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Resumo

O alimento € uma das principais vias de veiculacdo de patégenos ao
homem, sendo as bactérias e suas toxinas, 0s virus e 0s parasitos 0s
principais agentes relacionados as doencgas transmitidas por alimentos. Os
vegetais frescos estdo entre as maiores categorias de alimentos
contaminados por grande variedade de parasitos presentes no solo ou na
agua de irrigacdo contaminada, principalmente, por esgotos sanitarios. Os
objetivos do trabalho foram avaliar a ocorréncia de nematédeos de risco a
saude em amostras de alface (Lactuca sativa L.) do tipo crespa, in natura e
higienizadas (prontas para o consumo), comercializadas na cidade de Sé&o
Paulo; desenvolver padrdo morfométrico dos estagios larvarios de
nematodeos de importancia médica associados a contaminacédo alimentar e
verificar a conformidade das alfaces higienizadas em relacdo a legislacdo
sanitaria quanto a presenca de matérias estranhas, em especial
nematodeos. Foram analisadas 60 amostras de alface crespa de cultivo
tradicional, 30 in natura e 30 higienizadas, por metodologia de deteccao de
ovos e larvas de helmintos padronizada por Matosinhos et al. (2016),
modificada e verificada. Os nematdodeos detectados foram fixados,
observados em microscopio de campo claro e submetidos a analise das
caracteristicas morfolégicas e morfométricas para diagnéstico diferencial e
estudo de similaridade com larvas padrbes de Strongyloides spp.,
Angiostrongylus spp. e ancilostomideos. Foram detectados nematddeos em
97% das amostras de alface in natura e em 43% das higienizadas. O
intervalo de variagdo numeérica mais frequente foi de 1 a 10 nematdédeos
isolados e valores superiores ocorreram exclusivamente em amostras in
natura. Nematodeos vivos foram encontrados em ambas as amostras. Nao
se evidenciou a presenca de estagios larvares dos nematodeos relacionados
aos padrdoes entre os isolados. Foi identificada a presenga em grande
maioria de nematodeos de vida livre, bacteriofagos e micofagos, da Ordem
Rhabditida, Subordem Rhabditina (55) e Subordem Tylenchina (35), além de
um exemplar fitoparasita do Género Helicotylenchus sp. e um onivoro da



Ordem Dorylaimida. De acordo com a ANVISA RDC n° 14/2014, 80% das
amostras higienizadas se encontravam insatisfatorias pela presenca de
matérias estranhas, e 54% destas continham nematddeos vivos ou mortos.
De acordo com a literatura cientifica, nematodeos de vida livre podem atuar
como reservatérios ou vetores de patégenos no meio ambiente, portanto, a
sua presenca nos alimentos pode representar um risco indireto a saude do
consumidor. A ocorréncia de formas evolutivas de nematddeos em amostras
de alface confirma a importancia da vigilancia e controle sanitario desses
produtos, além da adocdo de critérios precisos de identificacdo para a
apropriada aplicacdo da legislacdo sanitaria e adequada avaliacdo do

potencial de risco & salude que esses alimentos representam.

Palavras chave: achados morfologicos e microscopicos, larvas, helmintos,

vegetais, seguranca alimentar sanitaria, vigilancia em saude publica.



Abstract

Food is one of the main pathways for the transmission of pathogens to
humans, with bacteria and their toxins, viruses and parasites being the main
agents related to foodborne diseases. Fresh vegetables are among the
largest categories of food contaminated by a wide variety of parasites
present in the soil or in irrigation water contaminated, mainly by wastewater.
The aims of this work were to assess the occurrence by health hazard
nematodes in samples of raw and sanitized green leaf lettuce (Lactuca sativa
L.) marketed in the city of S&do Paulo; to develop a morphometric pattern of
larval stages of nematodes of medical importance associated with food
contamination, and to evaluate the compliance of sanitized lettuce in relation
to health legislation regarding the presence of extraneous materials,
especially nematodes. Sixty samples of green leaf lettuce from traditional
cultivation, 30 raw and 30 sanitized, were analyzed using the eggs and
helminths larvae methodology standardized by Matosinhos et al. (2016),
modified and verified. The detected nematodes were fixed, observed in a
bright field microscope and subjected to analysis of morphological and
morphometric characteristics for differential diagnosis and similarity study
with larvae patterns of Strongyloides spp., Angiostrongylus spp. and
hookworms. Nematodes were detected in 97% of raw lettuce samples and in
43% of sanitized ones. The most frequent range of numerical variation was 1
to 10 isolated nematodes and higher values occurred exclusively in raw
samples. Live nematodes were found in both samples. The presence of
larval stages of the nematodes related to the patterns among the isolates
was not evidenced. The presence of a large majority of free-living
nematodes, bacteriophages and mycophages of the Order Rhabditida,
Suborder Rhabditina (55) and Suborder Tylenchina (35) were identified, in
addition to a phytoparasite specimen of the genus Helicotylenchus sp. and
an omnivore of the Dorylaimida Order. According to ANVISA RDC n°
14/2014, 80% of the sanitized samples were unsatisfactory due to the

presence of extraneous materials, and 54% of these contained live or dead



nematodes. According to the scientific literature, free-living nematodes can
act as reservoirs or vectors of pathogens in the environment, therefore, their
presence in food may represent an indirect hazard to consumer health. The
occurrence of evolutionary forms of nematodes in lettuce samples confirms
the importance of surveillance and sanitary control of these products, in
addition to the adoption of precise identification criteria for the appropriate
application of sanitary legislation and adequate assessment of the potential

health risk that these foods represent.

Keywords: morphological and microscopic findings, helminths, larvae,
vegetables, food safety, public health surveillance.
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Lista de abreviaturas e siglas

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

a Anus

adc Apéndice digitiforme caudal

AFA Solucéo de &lcool, formol e acido acético
b Bulbo

C Corpo

CvB Comprimento do vestibulo bucal

CE Comprimento do eso6fago

COVISA Coordenacédo de Vigilancia em Saude da Secretaria Municipal

de Saude de Séao Paulo

CPG Comprimento do primérdio genital
CTC Comprimento total do corpo

CT™M Comprimento total da muda

CvVs Centro de Vigilancia Sanitaria

DAC Distancia do anus a cauda

DPE Distancia do poro excretor

DPGC Distancia do primoérdio genital a cauda
DTA Doencas transmitidas por alimentos
ea Entalhe apical

ec Esofago claviforme

ef Eséfago filarioide

er Eséfago

es Espicula

est Estilete

FAO do inglés Food and Agriculture Organization (Organizacdo das

Nacoes Unidas para a Alimentacao e a Agricultura)

i istmo

IN In natura
Kg Quilograma
L Litro
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LACENSs Laboratorios Centrais de Saude Publica

LEA Largura da extremidade anterior

LC Largura do corpo

L1 Larva de primeiro estadio

L2 Larva de segundo estadio

L3 Larva de terceiro estadio

LM Largura da muda

LPG Largura do primordio genital

M Molar

mm Milimetro

mg Miligrama

mL Mililitro

MS Ministério da Saude

OMS Organizacdo Mundial da Saude

pe Poro excretor

pg Primordio genital

PP Programa Paulista

RDC Resolucao de Diretoria Colegiada

SES Secretaria de Estado da Saude

SAA Secretaria da Agricultura e Abastecimento

SISLAB Sistema Nacional de Laboratérios de Saude Publica

vb Vestibulo bucal

VMP Vegetal minimamente processado

WHO do inglés World Health Organization (Organizacdo Mundial da
Saude)

Hg Micrograma

puL Microlitro

%p/p Percentual peso por peso

°C Graus Celsius
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1. Introducéo

O consumo regular de vegetais como frutas, verduras e legumes é
crescente e amplamente recomendado pelos 6rgdos de saude em virtude
dos diversos beneficios proporcionados a salde humana, pois constituem
uma importante fonte de fibras, vitaminas, minerais, entre outros nutrientes.
No entanto, os vegetais folhosos, consumidos principalmente na forma crua,
estdo envolvidos com a transmissdo de doencas, sobretudo parasitoses
intestinais, causadas por diversas espécies de helmintos e protozoarios.
Esse fato pode estar relacionado a forma de cultivo, seja pelo contato com o
solo contaminado ou pela utilizacdo de &agua de irrigacdo contendo
patégenos, associado as condicfes inadequadas de higienizagdo dos
vegetais. Em vista disso, 0 monitoramento constante deste tipo de alimento
pelos 6rgdos oficiais se faz necessario, principalmente, em locais com
condicOes precarias de saneamento.

Com o objetivo de monitorar a qualidade sanitéria desse tipo de
alimento, o Nucleo de Morfologia e Microscopia do Centro de Alimentos do
Instituto Adolfo Lutz, juntamente com o Centro de Vigilancia Sanitaria (CVS)
e a Coordenadoria de Controle de Doencas da Secretaria de Estado da
Saude (SES), realizam periodicamente o monitoramento dos vegetais
folhnosos minimamente processados, dentre outros produtos alimenticios, no
ambito do Programa Paulista de Analise Fiscal de Alimentos (PP). Amostras
comercializadas no varejo sdo coletadas e encaminhadas ao laboratério
para verificacdo de sua conformidade em relacdo a legislacdo sanitaria
guanto aos parametros microscopicos, estabelecidos na RDC ANVISA n°
14/2014 (Brasil, 2014), que considera indicativo de risco a saude o alimento
gue apresente parasitos associados a agravos a saude humana. Contudo, a
verificacdo do seu potencial de risco depende diretamente da adequada
identificagéo das formas parasitarias detectadas.

Segundo a literatura cientifica, dentre os helmintos relatados com
maior frequéncia em vegetais folhosos destacam-se 0os nematddeos, porém

a precisa identificacdo de espécies de interesse médico em amostras
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ambientais € uma acdo bastante complexa, devido a diversidade de
nematodeos presentes no ambiente, como os fitonematoides e nematddeos
de vida livre, em diferentes estagios evolutivos. Em vista disso, o diagnostico
diferencial entre as principais larvas de nematédeos associados a agravos a
salude humana constituiu uma importante abordagem metodolégica, aplicada
no monitoramento e controle de qualidade desses alimentos, subsidiando as
acOes da Vigilancia Sanitéaria.

Neste contexto, o presente estudo buscou contribuir com o
aprimoramento da identificacdo de estagios larvares de nematédeos de
importancia médico-veterinaria por meio de analise morfologica e
morfométrica de larvas padrbes de Strongyloides stercoralis, S.
venezuelensis, ancilostomideos, Angiostrongylus cantonensis e A.
costaricensis e verificar a ocorréncia dessas espécies em amostras de alface
in natura e higienizadas (prontas para o consumo) comercializadas na
cidade de S&o Paulo. A abordagem proposta constitui uma importante
ferramenta para avaliacdo da qualidade do produto destinado ao consumo
humano, com perspectivas de aplicacdo na prevencdo e controle das

parasitoses.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Aspectos gerais das doencgas transmitidas por alimentos

O alimento € uma das principais vias de veiculacdo de patégenos ao
homem. As doencas transmitidas por alimentos (DTA) sdo causadas pela
ingestdo de alimentos ou 4gua contaminados. Existem mais de 250 tipos de
DTAs, sendo a maioria causada por bactérias, virus e parasitos. Toxinas e
produtos quimicos como agrotoxicos ou metais pesados também podem
contaminar alimentos e causar doencas (MS, 2010a; MS, 2019).

A ocorréncia dessas doencas no mundo vem aumentando
significativamente. Diversos fatores tém contribuido para isso, como o
aumento das populacdes, a existéncia de grupos populacionais vulneraveis,
a producdo de alimentos em grande escala, a deficiéncia no controle de
qualidade, o aumento da comercializagdo de alimentos prontos para o
consumo, entre outros. Essas infeccbes podem se apresentar de forma
cronica ou aguda, em casos isolados ou com caracteristica de surto,
distribuicdo localizada ou disseminada e com diversas formas clinicas (MS,
2010a).

As DTAs podem acometer individuos provocando sindrome
caracterizada por anorexia, nauseas, vomitos e/ou diarreia, acompanhada
ou ndo de febre. Podem ocorrer afeccdes intestinais e extraintestinais em
diferentes érgdos, como rins, figado, sistema nervoso central, dentre outros.
A gravidade das DTAs difere por fatores intrinsecos do patbégeno, como
viruléncia, e do hospedeiro, como idade e estado imunologico (MS, 2010a;
MS, 2019).

Apenas uma pequena propor¢do dessas doengas é confirmada por
exames laboratoriais e reportada a 6rgdos publicos; muitos casos ndo sao
diagnosticados. Um levantamento do Centers for Disease Control and
Prevention, dos Estados Unidos, estimou em 9,4 milhdes de casos de
doencas transmitidas por alimentos por ano, com 55.961 hospitalizagbes e
1.351 mortes causadas por 31 agentes patogénicos principais, como

algumas espécies de bactérias, parasitos e virus, além de 38,4 milhdes de
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episodios de DTA causadas por agentes inespecificos, resultando em 71.878
hospitalizacdes e 1.686 oObitos (Scallan et al., 2011).

No Brasil, de 2009 a 2018, foram relatados 6.903 surtos de DTA,
com 122.187 doentes. Em 2018, os agentes etioldgicos ndo foram
identificados em 80% dos 597 surtos notificados, e as bactérias e os virus
foram os principais agentes patogénicos associados. Dos alimentos
suspeitos em 221 surtos, a agua foi a mais incriminada, respondendo por
29% dos casos (MS, 2019).

2.2. Doencas parasitarias transmitidas por alimentos

De acordo com a classificac&o de risco de transmisséao de parasitos
por alimentos (Multicriteria-based ranking for risk management of food-borne
parasites) da Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO)
e World Health Organization (WHO), carnes de diferentes espécies animais,
vegetais, frutas e leite estdo entre os principais alimentos relacionados a
transmissdo de parasitos. Segundo esses 0rgaos, 0s vegetais frescos estédo
entre as maiores categorias de alimentos contaminados por protozoarios
como Toxoplasma gondii, Cryptosporidium spp., Entamoeba histolytica,
Cyclospora cayetanensis e Balantidium coli e os helmintos Taenia solium,
Echinococcus granulosos, Echinococcus multilocularis, Ascaris spp.,
Fasciola spp., Trichuris trichiura e Toxocara spp. A transmissao de
nematdodeos como Ancylostoma duodenale, Necator americanus e
Angiostrongylus spp. também esta associada ao consumo de vegetais
(FAO/WHO, 2014).

Os helmintos, conhecidos popularmente como vermes, estdo entre
0S agentes infecciosos parasitarios mais comuns dos seres humanos nos
paises em desenvolvimento e sdo destacados como agentes relacionados a
doencas tropicais negligenciadas. Entre eles estdo os nematdédeos, que
incluem os principais vermes intestinais (helmintos transmitidos pelo solo),
os filarideos que causam filariose linfatica e oncocercose, e os platelmintos,
conhecidos como vermes planos que incluem trematédeos como o0s

esquistossomos e cestodeos como as ténias (Hotez et al., 2008). A
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morbimortalidade associada a caréncia de saneamento basico e praticas
inadequadas de higiene acomete em especial as criangas, nas quais as
helmintiases causam desnutricdo, atraso no crescimento, retardo intelectual
e deficiéncias cognitivas (WHO, 2020).

As parasitoses intestinais tém uma ampla distribuicdo mundial e
ainda representam um grave problema de saude publica nos paises em
desenvolvimento, inclusive no Brasil, onde ha condicbes que favorecem a
transmissdo, como climas quentes e Umidos, baixa condicdo
socioeconOmica, alta densidade populacional, desnutricdo, condicdes
inadequadas de higiene e servicos publicos de saneamento basico
precarios. Os parasitos intestinais podem ser patogénicos ou né&o
patogénicos em pacientes imunocompetentes, contudo, 0s nao patogénicos
podem estar associados a doencas graves em pacientes
imunocomprometidos (Adedayo e Nasiiro, 2004; MS, 2010b; Cunha, 2013).

Cerca de 1,5 bilhdo de pessoas no mundo estdo infectadas com
helmintos transmitidos pelo solo ou geohelmintos, que causam infeccdes
humanas por meio do contato com solo contaminado em areas sem
saneamento ou pelo consumo de vegetais e agua contaminados com
dejetos humanos ou animais. Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura e os
ancilostomideos (Necator americanus ou Ancylostoma duodenale) sdo as
principais espécies de importancia mundial (Pullan et al., 2014; Amoah et al.,
2017; WHO, 2020).

Diversos estudos nacionais e internacionais reportam a presenca de
estruturas parasitarias associadas a agravos a saude humana em vegetais
como salsa, coentro, cebolinha, agrido, horteld, alface, alho-poro, rucula,
entre outras. Foram detectados ovos e larvas de diversas espécies de
helmintos, entre eles ancilostomideos, Ascaris lumbricoides, Trichuris
trichiura, Trichostrongylus spp., Toxocara spp., Enterobius vermicularis,
Echinococcus multilocularis, Taenia spp., Hymenolepsis nana, Dicrocoelium
dendriticum e Strongyloides stercoralis (Oliveira e Germano, 1992; Soares e
Cantos, 2006; Abougrain et al., 2010; Shahnazi e Jafari-Sabet, 2010; Said,
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2012; Adenusi et al., 2015; Balarak et al., 2016; Lass et al., 2016; Silva et al.,
2018).

A contaminacédo dos vegetais por parasitos pode ocorrer em diversas
etapas da sua producao, desde o plantio, colheita, comercializa¢do até o seu
consumo. No entanto, a qualidade da agua de irrigacao, o tipo de adubacao
e a presenca de animais na propriedade sdo algumas das principais
possibilidades (Chaidez et al., 2005; Almeida et al., 2013; Ferreira et al.,
2018). As diferentes formas evolutivas aderem-se a superficie dos vegetais e
podem ser ingeridas quando estes ndo sdo adequadamente cozidos,
lavados ou descascados (Marouelli et al., 2014; WHO, 2020).

Apesar dos riscos, o consumo mundial de frutas e verduras é
crescente e intensamente recomendado pela OMS e outros 6rgédos de saude
por conterem diversos elementos essenciais a saude e constituirem
importante fonte de fibras alimentares, vitaminas, minerais, elementos
fitoquimicos, e compostos bioativos, além de serem considerados pouco
caldricos. Pesquisas constantemente comprovam os beneficios do consumo
diario desses alimentos para o adequado funcionamento do corpo humano,
e a baixa ingestdo de frutas e vegetais esta entre os principais fatores de
risco para a mortalidade no mundo, principalmente relacionados a
desnutricio e as doencas crbnicas ndo transmissiveis como as

cardiovasculares, respiratorias e o cancer (OMS, 2006; FAO, 2017).

2.3. Importancia sanitéria dos vegetais folhosos na transmissédo das
helmintiases e a legislacao vigente

Dentre as hortalicas, a alface (Lactuca sativa L.) destaca-se como a
mais popular e consumida no Brasil e no mundo devido ao sabor agradavel,
facilidade de preparo e grande diversidade de tipos e cultivares, sendo a
alface crespa da variedade Veronica a preferida e mais consumida (Henz e
Suinaga, 2009; Maldonade et al., 2014). Além disso, é altamente nutritiva por
ser uma importante fonte de sais minerais, calcio e vitaminas, especialmente
a A, e pelo alto teor de fibras que ajuda a regular o funcionamento do trato
gastrointestinal (Ziech et al., 2014; USDA, 2020). E cultivada em todo
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territorio brasileiro, predominantemente no estado de Sao Paulo, em regides
proximas a areas metropolitanas, como o cinturdo verde de S&o Paulo, com
producao que ultrapassa 200 mil toneladas por ano (Figueiredo, 2015).

O cultivo da alface é realizado tradicionalmente em canteiros de
terra, onde o vegetal fica em contato com o solo. A adubac&o organica,
muitas vezes constituida de fezes de diversos animais e irrigacdo com agua
de rios, corregos e lagos sem tratamento favorecem as contaminacdes. Por
ser consumida geralmente na forma crua, o Unico tratamento entre o cultivo
e o consumo da alface € a higienizacdo, que se realizada de forma
inadequada propicia a transmissdo de patdgenos (Mogharbel e Masson,
2005).

Entre as formas parasitarias de helmintos isolados de amostras de
alface destacam-se ovos de Ancylostoma sp., Ascaris lumbricoides,
Hymenolepis nana, Trichuris trichiura, Trichostrongylus spp., Taenia spp.,
Strongyloides sp., Enterobius sp., Toxocara sp., além de larvas de
Strongyloides stercoralis, ancilostomideos e de Rhabditis. Também foram
reportados vermes e larvas de vida livre (Oliveira e Germano, 1992;
Guimaraes et al., 2003; Traviezo-Valles et al., 2004; Soares e Cantos, 2006;
Quadros et al., 2008; Abougrain et al., 2010; Shahnazi e Jafari-Sabet, 2010;
Neres et al., 2011; Gregorio et al., 2012; Said, 2012; Ragazzi, 2012; Silva et
al., 2013; Pacifico et al., 2013; Oliveira e Perez, 2014; Adenusi et al., 2015;
Silva et al., 2016; Terto et al., 2014; Luz et al., 2017; Silva et al., 2018).

No Brasil, os vegetais folhosos s&o predominantemente
comercializados na forma in natura, devendo ser higienizados antes do
consumo, mas € crescente 0 consumo dos vegetais minimamente
processados devido a praticidade, pois sdo comercializados ja higienizados
e embalados. Porém, a manipulacdo inadequada ou auséncia de
procedimentos corretos de sanitizacdo dos vegetais e dos equipamentos
utilizados no beneficiamento podem comprometer a qualidade e seguranca
desses alimentos (Maistro, 2001).

A Resolucdo n° 42, da Secretaria de Agricultura e Abastecimento do
estado de Sao Paulo (Sdo Paulo, 2009), determina normas técnicas para
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produtos horticolas minimamente processados e frescos cortados quanto ao
processamento, rotulagem, transporte e comercializacdo e define como
hortalica in natura ou fruta in natura todo alimento de origem vegetal que é
consumido em seu estado natural, e como produtos minimamente
processados os produtos hortifruticolas higienizados e embalados que foram
submetidos a processos técnicos, preservando suas caracteristicas
sensoriais naturais, tornando-os prontos para 0 COnNsumoO Ou para preparo
culinério.

Os critérios técnicos recomendados para 0 processamento desses
produtos incluem a avaliacdo e selecdo de matérias primas, insumos e
embalagens; transporte, recepcdo e estocagem da matéria prima; toalete e
higienizacdo dos produtos, bem como dos equipamentos; controle da
qualidade da é&gua utilizada no processamento e limpeza; controle da
desinfeccao; determinacédo da implementacdo de procedimentos padrbes de
higiene operacional; controle da secagem e da utilizacdo de aditivos,
coadjuvantes e sanitizantes; manejo e destinacdo dos residuos vegetais;
adequacao dos manipuladores; controle da estocagem refrigerada e adocéo
de fluxo operacional (S&o Paulo, 2009).

No caso da alface higienizada, o fluxo de producéo envolve diversas
etapas de selecdo, lavagem e higienizacdo que minimizam o0s riscos de
contaminagdes. Na primeira etapa de recebimento e conferéncia do produto
€ verificado o padrdo de qualidade sensorial desejado e incidéncia de
pragas; na segunda etapa de selecdo e pré-lavagem, o vegetal € desfolhado
e lavado em &gua; na terceira etapa ocorre a higienizacao, onde vegetal é
lavado novamente e desinfetado; na quarta etapa é retirada a agua
proveniente dos processos de higienizacdo por centrifugacdo; na quinta
etapa é feita a inspecao visual e acondicionamento da alface na embalagem
com o rétulo de alface higienizada; na sexta etapa ocorre a selagem da
embalagem e, por fim, na sétima etapa é feito o armazenamento refrigerado
em camara frigorifica a temperatura de 5°C (MAPA, 2018).

A vigilancia dos alimentos e agua no Brasil é realizada pelos
Laboratérios Centrais de Saude Publica (LACENSs), subordinados as
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Secretarias Estaduais de Saude e pelo Sistema Nacional de Laboratoérios de
Saude Publica (SISLAB). No estado de Sao Paulo essa vigilancia é realizada
pelo Centro de Vigilancia Sanitaria (CVS) e pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL),
da Coordenadoria de Controle de Doencas, da Secretaria de Estado da
Saude (SES), em conjunto com grupos regionais de vigilancia Sanitaria
(GVS), laboratérios regionais do IAL e a Coordenacdo de Vigilancia em
Saulde da Secretaria Municipal de Saude de Sao Paulo (COVISA). Estes
orgdos vém desenvolvendo desde 1995 o Programa Paulista de Andlise
Fiscal de Alimentos (PP), com o objetivo de monitorar a qualidade sanitaria
dos produtos alimenticios expostos no comeércio e aplicar a legislacédo
sanitaria, sobre infracBes encontradas nos produtos, entre outras acoes.

Anualmente para o PP sdo determinados os produtos alimenticios
que devem ser monitorados segundo os critérios de potencial risco a saude,
amplitude do consumo e participagdo nos habitos alimentares nacionais e
regionais do estado (CVS, 2020). Dentre os alimentos monitorados com
maior frequéncia ao longo dos anos, encontram-se 0s vegetais folhosos
higienizados ou minimamente processados, devido a possibilidade desses
alimentos considerados prontos para o consumo e consumidos na forma
crua veicularem patdégenos como bactérias e parasitas por falhas durante
seu processamento.

A Resolucéo da Diretoria Colegiada RDC ANVISA/MS n° 14 (Brasil,
2014) é a legislacao sanitaria que dispbe sobre a presenca de matérias
estranhas macroscopicas e microscopicas em alimentos e bebidas, seus
limites de tolerancia e d& outras providéncias. Esse regulamento define
matéria estranha como qualquer material ndo constituinte do produto
associado a condi¢cfes ou préticas inadequadas na producédo, manipulacéo,
armazenamento ou distribuicdo e diferencia as matérias estranhas de acordo
com o seu potencial de risco & saude. Sao consideradas matérias estranhas
indicativas de riscos a saude humana aquelas capazes de veicular agentes
patogénicos para os alimentos e/ou de causar danos ao consumidor, dentre
elas algumas espécies de insetos (baratas, formigas e moscas), roedores,

outros animais (morcegos e pombos), excrementos de animais e parasitas,
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helmintos e protozoarios, em qualquer fase de desenvolvimento, associados
a agravos a saude humana. As demais matérias estranhas que né&o
representam risco a saude sao consideradas indicativas de falhas das Boas
Praticas, que sdo os procedimentos que devem ser adotados a fim de
garantir a qualidade higiénico-sanitaria e a conformidade dos produtos
alimenticios com os regulamentos técnicos. Nao ha limites de tolerancia de
matérias estranhas especificos para vegetais minimamente processados
segundo a resolugdo, portanto esse tipo de alimento € enquadrado na
categoria alimentos em geral, onde ha limites de tolerancia apenas para a
presenca de areia (1,5% de areia ou cinzas insollUveis em acido) e de acaros
mortos (maximo de 5 na aliquota analisada de acordo com as
recomendacgdes das metodologias).

Em geral, as metodologias de avaliacdo da contaminacdo de
vegetais por helmintos sdo derivadas das metodologias de analises clinicas,
com processos de sedimentacdo espontanea e/ou centrifugacéo, e incluem
a lavagem dos vegetais com solu¢cbes que promovem o destacamento de
ovos e larvas. A metodologia padronizada por Matosinhos et al. (2016) para
deteccado de ovos e larvas de helmintos em alface e rdcula tem sido utilizada
apresentando boa recuperagdo, porém, devido a grande diversidade de
espécies presentes no solo, a identificagcdo desses organismos, em especial
das formas larvares de nematdédeos, é bastante complexa, tornando-se
necessaria a adocdo de métodos de maior especificidade como a analise
morfométrica, a fim de auxiliar na caracterizagdo e diferenciacdo dos

nematodeos.

2.4. Aspectos gerais dos nematodeos

Os nematdédeos (Filo Nematoda) constituem um grupo altamente
diverso, abundante e especializado de animais multicelulares, que vivem em
ambientes variados como oceanos, mares e também no solo, desde que
haja umidade suficiente para sua sobrevivéncia (De Ley, 2006; Ferraz e
Brown, 2016). Sdo mais de 15.000 espécies descritas, sendo a maioria de
vida livre, porém h& espécies parasitas tanto de animais vertebrados e
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invertebrados (zooparasitas), quanto de plantas (fitoparasitas) (Hotez et al.,
2008; Ferraz, 2018). Cerca de 26% dos géneros habitam o solo com
diferentes funcdes ecoldgicas e habitos alimentares. Entre os de vida livre
que se alimentam de organismos microscopicos ha os bacteriéfagos que se
alimentam de bactérias, os mic6fagos, que se alimentam de fungos, os
protozoofagos, que se alimentam de protozoarios, os algivoros, que se
alimentam de algas, os aligoquetofagos, que se alimentam de anelideos
oligoquetas e os nematdfagos, predadores que se alimentam de outros
nematédeos (Ritzinger et al., 2010; Ferraz e Brown, 2016).

S&ao organismos tubulares alongados, com variacfes quanto a forma
e tamanho, podendo ser subcilindricos ou fusiformes, normalmente
filiformes, de didmetro geralmente constante, afilando-se gradualmente na
extremidade anterior e de forma variavel na extremidade posterior, de
movimento geralmente serpentiforme, por ondulacdo dorsoventral (Figura 1).
A cuticula recobre externamente o corpo e pode ser lisa ou apresentar
estrias transversais ou longitudinais. Apresentam variagées quanto ao tipo
de cavidade bucal, formato e constituicdo do es6fago, de acordo com
habitos alimentares. O ciclo de vida dos nematdédeos compreende ovo, trés
Oou quatro estagios juvenis (larvarios) onde ocorrem as trocas de cuticula ou
ecdises que possibilitam o crescimento e a forma adulta (verme) (Ferraz,
2018; Ferraz e Brown, 2016).
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Figura 1: Esquema geral da morfologia do nematédeo(fémea)
Fonte: http://nemaplex.ucdavis.edu/images/metazol2.jpg

A sobrevivéncia desses organismos no solo depende principalmente
da umidade, umidade relativa e fatores ambientais como clima, fisiologia das
plantas entre outros. Muitas espécies desenvolveram diversas formas de
adaptacdo as mudancas ambientais, como a dorméncia ou diapausa, a
agregacao ou formacéao de larva “dauer”, a quiescéncia e anidrobiose, onde
por meio de estagios temporarios de inatividade |hes permitem maior
resisténcia a condi¢cdes adversas, como falta de agua, falta de oxigénio ou
exposicao a temperaturas muito baixas, contribuindo para a longevidade de
muitas espécies. Alteracdes em seu metabolismo e estratégias reprodutivas
como mudanca de sexo e taxa de reproducdo também podem melhorar a
sobrevivéncia de novas geracfes. A andlise da presenca de grupos
funcionais de nematédeos de acordo com o0s habitos alimentares, sua
abundéancia e diversidade no solo possibilita que 0os mesmos sejam
utilizados como bioindicadores das condi¢des do uso da terra em estudos de
sustentabilidade (Ritzinger et al., 2010; Ferraz e Brown, 2016)
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Entre os nematddeos presentes no solo que se destacam por sua
importancia sanitaria e econdmica estao os fitoparasitas ou fitonematoides,
gue parasitam plantas e causam prejuizos significativos a agricultura (Ferraz
e Brown, 2016; Ferraz, 2018), e as espécies parasitas de importancia
médica ou veterinaria que, por apresentarem alguma fase de seu ciclo de
vida no solo, geralmente entre as mudancas de fases larvarias e
transferéncia de hospedeiros, favorecem a contaminacao de alimentos, solo
e agua (Bethony, 2006; Amoah et al., 2017). Alguns nematddeos de vida livre
também podem apresentar importancia sanitaria ao conter micro-organismos
em seu interior. E o caso das espécies microbivoras, como o Caenorhabditis
elegans, que vivem habitualmente em matéria organica em decomposicao,
terra Umida, agua doce ou salgada e que podem albergar bactérias e
protozoarios, atuando como veiculadores de patégenos (Rasch et al., 2016;
Kenney et al., 2005).

Os fitonematoides sao parasitas de tecidos vegetais, principalmente
raizes, que comprometem a sanidade e a qualidade dos produtos agricolas,
promovendo importantes danos e perdas a producédo de diversas culturas.
S&ao0 organismos microscopicos, que medem em média de 0,2 — 3,0 mm de
comprimento, com raras exce¢des que podem atingir 12 mm, o que dificulta
o diagnostico e a adocado de medidas de controle nas plantas infectadas. A
maioria das espécies apresenta corpo filiforme, porém €& possivel encontrar
alteracbes de formas que, segundo Ferraz e Brown (2016), sé&o
denominadas de “fémeas obesas com formatos aberrantes”. A distincao
desse grupo com os demais nematodeos é feita por meio da verificacdo da
presenca de um orgao em forma de estilete na cavidade bucal que possui
importantes funcdes durante o processo de alimentacdo, como a injecdo de
substancias no citoplasma das células dos vegetais e a ingestdao dos
nutrientes. O estilete bucal apresenta formas e tamanhos diferentes entre os
géneros, conforme 0 modo de parasitismo e o habito alimentar (Figura 2) Os
fitonematoides podem ser endoparasitas (sedentarios ou migradores),
semiendoparasitas e ectoparasitas, e podem parasitar tanto as partes
aéreas das plantas como as raizes. Radopholus, Pratylenchus, Meloidogyne,
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Globodera e Heterodera séo alguns importantes géneros de fitonematoides
endoparasitas. Rotylenchulus e Tylenchulus s&o os dois géneros
semiendoparasitas mais importantes mundialmente, e Criconemoides
xenoplax, Hemicycliophora arenaria, Belonolaimus longicaudatus e
Xiphinema index s@o as espécies ectoparasitas mais relevantes (Ferraz e
Brown, 2016). De ocorréncia em hortalicas destacam-se os nematdédeos dos
géneros Meloidogyne, Pratylenchus, Rotylenchulus, Ditylenchus e

Scutellonema (Pinheiro, 2017).

odontoestilete

Figura 2: Tipos de estilete bucal e de es6fago em fitonematoides(adaptado de W. F. Mai e
H. H. Lyon)
Fonte: Ferraz & Brown, 2016

2.5. Aspectos gerais dos principais géneros de nematddeos de
importancia médica e veterinaria relacionados com a contaminacao de
alimentos

De importancia meédica e/ou veterinaria, com potencial de
contaminacdo de alimentos por meio do contato direto com o solo,
sobressaem-se 0s nematdédeos dos géneros Strongyloides sp., 0s
ancilostomideos e nematddeos do género Angiostrongylus sp. Larvas de
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Strongyloides sp. e de Ancylostoma sp. ja foram detectadas em hortalicas
analisadas em diferentes cidades brasileiras como Florianopolis (Soares e
Cantos, 2006), Caruaru (Esteves e Figueirda, 2009), Imperatriz (Oliveira et
al., 2016), Crato (Silva et al., 2018), Anapolis (Neres et al.,, 2011), Santo
Antonio de Jesus (Silva et al., 2016), Serra Talhada (Terto, 2014), entre

outras.

2.5.1. Strongyloides spp.

Os nematddeos do género Strongyloides (Grassi, 1879) pertencem
a Classe Chromadorea, Ordem Rhabiditida, Subordem Rhabditina,
Superfamilia Strongyloidoidea e familia Strongylidae (Ferris, 2020; De Ley e
Blaxter, 2004). Sao espécies parasitas de vertebrados como anfibios,
répteis, passaros e mamiferos extremamente comuns e generalizados.
Apresentam um ciclo de vida complexo com formas sexuais de vida livre e
formas hermafroditas parasitarias do sistema gastrointestinal (Anderson et
al, 2009). No homem, esses nematddeos sao responsaveis por causarem
estrongiloidiase, uma doenca parasitaria intestinal de distribuicdo mundial
heterogénica e endémica em algumas regides tropicais e subtropicais como
Asia, Africa e América do Sul, incluindo o Brasil (Schar et al., 2013; Sudré et
al., 2006). O principal agente etiolégico da estrongiloidiase humana no
mundo é o Strongyloides stercoralis (Bavay, 1876), porém outra espécie ja
foi associada a infeccdo no homem, como S. fuelleborni (Von Linstow, 1905)
na Africa e em Nova Guiné {Liu & Weller, 1993; Sudré et al., 2006; Sidiqui e
Berk, 2001).

Em geral a maioria das infec¢cdes cronicas por Strongyloides sp. é
assintomatica ou apresenta sintomas gastrointestinais leves como diarreia,
desconforto abdominal, ndusea, urticéria, anorexia, perda de peso e inchacgo
abdominal. Os casos graves estdo normalmente associados a carga
parasitaria e ao estado imunolégico do paciente e causam uma forma de
estrongiloidiase pulmonar com sintomas respiratorios que incluem tosse e
falta de ar. Pacientes imunossuprimidos ou em tratamento com corticoides

tem maior risco de desenvolverem hiperinfeccdo e apresentarem formas
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graves com pneumonia, meningite, bacteremia e até mesmo casos fatais
(Schar et al., 2013; Luvira et al., 2014; De Paula et al., 2019).

A infeccdo ocorre principalmente por meio da penetracdo de larvas
filaridides infectantes (L3) pela pele integra, seguida por um ciclo
cardiopulmonar culminando no parasitismo intestinal com eliminacdo de
larvas rabditoides nas fezes. Somente as fémeas sdo parasitas, elas se
localizam no intestino delgado e formam larvas rabditoides (L1) por
partenogénese. No ambiente essas larvas podem originar machos ou
fémeas de vida livre, que se reproduzem sexuadamente e geram larvas
rabditoides que se desenvolvem em filaridides infectantes. Em situacdes
extremas pode ocorrer a autoinfeccdo, onde larvas rabditoides podem se
transformar em filaridides infectantes no proprio intestino do hospedeiro e
migrar pela mucosa para a rede venosa, reiniciando o ciclo pulmonar por
anos. A ocorréncia de transmissdo oral de larvas infectantes também é
possivel (Siddiqui e Berk, 2001; Sudré et al., 2006) (Figura 3).
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Figura 3: Ciclo biolégico de Strongyloides stercoralis
Fonte: https://www.cdc.gov/dpdx/strongyloidiasis/modules/Strongyloides LifeCycle 19.jpg (adaptado

para a lingua portuguesa pela autora)

2.5.2. Ancilostomideos

Os ancilostomideos pertencem a Classe Chromadorea, Ordem
Rhabditida, Subordem Rhabditina, Superfamilia Strongyloidea, familia
Ancylostomatidae (Ferris et al., 2020, De Ley e Blaxter, 2004). Dentre as
diversas espécies de ancilostomideos, trés sdo 0s principais agentes
etioldgicos das ancilostomoses humanas: Ancylostoma duodenale (Dubini,
1843), Necator americanus (Stiles, 1902) e Ancylostoma ceylanicum (Loss,
1911) (Rey, 2001). Entre as espécies antropofilicas, N. americanus € a mais
comum em todo o mundo, enquanto A. duodenale € mais restrito
geograficamente. Trés espécies de ancilostomideos zoonéticos também
podem infectar humanos como o A. ceylanicum, que tem 0s canideos e

felideos domésticos e silvestres como hospedeiros definitivos, A. caninum,
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parasita de caes que pode provocar enterite eosinofilica humana e A.
braziliense, que causa larva migrans cutanea (Hotez et al., 2004).

Cerca de 439 milhGes de pessoas estdao infectadas com
ancilostomideos em todo o mundo, com a maioria dos casos encontrados
nas regides em desenvolvimento do Sul, Sudeste e Leste da Asia, Africa
Subsaariana, América Latina e Caribe (Hotez et al., 2014; Pullan et al.,
2014). Podem-se encontrar individuos tanto portadores assintomaticos e
sadios como sintomaticos com casos agudos ou cronicos, com diversos
graus de infestacdo e gravidade (Pessoa, 1981). A ancilostomose
caracteriza-se principalmente por anemia progressiva, decorrente da
deficiéncia de ferro e suas consequéncias, provocada pela acdo dos vermes
ao fixarem seu aparelho bucal na mucosa e submucosa intestinal para
extrairem sangue. Podem ocorrer também perturbacdes cutaneas,
pulmonares e gastrointestinais, assim como depressao fisica e mental
(Pessoa, 1981; Rey, 2001).

Assim como outros nematddeos parasitos, os ancilostomideos
apresentam um ciclo biolégico com duas fases, a primeira de vida livre, que
se desenvolve no meio exterior e nao necessita de hospedeiros
intermediarios e a segunda, parasitaria, que se desenvolve obrigatoriamente
no hospedeiro definitivo. Ovos de Ancylostoma spp. (Lane, 1916) podem ser
eliminados no solo juntamente com materiais fecais de humanos, canideos e
felideos domésticos ou silvestres. Sob condices favoraveis de temperatura
e umidade eliminam larvas rabditoides em poucos dias, que se nutrem de
matéria organica e bactérias presentes no solo até se transformarem em
larvas de 2° estadio (L2), também rabditoides e em seguida em larvas de 3°
estadio (L3), filaridides, infectantes para o homem. As L3 infectantes, apesar
de ndo se alimentarem por apresentarem uma cuticula externa que suprime
a cavidade oral, podem permanecer ativas na superficie do solo por
semanas ou meses e infectam o homem por meio de penetragdo ativa
através da pele, conjuntiva e mucosa, ou passivamente, por via oral. Na
sequéncia seguem pela circulagdo sanguinea por capilares pulmonares, até

a laringe e a faringe e, deglutidas, se instalam no intestino, onde ocorrera a
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transformacao final em vermes adultos, machos e fémeas (Rey, 2001; Leite,
2005) (Figura 4).
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Figura 4: Ciclo biolégico de Ancylostoma spp.
Fonte: https://www.cdc.gov/dpdx/hookworm/modules/Hookworm_LifeCycle Ig.jpg (adaptado para a

lingua portuguesa pela autora)

2.5.3. Angiostrongylus spp.

Os nematédeos do género Angiostrongylus (Kamensky, 1905)
pertencem ao filo Nematoda, classe Chromadorea, ordem Rhabditida,
subordem Rhabditina, superfamilia Strongyloidea e familia Metastrongylidae
(De Ley e Blaxter, 2004; Ferris, 2020). Neste género estd agrupada uma
variedade de vermes parasitas de pulmdes e vasos sanguineos de roedores,
felideos, canideos e insetivoros, cujo ciclo de vida envolve os gastropodes
como hospedeiros intermediarios (Anderson et al., 2009).

Os hospedeiros definitivos infectados por espécies de
Angiostrongylus liberam larvas de primeiro estagio nas suas fezes e podem

infectar lesmas e/ou caracoOis aquaticos ou terrestres por ingestdo ou
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penetracdo no seu tegumento. Estes, por sua vez, eliminam larvas
infectantes de terceiro estagio em suas fezes ou secrecbes que podem
infectar novos hospedeiros. A transmissao também pode envolver a ingestéao
de hospedeiros paraténicos como crustaceos, sapos e lagartos (Anderson et
al., 2009; Valente et al., 2018; Spratt, 2015; Wang et al., 2008).

Esses nematddeos sdo considerados zoonéticos quando infectam
humanos por meio de ingestdo acidental ou deliberada de moluscos ou
crustaceos infectados por duas espécies principais, A. cantonensis e A.
costaricensis, responsaveis por um quadro de angiostrongiliase neuroldgica
e abdominal respectivamente. Ha diversos relatos de angiostrongiliase em
humanos, principalmente em paises americanos, inclusive no Brasil (Valente
et al, 2018; Maldonado Jr et al., 2010, Spratt, 2015). Geralmente as pessoas
se infectam ao manipularem os moluscos ou ao consumirem alimentos crus
ou mal cozidos contendo larvas de A. cantonensis e A. costaricensis (Wang
et al., 2008; Romero-Alegria et al., 2014). Achatina fulica (gigante africano) é
a principal espécie de caramujo relacionada a veiculagdo desses
nematoddeos (Thiengo et al., 2010; Song et al., 2016; Dumidae et al., 2019) e
o risco de contaminacdo de alimentos por esses moluscos se torna ainda
maior, visto que eles se alimentam de vegetais como frutas e verduras e se
adaptaram a sobreviver em diversos ambientes urbanos e rurais, em contato
proximo a populacao (Thiengo et al., 2007).

Nas Américas Rattus norvegicus (ratazana) e Rattus rattus (rato de
telhado) sé@o os principais hospedeiros das formas adultas de A. cantonensis
(Valente et al., 2018). No homem, assim como no rato, larvas infectantes de
A. cantonensis quando ingeridas migram do intestino ao cérebro pela
circulacdo, se alojam nas meninges e eventualmente morrem, causando
uma intensa reacdo inflamatéria (Morassutti et al., 2014) (Figuras 5). Os
sintomas sdo variaveis, incluindo dores de cabeca, rigidez na nuca,
parestesia, vomito, febre, nauseas, distlrbios visuais, entre outros. Os
efeitos neurolégicos podem ser graves com o desenvolvimento de um
quadro de meningite eosinofilica, dependendo da quantidade de larvas

ingeridas, sua movimentacéo e localizagcdo. Ocasionalmente pode levar ao
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estado de coma ou até mesmo ao Obito (Wang et al., 2008; Murphy e
Johnson, 2013; Cowie, 2017).
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Figura 5: Ciclo biolégico de Angiostrongylus cantonensis

Fonte:
https://www.cdc.gov/dpdx/angiostrongyliasis_can/modules/Angio_cant_LifeCycle_lg.jpg(adaptado para
a lingua portuguesa pela autora)

Diversos casos de meningite eosinofilica provocada por A.
cantonensis ja foram diagnosticados no Brasil (Espirito-Santo et al., 2013;
Morassutti et al., 2014). Além de casos humanos, ja foram encontrados
hospedeiros definitivos (roedores) e Intermediarios (moluscos) infectados por
A. cantonensis demonstrando o estabelecimento de biocenose em diferentes
regides do pais (Cognato et al., 2013; Maldonado Junior et al., 2010; Mota et
al., 2020).

Larvas infectantes de A. costaricensis alojam-se nas artérias

mesentéricas do homem, assim como de outros hospedeiros definitivos,
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onde as fémeas depositam seus ovos. A presenca dos ovos e larvas induz
um quadro de angiostrongiliase abdominal, com uma intensa reacao
inflamatéria na mucosa ileocecal, granulomatosa com eosinofilia, e
posteriormente estenose intestinal, desenvolvendo sintomas de febre,
anorexia, nauseas, vomito e dor abdominal. Os ovos eclodem na parede
intestinal com liberacdo das larvas L1 e eliminacdo juntamente com as fezes
(Neafie e Marty, 1993; Romero-Alegria et al., 2014) (Figura 6). No Brasil ha
registros de casos principalmente em S&o Paulo, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Parana (Valente et al., 2018; Bender et al., 2003).
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Figura 6: Ciclo biolégico de Angiostrongylus costaricensis
Fonte: https://www.cdc.gov/dpdx/angiostrongyliasis_cos/modules/Angio-cost LifeCycle 19.ipg
(adaptado para a lingua portuguesa pela autora)
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2.6. Aspectos morfolégicos e morfométricos de larvas de nematddeos

Chaves de identificacdo e estudos morfologicos e morfométricos de
nematodeos referem-se principalmente as formas adultas desses
organismos, tanto fitonematdédeos quanto parasitas humanos ou animais,
envolvendo muitas vezes imagens microscopicas de ultraestrutura para
auxiliar na identificacdo (Burrows, 1962; Yoshida, 1971; Anderson, 2009;
Ferraz, 2016). No entanto, para as formas larvares ha poucos estudos
morfolégicos que auxiliem a identificacdo e diagnostico diferencial em
amostras ambientais, onde ha grande diversidade de espécies coexistindo.

Descricdbes morfolégicas detalhadas de diversas espécies de
Strongyloides foram realizadas por Little (1966), em estudo morfolégico
comparativo, a fim de obter critérios especificos de identificacdo baseados
principalmente em caracteristicas das formas adultas e em algumas
caracteristicas das larvas infectantes, formando a base de descricdo do
género. Vieira (2006) estudou a morfologia e biometria de ovos e larvas de
Strongyloides sp. isoladas de amostras fecais de capivara para
caracterizagdo morfométrica de ovos, L1, L2 e L3 de Strongyloides sp., e
concluiu que os dados sdo semelhantes aos das demais espécies do
género, confirmando as descri¢cdes de Little (1966). Teixeira (1997) e Miné
(2009) realizaram anélises morfométricas em larvas rabditoides e filaridides
de S. stercoralis provenientes de infec¢cdes naturais humanas, na tentativa
de detectar diferentes cepas de S. stercoralis. Tobar et al (2021) avaliaram
as caracteristicas morfolégicas, morfométricas e moleculares de S.
venezuelensis para implementacdo e padronizacdo de um modelo
experimental.

Kobayashi (1928) avaliou e descreveu as diferencas morfologicas
entre trés espécies principais de ancilostomideos: A. duodenale, A. caninum,
A. braziliense e N. americanus. Posteriormente, Nichols (1956) fez a
descricdo comparativa das principais caracteristicas morfologicas e
morfométricas de larvas com potencial de invadir tecidos humanos, entre
elas Ascaris lumbricoides, N. americanus, S. stercoralis e A. caninum. Os

aspectos morfolégicos e morfométricos de larvas infectantes de A.
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braziliense e A. ceylanicum foram estudadas por Yoshida (1971) e de A.
duodenale e N. americanus por Correia et al (1979) e mais recentemente por
Zhong-xing e Yi-xin (2018).

Ash (1970) verificou a possibilidade de distingdo entre larvas de
terceiro estagio de 4 espécies de vermes pulmonares encontrados em
moluscos, A. cantonensis, A. vasorum, Aelurostrongylus abstrusus e
Anafilaroides rostratus, por uma combinacao de caracteristicas morfolégicas
e morfométricas. Baseados nesses mesmos parametros, Rocco (2007) e
Mota (2018) aplicaram o estudo morfométrico e confirmaram a possibilidade
de diagnostico diferencial de larvas de metastrongilideos isoladas de

moluscos morfologicamente compativeis com Angiostrongylus spp.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Verificar o potencial de contaminacdo por nematédeos de risco a
saude em alface in natura e higienizadas comercializadas na cidade de Séo
Paulo.

3.2. Objetivos especificos

Criar padrédo morfométrico dos estagios larvarios de nematddeos de
importancia médica, com provavel ocorréncia em alfaces: Strongyloides,
ancilostomideos e Angiostrongylus a fim de orientar o diagndstico e avaliar o
eventual risco a saude;

Verificar a recuperacdo de larvas de nematédeos pelo método de
deteccdo de ovos e larvas de helmintos padronizada por Matosinhos et al
(2016) com modificagoes;

Avaliar a ocorréncia de nematddeos em amostras de alfaces in
natura e higienizadas e realizar o diagnostico diferencial entre as larvas
detectadas nas amostras e as larvas padrbes, por meio de avaliacdo de
similaridade entre as caracteristicas morfomeétricas;

Verificar a conformidade das alfaces higienizadas com a Resolugéo
ANVISA RDC n°14/2014 quanto a presenca de matérias estranhas, e em

especial de nematddeos de risco a saude.
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4. Material e Métodos

O estudo se dividiu em duas etapas, a primeira consistiu na
obtencéo de larvas de nematdédeos padrbes de géneros de interesse médico
como Strongyloides venezuelensis, Strongyloides stercoralis,
ancilostomideos,  Angiostrongylus  cantonensis e  Angiostrongylus
costaricensis, em diferentes estagios evolutivos, para caracterizacao
morfologica e formacédo de um banco de dados morfométricos dos principais
parametros corporais, além da confeccdo de pranchas com registros
fotogréficos. Na segunda etapa foi realizada a verificacdo e adaptacdo da
metodologia de detecgdo de ovos e larvas de helmintos em amostras de
alface e o monitoramento de 60 amostras de alface crespa de cultivo
tradicional, sendo 30 amostras in natura e 30 amostras de alface
higienizada, para isolamento dos nematddeos seguido de registro fotografico
e estudo morfométrico dos mesmos para fins de identificacdo e diagndstico

diferencial com as larvas dos nematodeos padrées.

4.1. Obtencéo de larvas de nematdédeos padrdes de interesse médico e

estudo morfomeétrico

4.1.1. Obtencéo de larvas de Strongyloides stercoralis

As larvas de S. stercoralis utilizadas como padrao de referéncia para
este estudo séo da colecédo de espéecimes do Nucleo de Enteroparasitas do
Instituto Adolfo Lutz, originaria da demanda de diagnosticos. Para o
isolamento de larvas rabditoides (L1) de S. stercoralis é empregada a
técnica de Rugai et al, 1954 diretamente as fezes frescas e recentemente
emitidas de paciente infectado. Para obtenc&o de larvas infectantes (L3) é
realizada cultura a partir de uma parte de fezes frescas para duas partes de
carvao mineral granulado, acondicionada em placa de Petri, hidratada com
agua declorada e incubada a temperatura ambiente por trés dias. As L3 sao
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extraidas da mistura de fezes e carvao granulado pela técnica de Rugai et
al. (1954).

4.1.2. Obtencéao de larvas de Strongyloides venezuelensis
Strongyloides venezuelensis foi obtido de ciclo experimental
realizado no Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo por meio de
repiques sucessivos entre culturas em carvao granulado e ratos norvegicus
da linhagem Wistar. As larvas L3 (filaridides infectantes) foram recuperadas

das culturas por termo e hidrotropismo em agua.

Cultura em carvéo

Ratos Wistar infectados a partir do 7° dia com Strongyloides
venezuelensis sdo colocados em gaiolas gradeadas (tipo metabdlica) por
uma noite para coleta das fezes. As fezes sdo homogeneizadas e
misturadas na propor¢cdo de uma parte para duas de carvdo mineral, a
mistura é acondicionada em placa de Petri e mantida em estufa a 28 °C.
Para a obtencao de larvas L3 (filaridides infectantes), o material € incubado
por dois dias. Para extracdo das formas larvarias € utilizada a técnica

Baermann modificado, descrita por Lok (2007).

Infecgcdo em roedores

Cerca de 10.000 larvas filaridides extraidas a partir da cultura de
carvao, como descrito no item anterior, sdo inoculadas por via subcutanea
na regido abdominal de cada animal. Apos sete dias de infeccdo as fezes
sdo examinadas para verificar a presenca de ovos. A eliminacdo de ovo nas
fezes ocorre até o 28° dia apds infeccdo, periodo em que se inicia a

eliminacdo espontanea de vermes adultos do roedor.

Obtencédo de larvas L1 e L2 de S. venezuelensis
Para obtencéo de larvas L1 e L2 foi utilizada a técnica de Roldan et
al. (2020), onde ovos extraidos das fezes de roedores infectados foram

isolados, purificados e mantidos em cultura de &gar ndo nutritivo 2%. Larvas
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rabditoides L1 foram obtidas em torno de 10 a 12 horas aproximadamente, e

apos algumas horas nesse meio foram obtidas larvas rabditoides L2.

4.1.3. Obtencéo de estagios larvéarios de ancilostomideos

Em virtude da dificuldade de obtencdo de cepa padrdo de
ancilostomideos para o estudo, amostras fecais de caes positivas para
ancilostomideos obtidas do Laboratério de Zoonoses e Doencas
Transmitidas por Vetores do Centro de Controle de Zoonoses da cidade de
Sédo Paulo foram selecionadas por flutuagcdo espontanea pelo Método de
Willis-Mollay, 1921(Pessoa, 1981) em solucdo saturada de cloreto de sédio
para a verificacdo da presenca de ovos de ancilostomideos. Para o cultivo
dos ovos foi empregada a técnica de Harada e Mori (1955), conforme
descrito por Corréa et al.,1979. De cada amostra foram preparadas de trés a
cinco culturas, examinadas no terceiro, sexto e nono dia apds incubacao,
com a finalidade de identificar e isolar os diferentes estagios evolutivos de L1
(rabditoide) a L3 (filaridides) e seus respectivos estadios em muda. Dessas
amostras originou-se um pool de larvas rabditoide e filaridides que foram

amostradas para o estudo morfométrico.

4.1.4. Obtencédo de estagios evolutivos de A. cantonensis e A.

costaricensis

Manutencado do ciclo experimental de A. cantonensis e A.
costaricensis em laboratorio

Angiostrongylus cantonensis e Angiostrongylus costaricensis,
espécies de metastrongilideos, sdo mantidas em ciclo experimental no
Nucleo de Enteroparasitas por meio de repiques sucessivos entre roedores e
moluscos do Género Biomphalaria. As larvas L3 s&o recuperadas a partir
dos moluscos infectados experimentalmente e, as larvas L1, de fezes de
roedores infectados. A. cantonensis foi isolado a partir de infecgéo natural de

um espécime de Rattus norvegicus capturado em area urbana do municipio
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de S&o Paulo, e é mantido desde 2010 em B. glabrata e em ratos da
linhagem Wistar, conforme descrito por Mota et al., 2018. A. costaricensis,
linhagem de Cricioma/RS, foi cedida pelo Instituto de Biociéncias da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e é mantido desde 2005
em B. glabrata e em hamster (Mesocricetus auratus). Para manutencao de
rotina em laboratorio séo utilizados trés roedores e 15 moluscos para cada

espécie de Angiostrongylus, conforme protocolo descrito a seguir:

Infeccdo em B. glabrata

Ratos Wistar infectados por A. cantonensis a partir do 45° dia apos
infeccdo sdo colocados em gaiolas gradeadas (tipo metabdlica) por uma
noite para coleta das fezes a partir do 45° dia apo6s infeccdo. O mesmo
procedimento é realizado com hamsters no 35° dia de infeccdo por A.
costaricensis. As fezes dos animais experimentais sdo homogeneizadas e
submetidas ao processo de extracdo de larvas L1 pela técnica de Rugai et
al. (1954) e, concentradas por centrifugacdo a 2000 rpm por 1 minuto. O
sobrenadante € descartado e o sedimento ajustado para 2 ml de agua
declorada. Uma aliquota de 10 uL é usada para a contagem das larvas entre
lamina e laminula em microscopio 6ptico. Cerca de 300 a 500 larvas L1 séo
utilizadas para infeccdo de cada caramujo. Os espécimes de B. glabrata sdo
colocados individualmente em recipientes de vidro com tampa, medindo 30
mm de didmetro por 39 mm de altura, contendo 3 ml de 4gua declorada e
um fragmento de alface de 2 cm?. As larvas L1 sdo depositadas sobre a
alface e os caramujos sdo mantidos, em temperatura ambiente, nestes
recipientes por 12 horas. A infecgcdo dos caramujos ocorre, sobretudo, pela
ingestdo das larvas L1. Em seguida os moluscos sao transferidos para
aquarios de 5 L, alimentados com alface e rac&o por 30 dias, tempo exigido

para o desenvolvimento larvario para o estagio L3 (larva infectante).

Infecgdo em roedores
Caramujos (B. glabrata) com 30 dias de infeccdo sédo retirados das

conchas por esmagamento e cortados em pequenos fragmentos. Os tecidos
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sdo colocados em solucdo aquosa contendo pepsina a 4 mg% (Sigma P-
7125) e acido cloridrico (Merck PA) 0,7% por duas horas em banho-maria a
37 °C. Em seguida o material digerido é submetido a técnica de Rugai et al.
(1954) para obtencdo de larvas vivas. Cerca de 10 larvas L3 de A.
costaricensis sdo administradas por via oral para cada hamster por meio de
sonda esofagica. Da mesma maneira, 15 larvas L3 de A. cantonensis sao

usadas para infeccéo via oral para cada rato Wistar.

4.1.5. Estudo morfolégico e morfométrico de larvas de nematédeos de
interesse médico e avaliacdo da similaridade entre espécies do mesmo
género

Com a finalidade de obtencdo de parametros morfométricos das
principais espécies de nematddeos de interesse médico associados a
possibilidade de transmissao por vegetais, foi realizado o estudo morfolégico
e morfométrico de larvas padrdes de S. venezuelensis, S. stercoralis,
ancilostomideos, A. cantonensis e A. costaricensis.

Todas as larvas de nematdédeos padroes foram fixadas a quente
(56°C) em AFA (solucao de alcool, formol e acido acético) ou alcool 70% e,
conservadas na mesma solucdo até a montagem de laminas para a
realizacdo do estudo morfométrico.

As laminas contendo os nematédeos foram montadas em solucéo
alcéolica a 70%, cobertas com laminula e vedadas utilizando esmalte de
unhas a fim de evitar a evaporacdo do contetudo por cerca de 48 horas,
tempo suficiente para conservacdo do material até a finalizagcdo do estudo.

O estudo morfolégico, as mensuracoes e o registro fotografico dos
espécimes foram realizados em microscopio 6ptico de campo claro modelo
Zeiss, em aumento de 100 a 400 X, utilizando o Programa Axio Vision LE.
Morfologicamente foram considerados aspectos relacionados a extremidade
cefalica (vestibulo bucal), tipo de es6fago, presenca ou auséncia de poro
excretor e de primérdio genital, extremidade caudal e cuticula. Quanto aos
parametros morfométricos foram considerados: comprimento total do corpo

(CTC); comprimento do es6fago (CE); largura do corpo, medida na altura da
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juncdo esbfago intestino (LC); distancia do poro excretor a extremidade
anterior (DPE); distancia do anus a cauda (DAC); distancia do primordio
genital a cauda (DPGC), com algumas variacdes de parametros conforme as
espécies analisadas. Na Figura 7 estdo exemplificadas as referidas medidas
por meio das larvas de terceiro estadio de Angiostrongylus cantonensis.

Para o género Strongyloides e para os ancilostomideos os
parametros foram ampliados com a finalidade de aumentar o refinamento do
diagnostico diferencial. Foram adicionados os parametros: comprimento do
vestibulo bucal (CVB); largura da extremidade anterior (LEA), medida na
altura da transicdo entre o vestibulo bucal e o es6fago; comprimento do
primordio genital (CPG) e largura do primordio genital (LPG), representados
na Figura 8.

As medidas, obtidas em micrometros, foram tabuladas em programa
Excel para calculo de médias, medianas, desvio padrdo, coeficiente de
variacdo, relacdo entre largura do corpo e comprimento total do corpo
(LC/CTC) e relacao entre comprimento do esbéfago e comprimento total do
corpo (CE/CTC) de cada espécie estudada. As relagcdes entre comprimento
do vestibulo bucal e largura da extremidade anterior (CVB/LEA) e
comprimento e largura do primérdio genital (CPG/LPG) foram calculadas

para o género Strongyloides e para os ancilostomideos.
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Figura 7: Medidas morfométricas demonstradas em larvas de terceiro estadio de
Angiostrongylus cantonensis: (A) comprimento total do corpo (CTC); (B) comprimento do
esofago (CE); (C) distancia do poro excretor a extremidade anterior (DPE); (D) largura do
corpo (LC); (E) distancia do primoérdio genital a cauda (DPGC) (F) - distéancia do anus a
cauda (DAC) Escala=50u
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Figura 8: Medidas morfométricas adicionais, demonstradas em larvas rabditoides L1 de
Strongyloides stercoralis: (A) comprimento do vestibulo bucal (CVB); (B) largura da
extremidade anterior (LEA); (C) comprimento do primérdio genital (CPG) e (E) largura do
primdrdio genital (LPG)

Complementarmente foi realizado um estudo de similaridade
fenotipica entre os grupos de larvas padrées do mesmo género. No género
Strongyloides, os dados morfométricos da espécie S. stercoralis foram
comparados com os dados de S. venezuelensis, de forma separada para o
estagio rabditoide e o estagio filarioide. No género Angiostrongylus, os
dados da espécie A. cantonensis foram comparados com os dados de A.
costaricensis, para cada estagio larvar (L1 e L3). N&o foi realizado estudo de
similaridade entre os ancilostomideos por ndo serem originados de cepas
padroes.

Para o estudo da similaridade, as medidas registradas para cada
parametro morfométrico do grupo padrdo de uma espécie foram comparadas
com o intervalo de valores maximos e minimos do grupo padrdo da outra
espécie, e transformadas em uma matriz binéria, com atribuicdo de nota
(escore) 0 ou 1. Adotou-se como escore 1 a medida que se encontrou dentro

do intervalo de valores maximos e minimos, e escore 0 a medida que estava
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fora do intervalo de variagdo. A somatoria das notas de escores obtida foi
dividida pelo numero de parametros avaliados (n) e convertidas em
percentual de similaridade, conforme exemplo abaixo utilizando valores
ficticios (Tabela 1 e 2).

Tabela 1. Exemplo de variagdo morfométrica do isolado de
referéncia (um)

Valores CTC CE LC DAC
Minimo 250 70 14 35
Maximo 280 90 18 45

Tabela 2: Exemplo de estudo de similaridade entre espécies do mesmo género
por aplicacdo de escore, considerando de uma a (n) larvas casos

Larva CTC Score CE Score LC Score DAC Score Total

1 255 1 68 0 13 0 36 1
2 278 1 79 1 15 1 44 1
3 248 0 83 1 12 0 39 1
Total 2 2 1 3 8

Neste exemplo, foram avaliados 4 pardmetros e a somatoéria de
escores obtida para trés larvas caso foi 8. A similaridade é calculada pela
relacdo entre o total de escores obtidos e o total de escores possiveis,
considerando 100% de similaridade, ou seja, 8/12, determinando 66%. Para
100% de similaridade seria esperada uma somatoria igual a 12, ou 0 para

auséncia de similaridade.

4.2. Deteccdao, isolamento e diagnodstico diferencial de nematédeos em
amostras de alface

Para a deteccdo dos nematdédeos nas amostras de alface foi
aplicada a metodologia padronizada por Matosinhos et al. (2016), com uma
modificacdo em relacdo a forma de observacgéao do sedimento para favorecer
a identificacdo microscopica dos espécimes. Em relagcdo a técnica original,

foi incluida uma etapa de observacdo do sedimento do liquido de lavagem
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em microscopio estereoscopico, possibilitando a captura e transferéncia dos
nematodeos para montagem de lamina em solucdo mais limpa, de forma
gue as sujidades ndo comprometessem a avaliacdo dos detalhes

morfologicos.

4.2.1. Verificacdo da metodologia modificada de deteccdo de
nematdédeos em amostra de alface

A verificacdo da recuperacédo dos nematddeos foi avaliada por meio
de contaminacéo artificial de amostras de alface crespa higienizada com
larvas filaridides fixadas de Strongyloides venezuelensis. Foram realizados
trés niveis diferentes de contaminacdo, em triplicata, conforme descricdo a
sequir.

As amostras de alface higienizadas foram descontaminadas por 15
min utilizando 10 mL de hipoclorito de sodio (teor de cloro ativo 2,0 -
2,5%p/p) em 1L de agua filtrada, enxaguadas com agua filtrada corrente e
secas. Aproximadamente 30g de alface foram acondicionadas em saco
plastico limpo, de primeiro uso, de aproximadamente 24 x 34 x 0,5 cm, onde
foi realizada a contaminacéo artificial, em triplicata, para cada um dos niveis
de contaminagdo. As larvas filarioides de Strongyloides venezuelensis
utilizadas para contaminacgao foram previamente fixadas e isoladas em vidro
relogio contendo agua destilada, por contagem direta em microscopio
estereoscopico, com quantidades pré-definidas de 10, 25 e 50 larvas. A
contaminacgao foi realizada por meio de pipetagem de cerca de 200 pL do
liqguido contendo as larvas em diversos pontos da amostra, utilizando
micropipeta automatica de 20 pL. As amostras contaminadas foram
mantidas em repouso por 2 horas em temperatura ambiente.

Apdés 2 horas da contaminagdo foi seguida a metodologia de
Matosinhos et al. (2016), iniciando pela adicdo de 200 ml de solugdo de
Glicina 1M, para lavagem das folhas, seguida de agitacdo manual por 3
minutos. Apés a agitacao, com auxilio de uma pinca grande, as folhas foram
enxaguadas individualmente por meio de uma pisseta contendo agua

destilada, agitadas e descartadas. O liquido restante no saco plastico foi
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peneirado em peneira plastica (malha de 1 mm) e recolhido em célices para
sedimentacao por 2 horas. Em seguida, com auxilio de uma pipeta Pasteur,
0 sobrenadante foi cuidadosamente retirado e descartado, deixando 10 mL
do sedimento em cada cdlice, que foi transferido para um tubo de
centrifugacdo de 15 mL. Os cdlices foram lavados com 5 mL de &agua
destilada, completando o volume do tubo em 15 mL para a centrifugacéo a
2.500 rpm por 5 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado,
deixando um sedimento de 1 mL em cada tubo, que foi transferido para um
vidro relégio e totalmente examinado para a recuperacao e quantificacao dos

nematodeos em microscopio estereoscopio.

4.2.2. Amostragem

Foram analisadas 30 amostras de alface in natura de cultivo
convencional e 30 amostras de alface higienizada, adquiridas aleatoriamente
no comeércio varejista da cidade de Sao Paulo, como sacoldes, mercados e
feiras livres, no periodo de janeiro a agosto de 2020 (Figura 9 e 10).

As amostras foram mantidas sob refrigeracdo e processadas no
Nucleo de Morfologia e Microscopia do Centro de Alimentos do Instituto
Adolfo Lutz Central.

Figura 9: Tipos de amostras de alface crespa adquiridas no comércio varejista da cidade de
Sao Paulo (A) in natura e (B) higienizadas
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Figura 10: Distribuicdo das amostras de alface crespa in natura (verde) e higienizadas
(vermelho) adquiridas no comércio do municipio de S&o Paulo, conforme regides politico-
administrativas: norte, sul, centro, leste e oeste

4.2.3. Deteccdo e isolamento de nematdédeos em amostras de alface
crespa in natura e higienizada, comercializadas na cidade de S&o Paulo

A deteccdo dos nematddeos nas amostras de alface foi realizada de
acordo com Matosinhos et al. (2016), utilizando os melhores parametros

encontrados por estes autores para recuperacao de larvas com relacdo ao
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liguido extrator, agitacdo e tempo de sedimentacdo. Cada amostra foi
analisada em triplicata para recuperacao de maior quantidade de larvas.

As amostras de alface foram desfolhadas e distribuidas em um
recipiente limpo e seco. As folhas estragadas foram descartadas e 30 g de
folhas integras foram pesadas em saco plastico limpo, de primeiro uso, de
aproximadamente 24 x 34 x 0,5 cm, prosseguindo a técnica conforme
descrito no item 4.2.1 até a transferéncia do sedimento para o vidro relogio.

A Figura 11 demonstra as etapas principais do processo.

Figura 11: Metodologia de deteccdo de nematddeos em amostras de alface: (A)
desfolhamento e distribuicdo das folhas (B) lavagem manual em solu¢do de glicina (C)
retirada e lavagem das folhas (D) recolhimento do liquido de lavagem em célice de
sedimentacgédo (E) sedimentacao

Os nematodeos detectados no vidro relégio foram capturados,
utilizando micropipeta automatica de 20 uL e ponteira descartavel, e
transferidos para outro vidro reldgio contendo agua destilada, onde foram

fixados com solucdo de lugol. Apés a fixacdo, os espécimes foram
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transferidos para laminas, cobertas com laminulas vedadas com esmalte e
examinados individualmente ao microscépio Optico de campo claro, marca
Zeiss, em aumento de 100 a 400 X e optovar variando de 1.0 a 2.5. Os
nematdédeos que nao estavam em processo de deterioracdo foram
fotografados com destaque para a regiao anterior, posterior e uma vista in
toto do exemplar, utilizando o Programa Axio Vision LE. Adicionalmente
foram obtidos os dados morfologicos e morfométricos dos mesmos
parametros pré-estabelecidos para os padrdes (CTC, CE, LC, DAC, DPGC,
CVB, LEA, CPG e LPG).

4.2.4. Identificacdo e diagndstico diferencial dos nematédeos isolados
das amostras

Os exemplares que apresentaram caracteres morfoldgicos basicos
adequados para identificacdo, como clara definicdo da regido esofagiana,
tipo, formato e apéndices da cavidade bucal e da regido caudal, foram
classificados de acordo com Andrassy, 1983; Ferraz, 2016; De Ley e Blaxter,
2004 e Ferris, 2020, com auxilio do Dr. Luiz Carlos Camargo Barbosa
Ferraz, especialista em taxonomia de fitonematdides.

Foi realizada triagem, baseada nos aspectos morfolégicos
caracteristicos dos padrdes de larvas de risco a saude como extremidade
anterior (cefalica), tipo de esofago, primérdio genital, extremidade posterior
(caudal) e tipo de cuticula para o isolamento de larvas sugestivas de risco.
Estas foram selecionadas para avaliacdo morfolégica detalhada e néo foi
realizado o estudo de similaridade por ndo apresentarem caracteristicas

compativeis aos padroes.

4.2.5. Conformidade com a legislacéao

As amostras de alface higienizadas foram avaliadas em relagédo a
sua conformidade com a RDC ANVISA n° 14 de 2014 (Brasil, 2014), quanto
a presenca de matérias estranhas e quanto a presenca de nematédeos de
risco a saude. As matérias estranhas encontradas foram registradas

qualitativamente, com excecdo dos nematddeos isolados, que foram
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quantificados e avaliados quanto ao seu potencial de risco a saude, de

acordo com os resultados obtidos pelo diagnéstico diferencial.

4.3. Anélise estatistica

Os dados do estudo morfolégico e morfométrico dos padrées foram
tabulados em Programa Excel e foi realizada a analise descritiva de cada
grupo larvas, para verificacdo de média, mediana, desvio padrédo e intervalo
de variacdo dos diferentes parametros avaliados.

Os resultados da deteccdo de nematddeos nas amostras de alface
foram tabulados em programa Excel para analise descritiva dos dados, com
obtencdo de médias, medianas, desvio padrdo e intervalo de variacdo. A
avaliagcdo da associagdo existente entre as variaveis presenca/auséncia de
nematédeos e tipo de amostra (in natura/higienizadas) foi realizada por
comparacao de populagcbes utilizando o teste qui-quadrado, com nivel de

significancia de 95%.
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5. Resultados

5.1. Caracterizacdo morfologica e morfométrica de padrdes de larvas de

nematddeos de interesse médico

5.1.1. Caracterizacdo morfologica e morfométrica de larvas de S.
stercoralis e S. venezuelensis

As larvas rabditoides de S. stercoralis (Figura 12) e S. venezuelensis
examinadas (Figuras 13 e 14) apresentaram caracteristicas morfologicas
semelhantes, como corpo filiforme, extremidade anterior arredondada,
vestibulo bucal curto, eséfago do tipo rhabditiforme com corpo, istmo e bulbo
distintos e evidentes, anel nervoso periesofagiano envolvendo a regido do
istmo, cuticula lisa, cauda reta e afilada, terminacdo da cauda pontiaguda e
primordio genital ventral proeminente, alongado e de formato oval.
Especificamente para S. venezuelensis, as larvas rabditoides de primeiro
(L1) e segundo estagio (L2) sao morfologicamente analogas, porém as L2
apresentaram um alongamento de todo o corpo. Os dados morfométricos
correspondentes as larvas rabditoides de S. stercoralis e S. venezuelensis

estdo apresentados nas Tabelas 3, 4 e 5.
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Figura 12: Fotomicrografia de larva rabditoide (L1) de S. stercoralis. (A) Vista total
(B) Detalhe da extremidade anterior demonstrando o vestibulo bucal (vb) e o
esOfago rabditoide (er) (C) Detalhe do primérdio genital (pg) e (D) Detalhe da
extremidade posterior. Escala de A=50u
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Tabela 3: Estatistica descritiva (um) de parametros morfométricos de larvas rabditoides
(L1) de S. stercoralis (n=20)

ri?)rr?g]rsgt?iios Média e desvio padrédo Mediana (ml’n\i/n?g-arﬁggima)
CTC 261,29+15,42 260,68 236,77-299,92
CE 73,31+4,14 79,18 70,91-86,07
LC 14,93+0,73 14,92 13,61-17,01
DPGC 105,86+8,82 106,42 88,96-123,17
DAC 43,88+3,22 45,19 37,65-47,84
LC/ICTC 0,05+0,02 0,06 0,00-0,06
CE/CTC 0,29+0,07 0,30 0,00-0,34
CVB 3,62+0,76 3,47 2,73-4,98
LEA 8,47+0,86 8,34 7,36 - 9,57
CVB/LEA 0,43+0,08 0,42 0,33-0,59
CPG 16,89+2,34 17,04 11,84 - 20,73
LPG 4,80+0,57 4,87 3,55-6,07
CPGI/LPG 3,54+0,47 3,60 2,54 -4,26

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do eséfago; LC: largura do corpo; DPGC:
distancia do primérdio genital a cauda; DAC: distdncia do anus a cauda; CVB: comprimento do
vestibulo bucal; LEA: largura da extremidade anterior; CPG: comprimento do primérdio genital e LPG:
largura do primérdio genital

63



Figura 13: Fotomicrografia de larva rabditoide (L1) de S. venezuelensis. (A) Vista total (B)
Detalhe da extremidade anterior demonstrando o vestibulo bucal (vb) e o esbéfago rabditoide
(er) (C) Detalhe do primérdio genital (pg) e (D) Detalhe da extremidade posterior. Escala de

A=50
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Tabela 4: Estatistica descritiva (um) de parametros

rabditoides (L1) de S. venezuelensis (n=30)

morfométricos de larvas

_ _ _ Variacéo

Parametros Média e desvio padrédo Mediana ) .
(minima-méaxima)

CTC 226,46+16,43 223,60 201,22 - 265,67
CE 75,43+4,16 75,37 68,08 - 86,14
LC 12,77+1,30 12,39 10,99 - 15,88
DPGC 99,01+10,47 95,10 87,46 - 117,98
DAC 33,52+2,43 33,92 29,20 - 37,84
LC/CTC 0,06+0,00 0,06 0,05 - 0,07
CE/CTC 0,33+0,01 0,33 0,31-0,36
CVB 4,12+0,81 3,925 2,95 - 6,07
LEA 6,59+0,51 6,545 5,87 - 8,04
CVB/LEA 0,62+0,09 0,62 0,47 - 0,84
CPG 10,62+2,47 11,00 5,65 - 15,88
LPG 2,83+0,42 2,96 2,12 - 3,49
CPGILPG 3,75+0,68 3,73 2,55 -5,19

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do esbdfago; LC: largura do corpo;
DPGC: distancia do primérdio genital a cauda; DAC: distancia do anus a cauda; CVB:
comprimento do vestibulo bucal; LEA: largura da extremidade anterior; CPG: comprimento
do primoérdio genital e LPG: largura do primérdio genital
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Figura 14: Fotomicrografia de larva rabditoide (L2) de S. venezuelensis. (A) Vista total (B)
Detalhe da extremidade anterior demonstrando o vestibulo bucal (vb) e o es6fago rabditoide
(er) (C) Detalhe do primordio genital (pg) e (D) Detalhe da extremidade posterior
demonstrando o anus (a). Escala de A=50p
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Tabela 5: Estatistica descritiva (um) de parametros morfométricos de larvas rabditoides
(L2) de S. venezuelensis (n=32)

Parametros Média e cEesvio Mediana variagdo
padréo (minima-maxima)

CTC 504,36+30,56 507,67 442,49 - 576,91
CE 100,3316,65 99,23 90,01 - 120,48
LC 19,02+1,78 18,33 16,78 - 23,77
DAC 64,49+5,47 65,53 55,10 - 77,35
DPGC 229,92+19,99 232,50 172,04 - 264,54
LC/ICTC 0,04 0,04 0,03-0,05
CE/CTC 0,2+0,01 0,20 0,18-0,22
CvB 4,47+0,78 4,42 3,41-6,30
LEA 7,23+0,59 7,41 6,20 - 8,66
CPG 16,10+3,14 16,97 11,85 - 24,29
LPG 3,68+1,21 3,66 2,12-8,12
CVB/LEA 0,56+0,18 0,58 0,00-0,83
CPG/LPG 4,17+£1,73 4,37 0,00 - 8,40

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do es6fago; LC: largura do corpo; DPGC:
disténcia do primoérdio genital a cauda; DAC: distancia do anus a cauda; CVB: comprimento
do vestibulo bucal; LEA: largura da extremidade anterior; CPG: comprimento do primérdio
genital e LPG: largura do primdrdio genital

As larvas rabditoides (L1) de S. stercoralis apresentaram valores
aproximados de média e mediana, com desvio padréo inferior a 10% para
todos os parametros avaliados, indicando pouca variabilidade morfométrica
entre os exemplares analisados para esse estudo (Tabela 3).

Foi observada pouca variagcdo entre os valores médios nos
parametros morfométricos das larvas rabditoides L1 e L2 de S.
venezuelensis, com excecdo da DPGC, cujo desvio padrao foi levemente
superior a 10%, em ambos os grupos. Como esperado, as larvas rabditoides
L2 apresentaram-se maiores em todas as dimensdes, em relacdo as larvas
rabditoides L1, porém as relacbes LC/CTC e CE/CTC foram inferiores,
devido ao aumento expressivo do comprimento médio das larvas L2
(Tabelas 4 e 5).

As larvas filarioides de S. stercoralis (Figura 15) e S. venezuelensis
(Figura 16) apresentaram corpo afilado, extremidade anterior arredondada
com cavidade bucal menos evidente e auséncia de vestibulo bucal, es6fago

do tipo filariforme, sem distincdo entre corpo, istmo e bulbo, cuticula lisa,
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primérdio genital pouco evidente, cauda reta e afilada e terminacédo da cauda
com entalhe apical.
Os dados morfométricos correspondentes as larvas rabditoides de S.

stercoralis e S. venezuelensis estdo apresentados nas Tabelas 6 e 7.

Figura 15: Fotomicrografia de larva filarioide de S. stercoralis. (A) Vista total (B) Detalhe da
extremidade anterior demonstrando o eséfago filarioide (ef) (C) Detalhe da extremidade
posterior demonstrando a ponta da cauda com entalhe apical (ea). Escala de A=50u
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Tabela 6: Estatistica descritiva (um) de parametros morfométricos de larvas
filarioides (L3) de S. stercoralis (n=33)

Parametros Média e Qesvio Mediana Variagdo
padréo (minima-maxima)

CcT1C 454,74+13,74 456,44 425,68-483,73
CE 177,70+17,63 176,83 123,83-211,09
LC 12,45+0,74 12,38 11,01-14,24
DAC 57,35+4,95 57,97 44,07-64,05
DPGC 162,64+12,44 161,70 148,35-204,84
LC/CTC 0,02+0,01 0,03 0,00-0,03
CE/CTC 0,28+0,18 0,37 0,00-0,44
LEA 7,16+0,69 7,05 6,02 - 9,12

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do esbdfago; LC: largura do corpo;
DPGC: distancia do primoérdio genital a cauda; DAC: distancia do anus a cauda; LEA:
largura da extremidade anterior
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Figura 16: Fotomicrografia de larva filarioide de S. venezuelensis. (A) Vista total B) Detalhe
da extremidade anterior demonstrando o eséfago filarioide (ef) (C) Detalhe da extremidade
posterior demonstrando a ponta da cauda com entalhe apical (ea). Escala de A=50u

Tabela 7: Estatistica descritiva (um) de parametros morfométricos de larvas filarioides (L3)
de S. venezuelensis (n=35)

Parametros Média e Qesvio Mediana \./ariagéo.
padrao (minima-méaxima)
CTC 502,16+29,33 506,21 433,21 - 547,78
CE 180,48+10,86 180,87 160,87 - 196,69
LC 15,85+1,51 15,87 12,95 - 19,26
DAC 57,12+6,84 58,16 40,89 - 66,67
LC/CTC 0,032+0,00 0,03 0,02 - 0,04
CE/CTC 0,36x0,02 0,36 0,31-0,41
LEA 5,97+0,42 5,93 5,25 -7,08

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do esbfago; LC: largura do
corpo; DPGC: distancia do primérdio genital a cauda; DAC: distancia do anus a
cauda; LEA: largura da extremidade anterior
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As larvas filarioides de S. stercoralis e de S. venezuelensis
apresentaram valores médios aproximados nos parametros analisados,
demonstrando pouca variabilidade entre os espécimes do mesmo grupo.

A comparacdo morfométrica entre S. stercoralis e S. venezuelensis
demonstrou similaridade de 59% para larvas rabditoides (L1) e de 79% para
larvas filarioides (L3). Os parametros relacionados a extremidade anterior
(CVB e LEA) e ao primérdio genital (CPG e LPG) foram os que

apresentaram maior diferenciacédo entre os grupos.

5.1.2. Caracterizagdo morfolégica e morfométrica de larvas de

ancilostomideo

As larvas rabditoides de ancilostomideos apresentaram corpo
filiforme, extremidade anterior arredondada, eso6fago rabditoide dividido em
corpo, istmo e bulbo, vestibulo bucal longo, cauda afilada e terminacdo da
cauda pontiaguda. Primérdio genital pouco visivel (Figura 17). A Tabela 8

demonstra a estatistica dos parametros morfométricos desse grupo.
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Figura 17: Fotomicrografia de larva rabditoide de ancilostomideo (A) Vista total (B) Detalhe
da extremidade anterior demonstrando o vestibulo bucal (vb) e o es6fago rabditoide (er) (C)
Detalhe do primdrdio genital (pg) e (D) Detalhe da extremidade posterior. Escala de A=50u
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Tabela 8: Estatistica descritiva (um) de parametros morfométricos de larvas
rabditoides de ancilostomideos (n=40)

Parametros Média e Qesvio Mediana Variagao
padréo (minima-maxima)

CTC 603,23 + 63,26 617,44 328,00 - 695,78
CE 123,9+ 12,23 125,16 80,24 - 147,43
LC 24,29 + 2,74 24,53 16,03 - 29,89
DAC 92,2 + 10,38 94,33 65,95 - 105,47
DPGC 262,89 + 11,78 257,74 253,05 - 283,02
LC/CTC 0,04 + 0,01 0,04 0,00 - 0,05
CE/CTC 0,19 + 0,06 0,21 0,00 - 0,27
cvB 15,59 + 1,96 16,18 10,18 - 18,06
LEA 13,44 + 1,67 13,85 9,02 - 15,87
CPG 10,12 + 0,94 10,52 8,82 - 11,03
LPG 3,02+0,43 2,75 2,68 - 3,62
CVBI/LEA 1,16 + 0,09 1,16 0,96 - 1,34
CPG/LPG 3,46+0,72 3,92 2,44 - 4,01

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do es6fago; LC: largura do corpo; DPGC:
distancia do primérdio genital a cauda; DAC: distancia do anus a cauda; CVB: comprimento
do vestibulo bucal; LEA: largura da extremidade anterior; CPG: comprimento do primérdio
genital e LPG: largura do primérdio genital

As larvas filarioides dos ancilostomideos apresentaram corpo
filiforme, extremidade anterior arredondada, auséncia de vestibulo bucal,
cuticula com finas estrias, es6fago do tipo filarioide com corpo alongado e
pequeno bulbo, cauda longa afilada, algumas com bainha, e terminacdo da
cauda pontiaguda (Figura 18) e os parametros morfométricos estéo

representados na Tabela 9.
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Figura 18: Fotomicrografia de larva filarioide (L3) de ancilostomideo (A) Vista total (B)
Detalhe da extremidade anterior demonstrando o esbéfago filarioide (ef) (C) Detalhe da
extremidade posterior. Escala de A=50u

Tabela 9: Estatistica descritiva (um) de parametros morfométricos de larvas
filarioides (L3) de ancilostomideos (n=159)

R Média e desvio . Variagao
Parametros padréo Mediana (minima-maxima)
CTC 608,40 + 42,66 621,91 480,76 - 685,59
CE 148,64 + 12,55 152,28 103,69 - 167,85
LC 21,09+2,71 21,02 11,02 - 28,64
DAC 76,24 + 7,60 75,83 55,83 - 92,78
DPGC 239,40 + 11,64 238,33 224,29 - 267,99
CT™ 634,22 + 35,03 634,10 534,43 - 706, 83
LM 26,63 +3,51 25,92 14,78 - 34,19
LC/CTC 0,03 +0,00 0,03 0,02-0,04
CE/CTC 0,24 +0,03 0,24 0,18 - 0,27
LEA 12,24+2,09 12,39 6,50-17,18

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do eséfago; LC: largura do corpo;
DPGC: distancia do primérdio genital a cauda; DAC: distancia do anus a cauda; LEA:
largura da extremidade anterior
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Em virtude de ter sido analisado um pool de larvas rabditoides e
filarioides de ancilostomideos, de diferentes origens, verificou-se uma
grande variacdo entre valores maximos e minimos na maioria dos
parametros avaliados, especialmente em relacdo ao CTC, indicando pouca
uniformidade entre os espécimes. Porém, com excecao do CTC, os valores
medianos de ambos se mantiveram aproximados e o desvio padrdo se
apresentou em torno de 10% para a maioria dos parametros. Para as larvas

filarioides foram incluidos os valores de comprimento e largura da muda.

5.1.3. Caracterizacdo morfolégica e morfométrica de larvas de A.

cantonensis e A. costaricensis.

As larvas de primeiro estagio de A. cantonensis (Figura 19) e A.
costaricensis (Figura 20) apresentaram corpo filiforme, cuticula com fracas
estrias transversais, extremidade anterior arredondada, es6fago longo e
claviforme (reto), auséncia de vestibulo bucal, cauda curta e curva e
terminacdo da cauda com uma ponta fina denominada espicula. Os

respectivos dados morfométricos estédo apresentados na Tabela 10 e 11.
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Figura 19: Fotomicrografia de larva de primeiro estagio (L1) de A. cantonensis. (A) Vista
total (B) Detalhe da extremidade anterior demonstrando o es6fago claviforme (ec) (C)
Detalhe da extremidade posterior demonstrando o anus (a) e espicula (es). Escala de
A=50p

Tabela 10: Estatistica descritiva (um) de pardmetros morfométricos de larvas de
primeiro estagio (L1) de A. cantonensis (n=35)

Parametros Média e c!esvio Mediana Variag:“a’o .(ml’nima-
padréo méxima)

CTC 260,57 + 20,01 263,33 206,73 - 291,35
CE 126,89 + 8,10 128,10 101,33 - 136,12
LC 11,97 £ 0,75 11,90 10,67 - 13,81
DAC 19,59 + 3,09 18,75 14,86 - 25,19
LC/CTC 0,05+ 0,00 0,05 0,04 - 0,06
CE/CTC 0,49 £ 0,03 0,49 0,03-0,37

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do es6fago; LC: largura do corpo; DAC:
disténcia do anus a cauda
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Figura 20: Fotomicrografia de larva de primeiro estdgio (L1) de A. costaricensis. (A) Vista
total (B) Detalhe da extremidade anterior demonstrando o esbdfago claviforme (ec) (C)
Detalhe da extremidade posterior demonstrando a espicula (es). Escala de A=50u

Tabela 11: Estatistica descritiva (um) de parametros morfométricos de larvas de
primeiro estagio (L1) de A. costaricensis (n=34)

Média e desvio

Parédmetros Mediana Variagdo (minima-méaxima)
CTC 220,85 + 9,22 221,50 201,99 - 243,96
CE 107,18 + 3,66 107,38 97,8-114,40
LC 10,24 £ 0,62 10,15 9,38-12,91
DAC 21,13+1,84 21,58 17,69 - 25,12
LC/CTC 0,05 + 0,00 0,05 0,04 - 0,06
CE/CTC 0,49 £ 0,01 0,49 0,46 - 0,53

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do eséfago; LC: largura do corpo; DAC:

distancia do anus a cauda
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As larvas de primeiro estadio de A. cantonensis e de A. costaricensis
apresentaram pouca variabilidade quanto aos parametros morfométricos
avaliados, com pequeno desvio padrdo e valores médios extremamente
aproximados, ou até mesmo sem diferenca em alguns parametros como
LC/CTC e CE/CTC. L1 de A. costaricensis apresentaram valores de CTC,
CE e LC menores do que as L1 de A. cantonensis, porém as relacoes
LC/CTC e CE/CTC apresentaram valores numericamente iguais.

As larvas de terceiro estagio de A. cantonensis (Figura 21) e A.
costaricensis (Figura 22) apresentavam corpo filiforme, extremidade anterior
arredondada, es6fago longo e reto (claviforme), auséncia de vestibulo bucal,
cauda curta e curva e terminacdo da cauda com espicula. Apresentaram
também poro excretor e um pequeno primordio genital ventral de formato
oval. Os dados morfométricos destes grupos estao apresentados na Tabela
12 e 13.
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Figura 21: Fotomicrografia de larva de terceiro estagio (L3) de A. cantonensis. (A) Vista total
(B) Detalhe da extremidade anterior demonstrando o esbfago claviforme (ec) e poro
excretor (pe) (C) Detalhe da extremidade posterior demonstrando o anus (a) e a espicula
(es). Escala de A=50u

Tabela 12: Estatistica descritiva (um) de parametros morfométricos de larvas de terceiro
estagio (L3) de A. cantonensis (n=44)

Parametros Média e quViO Mediana . \_/ariagéo.
padréo (minima-méxima)

CTC 455,10 £ 11,03 454,41 434,04 - 482,66
CE 173,85+ 4,91 174,40 162,17 - 182,68
LC 25,72 + 2,50 24,74 22,76 - 32,99
DPE 88,27 + 3,00 88,12 81,11 -97,78
DPGC 158,47 £ 7,34 158,93 136,02 - 174,52
DAC 35,64 + 2,88 35,38 31,36 - 46,92
LC/CTC 0,05 +0,01 0,05 0,05 - 0,07
CE/CTC 0,38 £0,01 0,38 0,36 - 0,40

CTC:comprimento total do corpo; CE:comprimento do eséfago; LC:largura do corpo; DPE:distancia
do poro excretor; DPGC:distancia do primérdio genital a cauda; DAC:distancia do anus a cauda
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Figura 22: Fotomicrografia de larva de terceiro estagio (L3) de A. costaricensis. (A) Vista
total (B) Detalhe da extremidade anterior demonstrando o es6fago claviforme (ec) e poro
excretor (pe) (C) Detalhe da extremidade posterior demonstrando o anus (a) e espicula (es).
Escala de A=50u

Tabela 13: Estatistica descritiva (um) de parametros morfométricos de larvas de terceiro
estagio (L3) de A. costaricensis (n=32)

ParaAmetros Média e desvio Mediana Variagao
padréo (minima-méaxima)

CTC 459,65 +£15,91 463,92 413,69 - 489,92
CE 153,08 + 4,01 153,75 143,8 - 160,24
LC 25,12+1,21 25,01 22,45 - 28,53
DPE 87,69 + 4,00 88,48 75,7 - 95,31
DPGC 152,18 + 8,40 152,66 132,66 - 166,39
DAC 31,63+ 3,45 31,74 19,89 - 36,92
LC/CTC 0,05 + 0,00 0,05 0,05 - 0,06
CE/CTC 0,33+0,01 0,33 0,32-0,35

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do es6fago; LC: largura do corpo; DPE:
distancia do poro excretor; DPGC: distancia do primérdio genital a cauda; DAC: distancia do anus a
cauda
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Larvas de terceiro estadio de A. cantonensis e A. costaricensis
apresentaram pouca ou nenhuma variabilidade nos parametros
morfométricos analisados, principalmente DPGC, DAC, LC/CTC e CE/CTC,
nos dois grupos individualmente. A. costaricensis ainda apresentou valores
médios iguais para CE e LC, demonstrando tratar-se de um padrao bem
homogéneo.

A comparacdo morfométrica entre A. cantonensis e A. costaricensis
indicou 48% de similaridade entre as larvas L1, com menor similaridade para
os parametros de CTC e CE e 76% de similaridade para as larvas L3, com

menor similaridade para DAC e auséncia de similaridade para CE.

5.2. Deteccdao, isolamento e diagnoéstico diferencial de nematddeos em

amostras de alface

5.2.1. Verificagcdo da metodologia de detec¢cdo modificada
Os resultados da recuperacdo de larvas filarioides (L3) de S.
venezuelensis, utilizadas para contaminacéo artificial das amostras de alface

estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14: Recuperacdo (%) de larvas filaridides de S. venezuelensis em
amostras de alface (Lactuca sativa L.) crespa higienizada

Nivel de contaminac&o Percentual de recuperacéo de larvas
A B C Média

(1'\(')“"::\/;5) 80 100 70 83

(Zl;il\; er:/:is) 100 64 88 84

(5'5";; ?:/28) 62 62 60 61

A verificacdo da metodologia de deteccdo de nematddeos
modificada indicou uma meédia total de recuperacdo de 76% (+16) além de

variacdo na recuperacao das larvas entre as replicatas e um decréscimo na
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recuperacao das larvas com o aumento do nivel da contaminagcdo. Em todos
0s niveis houve perdas de larvas na média das triplicatas, variando de 16 a
40%.

5.2.2. Deteccdo de nematédeos nas amostras de alface

Foram detectados nematédeos em 97% (29/30) das amostras de
alface in natura e em 43% (13/30) das amostras higienizadas, apresentando
diferenca significativa em relacédo a frequéncia de nematddeos nos dois tipos
de amostras (p=0,05). A analise descritiva dos dados esta apresentada na
Tabela 15.

Tabela 15: Média, desvio padrdo, mediana e intervalo de variagdo do nimero
de nematddeos em amostras de alface crespa in natura (n=30) e higienizadas

(n=30)

Nematddeos detectados In natura Higienizadas
Média 28,2 0,9
Desvio padréao 55,9 1,8
Mediana 6,0 0,0
Maximo 278,0 9,0
Minimo 0,0 0,0

As amostras in natura apresentaram maior numero total de
nematodeos isolados (845) em relacdo as amostras higienizadas (27), assim
como maior variabilidade dos resultados entre as amostras e nas triplicatas
intra-amostras (Anexo 12).

A Figura 23 representa a frequéncia e distribuicdo de nematodeos

isolados nas amostras in natura e higienizadas, respectivamente.
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Figura 23: Frequéncia e distribuicdo de nematédeos isolados nas amostras de alface crespa
in natura e higienizadas

A auséncia de nematodeos foi mais frequente em alfaces
higienizadas, ocorrendo em 57% das amostras, enquanto nas alfaces in
natura esse fato ocorreu em apenas uma amostra. Em ambas o intervalo de
variagdo mais frequente foi de 1 a 10 nematdédeos e acima de 100 ocorreu
exclusivamente em amostras in natura. Foram encontrados nematodeos

Vivos em 16 amostras in natura e em 4 amostras higienizadas.

5.2.3. Identificacdo dos nematddeos isolados

Apesar do alto numero de nematddeos isolados no estudo, cerca de
65% deles se encontravam deteriorados ou em processo de deterioracao,
impossibilitando sua identificacdo. Uma amostragem de 91 exemplares foi

identificada e esté representada na Figura 24.
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Figura 24. Fluxograma com apresentacdo dos espécimes identificados nas amostras de

alface

Foi identificada a presenca em grande maioria de nematédeos de
vida livre da Ordem Rhabditida, Subordem Rhabditina (55) (Figura 25) e

Subordem Tylenchina (35) (Figuras 26 e 27). O nivel taxondmico das

identificacBes variou em funcdo da qualidade dos registros fotograficos em

termos de detalhes das caracteristicas béasicas que tipificam a ordem,

familia, classe, entre outras.
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Figura 25: Exemplares da Ordem Rhabditida, Subordem Rhabditina, Familia Rhabditidae.
(A),(D) Vista total; (B),(E) Detalhe da extremidade anterior; (C),(F) Detalhe da extremidade
posterior. Escala de A e D = 100um
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Figura 26: Exemplares da Ordem Rhabditida, Subordem Tylenchina, Familia
Panagrolaimidae. (A),(D) Vista total; (B),(E) Detalhe da extremidade anterior; (C),(F)
Detalhe da extremidade posterior. Escala de A, D = 100um
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Figura 27: Exemplares da Ordem Rhabditida, Subordem Tylenchina. Familia
Aphelenchoidae. (A),(D) Vista total; (B),(E) Detalhe da extremidade anterior; (C),(F)
Detalhe da extremidade posterior. Escala de A, D = 100um
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Com excecao de dois casos, um exemplar fitoparasita da Subordem
Tylenchida/Género Helicotylenchus (Figura 28) e um exemplar onivoro da
Ordem Dorylaimida (Figura 29), todos os demais espécimes identificados
séo formas bacteri6éfagas (Rhabditida) ou micéfagas (Aphelenchida).

Figura 28: Exemplar de fitonematoide fémea (juvenil 4) da Ordem Rhabditida, Subordem
Tylenchina, Familia Hoplolaimidae, Género Helicotylenchus sp. (A) Vista total; (B) Detalhe
da extremidade anterior demonstrando o estilete (est); (C) Detalhe da extremidade
posterior, demonstrando o apéndice digital caudal (adc). Escala = 100pm

88



-

2,

%
s v ad '
73 Lot
e gl At T

03

e, Y
f e
e AN AT R

ook b

o e
R

Figura 29: Exemplar da Ordem Dorylaimidae. (A) Vista total (B) Detalhe da extremidade
anterior e (C) Detalhe da extremidade posterior. Escala de A = 100um

Entre os isolados identificados foram encontrados nematédeos em
estagios larvarios (juvenis), machos (49) e fémeas (68), entre elas, algumas
fertilizadas com ovos e dois casos de fémeas contendo larvas em seu

interior, em eclosdo matricida (Figura 30).
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Figura 30: Exemplares de fémeas de nematddeos (A),(B) fertilizadas com ovos e (C),(D) em
eclosdo matricida. Escala = 100um

Dentre as larvas de nematdédeos isoladas das amostras, 11
apresentaram caracteristicas sugestivas de larvas rabditoides de
Strongyloides spp., conforme apresentado nas Figuras 31 e 32, e 9 foram

sugestivas de larvas rabditoides de ancilostomideos, demonstradas nas
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Figuras 33 e 34. Esses espécimens foram selecionados para diagnéstico
diferencial com as respectivas larvas padrdo. Nao foram detectadas larvas

sugestivas do género Angiostrongylus spp.

Figura 31: Exemplares de larvas rabditoides isoladas das amostras sugestivas de
Strongyloides spp. Escala = 50um
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Figura 32: Exemplares de larvas rabditoides isoladas das amostras sugestivas de
Strongyloides spp. Escala = 50um
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IN8_L10

Figura 33: Exemplares de larvas rabditoides isoladas das amostras sugestivas de
ancilostomideo. Escala = 50um
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Figura 34: Exemplares de larvas rabditoides isoladas das amostras sugestivas de
ancilostomideo. Escala = 50pum
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5.2.4. Diagnostico diferencial entre larvas de nematdédeos padrdes e
larvas de nematdédeos sugestivas de risco detectadas nas amostras de
alface

As Figuras 35 e 36 apresentam comparativamente as principais
estruturas morfologicas da extremidade anterior de larvas rabditoides e
filarioides de S. stercoralis, S. venezuelensis e ancilostomideos e larvas de
primeiro e terceiro estagio de A. cantonensis e A. costaricensis consideradas
para o diagndstico diferencial com as larvas detectadas nas amostras de
alface.
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Figura 35: Comparacdo da extremidade anterior de larvas rabditoides de (A) S. stercoralis,
(B) S. venezuelensis e (C) ancilostomideo, demonstrando o vestibulo bucal (vb) e o eséfago
do tipo rabditoide, composto de corpo (c), istmo (i) e bulbo (b) e larvas de primeiro estagio
(L1) de (D) A. cantonensis e (E) A. costaricensis, demonstrando o esbfago do tipo
claviforme com corpo (c) e bulbo (b).
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Figura 36: Comparacdo da extremidade anterior de larvas filarioides de (A) S. stercoralis,
(B) S. venezuelensis e (C) ancilostomideo, demonstrando o es6fago do tipo filarioide e
larvas de terceiro estagio (L3) de (D) A. cantonensis e (E) A. costaricensis, demonstrando a
bainha (ba), poro extrecor (pe) e juncédo esbéfago-intestino (jei)
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As figuras 37 e 38 apresentam comparativamente as principais
estruturas morfolégicas da extremidade posterior de larvas rabditoides e
filarioides de S. stercoralis, S. venezuelensis e ancilostomideos e larvas de
primeiro e terceiro estagio de A. cantonensis e A. costaricensis consideradas
para o diagndstico diferencial com as larvas isoladas no estudo.

Figura 37: Comparacédo da extremidade posterior de larvas rabditoides de (A) S. stercoralis,
(B) S. venezuelensis e (C) ancilostomideo, e larvas de primeiro estagio (L1) de (D) A.
cantonensis e (E) A. costaricensis, demonstrando a espicula (es)
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Figura 38: Comparagéo da extremidade posterior de larvas filarioides de (A) S. stercoralis,
(B) S. venezuelensis e (C) ancilostomideo, demonstrando o entalhe apical (ea) e larvas de
terceiro estagio (L3) de (D) A. cantonensis e (E) A. costaricensis, demonstrando a espicula

As principais caracteristicas morfologicas e o intervalo de variacdo
dos parametros morfométricos das larvas padrdo de S. stercoralis, S.
venezuelensis e ancilostomideos utilizadas para o diagnostico diferencial
estdo apresentadas comparativamente nas Tabelas 16 e 17 para larvas

rabditoides e filarioides, respectivamente.
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Tabela 16: Caracteristicas morfolégicas e morfométricas de larvas rabditoides de
S. stercoralis, S. venezuelensis e ancilostomideos, com intervalo de variacdo dos

parédmetros adotados (um)

Larvas rabditoides

S. S.
S. stercoralis venezuelensis venezuelensis  Ancilostomideos
(L) (L2)

Extremidade

. arredondada arredondada arredondada arredondada
anterior
Vestibulo bucal curto curto curto longo
Tipo de esdfago ~ Rhabditiforme Rhabditiforme Rhabditiforme Rhabditiforme
Cuticula lisa lisa lisa finas estrias
Extremldade reta, afilada reta, afilada reta, afilada longa, afilada
posterior
Terminagdo  da pontiaguda pontiaguda pontiaguda pontiaguda
cauda
Primérdio alongado, oval, alongado, oval, alongado, oval, pequeno, oval,
genital visivel visivel pouco evidente pouco evidente
CTC 236,77 - 299,92 201,22 - 265,67 442,49 - 576,91 328,00 - 695,78
CE 70,91 - 86,07 68,08 - 86,14 90,01 - 120,48 80,24 - 147,43
LC 13,61-17,01 10,99 - 15,88 16,78 - 23,77 16,03 - 29,89
DAC 37,65 - 47,84 29,20 - 37,84 55,10 - 77,35 65,95 - 105,47
DPGC 88,96 - 123,17 87,46 - 117,98 172,04 - 264,54 253,05 - 283,02
CvB 2,73 -4,98 2,95 -6,07 3,41-6,30 10,18 — 18,06
LEA 7,36 — 9,57 5,87 -8,04 6,20 — 8,66 9,02 — 15,87
CPG 11,84 - 20,73 2,12 -3,49 11,85 -24,29 8,82 — 11,03
LPG 3,55 -6,07 2,55-5,19 2,12-8,12 268 —3,62

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do eséfago; LC: largura do corpo; DPGC: distancia do
primordio genital a cauda; DAC: distancia do &nus a cauda; CVB: comprimento do vestibulo bucal; LEA:
largura da extremidade anterior; CPG: comprimento do primérdio genital e LPG: largura do primérdio
genital
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Tabela 17: Caracteristicas morfolégicas e morfométricas de

larvas filarioides de

S. stercoralis, S. venezuelensis e ancilostomideos, com intervalo de variacdo dos

parédmetros adotados (um)

Larvas filarioides

S. stercoralis

L3 S.
venezuelensis

Ancilostomideos

Extremidade anterior
Vestibulo bucal

Tipo de es6fago
Cuticula

Extremidade posterior
Terminagéo da cauda

Primérdio genital

CTC
CE

LC
DAC
DPGC
LEA

arredondada
ausente

Filariforme
lisa

reta, afilada
com entalhe apical

pouco evidente

425,68 - 483,73
123,83 - 211,09
11,01 - 14,24
44,07 - 64,05
148,35 - 204,84
6,02 -9,12

arredondada
ausente

Filariforme
lisa

reta, afilada
com entalhe apical

nao evidente

433,21 - 547,78
160,87 - 196,69
12,95 - 19,26
40,89 - 66,67

5,25-7,08

arredondada
ausente

Filariforme
finas estrias

afilada, com bainha
pontiaguda

pouco evidente

480,76 - 685,59
103,69 - 167,85
11,02 - 28,64
55,83 - 92,78
224,29 - 267,99
6,50 -17,18

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do esofago; LC: largura do corpo; DAC: distancia do anus a
cauda; DPGC: distancia do primdrdio genital a cauda; LEA: largura da extremidade anterior

As tabelas 18 e 19 apresentam, comparativamente, as principais

caracteristicas morfolégicas e o intervalo de variagdo dos parametros

morfométricos das larvas padréo de A. cantonensis e A. costaricensis.
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Tabela 18: Comparacdo das caracteristicas morfolégicas e morfométricas de larvas de
primeiro estagio (L1) de A. cantonensis e A. costaricensis, com intervalo de variacdo dos

parédmetros adotados (um)

Larvas de primeiro estagio (L1)

A. cantonensis

A. costaricensis

Extremidade anterior
Vestibulo bucal

Tipo de esbdfago
Extremidade posterior

Terminacao da cauda
Primérdio genital
Cuticula

CTC
CE
LC
DAC

arredondada
ausente

reto, longo, claviforme
curta, curva

ponta fina com espicula
ndo evidente
finas estrias transversais

206,73 - 291,35
101,33 - 136,12
10,67 - 13,81
14,86 - 25,19

arredondada
ausente

reto, longo, claviforme
curta, curva

ponta fina com espicula
nao evidente
finas estrias transversais

201,99 - 243,96
97,8 - 114,40
9,38-12,91
17,69 - 25,12

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do esbdfago; LC: largura do corpo; DAC:

distancia do anus a cauda

Tabela 19: Comparacdo das caracteristicas morfolégicas e morfométricas de larvas de
terceiro estdgio (L3) de A. cantonensis e A. costaricensis, com intervalo de variacdo dos

parédmetros adotados (um)

Larvas de terceiro estagio (L3)

A. cantonensis

A. costaricensis

Vestibulo bucal

Tipo de es6fago
Extremidade posterior

Terminacdo da cauda
Primérdio genital
Cuticula

CTC
CE
LC
DPE
DAC
DPGC

ausente

reto, longo, claviforme
curta, curva

ponta fina com espicula
oval, evidente
finas estrias transversais

434,04 - 482,66
162,17 - 182,68
22,76 - 32,99
81,11-97,78
31,36 - 46,92
136,02 - 174,52

ausente

reto, longo, claviforme
curta, curva

ponta fina com espicula
oval evidente
finas estrias transversais

413,69 - 489,92
143,8 - 160,24
22,45 - 28,53

75,7-95,31
19,89 - 36,92
132,66 - 166,39

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do es6fago; LC: largura do corpo; DPE: distancia do
poro excretor; DAC: distancia do anus a cauda; DPGC: distancia do primdrdio genital a cauda
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As figuras 39, 40 e 41 apresentam comparativamente a extremidade
anterior, o primérdio genital e a extremidade posterior de larvas rabditoides
de S. stercoralis (A), de S. venezuelensis (B) e de larvas isoladas das

amostras de alface, sugestivas para o género Strongyloides.

Figura 39: Comparacdo da extremidade anterior de larvas rabditoides de S. stercoralis (A),
S. venezuelensis (B) e larvas isoladas das amostras (IN1B_L2; IN7 L1; IN28 L2 e
IN21_L1), demonstrando o vestibulo bucal (vb) e o eséfago do tipo rabditoide, composto de

corpo (c), istmo (i) e bulbo (b)
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Figura 40: Comparacédo do primérdio genital (pg) de larvas rabditoides de S. stercoralis (A),
S. venezuelensis (B) e larvas isoladas das amostras (IN1B_L2; IN7 L1; IN28 L2 e
IN21_L1).

Figura 41: Comparacgédo da extremidade posterior de larvas rabditoides de S. stercoralis (A),
S. venezuelensis (B) e larvas isoladas das amostras (IN1B_L2; IN7_L1; IN21_L1 e
IN28_L2)
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As larvas sugestivas de pertencerem ao género Strongyloides foram

submetidas ao estudo de similaridade por comparacdo de suas medidas

com o intervalo de variagdo morfométrica de larvas rabditoides de S.

stercoralis e S. venezuelensis. Estes resultados estdo apresentados nas

Tabelas 20 e 21 e demonstram que, embora alguns parametros estejam

dentro do intervalo de variacdo das larvas padrdes, indicado pelo score 1, 0

percentual de similaridade de todas as larvas analisadas foi inferior a 80%,

tanto em relacdo as larvas de S. stercoralis, quanto de S. venezuelensis,

indicando baixa similaridade fenotipica.

Tabela 20 — Estudo de similaridade por entre larvas rabditoides isoladas das amostras de

alface e larvas rabditoides de S. stercoralis

Caracteristicas morfométricas

%

o
n°lava “~-="CE L DpAac pPaC cvB LEA cpG LpG °® N gimilaridade
N1IB 2 1 1 1 0 1 1 0 O0 1 6 9 67
N1B 6 O O 1 1 0 o0 1 1 0 4 9 44
NB13 O O 0O 1 0 o0 1 1 o0 3 9 33
NIB14 O O 1 1 0o 1 0 1 0 4 9 44
NIB22 0O O 0O O o0 1 0 0 1 2 9 22
NlB23 O O 0 O O0 1 ©0o 0 1 2 9 22
NIB27 O O O 1 0 1 ©0 1 0 3 9 33
NIB33 1 0 1 0 o 0o 1 1 4 8 50
IN7 1 o o 1 1 o0 1 0 0 1 4 9 44
N221 O O 1 O O O0 1 ©0 0 2 9 22
N262 O 0 0O 1 0 0 o0 1 1 3 9 33

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do esbfago; LC: largura do corpo; DAC: distancia
do anus a cauda; DPGC: distancia do primérdio genital a cauda; CVB: comprimento do vestibulo
bucal; LEA: largura da extremidade anterior; CPG: comprimento do primérdio genital e LPG: largura

do primérdio genital
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Tabela 21 — Estudo de similaridade entre larvas rabditoides isoladas das amostras de alface
e larvas rabditoides de S. venezuelensis

Caracteristicas morfométricas %

n° larva Total N Lo
CTC CE L DAC DPGC CVB LEA CPG LPG similaridade

IN1B 2 1 1 1 0 1 1 0 0 1 6 9 67
IN1B 6 1 1 1 1 1 0 1 1 0 7 9 78
INLB_ 13 1 1 1 1 1 0 1 1 0 7 9 78
INLB_ 14 1 1 1 1 1 1 0 1 0 7 9 78
INLB 22 1 1 0 1 1 1 0 0 1 6 9 67
INLB 23 1 1 0 1 1 1 0 0 1 6 9 67
INLB 27 1 1 0 1 1 1 0 1 0 6 9 67
INLB 33 1 1 1 0 0 0 1 1 5 8 63
IN7 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 7 9 78
IN21 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 5 9 56
IN28 2 1 1 0 1 1 0 0 1 0 5 9 56

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do esb6fago; LC: largura do corpo; DPGC:
distancia do primérdio genital a cauda; DAC: distancia do anus a cauda; CVB: comprimento do
vestibulo bucal; LEA: largura da extremidade anterior; CPG: comprimento do primérdio genital e LPG:
largura do primérdio genital

Apo6s andlise comparativa detalhada, as diferencas morfoldgicas
verificadas nas larvas consideradas sugestivas para Strongyloides,
principalmente, em relacdo a extremidade anterior, disposi¢cdo do eséfago e
formato do primoérdio genital, associadas ao baixo percentual de similaridade
permitiram concluir que os exemplares isolados ndo pertencem as espécies
padrdo para esse género.

As Figuras 42 e 43 apresentam, respectivamente, detalhes das
estruturas morfolégicas das extremidades anterior e posterior de larva
rabditoide de ancilostomideo em comparacdo com larvas isoladas das

amostras de alface, sugestivas para este grupo.
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IN17_L21

Figura 42: Comparacao da extremidade anterior de larvas rabditoides de ancilostomideo (A)
e larvas isoladas das amostras (IN1B_L26; IN8_L10; IN14_L19 e IN17_L21),
demonstrando o vestibulo bucal (vb) e o eséfago do tipo rabditoide, composto de corpo (c),
istmo (i) e bulbo (b)
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Figura 43: Comparagdo da extremidade posterior de larvas rabditoides de ancilostomideos
(A) e larvas isoladas das amostras (IN1B_L26; IN8_L10; IN14 L19 e IN17_L21)

Os resultados do estudo morfométrico das larvas sugestivas de
ancilostomideos estdo apresentados na tabela 22. Destas, uma apresentou
similaridade de 83% (IN8_10) e duas apresentaram 100% de similaridade
(IN B 26 e IN 17 _21), pois os parametros morfométricos avaliados
encontraram-se dentro do intervalo de variagdo das larvas padroes,
principalmente CTC, CE e LC. Entretanto, nestes trés casos, ndo foram
obtidas medidas relacionadas ao primérdio genital, como DPGC, CPG e

LPG, pois esta estrutura ndo estava visivel.
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Tabela 22 — Estudo de similaridade entre larvas rabditoides isoladas das amostras de alface
e larvas rabditoides de ancilostomideos

Caracteristicas morfométricas %
n°larva Total n _. . .
CTC CE L DAC DPGC ~yg ga CPG LPG similaridade
IN1B _8 1 1 1 0 0 0 0 0 0 3 9 33
IN1B_26 1 1 1 1 1 5 5 100
IN8_ 9 1 1 1 0 0 1 4 6 67
IN8 10 1 1 1 1 0 1 5 6 83
IN13 5 1 1 1 0 0 0 3 6 50
IN14 19 1 0 1 1 0 0 3 4 75
IN 14 96 1 1 1 0 0 0 0 0 0 3 9 33
IN 15_50 0 1 0 0 0 1 0 1 1 4 9 44
IN17_19 1 1 1 0 0 1 1 0 0 5 9 56
IN17 21 1 1 1 1 1 5 5 100

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do esb6fago; LC: largura do corpo; DPGC:
distancia do primérdio genital a cauda; DAC: distancia do anus a cauda; CVB: comprimento do
vestibulo bucal; LEA: largura da extremidade anterior; CPG: comprimento do primérdio genital e LPG:
largura do primérdio genital

As diferencas morfologicas observadas na analise comparativa,
referentes a extremidade anterior e a disposicdo das estruturas esofagicas, e
os resultados do estudo de similaridade, permitiram concluir que esses
exemplares ndo pertencem ao grupo padrdo de ancilostomideos, ainda que
algumas larvas tenham apresentado alta similaridade morfométrica, pois

estas ndo apresentaram as medidas de todos os parametros avaliados.

5.3. Aplicacéo da legislagcdo sanitéria

Das 30 amostras de alface higienizadas analisadas, apenas 6 néo
apresentaram nenhum tipo de matéria estranha e estavam em conformidade
com a ANVISA RDC n° 14 (Brasil, 2014).

Devido a presenca de matérias estranhas como ovos, larvas e
fragmentos de insetos, insetos inteiros, acaros, rotiferos e nematodeos, 80%
das amostras se encontraram insatisfatorias por Falhas nas Boas Praticas.
Destas, 54% continham nematddeos vivos ou mortos, porém nao foram
detectados exemplares associados a agravos a saude humana.

Os achados dessas amostras estdo apresentados detalhadamente

no Anexo 18.
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6. Discussao

Os frequentes encontros de estruturas parasitarias em amostras de
hortalicas, descritas na literatura (Adenusi et al., 2015; Balarak et al., 2016;
Lass et al., 2016; Silva et al., 2018), implicam na necessidade de vigilancia e
controle sanitario continuos desses alimentos, visto o potencial de risco a
salude humana que podem oferecer, especialmente a alface, objeto do
presente estudo, uma vez que se trata de uma hortalica de grande
popularidade, consumida principalmente na forma crua, cujo Unico
tratamento entre o cultivo e o consumo é a higienizacdo (Mogharbel e
Masson, 2005; Henz e Suinaga, 2009; Maldonade et al., 2014).

Entre os helmintos detectados nas hortalicas, s&o comuns os relatos
da presenca de larvas de nematddeos, tanto de vida livre, quanto
parasitarias (Silva et al., 2016; Luz et al.,, 2017; Silva et al., 2018), e a
avaliacdo dessa ocorréncia envolve uma abordagem ecoldgica e médica, de
carater multidisciplinar. A importancia médica se deve a presenca de
espécies com potencial de causarem infec¢des (Hotez, 2008), e ambiental,
pelo fato desses micro-organismos atuarem como bioindicadores da
qualidade do solo e da agua de irrigacdo dos locais de cultivo (Ritzinger et
al., 2010; Ferraz e Brown, 2016).

Na prética laboratorial, a identificacdo de nematédeos € bastante
complexa e dificultosa, dada a diversidade do grupo. A literatura é vasta no
qgue se refere a identificacdo de vermes adultos, tanto de vida livre como de
interesse médico, contudo a identificacdo dos seus estagios larvares,
infectantes ou intermediarios, ainda é um grande desafio, principalmente no
caso de amostras ambientais (Little, 1966; Mine, 2009; Ferraz e Brown,
2016). Para a correta identificacdo desses hematodeos, e o entendimento de
seus complexos ciclos de vida, € necessario um estudo aprofundado de sua
ecologia e morfologia.

O presente estudo buscou utilizar recursos da parasitologia médica
para auxiliar na identificacdo e, sobretudo, no diagnéstico diferencial, entre

larvas de nematddeos de interesse médico e larvas de outras espécies de
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ocorréncia no solo por meio do desenvolvimento e comparacédo de padréo
morfométrico de estagios larvares de S. stercoralis, S. venezuelensis,
ancilostomideos, A. cantonensis e A. costaricensis, com a finalidade de
aumentar a seguranca e confiabilidade dos resultados analiticos.

A complexidade na identificacdo de larvas de nematdédeos estimulou
diversos autores a recorrerem a combinacdo de dados morfométricos como
ferramenta para a diferenciacdo de espécies, como Little (1966), que
comparou seis espécies de Strongyloides em busca de critérios para
identificacdo especifica; Ash (1970), para discriminacao de larvas de terceiro
estadio de quatro vermes pulmonares de ocorréncia em moluscos; Joachim
et al. (1999), para diferenciacdo de larvas L4 de Oesophagostomum
dentatum e O. quadrispinulatum recuperadas de suinos; van Wyk et al.
(2004) para diagnostico diferencial de larvas de nematédeos comuns
isolados de bovinos, ovinos e caprinos; Mota et al. (2020) para identificacado
de larvas L3 de A. cantonensis isoladas de molusco; entre outros.

Os parametros morfométricos utilizados para os padrées no
presente estudo se basearam nas observacbes de Ash (1970) para
identificacdo de larvas de terceiro estadio de metastrongilideos em
moluscos, entre eles A. cantonensis, e foram extrapolados para as demais
larvas de nematdédeos de interesse médico que formaram o padrdo deste
estudo na tentativa de auxiliar no diagnostico diferencial, porém, para
algumas espécies esses parametros pareceram nao ser os mais adequados,
dada as especificidades morfolégicas dos estagios larvares de cada género,
que precisaram ser individualmente analisadas. Por esta razdo, no decorrer
do estudo, foram adicionados os parametros relacionados a extremidade
anterior e ao primordio genital para as larvas do género Strongyloides e para
os ancilostomideos, baseado nos parametros adotados por Miné (2009), em
estudo com S. stercoralis.

Ash (1970) utilizou a combinagdo de medidas de tamanho
juntamente com caracteristicas morfolégicas da terminacédo da cauda para a
distincdo entre as espécies, diante da dificuldade de discriminacdo por meio

exclusivo de andlise de caracteres morfolégicos. O autor observou uma
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ampla variedade no tamanho das larvas de uma mesma espécie,
constatando a importancia das medi¢cdes serem realizadas em um grupo de
larvas, pois uma unica medida ndo seria um critério suficiente para a precisa
identificagdo; assim como verificou a necessidade da andlise multivariada
dos parametros, uma vez que as medidas isoladas ndo se mostraram uma
caracteristica segura.

A discriminacdo entre espécimes a partir de caracteristicas
morfométricas pode ser realizada por meio de testes estatisticos de
comparacao entre 0s parametros por correlagcdo e variancia, analises
candnicas discriminantes e analises estatisticas multivariadas como de
componentes principais e associacdes de similaridade por taxonomia
numeérica.

A associacao por taxonomia numeérica ou fenética consiste em uma
analise multivariada que visa a determinacdo da similaridade entre grupos
de larvas com caracteristicas morfolégicas comuns, por aplicacdo de
escores para caracteristicas observaveis e mensuraveis. Trata-se de uma
ferramenta taxondmica importante e de baixo custo, comentada e
incentivada por Moss e Webster (1970) para aplicacdo em sistematica de
nematoides. Este método foi demonstrado por Rocco (2007) e por Mota
(2018), que recentemente confirmou a sua aplicabilidade diagnostica na
separacdo de grupos de larvas de Angiostrongylus spp isoladas de
moluscos. Estas publicacbes motivaram a aplicacdo da analise de
similaridade fenotipica por escores no presente estudo.

As larvas filarioides de S. stercoralis do presente estudo
apresentaram valores medios dentro do intervalo de variagéo descrito para o
género Strongyloides por Little (1966) para os parametros CTC, LC, CE e
DAC, porém inferiores aos apresentados pelo autor para larvas rabditoides e
filarioides de S. stercoralis. Em relacdo aos dados apresentados por Teixeira
(1997) e por Miné (2009), em estudo morfométrico de larvas rabditoides e
filarioides de S. stercoralis isoladas de diversos pacientes com
estrongiloidiase, os valores médios das larvas de S. stercoralis padrées

também se mostraram inferiores, com excecdo do paréametro CVB,
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semelhante ao obtido por Miné (2009) e da medida de DAC verificada por
Teixeira (1997) em larvas filarioides.

As larvas de S. venezuelensis padrao apresentaram dados
morfométricos dentro do intervalo de variacdo apresentado por Little (1966)
para a espécie, em relacao aos parametros CTC e DAC, e inferiores quanto
aos parametros de CE e LC. Em comparacao aos dados obtidos por Tobar
et al (2021), as larvas rabditoides L1 e filarioides L3 do padréo apresentaram
valores médios de CTC e LC inferiores, enquanto as larvas L2 apresentaram
esses valores médios superiores.

Entre as hipGteses possiveis para as diferencas nos dados
morfométricos dos estudos, destaca-se a dificuldade de padronizacdo exata
dos estagios larvares, uma vez que as larvas permanecem em processo de
desenvolvimento e crescimento continuo. Em condicbes favoraveis de
umidade, temperatura e disponibilidade de alimento, as transi¢cdes entre os
estagios larvares de Strongyloides spp. podem ocorrer em curto periodo de
tempo, entre 24 a 36 horas evoluem de larvas rabditoides a filarioides
infectantes no ciclo direto, e no ciclo indireto passam de larvas rabditoides a
adultos de vida livre entre 24 a 30 horas (Pess0a,1981; Cimerman, B. e
Cimerman, S., 2001).

As larvas rabditoides de S. stercoralis utilizadas nos estudos de
Teixeira (1997) e Miné (2009) séo originarias de amostras fecais de diversos
pacientes com estrongiloidiase, que podem agrupar larvas rabditoides L1 e
L2 ou em fase de transicdo, enquanto as larvas rabditoides do presente
estudo, embora representem uma amostragem reduzida (n=20), foram
obtidas de fezes humanas recentes de uma uUnica amostra, de forma que
podem ser consideradas larvas rabditoides de 1° estagio. As larvas
filariides de todos os estudos foram originérias de cultura do material fecal
em carvao, portanto, as diferencas encontradas podem estar relacionadas
ao tempo de cultivo. No caso do S. venezuelensis, as larvas de ambos os
estudos foram originarias de ciclo experimental, que podem apresentar da

mesma forma diferencas no tempo e nas condi¢des de cultivo.
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Além disso, foram empregadas diferentes técnicas de mensuracéo
entre os estudos, o que pode determinar variagcbes nos parametros
morfométricos entre os diferentes estudos. Teixeira (1997) realizou
desenhos em camara clara e obteve as medidas por meio de curvimetro,
enquanto Mine (2009) e Tobar et al (2021) utilizaram microscopio Otico
acoplado a cameras fotograficas para a captura das imagens, e 0s softwares
Motic Images Advanced 3.2 e Motic Images Plus 2.0, respectivamente, para
a medicdo. No presente estudo também foi utilizado microscépio optico com
camera acoplada para a captura das imagens e o software Zeiss Axio Vision
LE, para as mensuracoes. Assim, é possivel também que estas variacfes
ocorram entre os diferentes sistemas Opticos, de captura de imagens e de
softwares usados para a finalidade.

Entre as duas espécies de Strongyloides dos padrdes, S. stercoralis
e S. venezuelensis, a avaliacdo de similaridade por escores foi superior a
80%, tanto para larvas rabditoides quanto filarioides, quando adotados os
parametros comuns as demais larvas (CTC, CE, LC e DAC). Possivelmente
esses parametros sao insuficientes para permitir diferenciacdo morfolégica
especifica para esse género, tornando-se necessaria a associacdo com
outros parametros para aumentar a eficiéncia na separacdo entre os dois
grupos. Apos a inclusdo das medidas relacionadas a extremidade anterior
(comprimento do vestibulo bucal e largura da extremidade anterior) e ao
primordio genital (comprimento e largura), a similaridade reduziu para 59%
entre as larvas rabditoides e 79% para larvas filarioides, demonstrando que
essas caracteristicas parecem ser importantes na diferenciagcdo entre as
duas espécies de Strongyloides estudadas. Nao foram encontrados estudos
de avaliacdo de similaridade por escores em espécies do género
Strongyloides para fins de comparagdo com os resultados do presente
estudo.

Comparagdes morfométricas por analises de correlagdes estatisticas
entre espécies do género Strongyloides foram realizadas por outros autores,
como Little (1966), com objetivo de estabelecer critérios de identificacdo
especifica por comparacdo morfoldégica e biométrica de seis espécies. O
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autor afirma que os Unicos caracteres de identificacdo especifica séo
agueles baseados na morfologia da cavidade bucal e do Utero das fémeas
parasitas partenogenéticas ou por caracteristicas biologicas relacionadas
com a presenca de ovos larvados ou L1 encontradas em fezes recém-
eliminadas pelos hospedeiros. Afirma também que ndo hé caracteristicas
morfolégicas e biométricas para L3 que sejam determinantes na
identificacdo especifica do género Strongyloides. Vieira (2006), em
concordancia com Little (1966), observou semelhancas nos dados
biométricos colhidos de larvas de uma espécie de Strongyloides sp. isoladas
de Hydrochaeris hydrochaeris (capivara) com os das demais espécies do
género Strongyloides, confirmando a dificuldade de diferenciacdo de
espécies nesse género pela morfometria. Teixeira (1997) e Miné (2009)
realizaram analises estatisticas através da técnica de componentes
principais, visando a identificacdo de cepas, e utilizaram 0s mesmos
parametros morfométricos do presente estudo, sendo que Miné (2009)
adotou os parametros de comprimento do vestibulo bucal, comprimento do
primordio genital e area do primordio genital para larvas rabditoides. Ambos
concluiram que a analise morfométrica isoladamente ndo permitiu a
identificacdo de cepas.

Os resultados de Little (1966) e Vieira (2006) ressaltam a dificuldade
de diferenciacdo de espécies por caracteristicas morfolégicas dentro do
género Strongyloides, no entanto, os dados do presente estudo sugerem
que ha uma possibilidade de diferenciacéo entre larvas de S. stercoralis e S.
venezuelensis pelas caracteristicas da extremidade anterior, e pelas
medidas de comprimento e largura do primérdio genital, principalmente para
larvas rabditoides L1, que ndo foram adotadas por esses autores. No caso
das larvas filarioides, o parametro de largura da extremidade anterior se
mostrou promissor, embora sejam necessarias maiores investigacbes para
uma concluséo efetiva.

Com relacdo aos ancilostomideos, em virtude da dificuldade de
obtencdo de amostras de fezes humanas de pacientes portadores de
ancilostomiase no periodo do estudo, o padrdo morfométrico foi
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desenvolvido a partir de um pool de larvas obtidas de material fecal canino,
que se tratam, possivelmente, de A. caninum, A. brasiliense ou A.
ceylanicum, sendo A. caninum a espécie mais comum em cées (Burrows,
1962). A semelhanca nas médias dos parametros CTC, LC e DAC das
larvas filarioides do padrdo com as larvas infectantes de A. caninum
descritas por Nichols (1956) permitem sugerir que essa seja a espécie mais
provavel das larvas padrdo, porém por se tratar de pool de larvas, pode
haver outras espécies envolvidas. O parametro CE do padréo se apresentou
inferior ao apresentado por Nichols (1956), que pode ocorrer devido a
diferenca no tempo de cultivo.

Ao se comparar os resultados morfométricos médios das larvas
filarioides do presente estudo com os dados apresentados por Yoshida
(1971), para larvas infectantes de A. brasiliense, A. ceylanicum e A.
duodenale, originadas de cées experimentalmente infectados, as larvas
padrées apresentaram medidas inferiores para os parametros de CTC, CTM
e CE em relacdo a todas as espécies. O parametro LC do padrédo foi
semelhante ao das demais larvas descritas por Yoshida (1971), e alguns
espécimes do padrdo apresentaram valores de CE e DAC aproximados com
os de A. brasiliensis, que foram menores em todos os parametros em
relacdo a A. ceylanicum e A. duodenale.

Em comparagdo com os dados morfométricos de larvas filaridides de
A. duodenale e Necator americanus, extraidas de fezes humanas, descritos
por Correia et al. (1979), as larvas filarioides do padrdo apresentaram
valores médios também inferiores para os parametros de CTC e LC, com
parte dos exemplares apresentando medidas de CTC aproximadas as
descritas para as duas espécies.

Devido a auséncia de larvas de ancilostomideos de origem humana
no periodo do estudo, ndo foi realizada avaliagdo de similaridade fenotipica
para esse género que possibilitasse avaliar a capacidade de separacao de
grupos pelos parametros morfométricos. Contudo, segundo a literatura
consultada, ha a possibilidade de diferenciacdo especifica de larvas
infectantes de algumas espécies de ancilostomideos por meio da associacao
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de caracteristicas morfologicas, como formato da extremidade anterior,
visibilidade das estrias transversais da cuticula e formato da ponta da cauda,
e também morfométricas como comprimento, largura, distancia do anus a
cauda e distancia da ponta do corpo a ponta da bainha da larva (Kobayashi,
1928; Yoshida, 1971; Correia, 1979; Zhong-xing e Wi-xin, 2018). Na reviséo
da literatura realizada, ndo foram encontrados dados de larvas rabditoides
de ancilostomideos para comparacdo com os achados do presente estudo.

No género Angiostrongylus, os dados morfométricos obtidos de
larvas L3 de A. cantonensis estdo em concordancia com os isolados de
referéncia de Ash (1970) e Mota (2018), para todos os parametros avaliados,
e demonstraram menor variagdo entre as medidas em relacdo e esses
estudos para a maioria dos parametros (menor desvio padrdo). Os valores
médios também estdo dentro do intervalo de variacdo das larvas infectantes
identificadas por Mota et al. (2020), obtidas de infec¢cdo natural de moluscos.
Igualmente, os dados dos padrdes de larvas L3 de A. costaricensis foram
compativeis com os das cepas de referéncia apresentados por Rocco (2007)
e por Mota (2018). As cepas padrOes de A. costaricensis utilizadas por
Rocco (2007) e Mota (2018), e de A. cantonensis de Mota (2018) foram
obtidas de ciclo experimental mantido no Laboratério de Enteroparasitoses
do Instituto Adolfo Lutz, assim como no presente estudo.

Entre A. cantonensis e A. costaricensis foi encontrado percentual de
similaridade de 48% para larvas L1 e de 76% para larvas L3, sendo que
nestas Ultimas (L3), o parametro de comprimento de eséfago néo
apresentou nenhuma similaridade, o que permite maior segurangca no uso
desse meétodo para diferenciacdo dessas espécies, pois demonstrou
diferencas morfométricas importantes entre elas. Rocco (2007) e Mota
(2018) obtiveram sucesso na utilizacdo dessa metodologia para diagnostico
diferencial de larvas de metastrongilideos isoladas de moluscos
morfologicamente compativeis com Angiostrongylus spp. Mota detectou
similaridade entre 85% a 99% com isolados de referéncia L3 de A.
cantonensis e baixa similaridade para outras espécies do género, como A.
costaricensis. Houve concordancia de 100% no diagndéstico morfoldgico e
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molecular de A. cantonensis, nos casos com similaridade superior a 85%,
confirmando a aplicabilidade diagnostica da analise de similaridade por
escore para esse género. Baseado nesses dados e nos resultados do
presente estudo € possivel realizar a diferenciacdo especifica de larvas L3
de A. cantonensis ou A. costaricensis pelo estudo morfométrico e andlise de
similaridade quando apresentarem percentual igual ou superior a 85%.

Em relacdo a deteccdo de nematdédeos nas amostras de alface in
natura e higienizadas do presente estudo, foi utilizada a metodologia
padronizada por Matosinhos et al. (2016) com modificacbes, apdés a
verificacdo da recuperacdo dos nematddeos, realizada com o objetivo de
avaliar a modificacdo proposta, porém sem a finalidade de reproduzir a
validacdo do método.

Tanto a padronizagcdo da metodologia realizada por Matosinhos et al.
(2016) como a verificacdo da eficacia do método neste estudo
demonstraram que a técnica analitica empregada, apesar de eficiente,
apresentou perdas e variabilidade no niumero de larvas recuperadas entre 0s
diferentes niveis de contaminacao e entre as replicatas realizadas. A média
obtida de recuperacdo de nematddeos, de 76% (+16), foi superior a de
Matosinhos et al. (2016), porém indicou um decréscimo na recuperagao no
nivel de maior concentracdo de larvas (Tabela 14). O fato das larvas
estarem fixadas pode ter contribuido para um maior agrupamento dos
espécimes, interferindo na sua distribuicdo nas folhas do vegetal e levando
as perdas observadas.

As diferengcas observadas entre o0s resultados podem estar
relacionadas as modificacbes na técnica original, com a introducdo da
lavagem e desinfec¢cdo das amostras com hipoclorito de sédio, de forma a
evitar contaminacdes prévias. Apesar de terem sido utilizadas amostras
higienizadas, assim como fizeram Matosinhos et al. (2016), esta acédo pode
ter promovido uma reducdo das sujidades e melhora na visualizacdo das
larvas no sedimento. Outro fator que pode ter contribuido para a melhor
recuperacdo dos nematddeos pode ser a observacao do referido sedimento
ao microscopio estereoscoépico, para quantificacdo e captura das larvas, e
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posterior confeccdo de laminas e confirmacdo em microscopio Optico,
engquanto Matosinhos et al. (2016) realizaram a avaliacdo do sedimento e
contagem das larvas diretamente em laminas ao microscopio Optico. Além
disso, ha a possibilidade de influéncia da espécie de nematddeo utilizada
para a contaminacdo artificial, pois no presente estudo foram utilizadas
larvas filarioides fixadas de S. venezuelensis, ao passo que Matosinhos et al.
(2016) utilizaram larvas filarioides fixadas de A. ceylanicum, embora estas
sejam maiores em comparacdo com S. venezuelensis, segundo a literatura
(Yoshida, 1971; Tobar et al. 2021).

N&o foram encontrados na literatura outros estudos sobre o
desempenho de métodos de deteccdo de larvas de nematddeos em
hortalicas, embora uma grande diversidade de técnicas seja utilizada para a
pesquisa de parasitos nesse tipo de produto, detectando ovos e larvas de
helmintos além de cistos e oocistos de protozoarios. Em geral esses
métodos sdo baseados em analises de fezes e agua, com etapas de
lavagem das hortalicas, com diferentes solugbes extratoras, concentragdo e
identificacdo microscopica das formas parasitarias.

Dependendo da matriz utilizada, a eficiéncia de recuperacdo de
larvas de nematddeos pode ser diferente. No caso de analises de amostras
in natura, é esperada uma menor recuperacdo, pois o sedimento obtido da
lavagem apresenta grande quantidade de residuos vegetais, terra, areia,
entre outras sujidades, que dificultam a visualizacdo e captura dos
nematodeos, podendo resultar em perdas. Além disso, larvas vivas podem
apresentar um desprendimento diferente em relacdo as larvas fixadas, mas
para uma melhor avaliacdo dessas variaveis sao necessarios estudos mais
controlados. Sendo assim, os resultados da ocorréncia de nematédeos nas
amostras podem estar subestimados.

Entretanto, embora possam ter ocorrido perdas, foram detectados
nematddeos vivos ou mortos em 97% das amostras in natura, assim como
em 43% das amostras higienizadas. O intervalo de variacdo mais frequente
nos dois tipos de amostras foi de 1 a 10 nematdédeos (Figura 22), indicando

que esse €, possivelmente, o nimero mais provavel de ocorréncia, e o valor
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de mediana das amostras in natura (6) demonstrou uma quantidade
relativamente baixa para essa categoria de produto, apesar de algumas
amostras terem apresentado frequéncia superior a 100 nematédeos.

Observou-se grande variabilidade na ocorréncia de nematdédeos
entre as amostras (Tabela 15), indicada pelo alto valor do desvio padréo
(55,9) em relacdo a média (28,5), e também intra-amostras, demonstrada
nos resultados das triplicatas (Anexo 12). Os fatores para a essa
variabilidade podem estar relacionados as perdas inerentes a prépria
metodologia, durante os processos de lavagem ou sedimentacdo, ou até
mesmo em virtude da capacidade de deteccdo visual do analista. Além
disso, ha variacbes decorrentes da composicdo da microflora vegetal
relacionada, tanto a fatores ambientais, quanto a manipulacdo desses
alimentos (Porte e Maia, 2001).

Diferentes fatores bidticos e abiodticos podem interferir na distribuicéo
e abundancia de nematddeos ainda no campo e influenciar a sua ocorréncia
nos alimentos. Fatores como qualidade do solo e da agua de irrigacao,
sistema de producdo, tipo de adubacdo, temperatura, umidade e
associacfes com outros seres vivos estdo diretamente relacionados com o
desenvolvimento e sobrevivéncia dos nematddeos no meio ambiente
(Ritzinger et al., 2010; Ferraz e Brown, 2016). Outros fatores nos demais
setores da cadeia produtiva como manejo, higienizacdo e armazenamento
dos produtos podem favorecer ou ndo a permanéncia desses micro-
organismos nos produtos.

A variabilidade na frequéncia de nematddeos intra-amostras pode
indicar que essa contaminacdo ndo apresenta distribuicdo homogénea na
matriz, o que reforca a importancia das replicatas para um resultado analitico
mais representativo. O mesmo ocorre com outros alimentos, como 0s graos,
cujas contaminac¢des por artrépodes como 4caros e insetos também nao
apresentam distribuicdo uniforme, devido a dinamica do ecossistema dos
locais de armazenamento (Sinha, 1991). Para contaminacdo microbiana em
vegetais, segundo Maistro (2001), a quantidade de solo aderida a superficie

do produto determina o inicio da contaminacdo, sendo assim € possivel
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supor que 0 mesmo ocorre com as contaminagdes por nematoédeos, ja que
igualmente sdo organismos veiculados pelo solo ou agua. A presenca de
solo agregado a determinadas folhas aliado a presenca de umidade
provavelmente sdo os fatores determinantes para a concentracdo de
nematédeos em pontos especificos do produto.

Nas amostras higienizadas, as contamina¢des por nematodeos,
vivos e mortos, e por outras matérias estranhas como insetos, acaros e
rotiferos demonstra que h& falhas nos procedimentos de limpeza e
desinfeccdo desses alimentos, que possuem indicacdo para seu consumo
cru, sem nenhum tratamento adicional. A sobrevivéncia dos nematdédeos
nessas amostras indica que havia um microclima propicio para o seu
estabelecimento, com condi¢cbes de temperatura e umidade adequadas e,
provavelmente, com a presenca de fungos ou bactérias. A colonizacao por
micro-organismos deteriorantes e patogénicos é favorecida nesse tipo de
produto, devido as injurias fisicas, como cortes e leses nos tecidos
vegetais, durante a higienizagao (Porte e Maia, 2001).

Para um melhor controle sanitario desses produtos as diversas
etapas do fluxo de producdo devem ser inspecionadas de forma a detectar
0s pontos criticos de contaminagbes. A lavagem, por meio de acdo
mecanica dos jatos de dgua, € o procedimento inicial para a retirada do solo
aderido a superficie das folhas e contribui para a reducdo da flora
microbiana nos vegetais e, provavelmente, dos demais tipos de
contaminagdes por micro-organismos. A reutilizacdo de agua de lavagem,
por exemplo, € um fator que pode promover e ampliar as contaminacgdes,
portanto € importante manter um rigoroso controle de qualidade da agua
(Maistro, 2001).

A presenca de nematdédeos vivos nos produtos indica falhas na
desinfeccdo, possivelmente devido a utilizacdo da solugdo sanitizante em
concentracbes inadequadas. Durante o processo de higienizacdo ¢é
necessario 0 monitoramento da concentracdo dessa solucdo, uma vez que
produtos utilizados para esse fim, como o cloro, podem volatilizar tornando o

procedimento ineficiente. O enxague posterior a desinfeccdo necessita ser
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realizado com agua limpa, e a centrifugacdo para a retirada do excesso de
agua deve ser suficiente para a retirada e o desprendimento de todas as
matérias estranhas.

O predominio de nematddeos de vida livre do presente estudo, em
sua maioria de formas bacteri6fagas e micofagas, sem associacdo com
formas evolutivas de parasitas, foi observado também por Pacifico et al.
(2013) em 85% das amostras de alface crespa originarias de feiras livres do
Rio de Janeiro. A ocorréncia desses nematddeos é favorecida pelo ambiente
utilizado para o cultivo de hortalicas, imido e rico em matéria organica, que
contribui para o desenvolvimento de micro-organismos saprofitas como
bactérias e fungos. Os nematdédeos de vida livre agrupam a maioria dos
espécimes existentes no solo, em ambientes aquaticos ou marinhos. E o
grupo mais heterogéneo, cuja caracteristica comum é o fato de se
alimentarem de organismos microscopicos como bactérias e fungos
(Ritzinger, 2010; Ferraz e Brown, 2016).

Em virtude dos seus habitos alimentares, ndo se pode subestimar o
potencial dos nematddeos de vida livre atuarem como reservatorios ou
vetores de patdégenos no meio ambiente, como tém sido observados por
diversos autores. Caldwell et al. (2003) evidenciaram um comportamento de
atracdo do nematdédeo Caenorhabditis elegans por diferentes cepas de
Salmonella, Escherichia coli e Listeria monocytogenes, e verificaram a
sobrevivéncia e reproducdo do verme nessas colbnias. Os autores também
constataram que C. elegans incubados em cultura com Salmonella, quando
depositados no solo, foram capazes de contaminar a superficie de frutas,
sugerindo que nematddeos de vida livre podem auxiliar na dispersao de
patdgenos humanos presentes no solo para as superficies de frutas e
vegetais crus. Kenney et al. (2005), em estudo experimental, para
determinar a persisténcia de Escherichia coli O157: H7 e salmonelas no
intestino de C. elegans, demonstraram que apos incubacéao nessas colbnias
houve ingestdo e permanéncia desses patdgenos no intestino de C. elegans,
assim como transmissdo a progénie, apos duas geragbes livres da

exposicao ao patdgeno, e também a outros C. elegans do tipo selvagem nao
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infectados, possivelmente por meio da excrecdo de micro-organismos
viaveis no ambiente.

Da mesma forma, os nematédeos podem ser potenciais vetores
mecanicos para o transporte de protozoarios, como evidenciou Huamanchay
et al. (2004) em estudo experimental controlado com oocistos de
Cryptosporidium parvum e Cyclospora cayetanensis. Neste estudo, cerca de
75 a 85% de vermes adultos de C. elegans ingeriram até 500 oocistos de C.
parvum apoés 1 a 2 horas de incubacao e os excretaram no ambiente, e além
disso, vermes contendo oocistos no trato gastrointestinal mantidos em agua
foram infectantes para camundongos, demonstrando que C. elegans pode
abrigar oocistos de C. parvum e transporta-los para pequenas distancias em
qguantidade suficiente para contaminar produtos e infectar hospedeiros
suscetiveis. Oocistos de C. cayetanensis ndo foram ingeridos por C.
elegans, 0s autores sugerem que iSsSO ocorreu, possivelmente, devido ao
seu maior tamanho em relacdo ao C. parvum.

Essa evidencia € preocupante por se tratar de um protozodrio
associado a surtos de doengas de transmissao alimentar e hidrica, capaz de
sobreviver por longos periodos no meio ambiente, e cujos oocistos
apresentam alta resisténcia a desinfetantes (Ryan et al., 2018). As
implicagBes decorrentes das interagdes entre nematdédeos de vida livre e
bactérias ou protozoarios patdgenos e a sua persisténcia nos produtos
alimenticios precisam ser melhor estudadas, entretanto, em vista dos dados
apresentados, a presenca de nematdédeos de vida livre nos alimentos pode
representar um risco indireto a saulde, especialmente aos produtos
considerados prontos para o consumo, como as alfaces higienizadas.

Dentre os nematodeos detectados foi identificado um fitonematoide,
pertencente ao género Helicotylenchus spp., que reune diversas espécies
espiraladas, entre elas umas poucas de interesse econémico, que podem
atuar facultativamente como ectoparasitas ou endoparasitas (Ferraz e
Brown, 2016). O fato das amostras serem compostas somente de folhas
colaborou para esse resultado, pois 0s principais géneros fitoparasitas de
alface, como Meloidogyne spp. e Rotylenchulus spp., responsaveis por
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perdas significativas na produtividade, sdo endoparasitas de raizes
(Pinheiro, 2017).

No presente estudo ndo se evidenciou entre os exemplares isolados
estagios larvares correspondentes aos nematédeos padrdes, embora
algumas larvas rabditoides tenham sido consideradas, a principio,
sugestivas de pertencerem aos géneros Strongyloides e ancilostomideos,
por apresentarem caracteristicas morfolégicas gerais semelhantes a esses
grupos como tipo de esbdfago, presenca de vestibulo bucal, cauda afilada,
primérdio genital aparente, entre outras (Figuras 39 a 43). Porém, apoés
exame comparativo detalhado, as mesmas apresentaram particularidades
morfolégicas como estreitamento sutil da extremidade anterior, presenca de
papilas cefélicas sobressalentes, formato e localizagdo do primérdio genital,
cauda demasiadamente alongada, entre outras caracteristicas que
permitiram que essas hipoteses fossem rejeitadas. Trés larvas sugestivas de
ancilostomideos com percentual de similaridade superior a 80% foram
desconsideradas por ndo apresentarem todos o0s parametros necessarios
para a confirmagéo. A analise morfométrica permitiu diferenciar espécimes
com semelhanca morfologica que geraram duvidas na identificacdo, e essa
avaliacdo mais detalhada foi possivel em virtude dos registros fotograficos
dos padrbes e dos exemplares isolados.

Contudo, a literatura demonstra a ocorréncia de nematodeos
zoonoticos nos estudos parasitologicos com amostras de alface em diversas
regides do Brasil. Neres et al. (2011) isolaram, entre outros enteroparasitas,
larvas rabditoides de S. stercoralis e de ancilostomideos e larvas filarioides
de ancilostomideos em amostras de alface crespa comercializadas em
Andpolis (GO), assim como Soares e Cantos (2006) em Florianépolis (SC),
Silva et al. (2016) na Bahia e Esteves e Figuerda (2009) em Pernambuco,
que isolaram larvas de S. stercoralis. Também em Pernambuco, Rocha et al.
(2008) detectaram larvas de Strongyloides spp. em 100% das amostras de
alface comercializadas em feira livre e Terto et al. (2014) encontraram 30%

de positividade para nematdédeos, com um caso de Strongyloides spp.
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Entretanto, os achados do presente estudo em conjunto com as
afirmacdes de Little (1966), Teixeira (1997), Vieira (2006) e Miné (2009)
demonstram a dificuldade, ou até mesmo, a impossibilidade de
determinacdo especifica do género Strongyloides por meio de andlise
morfolégica, portanto trabalhos que identificam espécies de Strongyloides
em amostras ambientais precisam ser ponderados. Nestes casos, seria mais
prudente e confiavel realizar o diagndstico em nivel de género, como fez
Rocha et al. (2008) e Terto et al. (2014), ainda que permaneca a davida se
h& importancia médica no achado.

A analise morfologica de estagios larvais de nematdédeos é
relativamente complexa e um tanto subjetiva, pois depende diretamente do
conhecimento e experiéncia do analista para o diagnostico, portanto o
treinamento do microscopista € uma questdo fundamental para a correta
identificacdo. Em amostras ambientais, a presenca de larvas de nematddeos
de vida livre, em alguns casos muito semelhantes morfologicamente as
larvas parasitas, favorece a ocorréncia de identificagdes enganosas.

A avaliacao da similaridade proposta no estudo pode ser um recurso
qgue auxilie na identificacdo e no diagndstico diferencial de larvas originarias
de amostras ambientais, desde que sejam coletados dados dos principais
parametros  determinados, pois foram verificadas semelhancas
morfomeétricas entre as larvas padrdes e larvas de vida livre, principalmente
em relacdo ao CTC, CE e LC. Recursos microscopicos e fotograficos de alta
qualidade também contribuem para uma identificacdo mais precisa.

Portanto, ressalta-se que dada a alta diversidade de espécies de
nematodeos existentes no solo, a adocdo de critérios precisos de
identificacdo em relacdo aos caracteres morfoldégicos e morfométricos das
larvas de nematddeos isoladas de alimentos é determinante para o
diagnéstico diferencial dos espécimes, com um minucioso exame
microscopico da extremidade anterior, es6fago e extremidade posterior,
principalmente, que em conjunto apresentam caracteristicas morfolégicas e

morfométricas especificas.
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Outros fatores podem justificar as divergéncias entre os resultados
do presente estudo, com auséncia de formas larvais de nematddeos
parasitas, e a ocorréncia dessas formas nos demais estudos brasileiros,
como condi¢des sanitarias das regides produtoras, sistemas de producéo e
tipos de hortalica.

O cultivo de hortalicas é geralmente realizado em propriedades
localizadas nas proximidades dos grandes centros urbanos, nos chamados
cinturdes verdes, e a qualidade da agua de irrigacdo e do solo nos locais de
plantio sdo fatores que determinam a producdo de um alimento seguro e
livre de contaminantes biolégicos (Figueiredo, 2015). A ocorréncia de
contaminagdes em hortalicas de diferentes regides do Brasil como Bahia,
Pernambuco, Goias entre outras, podem estar relacionadas a producdo em
areas sem saneamento basico adequado. Ao longo dos ultimos anos,
embora o Brasil tenha obtido avancos em relacdo ao saneamento e
ampliacdo da rede de abastecimento de agua, onde 83,5% da populacéo
tem acesso a rede de tratamento de &gua, apenas 46% é atendida por
servicos de coleta e tratamento de esgoto, e mais de 100 milhdes de
brasileiros descartam seus esgotos in natura no ambiente, contribuindo para
a disseminacéo de doencas relativas ao saneamento ambiental inadequado
(DRSAI) como algumas helmintoses (Oliveira et al., 2020).

O presente estudo nao teve por objetivo avaliar a origem das
amostras analisadas, porém algumas delas continham essa informacao na
embalagem, citando principalmente as cidades de Ibilna, Biritiba Mirim e
Salesépolis, localizadas préximas ao municipio de S&do Paulo. O estado de
Sé&o Paulo possui 0 maior setor produtivo e o principal mercado consumidor
de hortalicas do Brasil, sendo as regifes de Mogi das Cruzes e Sorocaba as
grandes produtoras de verduras e legumes, principalmente repolho e alface
(Camargo et al., 2008; Figueiredo, 2015). E também um dos estados que
mais investem em saneamento, concentrando as 10 cidades com os
melhores indices do pais, sendo a cidade de Sdo Paulo o municipio que
mais investiu em saneamento nos ultimos 5 anos, segundo o ranking do

saneamento 2020 divulgado pelo Instituto Trata Brasil (Oliveira et al., 2020).
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Em vista destes dados, e dos resultados do presente estudo, presume-se
que as regides de procedéncia das amostras analisadas apresentem
adequada qualidade do solo e de agua de irrigacdo em relacdo a
contaminagao fecal.

E possivel que os diferentes sistemas de producéo interfiram na
ocorréncia de contaminacdes biologicas das hortalicas, porém ha poucos e
controversos estudos a esse respeito. Gregorio et al. (2012) verificaram
maior contaminacgdo parasitaria nas alfaces crespas de cultivo tradicional do
que nas hidropénicas, ao passo que Pacifico et al. (2013) observaram que a
frequéncia de positividade para formas evolutivas de helmintos ou
protozoarios de importancia médico-veterinaria foi similar nas amostras de
cultivos tradicional e hidroponico. Gomes Neto et al. (2012) verificaram
piores condi¢Bes higiénico sanitarias em amostras de cultivo tradicional e
organico em relacédo as hidropdnicas do tipo americana, com altos niveis de
contaminagdo por parasitos intestinais principalmente nas amostras
organicas. No entanto, Pinto-Ferreira et al. (2020), em estudo comparativo
com amostras de alfaces de cultivo tradicional, organico e hidropdnico,
identificaram, por analise molecular, a presenca de T. gondii em apenas uma
amostra de alface hidropdnica.

Existem diversos sistemas de producdo de alface no Brasil, entre
eles o cultivo convencional ou tradicional, o sistema organico em campo
aberto, o cultivo protegido no sistema hidropénico e no solo (Henz e
Suinaga, 2009). As produgdes tradicionais e organicas envolvem o contato
das hortalicas diretamente no solo, podendo favorecer a ocorréncia de
parasitos de origem fecal no caso de solo contaminado por esgotos ou fezes
animais (Ferreira et al., 2018). Nas producbes organicas, o risco de
contaminagdes pode ser ainda maior, devido ao uso de biofertilizantes ou
adubos organicos, pois é proibido o uso de agrotéxicos e fertilizantes
quimicos (Almeida et al., 2013; Brasil, 2003). Ja no cultivo hidropbnico, o
risco de contaminacdes de origem fecal pode ser menor, uma vez que as
hortalicas sdo cultivadas sem a presenca do solo, por uma técnica que utiliza

uma solucdo aquosa com nutrientes e fertilizantes quimicos para o
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desenvolvimento do cultivo (Silva et al., 2005), entretanto, a qualidade da
agua utilizada é imprescindivel para a prevencdo de contaminacfes das
hortalicas, em todos os sistemas de producéo (Chaidez et al., 2005; Ferreira
et al., 2018).

Pode haver também alguma associacdo entre a ocorréncia de
contaminacdes e o tipo de hortalica, em virtude da anatomia do vegetal
influenciar ou ndo a aderéncia de formas parasitarias, porém ha poucos
estudos nesse sentido. Traviezo-Valles et al. (2004), na Venezuela,
avaliando a ocorréncia de enteroparasitos em amostras de alface americana
e romana detectaram maior percentual de contaminacdo parasitaria na
alface do tipo americana, principalmente por larvas rabditoides e filarioides
de S. stercoralis e ancilostomideos, porém com menor diversidade de
espécies contaminantes. Segundo os autores, essa diferenca pode ter
relacdo com o fato das folhas de alface americana possuirem maior contato
com o solo em relacdo a romana e ndo, necessariamente, com a anatomia
dos dois cultivares.

O fato das amostras de alface, in natura ou higienizadas,
apresentarem nematédeos vivos indica que esse € um alimento que
apresenta um microambiente favoravel para a sobrevivéncia desses micro-
organismos e confirma a importancia da vigilancia desses produtos para a
apropriada aplicacéo da legislacéo sanitaria RDC n° 14/2014 (Brasil, 2014) e
adequada avaliacdo do potencial de risco &4 salude que esses alimentos
representam.

Nos produtos in natura o consumidor tem a responsabilidade de
realizar a higienizacdo prévia ao seu consumo, tendo a oportunidade de
retirar as sujidades e 0s possiveis contaminantes presentes, quando
realizada da forma recomendada, em agua corrente e com sanitizantes
adequados a desinfec¢do, como o hipoclorito de sédio. Ja as hortalicas
higienizadas, comercializadas prontas para o consumo cru, devem estar
livres de quaisquer sujidades ou contaminacfes, de forma a evitar a

transmissdo de patdgenos, pois deveriam ter sido submetidas aos processos
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recomendados e regulamentados de lavagem, desinfec¢cdo, secagem e
embalagem (Sao Paulo, 2009).

Segundo a RDC n° 14/2014, sdo matérias estranhas indicativas de
riscos a saude humana aquelas detectadas macroscopicamente e/ou
microscopicamente, capazes de veicular agentes patogénicos para 0sS
alimentos e/ou de causar danos ao consumidor, abrangendo, entre outras
matérias estranhas, os parasitos, helmintos e protozoarios, em qualquer fase
de desenvolvimento, associados a agravos a saude humana (Brasil, 2014).
Sendo assim, por ndo terem sido encontradas larvas de nematddeos
patogénicos ou outras matérias estranhas consideradas de risco, as
amostras de alface higienizadas que continham nematédeos sé&o
consideradas em desacordo com a legislacdo por falhas nas Boas Préticas e
ndo por risco direto a saude. Por outro lado, considerando a possibilidade
dos nematddeos de vida livre atuarem como carreadores de micro-
organismos patdégenos, como bactérias e protozoarios associados a doencas
de transmissao alimentar, a presenca de vermes ou formas larvares de
nematodeos em alimentos, principalmente no caso de vegetais higienizados,
pode caracterizar um risco indireto a saude, mesmo que ndo se faca uma
identificacdo precisa dessas formas evolutivas.

A metodologia proposta ampliou a capacidade de identificacdo de
larvas de nematdédeos em alimentos em relagcdo a outros estudos ja
existentes, com a perspectiva de utiliza-la como técnica de triagem
direcionada para posterior confirmacdo por outros métodos, como o0s bio
moleculares, com o objetivo de aumentar a precisdo do diagnostico
diferencial. Espera-se que a associacdo entre os diferentes processos
possibilite o atendimento da legislacdo sanitaria quanto a avaliacdo da
presenca de nematdédeos associados a agravos a saude humana nos

alimentos.
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7. Conclusao

A andlise morfologica e morfométrica dos diferentes estagios
larvares de nematddeos de importancia médica permitiu uma comparacao
mais detalhada entre os espécimes.

Por meio do estudo de similaridade, verificou-se a possibilidade de
diferenciacéo entre larvas de A. cantonensis e A. costaricensis. Da mesma
forma, larvas rabditoides L1 de S. stercoralis e de S. venezuelensis puderam
ser diferenciadas quando adicionados parametros morfométricos
relacionados ao vestibulo bucal e ao primordio genital.

A metodologia de deteccdo de larvas de nematddeos em alface se
mostrou eficiente, porém com perdas e variacdes quanto ao numero de
exemplares recuperados, indicando um decréscimo na recuperagdo das
larvas com o aumento do nivel de contaminagéo.

Nas amostras de alfaces analisadas néao foi detectada a presenca de
nematodeos de risco a saude. Porém as in natura apresentaram alta
frequéncia de nematddeos de vida livre, com ocorréncia significativamente
superior em relacao as higienizadas.

O alto percentual de amostras higienizadas insatisfatorias pela
presenca de diversas matérias estranhas, entre elas de nematédeos mortos
e vivos, indica Falhas nas Boas Praticas no processamento desses

produtos, e um risco indireto a satde do consumidor.
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9. Anexos

Anexo 1 - Dados brutos dos parametros morfométricos de larvas padrées rabditoides de S. stercoralis

CTC CE LC DPGC DAC LC/CTC CE/ICTC CVB LEA CBV/LEA CPG LPG CPG/LPG

L1 259,54 78,40 14,98 108,70 46,09 0,06 0,30 4,72 9,47 0,50 16,6 4,72 3,52
L2 269,50 86,07 15,16 113,04 42,31 0,06 0,32 3,63 7,49 0,48 18,21 4,75 3,83
L3 272,07 81,78 15,28 106,42 45,88 0,06 0,30 4,98 9,33 0,53 16,77 4,51 3,72
L4 255,12 78,81 14,72 107,50 0,06 0,31

L5 265,43 79,13 13,81 103,88 39,88 0,05 0,30 20,73 5,07 4,09
L6 253,10 74,60 15,39 104,58 45,19 0,06 0,29 291 8,61 0,34 16,62 5,26 3,16
L7 249,41 79,30 14,57 96,53 37,65 0,06 0,32 2,89 7,78 0,37 12,97 51 2,54

L8 289,51 80,87 13,61 0,05 0,28 3,47 8,95 0,39

L9 236,77 73,90 14,18 88,96 0,06 0,31 19,58 6,07 3,23
L10 241,81 75,17 14,63 99,10 0,06 0,31 2,73 8,34 0,33 14,59 5,15 2,83
L11 273,61 84,79 15,73 109,35 43,11 0,06 0,31 3,82 8,53 0,45 17,63 4,35 4,05
L12 243,59 83,50 15,31 96,73 0,06 0,34 3,59 8,28 0,43 17,3 4,06 4,26
L13 246,26 79,18 14,75 111,72 0,06 0,32

L14 253,48 77,54 15,12 93,96 0,06 0,31

L15 263,17 79,46 14,52 105,20 0,06 0,30 342 81 0,42 18,33 5,03 3,64
L16 299,92 84,35 14,85 123,17 47,84 0,05 0,28 4,92 8,3 0,59 18,75 4,99 3,76
L17 266,41 84,79 15,07 108,99 0,06 0,32 3,12 9,57 0,33 16,5 4,65 3,55
L18 261,81 70,91 0,27

L22 273,83 74,33 17,01 121,85 46,95 0,06 0,27 28 7,36 0,38 11,84 3,55 3,34
L23 251,38

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do eséfago; LC: largura do corpo; DPGC: distancia do primoérdio
genital a cauda; DAC: distancia do anus a cauda; CVB: comprimento do vestibulo bucal; LEA: largura da extremidade
anterior; CPG: comprimento do primdrdio genital e LPG: largura do primoérdio genital
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Anexo 2 - Dados brutos dos parametros morfométricos de larvas padrdes filarioides de

S. stercoralis

CTC CE LC DPGC DAC LC/ICTC CEICTC LEA
L1 449,90 123,83 12,96 204,84 0,03 0,28 7,09
L2 479,18 169,84 12,73 0,03 0,35 6,22
L3 483,73 211,09 12,37 169,43 0,03 0,44 8,64
L4 425,68 176,83 11,01 150,65 0,03 0,42 6,81
L5 458,34 193,22 12,70 161,61 44,07 0,03 0,42 6,92
L6 450,78 192,76 13,01 150,89 0,03 0,43 8,03
L7 6,02
L8 456,07 166,69 12,70 156,81 57,97 0,03 0,37 6,76
L9 430,00 172,23 12,06 0,03 0,40 7,29
L10
L11 442,32 180,02 11,68 148,35 0,03 0,41 6,96
L12 447,93 7,09
L13 461,81 163,84 12,38 159,09 0,03 0,35 7,49
L14 458,69 176,83 11,01 150,65 0,02 0,39 6,85
L15 451,87 192,47 12,82 0,03 0,43 9,12
L16 436,69 54,19 6,65
L17 433,97 57,91 6,19
L18
L19 460,00 7,51
L20 471,32 179,19 12,24 0,03 0,38 8,49
L21 436,85 158,32 56,75 6,52
L22 453,25 6,71
L23
L24 465,05 196,76 14,24 172,98 58,72 0,03 0,42 6,64
L25 444,57 162,18 6,86
L26 464,96 159,81 12,06 0,03 0,34 7,22
L27 456,44 17550 12,52 170,12 61,83 0,03 0,38 7,19
L28 456,54 167,98 13,88 164,92 64,05 0,03 0,37 7,72
L29 450,93 174,46 12,30 162,35 58,72 0,03 0,39 7,57
L30 471,76 174,47 12,06 167,91 55,87 0,03 0,37 7,09
L31 458,60 201,97 1255 161,78 60,72 0,03 0,44 7,00
L32 463,04 6,82
L33 467,32 181,88 12,17 154,56 0,03 0,39 7,46

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do esbéfago; LC: largura do corpo; DPGC:
disténcia do primérdio genital a cauda; DAC: distancia do anus a cauda; LEA: largura da
extremidade anterior
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Anexo 3 - Dados brutos dos parametros morfométricos de larvas padrées rabditoides (L1) de
S. venezuelensis

CTC CE LC DAC DPGC LC/CTC CE/ICTC CVB LEA CVB/LEA CPG LPG CPG/LPG
L1 229,02 80,47 13,68 34,01 91,48 0,06 0,35 5,10 6,94 0,73 12,15 3,49 3,48
L2 245225 81,73 14,58 33,82 0,06 0,33 6,07 8,04 0,75
L3 216,70 73,09 13,08 0,06 0,34 577 6,85 0,84
L4 242,53 79,07 14,68 32,44 0,06 0,33 4,87 7,27 0,67
L5 260,18 79,74 14,64 113,54 0,06 0,31 4,65 6,94 0,67 565 2,22 2,55
L6 223,60 75,66 12,99 0,06 0,34 518 6,88 0,75
L7 71,57 12,70 527 7,39 0,71 7,81 251 3,11
L8 238,90 76,50 14,60 95,94 0,06 0,32 4,47 6,97 0,64 9,27 2,38 3,89
L9 240,04 77,27 12,88 103,08 0,05 0,32 393 6,7 0,59 11 2,12 5,19
L10 265,67 83,84 14,94 117,98 0,06 0,32 7,97 2,53 3,15
L11 258,28 86,14 13,57 112,73 0,05 0,33 456 7,02 0,65 11,63 3,03 3,84
L12 226,53 75,72 12,39 30,31 0,05 0,33 3,17 6,26 0,51
L13 240,11 75,77 11,05 0,05 0,32
L14 201,22 69,24 11,37 0,06 0,34 3,69 5,93 0,62
L15 214,96 74,32 11,27 0,05 0,35 31 642 0,48
L16 202,68 69,42 11,49 29,20 0,06 0,34 389 6,2 0,63
L17 225,30 74,29 11,30 32,62 0,05 0,33 3,86 6,23 0,62
L18 222,81 72,69 12,28 0,06 0,33 362 59 0,61
L19 203,45 68,08 10,99 0,05 0,33 3,48 7 0,50
L20 203,84 70,31 13,70 0,07 0,34 4,2 5,87 0,72
L21 222,27 76,32 13,04 0,06 0,34 3,27 6,11 0,54
L22 219,51 78,53 12,25 0,06 0,36 4,25 591 0,72
L23 224,04 74,26 12,17 34,12 0,05 0,33 3,29 6,23 0,53 11,03 2,96 3,73
L24 219,05 72,13 12,03 36,3 90,16 0,05 0,33 3,33 6,32 0,53 10,86 3,22 3,37
L25 225,07 72,23 12,39 37,84 0,06 0,32 4,29 6,52 0,66
L26 2199 76,82 12,09 89,7 0,05 0,35 395 6,23 0,63 10,09 2,97 3,40
L27 218,3 73,79 11,57 34,57 0,05 0,34 3,34 6,57 0,51
L28 222,49 76,49 12 91,9 0,05 0,34 3,87 6,83 0,57 12,42 2,87 4,33
L29 224,71 75,08 15,88 95,1 0,07 0,33 3,92 6,86 0,57 15,88 3,36 4,73
L30 210,82 72,39 11,39 87,46 0,05 0,34 295 6,29 0,47 12,36 3,11 3,97

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do eséfago; LC: largura do corpo; DPGC: distancia do primérdio genital a
cauda; DAC: distancia do anus a cauda; CVB: comprimento do vestibulo bucal; LEA: largura da extremidade anterior; CPG:
comprimento do primérdio genital e LPG: largura do primérdio genital
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Anexo 4 - Dados brutos dos parametros morfométricos de larvas padrdes rabditoides (L2) de S. venezuelensis

CTC CE LC DAC DPGC LC/CTC CEICTC CVB LEA CVB/LEA CPG LPG CPG/LPG

L1 536,84 100,13 17,43 72,20 254,25 0,03 0,19 493 7,45 0,66 18,52 4,42 4,19

L2 496,95 96,51 16,78 225,60 0,038 0,19 5,69 6,83 0,83 21,76 4,55 4,78
L3 489,90 95,88 17,62 57,70 213,43 0,04 0,20 3,88 6,63 0,59 19,45 6,74 2,89
L4 474,23 96,21 17,61 65,53 212,45 0,04 0,20 151 3,15 4,79
L5 517,35 103,20 19,63 56,63 264,54 0,04 0,20 4,21 6,95 0,61 4,08 0,00

L6 511,12 108,03 19,25 66,85 225,21 0,04 0,21 361 6,71 0,54 22,45 8,12 2,76
L7 479,62 96,35 18,04 65,92 223,61 0,04 0,20 3,48 7,17 0,49 1342 39 3,44
L8 455,98 93,91 17,86 59,18 210,94 0,04 0,21 6,2 0,00 18,13 3,21 5,65
L9 498,07 98,88 17,71 67,77 224,96 0,04 0,20 350 7,01 0,50 17,06 3,75 4,55
L10 475,22 94,04 17,46 60,53 212,79 0,04 0,20 3,67 8,04 0,46 14,43 3,96 3,64
L11 460,99 95,99 18,42 61,77 211,62 0,04 0,21 4,24 7,47 0,57 15,28 4,48 3,41
L12 514,48 102,90 20,36 67,41 233,72 0,04 0,20 4,71 7,17 0,66

L13 490,83 96,37 17,37 70,41 225,93 0,04 0,20 452 7,27 0,62 15,54 3,96 3,92
L14 442,49 91,22 16,84 61,65 201,70 0,04 0,21 428 6,41 0,67 15,04 3,63 4,14
L15 483,16 100,55 18,24 58,39 172,04 0,04 0,21 3,41 7,02 0,49 3,31 0,00
L16 523,82 100,38 21,03 61,17 239,12 0,04 0,19 4,42 7,97 0,55 4,55 0,00
L17 536,12 109,77 21,26 66,63 258,18 0,04 0,20 3,88 7,84 0,49 19,07 4,36 4,37
L18 553,17 108,60 20,71 70,38 252,24 0,04 0,20 524 7,49 0,70 18,27 3,68 4,96
L19 504,43 102,22 18,55 58,00 233,68 0,04 0,20 3,97 6,85 0,58 12,11 2,28 5,31
L20 576,91 120,48 20,98 77,23 263,12 0,04 0,21 5,84 8,03 0,73 17,8 2,12 8,40
L21 513,44 100,75 19,26 67,78 235,65 0,04 020 359 73 0,49 14,59

L22 523,72 96,59 21,12 65,65 243,56 0,04 0,18 4,33 7,88 0,55 12,7 29 4,38
L23 463,33 90,01 17,74 59,93 211,21 0,04 0,19 11,85 31 3,82
L24 533,94 99,58 18,13 61,09 235,02 0,03 0,19 7,49 0,00 20,84 4,82 4,32
L25 551,77 112,46 23,26 63,36 258,22 0,04 0,20 5,11 8,66 0,59 18,68 3,76 4,97
L26 511,08 110,41 23,77 65,57 234,52 0,05 0,22 4,37 7,66 0,57 17,97 3,15 5,70
L27 506,36 97,86 19,32 60,70 231,32 0,04 0,19 6,30 8,66 0,73 14,54 2,88 5,05
L28 539,45 105,32 20,81 68,79 249,42 0,04 0,20 525 7,15 0,73 18,45 3,62 5,10
L29 508,98 101,44 18,09 77,35 236,64 0,04 0,20 4,78 7,65 0,62 17,01 3,12 5,45
L30 480,75 97,20 19,18 61,90 220,48 0,04 0,20 5,28 7,23 0,73

L31 511,51 94,90 18,04 66,59 237,78 0,04 0,19 520 7,56 0,69 13,75 3,62 3,80
L32 473,51 92,19 16,85 55,10 204,37 0,04 0,19 535 6,58 0,81 24,29 5,48 4,43

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do esbdfago; LC: largura do corpo; DPGC: distancia do primérdio genital a
cauda; DAC: distancia do anus a cauda; CVB: comprimento do vestibulo bucal; LEA: largura da extremidade anterior; CPG:
comprimento do primérdio genital e LPG: largura do primérdio genital
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Anexo 5 - Dados brutos dos parametros morfométricos de larvas padrdes

filarioides de S. venezuelensis

CTC CE LC DAC LC/ICTC CE/CTC LEA
L1 514,48 195,78 14,48 0,03 0,38 5,54
L2 494,86 180,87 15,93 53,07 0,03 0,37 6,35
L3 532,43 194,66 15,87 0,03 0,37 6,04
L4 456,76 171,22 14,79 51,12 0,03 0,37 6,82
L5 528,35 175,51 14,48 0,03 0,33 6,10
L6 498,59 162,09 17,89 0,04 0,33 5,86
L7 514,88 189,98 13,37 0,03 0,37 5,83
L8 474,33 169,66 15,23 0,03 0,36 5,75
L9 519,41 183,53 16,32 0,03 0,35 5,42
L10 457,54 175,98 13,11 0,03 0,38 5,43
L11 515,27 185,27 14,94 0,03 0,36 5,68
L12 530,26 192,44 17,37 0,03 0,36 5,35
L13 513,75 180,05 18,35 0,04 0,35 5,95
L14 518,31 192,33 15,57 0,03 0,37 5,82
L15 456,37 163,53 14,51 56,61 0,03 0,36 6,15
L16 544,97 196,69 14,68 0,03 0,36 6,34
L17 444,54 162,06 16,41 0,04 0,36 6,06
L18 532,08 174,21 15,48 60,47 0,03 0,33 7,08
L19 504,28 183,99 15,11 60,60 0,03 0,36 5,25
L20 522,71 182,86 17,31 0,03 0,35 5,74
L21 547,78 171,40 15,76 0,03 0,31 6,17
L22 542,77 196,44 12,95 0,02 0,36 6,13
L23 470,73 191,12 15,22 0,03 0,41 6,46
L24 500,64 179,72 17,39 65,09 0,03 0,36 6,43
L25 506,15 187,66 14,59 62,80 0,03 0,37 5,84
L26 433,21 168,36 17,48 0,04 0,39 5,63
L27 503,45 176,01 16,72 0,03 0,35 5,55
L28 475,58 164,11 16,99 59,65 0,04 0,35 6,57
L29 514,18 194,05 16,78 0,03 0,38 6,10
L30 497,80 172,56 19,26 0,04 0,35 5,70
L31 506,21 191,92 15,88 66,67 0,03 0,38 6,47
L32 463,65 160,87 13,44 0,03 0,35 5,65
L33 532,28 184,39 16,93 40,89 0,03 0,35 6,26
L34 515,72 186,32 16,53 56,66 0,03 0,36 5,93
L35 491,40 179,22 17,57 51,77 0,04 0,36 5,43

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do esdfago; LC: largura do corpo; DAC:
distancia do anus a cauda; LEA: largura da extremidade anterior
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Anexo 6 - Estudo da similaridade entre larvas rabditoides (L1) de S. stercoralis e (L1) de

S. venezuelensis

CTC CE LC DPGC DAC CvB LEA CPG LPG
L1 1 1 1 1 0 1 0 0 0
L2 0 1 1 1 0 1 1 0 0
L3 0 1 1 1 0 1 0 0 0
L4 1 1 1 1
L5 1 1 1 1 0 0 0
L6 1 1 1 1 0 0 0 0 0
L7 1 1 1 1 1 0 1 1 0
L8 0 1 1 1 0
L9 1 1 1 1 0 0
L10 1 1 1 1 0 0 1 0
L11 0 1 1 1 0 1 0 0 0
L12 1 1 1 1 1 0 0 0
L13 1 1 1 1
L14 1 1 1 1
L15 1 1 1 1 1 0 0 0
L16 0 1 1 1 0 0 0 0
L17 0 1 1 1 0 0 0
L18 1 1
L22 0 1 0 0 0 0 1 1 0
L23 1

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do esbfago; LC: largura do corpo; DPGC:
distancia do primoérdio genital a cauda; DAC: distancia do anus a cauda; CVB: comprimento do
vestibulo bucal; LEA: largura da extremidade anterior; CPG: comprimento do primérdio genital e LPG:
largura do primordio genital
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Anexo 7 - Estudo da similaridade entre larvas filarioides de

S. stercoralis e de S. venezuelensis

CTC CE LC DAC LEA

L1 1 0 1 0
L2 1 1 1 1
L3 1 0 1 0
L4 0 1 0 1
L5 1 1 1 1 1
L6 1 1 1 0
L7 1
L8 1 1 1 1 1
L9 0 1 1 0
L10

L11 1 1 0 1
L12 1 0
L13 1 1 1 0
L14 1 1 0 1
L15 1 1 1 0
L16 1 1 1
L17 1 1 1
L18

L19 1 0
L20 1 1 1 0
L21 1 1 1
L22 1 1
L23

L24 1 1 1 1 1
L25 1 1
L26 1 0 1 0
L27 1 1 1 1 0
L28 1 1 1 1 0
L29 1 1 1 1 0
L30 1 1 1 1 0
L31 1 0 1 1 1
L32 1 1
L33 1 1 1 0

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do eséfago; LC:
largura do corpo; DAC: distancia do anus a cauda
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Anexo 8 - Dados brutos dos parametros morfométricos de larvas padrées rabditoides de ancilostomideos

CTC CE LC DAC DPGC LC/CTC CE/ICTC CVB LEA CPG LPG CVB/LEA CPG/LPG

L1 641,92 12490 25,33 91,40 0,04 0,19 15,92 13,08 1,22
L2 605,07 131,67 24,47 88,85 0,04 0,22

L3 548,70 123,70 22,93 92,59 0,04 0,23 16,95 13,62 1,24
L4 647,23 129,45 24,08 91,28 0,04 0,20 17 14,77 1,15
LS 657,84 124,48 25,24 99,93 283,02 0,04 0,19 17,76 13,53 10,52 2,68 1,31 3,93
L6 642,08 132,63 25,20 0,04 0,21 16,31 14,67 1,11
L7 669,61 124,39 24,52 10547 0,04 0,19 16,19 13,83 1,17
L8 695,78 120,06 22,34 100,19 0,03 0,17 14,7 12,7 1,16
L9 618,23 127,16 24,84 101,09 0,04 0,21 18,06 15,42 1,17
L10 629,02 129,38 25,23 75,76 253,05 0,04 0,21 14,37 12,87 1,12
L11 628,90 128,57 24,45 0,04 0,20 15,46 13,32 1,16
L12 663,13 124,48 24,53 98,82 0,04 0,19

L13 632,61 118,59 22,09 96,15 0,03 0,19 14,59 12,06 1,21
L14 633,12 129,30 22,32 0,04 0,20

L15 614,67 130,72 24,81 93,81 257,61 0,04 0,21 17,07 14,3 11,03 2,75 1,19 4,01
L16 649,21 130,89 26,39 100,23 0,04 0,20 16,7 15,63 1,07
L17 625,34 132,21 27,76 0,04 0,21 16,38 14,09 1,16
L18 607,02 26,72 98,50 0,04

L19 589,18 116,75 23,72 0,04 0,20 13,06 10,2 1,28
L20 610,65 122,00 24,61 91,33 257,87 0,04 0,20 8,82 3,62 2,44
L21 582,26 125,16 25,00 0,04 0,21 16,66 14,73 1,13
L22 588,39 126,58 28,53 65,95 0,05 0,22 16,18 12,03 1,34
L23 616,65 27,70 88,52 0,04 15,65 13,85 1,13
L24 619,96 137,23 29,89 0,05 0,22 16,71 15,87 1,05
L25 621,84 129,51 27,61 0,04 0,21 16,12 15,038 1,07
L26 124,55 25,33

L27 598,53 122,85 23,39 0,04 0,21 13,65 14,23 0,96
L28 619,34 127,20 24,98 0,04 0,21 15,46 14,08 1,10
L29 590,63 135,55 25,00 0,04 0,23 17,92 14,09 1,27
L30 634,84 134,84 23,28 94,84 0,04 0,21 17,33 14,11 1,23
L31 636,40 127,33 20,66 100,58 0,03 0,20

L32 597,55 121,67 22,00 0,04 0,20

L33 516,72 114,31 22,82 0,04 0,22

L34 601,44 124,78 29,03 0,05 0,21

L35 438,98 99,14 23,71 0,05 0,23 10,18 9,78 1,04
L36 328,00 87,99 17,67 0,05 0,27

L37 80,24 16,03 10,34 9,02 1,15
L38 592,07

L39 586,81 147,43 19,89 68,79 0,03 0,25

L40 542,86 116,46 23,38 0,04 0,21 1423 121 1,18

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do esbdfago; LC: largura do corpo; DPGC: distancia do primérdio genital a
cauda; DAC: distancia do anus a cauda; CVB: comprimento do vestibulo bucal; LEA: largura da extremidade anterior; CPG:
comprimento do primordio genital e LPG: largura do primérdio genital
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Anexo 9 - Dados brutos dos parametros morfométricos de larvas padrdes

filarioides de ancilostomideos

CTC CE LC DAC CTM LM LC/CTC CE/ICTC LEA

L1 561,80 135,78 18,98 639,37 23,60 0,03 0,24 9,65
L2 529,85 127,41 16,10 603,71 25,02 0,03 0,24 9,85
L3 586,90 133,33 19,06 646,68 23,73 0,03 0,23 9,99
L4 529,05 127,29 16,58 592,40 23,42 0,03 0,24 10,74
L5 510,83 121,54 18,29 577,35 23,77 0,04 0,24 10,15
L6 480,76 114,17 17,12 534,43 22,86 0,04 0,24 9,76
L7 564,73 125,86 17,44 621,18 23,25 0,03 0,22

L8 550,29 127,13 19,29 616,41 24,67 0,04 0,23 9,44
L9 539,80 138,24 20,54 612,81 25,15 0,04 0,26 9,17
L10 517,98 11,02 581,30 14,78 0,02 10,3
L11 537,93 139,07 18,00 594,43 2291 0,03 0,26 6,5
L12 520,12 127,19 18,74 584,54 26,74 0,04 0,24 10,04
L13 551,90 131,34 17,47 649,15 26,11 0,03 0,24 9,85
L14 569,94 103,69 15,96 615,41 19,35 0,03 0,18 12,17
L15 550,19 111,55 13,51 617,39 18,40 0,02 0,20 9,79
L16 539,37 123,86 17,18 618,02 23,37 0,03 0,23 9,6
L17 497,43 120,20 16,64 585,83 25,00 0,03 0,24 11,58
L18 558,35 122,06 16,77 630,30 26,07 0,03 0,22 11,25
L19 519,35 124,05 18,97 579,01 24,17 0,04 0,24 9,55
L20 542,25 127,30 17,53 620,81 24,43 0,03 0,23 9,49
L21 564,79 128,48 16,40 659,59 22,60 0,03 0,23 9,53
L22 504,75 124,46 16,79 575,37 23,65 0,03 0,25 11,98
L23 488,38 128,44 18,98 549,43 24,15 0,04 0,26 9,76
L24 511,39 122,75 16,88 583,11 24,85 0,03 0,24 11,32
L25 546,05 130,34 19,84 627,56 25,97 0,04 0,24 12,49
L26 539,28 130,10 17,99 617,21 25,16 0,03 0,24 9,53
L27 550,48 133,49 19,67 619,55 2497 0,04 0,24 10,87
L28 543,52 128,43 18,66 650,58 25,75 0,03 0,24 10,55
L29 522,52 125,30 17,22 603,24 24,43 0,03 0,24 10,43
L30 551,39 127,17 17,65 634,63 24,87 0,03 0,23 12,3
L31 540,60 120,82 19,25 659,66 22,38 0,04 0,22 12,47
L32 654,17 152,43 24,01 32,74 0,04 0,23 15,54
L33 628,50 157,48 24,69 32,01 0,04 0,25 13,98
L34 644,23 150,68 26,27 34,12 0,04 16,96
L35 632,65 155,78 25,83 32,19 0,04 0,25 14,82
L36 641,67 150,99 28,64 33,94 0,04 0,24 15,53
L37 24,90 33,85 15,81
L38 641,29 149,65 25,06 30,91 0,04 0,23 17,18
L39 628,03 153,35 24,73 32,03 0,04 0,24 14,13
L40 633,48 159,94 24,82 31,25 0,04 0,25 12,65
L41 610,76 152,93 24,23 32,38 0,04 0,25 13,59
L42 635,74 154,58 25,31 32,52 0,04 0,24

L43 600,69 26,80 34,18 0,04

L44 632,20 148,05 26,20 31,34 0,04 0,23

L45 658,25 151,82 23,95 80,32 31,00 0,04 0,23

L46 643,50 149,74 26,50 34,19 0,04 0,23

L47 628,60 155,66 25,60 0,04 0,25

L48 624,76 154,83 21,10 26,37 0,03 0,25
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L49
L50
L51
L52
L53
L54
L55
L56
L57
L58
L59
L60
L61
L62
L63
L64
L65
L66
L67
L68
L69
L70
L71
L72
L73
L74
L75
L76
L77
L78
L79
L80
L81
L82
L83
L84
L85
L86
L87
L88
L89
L90
L91
L92
L93
L94
L95
L96
L97
L98
L99
L100

639,65
630,32
640,27
608,65
618,88
641,90
624,51
626,82
611,01
618,97
569,29
643,71
635,12
620,50
616,26
615,36
604,92
631,73
585,23
600,65
652,76
623,11
632,44
647,62
635,03
640,36
620,90
615,64
616,55
662,34
685,59
621,63
631,53
643,32
630,49
631,29
646,26
630,48
642,06
669,11
620,65
588,51
617,44
633,36
590,24
612,29
609,71
645,59

673,70
651,22
635,87

155,32
160,06
158,28
149,04
158,12
161,98
166,41
160,25
152,30
156,84
154,69
158,33
153,36
159,21
150,04
156,84
154,26
159,38
149,10
153,65
156,15
154,41
149,13
166,47
149,87
157,25
148,56
154,24
152,51
156,21
157,71
150,52
149,74
157,94
151,72
156,98
158,65
153,89
153,65
164,24
151,97
145,62
153,26
151,37
151,09
159,24
157,04
158,73
151,55
166,55
154,95
160,16

21,25
20,72
20,23
22,18
21,46
20,80
20,55
20,67
21,83
21,25
20,26
21,60
20,19
21,01
20,78
22,14
20,19
21,63
20,62
20,59
20,87
20,48
21,01
19,79
19,37
21,19
25,15
21,10
22,81
23,35
20,75
20,55
18,99
21,00
20,55
20,35
20,70
21,56
19,95
20,65
21,18
21,25
23,51
24,77
21,72
26,58
21,02
21,75
20,3
26,70
21,60
21,36

76,41
72,70

80,21

80,21

60,80
67,91
72,42
67,03
66,71
60,67
74,52
75,47
71,57
74,64
72,50
67,02
71,39

76,07
75,98
74,84
76,48
76,40
73,40
77,31
75,98
79,64
73,09
76,56
73,63
76,28
76,59

70,98
74,85
79,60
71,94

666,85
696,76

669,32

667,50

670,40
611,14

658,32
638,54
633,56
628,52
663,57
617,00
623,80
694,39
662,28
669,94
691,02
672,88
665,36

667,08

706,83

653,31
671,07
671,69
662,19

675,81

702,61
649,15
611,00
648,27
669,79

638,19
636,61

153

28,81
26,52
26,23
26,19
26,55
24,41
27,34
27,31
25,73
25,25
26,36
25,87
25,5

26,92
25,10
25,71
25,06
25,46
25,70
24,65
24,66

23,89
22,86
24,73
25,46

27,47
28,29
30,68
28,75
26,50
25,17
27,30
28,62
26,03
27,44
27,44
26,14
24,47
25,30
25,54
29,60
31,37
28,52
32,08
28,55
27,84
27,09

0,03
0,03
0,03
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,04
0,03
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,04
0,03
0,03
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,04
0,03
0,04
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03

0,04
0,03
0,03

0,24
0,25
0,25
0,24
0,26
0,25
0,27
0,26
0,25
0,25
0,27
0,25
0,24
0,26
0,24
0,25
0,26
0,25
0,25
0,26
0,24
0,25
0,24
0,26
0,24
0,25
0,24
0,25
0,25
0,24
0,23
0,24
0,24
0,25
0,24
0,25
0,25
0,24
0,24
0,25
0,24
0,25
0,25
0,24
0,26
0,26
0,26
0,25

0,25
0,24
0,25

14,35
13,33
14,24
13
14,42
13,49
14,73
11,83
13,13
13,37

12,8
14,2
14,18



L101
L102
L103
L104
L105
L106
L107
L108
L109
L110
L111
L112
L113
L114
L115
L116
L117
L118
L119
L120
L121
L122
L123
L124
L125
L126
L127
L128
L129
L130
L131
L132
L133
L134
L135
L136
L137
L138
L139
L140
L141
L142
L143
L144
L145
L146
L147
L148
L149
L150
L151
L152

647,38
637,79
591,13
619,15
636,86
644,37
650,61
676,37
618,33
634,03
625,25

652,98
660,05
638,12
622,47
651,13
580,23
668,71
648,47
642,66
643,22
658,38
633,68
628,36
662,73
649,55
626,12
624,16
605,51
593,66
595,67
584,20
577,05
637,62
607,03
637,39
587,36
580,16
582,66
598,55
608,80
619,33
598,81
629,92
631,01
584,62
593,42
622,18
600,51
624,37
625,51

155,36
157,38
157,64
159,03
164,76
147,82
155,67
160,91
155,39
152,28
152,97

156,91
165,43
153,99
148,21
161,00
143,39
163,80
167,85
156,01
150,66
158,64
156,49
154,11
157,09
160,58
159,23
154,39
148,27
150,60
147,36
148,59
149,89
156,40
149,31
155,88
150,59
136,39
145,85
146,60
151,01
150,30
142,69
150,32
152,52
142,95
144,53
148,39
147,98
150,51
164,36

22,66
20,71
23,03
23,26
22,58
24,29
23,19
25,37
26,23
21,73
20,39

24,31
22,72
22,56
21,86
23,17
21,65
23,87
24,07
19,98
22,69
23,53
18,74
22,75
23,31
21,14
20,84
21,33
22,24
19,66
21,72
22,35
17,96
19,83
19,62
21,51
21,07
20,80
21,28
21,10
21,54
23,32
21,16
20,48
21,02
20,34
19,61
19,77
18,38
19,98
20,54

91,40

71,16

75,22

90,54
80,47

86,97

85,00
82,69

84,17

91,12
84,96
88,59
65,24
87,70
86,35
92,78
87,87
89,52
69,90
70,44
72,80
70,48
82,10

74,63
72,34
66,16
56,86
55,83

73,49
75,85
75,69
80,33
75,80
74,12
67,97
75,10
79,79

70,87
76,02

647,89

610,11
637,58
624,09
609,23

619,37
650,33
620,37

615,10
633,21

154

0,04
0,03
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03

0,04
0,03
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,04
0,04
0,03
0,04
0,04
0,03
0,03
0,03
0,04
0,03
0,04
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03

0,24
0,25
0,27
0,26
0,26
0,23
0,24
0,24
0,25
0,24
0,24

0,24
0,25
0,24
0,24
0,25
0,25
0,24
0,26
0,24
0,23
0,24
0,25
0,25
0,24
0,25
0,25
0,25
0,24
0,25
0,25
0,25
0,26
0,25
0,25
0,24
0,26
0,24
0,25
0,24
0,25
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,24
0,25
0,24
0,26

13,88
13,31
12,53
11,55
13,92
11,78
12,01

12,8
14,2
14,18
13,88
13,31
12,53
11,55
13,92
11,78
12,01



L153 609,93 148,48 15,99 0,03 0,24

L154 597,13 145,85 17,93 0,03 0,24
L155 629,27 148,01 20,89 78,89 0,03 0,24
L156 606,77 148,20 21,17 84,88 0,03 0,24
L157 611,15 152,97 21,13 77,06 0,03 0,25
L158 627,09 152,7 21,85 85,63 0,03 0,24
L159 629,91 156,48 21,49 82,15 0,03 0,25

CTC: comprimento total do corpo; CE: comprimento do esdfago; LC: largura do corpo; DAC:
distancia do anus a cauda; CTM: comprimento total da muda; LM: largura da muda; LEA:
largura da extremidade anterior
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Anexo 10 - Dados brutos dos parametros morfométricos de larvas padrdes L1
de A. cantonensis

CTC LC CE DAC LC/CTC CE/CTC
L1 276,77 12,69 101,33 15,40 276,77 12,69
L2 282,42 13,81 136,12 16,14 141,21 6,91
L3 276,67 13,11 130,73 24,05 92,22 4,37
L4 287,68 13,39 135,22 20,56 71,92 3,35
L5 253,56 12,56 126,65 16,94 50,71 2,51
L6 270,20 11,58 135,49 14,86 45,03 1,93
L7 274,96 11,85 132,97 19,76 39,28 1,69
L8 277,06 11,90 135,19 25,07 34,63 1,49
L9 248,42 11,18 124,92 17,34 27,60 1,24
L10 244,60 11,08 121,94 16,77 24,46 1,11
L11 291,35 12,41 134,25 25,19 26,49 1,13
L12 263,33 12,61 128,33 23,49 21,94 1,05
L13 253,21 11,38 129,27 18,30 19,48 0,88
L14 281,63 12,60 128,10 18,02 20,12 0,90
L15 243,91 11,53 120,94 17,19 16,26 0,77
L16 277,53 12,16 133,97 24,51 17,35 0,76
L17 283,06 12,99 134,86 20,71 16,65 0,76
L18 264,44 11,53 125,91 18,59 14,69 0,64
L19 257,53 11,10 134,32 16,10 13,55 0,58
L20 257,81 11,37 128,34 16,80 12,89 0,57
L21 225,98 12,05 118,69 15,70 10,76 0,57
L22 261,34 11,92 127,58 23,47 11,88 0,54
L23 215,46 12,73 117,83 19,72 9,37 0,55
L24 252,56 12,39 126,64 21,48 10,52 0,52
L25 227,04 10,67 111,63 22,39 9,08 0,43
L26 262,92 11,12 127,03 23,23 10,11 0,43
L27 256,62 11,55 123,73 17,32 9,50 0,43
L28 267,94 11,12 134,85 25,01 9,57 0,40
L29 245,89 12,14 120,86 16,53 8,48 0,42
L30 274,84 11,59 130,98 19,70 9,16 0,39
L31 206,73 10,82 107,88 18,49 6,67 0,35
L32 263,60 12,53 133,38 17,07 8,24 0,39
L33 284,75 12,35 133,66 19,79 8,63 0,37
L34 243,94 11,19 121,02 21,13 7,17 0,33
L35 264,15 11,84 126,43 18,75 7,55 0,34

CTC: comprimento total do corpo; LC: largura do corpo; CE: comprimento do esbfago;
DAC: distancia do anus a cauda
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Anexo 11 - Dados brutos dos parametros morfométricos de larvas padrdes L3 de

A. cantonensis

CTC LC CE DPE DPGC DAC L/CTC CE/CTC

L1 453,66 26,21 89,36 158,99 36,19 0,06

L2 45490 27,93 180,85 87,71 159,09 36,43 0,06 0,40
L3 447,25 24,28 162,17 88,23 152,85 34,68 0,05 0,36
L4 446,03 23,86 176,60 97,78 156,66 3297 0,05 0,40
LS 443,40 24,00 171,22 87,21 154,34 34,26 0,05 0,39
L6 446,12 24,39 170,48 86,92 154,62 3499 0,05 0,38
L7 456,59 26,39 170,32 88,10 165,08 39,34 0,06 0,37
L8 473,81 24,35 17592 90,89 162,20 3582 0,05 0,37
L9 455,59 26,17 169,67 89,66 163,50 33,66 0,06 0,37
L10 452,17 25,12 173,70 87,45 15594 36,40 0,06 0,38
L11 450,13 23,79 171,61 81,11 159,90 31,96 0,05 0,38
L12 445,83 22,80 166,76 89,44 155,76 31,67 0,05 0,37
L13 464,88 32,99 182,68 88,90 160,67 3538 0,07 0,39
L14 437,91 23,48 169,87 82,83 140,10 36,10 0,05 0,39
L15 463,94 23,36 167,04 91,83 15515 36,15 0,05 0,36
L16 456,72 25,17 175,20 87,85 158,93 33,19 0,06 0,38
L17 442,56 23,67 177,24 87,28 152,32 33,88 0,05 0,40
L18 453,07 23,80 167,20 88,16 15548 32,16 0,05 0,37
L19 452,14 24,16 170,82 89,39 159,23 34,76 0,05 0,38
L20 462,61 24,30 173,66 88,12 16535 39,36 0,05 0,38
L21 47054 23,22 170,66 86,79 162,96 33,00 0,05 0,36
L22 461,60 22,76 175,88 87,26 160,03 37,19 0,05 0,38
L23 448,08 23,89 175,09 90,01 151,31 3570 0,05 0,39
L24 434,04 28,25 168,71 84,70 156,42 35,78 0,07 0,39
L25 476,63 30,49 179,83 92,89 174,52 46,92 0,06 0,38
L26 43539 29,39 175,82 84,87 136,02 36,63 0,07 0,40
L27 454,57 28,22 175,12 82,11 157,90 34,15 0,06 0,39
L28 457,63 30,30 170,09 89,43 156,84 34,01 0,07 0,37
L29 454,41 24,75 175,68 89,27 164,05 3514 0,05 0,39
L30 460,87 29,17 179,92 86,78 174,32 39,65 0,06 0,39
L31 449,81 28,23 176,41 87,71 154,63 34,49 0,06 0,39
L32 454,03 24,74 171,29 91,10 157,45 38,34 0,05 0,38
L33 457,69 26,81 181,36 88,77 16566 38,09 0,06 0,40
L34 471,38 25,61 182,65 91,555 167,03 3745 0,05 0,39
L35 482,66 24,12 179,08 88,11 161,21 31,36 0,05 0,37

CTC: comprimento total do corpo; LC: largura do corpo; CE: comprimento do es6fago;
DAC: distancia do anus a cauda
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Anexo 12 - Dados brutos dos parametros morfométricos de larvas

padrfes L1 de A. costaricensis

CTC LC CE DAC LC/ICTC CE/CTC
L1 221,36 10,05 107,68 22,06 0,05 0,49
L2 218,90 10,42 107,39 22,70 0,05 0,49
L3 231,17 9,38 107,34 21,58 0,04 0,46
L4 211,05 10,07 102,53 19,72 0,05 0,49
L5 222,00 9,53 108,61 19,20 0,04 0,49
L6 207,16 10,03 100,09 19,11 0,05 0,48
L7 201,99 9,39 97,80 18,59 0,05 0,48
L8 221,63 9,71 108,20 20,23 0,04 0,49
L9 211,21 10,89 102,90 18,38 0,05 0,49
L10 216,63 9,91 105,99 22,11 0,05 0,49
L11 211,65 10,15 105,33 21,30 0,05 0,50
L12 225,76 10,52 108,25 22,40 0,05 0,48
L13 224,53 10,31 107,14 20,34 0,05 0,48
L14 223,79 10,74 103,52 23,12 0,05 0,46
L15 224,52 10,11 108,88 21,76 0,05 0,48
L16 219,88 10,19 107,37 19,71 0,05 0,49
L17 203,19 10,71 103,19 0,05 0,51
L18 218,93 10,41 104,08 21,92 0,05 0,48
L19 225,14 10,73 109,31 21,75 0,05 0,49
L20 216,76 10,93 104,22 19,47 0,05 0,48
L21 235,35 10,25 107,14 25,12 0,04 0,46
L22 224,54 9,70 109,91 22,55 0,04 0,49
L23 210,87 12,91 106,80 17,69 0,06 0,51
L24 222,24 9,83 110,39 20,68 0,04 0,50
L25 231,84 9,67 109,24 22,10 0,04 0,47
L26 243,96 10,10 112,98 25,11 0,04 0,46
L27 235,10 9,61 112,41 19,60 0,04 0,48
L28 222,80 10,52 109,77 21,73 0,05 0,49
L29 234,66 10,34 114,40 23,59 0,04 0,49
L30 213,45 10,15 112,94 18,73 0,05 0,53
L31 216,09 9,86 104,35 20,34 0,05 0,48
L32 227,29 10,34 111,99 22,84 0,05 0,49
L33 215,31 10,74 104,74 22,47 0,05 0,49
L34 218,12 9,89 110,47 19,16 0,05 0,51

CTC: comprimento total do corpo; LC: largura do corpo; CE: comprimento do
esoOfago; DAC: distancia do 4nus a cauda
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Anexo 13 - Dados brutos dos parametros morfométricos de larvas padrdes L3 de A.

costaricensis

CTC LC CE DPE DPGC DAC L/CTC CE/CTC

L1 413,69 23,44 143,80 79,14 132,66 31,13 0,06 0,35
L2 462,03 26,37 153,49 90,00 153,78 30,16 0,06 0,33
L3 466,00 24,55 154,36 91,35 152,66 34,15 0,05 0,33
L4 466,45 26,48 155,40 87,94 166,39 28,91 0,06 0,33
L5 446,68 25,38 148,81 88,31 147,77 34,72 0,06 0,33
L6 464,79 22,45 159,82 88,47 148,85 36,03 0,05 0,34
L7 467,56 24,94 155,60 90,17 163,71 36,92 0,05 0,33
L8 471,39 25,81 154,54 89,29 156,45 33,49 0,05 0,33
L9 471,55 25,55 154,01 75,70 162,07 30,40 0,05 0,33
L10 467,41 24,36 150,34 88,48 158,63 31,03 0,05 0,32
L11 444,67 26,10 145,07 83,07 144,45 31,52 0,06 0,33
L12 463,92 25,37 152,19 90,67 148,96 33,62 0,05 0,33
L13 451,20 24,00 149,25 92,17 153,48 32,59 0,05 0,33
L14 460,84 24,73 152,37 87,29 157,35 35,88 0,05 0,33
L15 441,71 25,08 148,90 82,86 143,46 34,27 0,06 0,34
L16 480,77 26,65 159,08 86,61 161,53 30,27 0,06 0,33
L17 25,15 154,29 85,07 137,29 31,08

L18 474,07 27,60 155,59 90,24 162,39 30,10 0,06 0,33
L19 476,31 24,39 154,70 95,31 156,56 30,99 0,05 0,32
L20 454,57 24,27 151,37 90,59 151,97 30,49 0,05 0,33
L21 483,41 25,37 160,17 91,22 164,16 28,44 0,05 0,33
L22 440,55 24,90 148,50 81,57 144,61 31,13 0,06 0,34
L23 438,70 25,21 148,47 81,86 138,60 22,29 0,06 0,34
L24 471,34 24,86 154,15 89,79 157,23 19,89 0,05 0,33
L25 439,73 26,15 150,97 88,84 144,94 29,47 0,06 0,34
L26 489,92 28,53 160,24 88,85 35,03 0,06 0,33
L27 466,97 24,64 152,45 87,45 162,98 33,51 0,05 0,33
L28 463,59 25,49 155,57 89,63 147,29 33,20 0,05 0,34
L29 452,05 23,71 151,27 91,77 151,38 31,96 0,05 0,33
L30 441,10 24,58 150,39 87,33 145,26 32,00 0,06 0,34
L31 449,12 23,12 156,16 87,02 147,87 34,22 0,05 0,35
L32 466,93 24,57 157,41 87,89 152,95 33,24 0,05 0,34

CTC: comprimento total do corpo; LC: largura do corpo; CE: comprimento do eséfago; DPE: distancia
do poro excretor; DPGC: distancia do primérdio genital a cauda; DAC: distancia do anus a cauda
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Anexo 14 - Estudo da similaridade entre larvas (L1) de

A. cantonensis e (L1) de A. costaricensis
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L35 0 0 1
CTC: comprimento total do corpo; LC: largura do corpo; CE:
comprimento do esbdfago; DAC: distédncia do &nus a cauda
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Anexo 15 - Estudo da similaridade entre larvas (L3) de A. cantonensis e

(L3) A. costaricensis

CTC LC CE DPE DPGC DAC
L1 1 1 1 1 1
L2 1 1 0 1 1 1
L3 1 1 0 1 1 1
L4 1 1 0 0 1 1
LS 1 1 0 1 1 1
L6 1 1 0 1 1 1
L7 1 1 0 1 1 0
L8 1 1 0 1 1 1
L9 1 1 0 1 1 1
L10 1 1 0 1 1 1
L11 1 1 0 1 1 1
L12 1 1 0 1 1 1
L13 1 0 0 1 1 1
L14 1 1 0 1 1 1
L15 1 1 0 1 1 1
L16 1 1 0 1 1 1
L17 1 1 0 1 1 1
L18 1 1 0 1 1 1
L19 1 1 0 1 1 1
L20 1 1 0 1 1 0
L21 1 1 0 1 1 1
L22 1 1 0 1 1 0
L23 1 1 0 1 1 1
L24 1 1 0 1 1 1
L25 1 0 0 1 0 0
L26 1 0 0 1 1 1
L27 1 1 0 1 1 1
L28 1 0 0 1 1 1
L29 1 1 0 1 1 1
L30 1 0 0 1 0 0
L31 1 1 0 1 1 1
L32 1 1 0 1 1 0
L33 1 1 0 1 1 0
L34 1 1 0 1 0 0
L35 1 1 0 1 1 1

CTC: comprimento total do corpo; LC: largura do corpo; CE: comprimento do esbfago;
DPE: distancia do poro excretor; DPGC: distancia do primdrdio genital a cauda; DAC:
distancia do anus a cauda
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Anexo 16 - Dados brutos da verificacdo da recuperacdo de
nematédeos em amostras de alface, em diferentes niveis de
contaminacdo e trés replicatas (A, B e C)

Replicatas
A B C
(1'(\)I II\;?LQ\S) 8 10 !
(25 arvas) 25 16 22
(50 Frvas) a1 a1 30
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Anexo 17 - Dados brutos das andlises de deteccdo de nematédeos em amostras de alface

in natura

Nematodeos isolados
Ne Reqiso Tipo de Outras Matérias
Amostra 9 estabelecimento Estranhas
A B C Total Vivos

Inseto inteiro morto, ovo de
inseto, fragmento de inseto,
larva de inseto morta,
rotifero morto, acaro morto
Inseto inteiro morto, ovo de
inseto, fragmento de inseto,

IN 2 Norte Quitanda 30 17 32 79 11 larva de inseto morta,
rotifero vivo e morto, acaro
morto
Inseto inteiro morto, ovo de
inseto, fragmento de inseto,
larva de inseto morta,
rotifero vivo e morto

IN 1 Norte Hortifruti 39 34 10 83 7

Supermercado

IN'3 Sul Atacadista

Fragmento de inseto, acaro,

IN 4 Oeste Feira Livre 0 1 2 3 0 A ’
rotifero vivo

Inseto inteiro morto,
IN5 Oeste Mercado 2 18 3 23 2 fragmento de inseto, larva
de inseto, rotiferos vivos

Inseto inteiro morto,

IN 6 Sul Feira livre 3 0o 2 5 0 fragmento de inseto, ovo de
inseto
Inseto inteiro morto,
IN7 Oeste Feira livre 0 2 1 3 0 fragmento de inseto, ovo de
inseto

Inseto inteiro morto, ovo de
inseto, fragmento de inseto,

IN8 Norte Feira Livre 13 3 14 30 2 rotiferos mortos, &caro
morto
ovo de inseto, fragmento de
IN9 Sul Supermercado 2 1 0 3 0 inseto, larva de inseto

morta, rotifero morto e vivo

Inseto inteiro morto, ovo de
IN 10 Leste Sacolao 2 0 1 3 0 inseto, fragmento de inseto,
larva de inseto morta

larva de inseto, fragmento

IN11 sul Mercado 0 0 1 1 0 de inseto, ovo de inseto

Inseto inteiro morto, ovo de
inseto, fragmento de inseto,
larva de inseto, rotiferos
Vivos e mortos, acaro morto,
Inseto inteiro morto,
fragmento de inseto, larva
de inseto, rotiferos vivos e
mortos, acaro morto,
Inseto inteiro morto, ovo de
inseto, fragmento de inseto,
larva de inseto, rotiferos
Vivos e mortos, &caro morto,
Fragmentos de inseto, ovo
IN 15 Centro Feira Livre 54 78 15 147 16 de inseto, rotiferos vivos e

mortos,

Inseto inteiro morto
IN 16 Leste Mini Mercado 6 0o o0 6 3 (lepidoptera), fragmentos de
inseto, ovo de inseto

IN 12 Norte Mercado 5 3 20 28 7

IN 13 Sul Hortifruti 3 8 5 16 4

IN 14 Norte Feira Livre 174 46 58 278 7

Inseto inteiro morto, ovo de
inseto, fragmento de inseto,
larva de inseto

IN 17 Sul Feira livre 8 20 7 35

(&)
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IN 18

IN 19

IN 20

IN 21

IN 22

IN 23

IN 24

IN 25

IN 26

IN 27

IN 28

IN 29

IN 30

Sul

Leste

Oeste

Leste

Norte

Leste

Leste

Leste

Norte

Oeste

Oeste

Sul

Leste

Feira Livre

Supermercado

Ceagesp

Sacolao

Sacolao

Hortifruti Mercado
Municipal

Feira Livre

Hipermercado

Feira Livre

Feira Livre

Ceagesp

Mercado

Hipermercado

14

12

32

11

17

Inseto inteiro morto,
fragmento de inseto, larva
de inseto, ovo de inseto,
rotiferos vivos e mortos

Inseto morto, rotifero morto

Inseto inteiro morto, ovo de

inseto, fragmento de inseto,

larva de inseto morta, acaro
morto

Inseto inteiro morto, ovo de
inseto, fragmento de inseto,
rotifero morto, acaro morto

Inseto inteiro morto, ovo de

inseto, fragmento de inseto,

larva de inseto morta, acaro
morto

Fragmento de inseto, inseto

inteiro morto, larva de inseto
morta

Ovo de inseto, fragmento de
inseto, larva de inseto morta

Fragmento de inseto, inseto
inteiro morto, larva de inseto
morta, rotifero vivo
Inseto inteiro morto, ovo de
inseto, fragmento de inseto,
larva de inseto morta, acaro
morto

Inseto inteiro morto, ovo de
inseto, fragmento de inseto

Fragmento de inseto, larva
de inseto morta, inseto
inteiro morto, ovo de inseto,
rotifero morto, pélen
Fragmento de inseto, larvas
de inseto, inseto inteiro
morto,

Larva de inseto viva, pupa
de inseto, rotiferos vivos e
mortos, caros mortos,
fragmento de inseto, larvas
de inseto mortas, insetos
inteiros mortos, ovos de
inseto, algas verdes

IN: in natura
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Anexo 18 - Dados brutos das analises de deteccdo de nematédeos em amostras de alface

higienizadas

VMP 1

VMP 2

VMP 3

VMP 4

VMP 5

VMP 6

VMP 7

VMP 8

VMP 9

VMP 10

VMP 11

VMP 12

VMP 13

VMP 14

VMP 15

VMP 16

VMP 17

VMP 18

VMP 19

VMP 20

Norte

Norte

Centro

Oeste

Norte

Oeste

Sul

Norte

Sul

Oeste

Sul

Centro

Norte

Sul

Leste

Oeste

Norte

Leste

Norte

Leste

Hortifruti

Supermercado

Supermercado

Supermercado

Mercado

Mercado

Feira livre

Supermercado

Supermercado

Hortifruti

Mercado

Hortifruti

Mercado

Hortifruti

Supermercado

Ceagesp

Sacolao

Supermercado

Sacoldo
Municipal

Sacolao
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Inseto inteiro morto, ovo de inseto,
fragmentos de inseto, larva de inseto
morta

1 ovo de inseto

Rotiferos vivos

Inseto inteiro morto

Larva de mosca morta, fragmentos de
inseto, inseto inteiro morto, ovo de
inseto

Inseto inteiro

Larva de inseto, fragmentos de inseto

Fragmentos de inseto, larva de inseto
(diptero)

Inseto inteiro morto

Ovo de inseto

Ovo de inseto

Inseto inteiro morto, fragmento de
inseto e ovo de inseto

Inseto inteiro morto



VMP 21

VMP 22

VMP 23

VMP 24

VMP 25

VMP 26

VMP 27

VMP 28

VMP 29

VMP 30

Centro

Oeste

Sul

Oeste

Sul

Oeste

Sul

Norte

Sul

Oeste

Supermercado

Ceagesp

Mercado

Sacolao

Supermercado

Mercado
Municipal

Supermercado

Supermercado

Mercado

supermercado

Inseto inteiro morto, fragmento de
inseto, 4caros

Insetos inteiros mortos (trips), fibras
azuis

Insetos inteiros mortos (diptero e
afideos), ovo de inseto

Inseto inteiro morto (afideo)

Insetos inteiros mortos (afideos),
fragmentos de insetos, larva de inseto
(diptero), polen

Insetos inteiros mortos (afideos),
Fragmentos de insetos

Insetos inteiros mortos (afideos),
fragmentos de insetos, rotiferos
mortos

VMP: vegetal minimamente processado
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