transmissao congénita pode causar microcefalia, hidrocefalia, lesGes musculares,
cardiacas, oculares e neurolégicas, além de aborto. Em individuos imunocomprometidos,
a toxoplasmose pode se manifestar com sintomas mais severos, como confusao mental
e convulsbes.2

O T. gondii sobrevive por longos periodos em ambientes com condi¢cdes adequadas
de temperatura e umidade, permanecendo viavel por até 54 meses na agua e 18 meses
no solo.4®

Em junho de 2024, um surto de toxoplasmose em uma escola no municipio de
Cotia, estado de Sao Paulo (SP) acometeu 17 estudantes da educacgéo infantil com idades
entre trés e quatro anos. Todas as criangas apresentaram teste soroldégico para T. gondii
reagente para IgM, indicando infec¢des recentes. Dada a gravidade do caso, a Vigilancia
Sanitaria estadual acionou o Nucleo de Morfologia e Microscopia do Instituto Adolfo Lutz,
uma unidade comumente solicitada para auxiliar o diagnostico de surtos epidemioldgicos
de T. gondii e outros protozoarios veiculados por alimentos e agua; o Nucleo realiza
analises laboratoriais de amostras ambientais potencialmente associadas a surtos. Diante
dos dados supramencionados, o objetivo do presente estudo foi investigar a provavel
fonte de contaminagdo da instituicao escolar, por meio de analises microscopicas
e moleculares de amostras ambientais e de alimentos servidos aos alunos, a fim de
subsidiar a implementagéo de agdes preventivas eficazes, determinada pelo servigo de
vigilancia. Ressalta-se a importancia de se ampliar o escopo das amostras analisadas
durante surtos, incluindo matrizes nao convencionais, como a agua de retrolavagem de
filtros, as quais podem revelar provaveis contaminantes e contribuir para a elucidagao da
cadeia de transmisséo.
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Afim de se determinar a provavel via de transmissao de T. gondii na instituicao escolar,
foram realizadas analises microscopicas e moleculares em amostras ambientais. A sequir,
destaca-se, para a sociedade, a relevancia da atuagao conjunta entre as instituicdes para a
implementacgao de agbes preventivas eficazes para a contencao do surto.

Material e métodos

Amostras analisadas

Na primeira etapa, apos a deteccao do surto, a Vigilancia Sanitaria Municipal
realizou a coleta de 11 amostras potencialmente relacionadas ao ocorrido. Foram elas:
trés amostras de alimentos coletados na cozinha do fornecedor e que foram servidos
aos alunos (salsa, alface e carne bovina); quatro amostras de solo arenoso coletadas
na cagcamba, no parquinho, rampa fechada e quadra; duas amostras de solo argiloso
coletadas no parque e jardim da sala de aula; uma amostra de agua de retrolavagem do
filtro central, proveniente de abastecimento publico e uma amostra de fezes de felino
coletada no jardim da escola, visto que foram notados diversos gatos domésticos no
interior da unidade escolar. A Figura 1 mostra os locais de coleta das amostras de agua.
Na segunda etapa, foram realizadas mais sete coletas nos pontos de reabastecimento
da agua, sendo cinco amostras de 4gua de retrolavagem e duas amostras de agua de
abastecimento, extraidas do cavalete de entrada e do reservatorio interno.

Figura 1. Representagdo esquematica da unidade escolar, da distribuicao dos filtros de dgua e da
presencga de oocistos de Toxoplasma gondii
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Fonte: elaborada pelos autores.
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Processamento das amostras

As amostras foram processadas conforme protocolos especificos para cada
matriz.Z8 As amostras dos vegetais (alface e salsa) foram lavadas com solugao de glicina
1 M (pH 5,5) para a liberagdo de oocistos aderidos a superficie das folhas; os liquidos de
lavagem foram centrifugados e concentrados. A amostra de fezes de felino foi diluida e
centrifugada e o sobrenadante concentrado e analisado. As amostras de solo arenoso
e argiloso foram lavadas com solugdo de glicina 1 M (pH 5,5), sob agitacao, seguidas
de centrifugagdo; o concentrado resultante foi analisado. As amostras de carne foram
digeridas com solugédo de pepsina (0,5% em HCI 1%) a 37°C por 1 hora, com agitagédo
constante; apos adigestao o material foi centrifugado e o sedimento utilizado nas analises.
As amostras de agua de retrolavagem e abastecimento foram filtradas em membranas
com poros de 1,2 um; o material retido foi raspado, concentrado por centrifugacao e
analisado. As centrifugacoes foram realizadas a 3450 rpm por 10 min.

Métodos de analise: microscopia 6tica e PCR em tempo real (QPCR)

Apos as etapas de concentracao especificas para cada tipo de matriz, os sedimentos
foram examinados por microscopia optica a 400x para detecgao morfoldgica de oocistos
de T. gondii, considerando sua forma esférica ou ovoidal, parede dupla e tamanho entre
10e 12 um.

As extracoes de DNA foramrealizadas utilizando-se o kit comercial especifico DNeasy
PowerSoil Pro — Qiagen®; foram seguidas as instru¢des do fabricante, que recomendavam
maior tempo de agitagcdo para aumento da eficiéncia e liberagdo das moléculas de DNA.
As concentragoes e a pureza do DNA foram determinadas pela razao entre a 0.D. a 260 e
a 280 nm em um NanoDrop ND1000 (Thermo Scientific®, Waltham, MA, EUA).

As reactes de amplificagcao foram realizadas visando amplificar um fragmento espe-
cifico (REP-529) do gene B1 de T. gondii (GenBank AF487550), altamente conservado.212
Cada reagao foi composta de um volume final de 20 uL, contendo 0,5 uL de cada marcador
molecular, 0,25 uL da sonda TagMan e 10 uL de 2X TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems?®).

As reagdes foram realizadas no equipamento QantuStudio 5 (Applied Biosystems®),
em volume final de 20uL por reacao. Em todas as reacdes foram adicionados controle
positivo, obtido a partir de DNA extraido de oocistos, e um controle negativo, agua ultrapura.
As amplificagdes ocorreram em um ciclo inicial de 50°C por dois minutos e um ciclo a
95°C por dez minutos; em seguida foram realizados 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e a
60°C por um minuto.
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Resultados

Os resultados descritos no Quadro 1 mostram a deteccao de T. gondii nas amostras
das matrizes ambientais e alimentares realizadas na primeira coleta, analisadas por
microscopia optica e gPCR. Somente a amostra de dgua oriunda do filtro de retrolavagem
apresentou resultado positivo (e seqgundo ambas as metodologias). A Figura 2 apresenta
imagens microscopicas de oocistos de T. gondii isolados de amostras de agua de
retrolavagem dos filtros da instituigcao escolar.

Quadro 1. Primeira coleta: resultados das analises microscopica e molecular para oocistos de
T. gondii nas amostras ambientais coletadas na escola

Amostras

Salsa

Alface

Carne bovina moida
Fezes de animal

Areia da cagamba
Areia do parquinho
Areia da rampa fechada
Areia da quadra

Solo do parque

Solo do jardim da sala de aula

Agua do filtro de retrolavagem

Fonte: elaborada pelos autores.
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Figura 2. Oocistos de T. gondii isolados da amostra de dgua de retrolavagem de filtro vistos por
microscopia de campo claro (aumento de 40x)

Fonte: elaborada pelos autores.

Na segunda coleta, apenas as amostras de agua de retrolavagem, coletadas em
diferentes pontos da escola, apresentaram resultados positivos, conforme apresentado no
Quadro 2; no entanto, no bebedouro da érea infantil, a analise microscopica nao identificou
a presencga de oocistos.

Quadro 2. Segunda coleta: resultados das analises microscépica e molecular para oocistos de
T. gondii em amostras de dgua coletadas na escola

Amostras

Agua bebedouro salas de aula

Agua de retrolavagem/bebedouro da érea infantil

Agua de retrolavagem/bebedouro do refeitorio

Agua de retrolavagem/bebedouro da quadra
Agua de retrolavagem/bebedouro do patio
Agua cavalete (abastecimento municipal)

Agua apds passagem filtro central

Fonte: elaborada pelos autores.
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Discussao

Segundo diretrizes brasileiras do Ministério da Saude* a investigagao de surtos deve
contemplar multiplas fontes e matrizes ambientais, sendo a analise da agua utilizada nos
sistemas de abastecimento uma etapa fundamental para a identificagdo das possiveis
rotas de transmissao.

No caso de surtos associados a T. gondii, a detecgao do parasito em amostras
ambientais representa um desafio consideravel, dada a diversidade de potenciais fontes
contaminadas, como agua, solo, areia e alimentos, conforme documentado na literatura =2

Durante ainvestigagao, foram analisadas amostras de alimentos, solo e areia, além de
amostras de agua coletadas em diferentes pontos da instituicao escolar. Adicionalmente,
a presenca de fezes suspeitas de origem felina, o principal hospedeiro definitivo e vetor na
disseminagao de oocistos de T. gondii, justificou a inclusdo desse material nas analises.
No entanto, os resultados laboratoriais apontaram presenga de oocistos apenas nas
amostras de agua de retrolavagem dos filtros dos bebedouros localizados na érea infantil
e no patio; logo, esses sao os pontos criticos da dinamica de contaminagao.

A auséncia do parasito nas demais amostras de agua coletadas indica que a
contaminacgao ocorreu em periodo anterior a coleta, destacando uma limitagao recorrente
nas investigagdes epidemioldgicas de surtos: a defasagem temporal entre a ocorréncia do
evento e a disponibilidade das matrizes contaminadas para analise. Este intervalo muitas
vezes compromete a detecgao direta do agente etioldgico, dificultando a confirmagéo
laboratorial da fonte.®

Diante dessas limitacgoes, a elucidagao da provavel origem de surtos de toxoplasmose
depende de uma abordagem integrada, que combine investigagdes epidemioldgicas, dados
clinicos e laboratoriais. Os testes sorolégicos sdo amplamente utilizados, sendo a deteccao
de anticorpos IgM indicativa de infeccao recente, enquanto os testes de avidez para IgG
permitem diferenciar infecgdes agudas de cronicas.1*

Embora diversos estudos enfatizem a importancia da avaliagdo de corpos hidricos
como potenciais veiculos de transmissao de T. gondii** ha escassez de relatos que explo-
rem a agua de retrolavagem de filtros como matriz diagnostica.

A deteccao de parasitos em amostras ambientais requer metodologias altamente
sensiveis e especificas, como a PCR em tempo real (qPCR), que tem demonstrado elevada
eficacia naidentificacao de Toxoplasma gondii em diferentes matrizes.2 Com o objetivo de
implementar e fortalecer a vigilancia em saude publica, torna-se evidente a necessidade
de desenvolver, padronizar e aprimorar métodos de deteccao sensiveis e especificos,
que possam ser aplicados a diferentes tipos de amostras,® em contextos variados de
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monitoramento e investigacao epidemiologica. Aliado ao isolamento e a detecgcao das
formas infectantes do parasito, os estudos voltados a avaliagdo da viabilidade dos
oocistos detectados, por meio de técnicas de coloragdo ou abordagens baseadas em
biologia molecular, constituem um dos principais desafios enfrentados pelos laboratorios
de saude publica.t

A analise laboratorial, incluindo as técnicas microscopicas e moleculares, foi
capaz de identificar oocistos e DNA de T. gondii em amostras de agua provenientes da
retrolavagem de filtros, evidenciando a contaminagdo ambiental de agua de abastecimento
da instituigdo escolar.

Conclusao

Os resultados desta investigacao destacaram a relevancia da analise da agua de
retrolavagem dos filtros dos bebedouros como estratégia complementar de detecgao de
oocistos de Toxoplasma gondii e na elucidacdo da via de transmissao. Essa agua, por
concentrar os residuos e contaminantes retidos no sistema de filtragcao, atua como um
indicador eficaz da presenca de microrganismos, incluindo protozoarios, podendo ser
considerada uma matriz sentinela. Embora ndo existam relatos anteriores na literatura de
detecgdo de oocistos de T. gondii nesse tipo de amostra, os achados deste estudo reforgcam
a necessidade de adogcao de medidas preventivas, como a manutencao e a higienizacao
periodicas dos filtros.

A fim de mitigar os surtos de toxoplasmose, recomenda-se o monitoramento
continuo das fontes de agua, a manutengao regular dos sistemas de filtragdo e a incluséo
da agua de retrolavagem como matriz complementar em protocolos de vigilancia sanitaria
e epidemioldgica, especialmente em ambientes frequentados por populagdes vulneraveis,
mais suscetiveis a formas graves da infecgao.

Ressalta-se, ainda, o papel estratégico de instituicoes publicas, como o Instituto
Adolfo Lutz, no suporte técnico-cientifico as agdes de vigilancia em saude, visando uma
resposta eficaz e oportuna, capaz de colaborar com a protecao da saude coletiva, em
consonancia com os principios da abordagem de Saude Unica (One Health), que reconhece
a interdependéncia entre os ecossistemas humano, animal e ambiental 18
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