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RESUMO

A Nutri¢ao Enteral Domiciliar ¢ uma modalidade de atendimento nutricional, que visa
garantir o Direito Humano a Alimenta¢do Adequada. No domicilio, as preparagdes enterais
com alimentos, mistas e comerciais podem ser utilizadas pelos pacientes. Porém, a
necessidade de manipulagdo, utilizagdo de utensilios domésticos e ingredientes variados,
pode favorecer a contaminagdo microbioldgica e parasitolégica. A contaminagdo por
bactérias em diferentes formulagdes enterais ja foi amplamente documentada, contudo,
nenhum estudo foi realizado acerca da contaminagao por parasitos. Além disso, ndo ha um
método estabelecido para andlise de parasitos em formula¢des enterais manipuladas. Os
principais objetivos deste estudo foram: 1- padronizar uma metodologia de detecg¢do de ovos
de helmintos em formulagdes enterais preparadas com frutos e hortalicas frescas; 2 -
implementar a técnica previamente padronizada para avaliagdo da contaminagdo por
parasitos nas amostras de formulagdes enterais contendo alimentos crus; 3 - detectar e
quantificar a concentragdo de aerdbios mesofilos, Escherichia coli e Staphylococcus
coagulase-positiva nas formulagdes enterais administradas em domicilio. O estudo ocorreu
em duas etapas: 1 - padronizagdo de metodologia para analise parasitologica, através de
experimentos de contaminacao artificial em preparacdes enterais com alimentos; 2 - analise
microbioldgica e parasitologica para pesquisa de helmintos e protozodrios nas formulagdes
utilizadas em domicilios de Curitiba, Pinhais e Piraquara, no Parana. Para tanto, foram
produzidas duas preparagdes com alimentos: 1 - couve, laranja, alface, agrido e agua filtrada;
2 - morango e agua filtrada. Duas doses contendo um niimero conhecido de ovos de Ascaris
suum (1 =207 ovos e 2 =76 ovos) foram inoculadas em ambas as preparagdes. Para estimar
a sensibilidade da taxa de recuperagao de ovos, foram analisados 4 protocolos por
preparacdo/dose em triplicata (48 ensaios), € as seguintes varidveis foram analisadas:
homogeneiza¢ao (manual ou agitador magnético) e solucao de dispersao (Glicina 1M pH 5,5
ou Alconox® 0,1 %). Os protocolos tiveram como etapa comum a sedimentagio por 2 horas,
centrifugacao e leitura de todo o sedimento. O isolamento de bactérias foi feito por técnicas
microbioldgicas convencionais. A maior taxa de eficiéncia de recuperagdo para a preparacao
1 foi obtida com o protocolo 2 - Glicina e homogeneizagao por agitador magnético - média
de 66,02% e 55,26% para as doses 1 e 2, respectivamente. Para a preparacdo 2, o protocolo
4 apresentou melhor desempenho (Alconox® e agitador magnético) — dose 1 (65,17%) e 2
(52,19%). Ovos de Toxocara sp. e da familia ancylostomatidae foram detectados em situacao
natural de contaminacdo nas preparacdes 1 e 2, respectivamente. Nas amostras que
continham ingredientes crus, coletadas de domicilios de pacientes, oocisto de
Cryptosporidium spp,. foi detectado. Do total de 68 formulagdes enterais analisadas, em 64
(94,11%), observou-se a presenga das bactérias pesquisadas estando em desacordo com a
legislagao vigente, por excederem em pelo menos um dos microrganismos analisados.
Aerbbios mesofilos foi o grupo mais comumente detectado sendo a preparagdo enteral mista
a mais contaminada (97,5%). Este constitui o primeiro estudo a padronizar e aferir a
sensibilidade de deteccdo de uma metodologia para a andlise de parasitos em formulagdes
enterais. Visto que se trata de pacientes com o sistema imunologico comprometido e
necessitam de maior cuidado, os resultados demonstram a importancia de um rigido controle
acerca da qualidade microbiolodgica e parasitologica de formulagdes enterais manipuladas em
domicilio, com a premissa de ndo agravar seu quadro outrora debilitado.

Palavras-chave: nutri¢ao enteral; helmintos; protozoarios; bactérias; seguranga de alimentos.



ABSTRACT

Home enteral nutrition is a type of nutritional care that aims to guarantee the Human Right
to Adequate Food. At home, enteral preparations with food, mixed and commercial can be
used by patients. However, the need for manipulation, the use of household utensils and
varied ingredients can favor microbiological and parasitological contamination. Bacterial
contamination in different enteral formulations has been widely documented, but no studies
have been carried out on parasite contamination. Furthermore, there is no established method
for analyzing parasites in manipulated enteral formulations. The main objectives of this study
were: 1 - to standardize a methodology for detecting helminth eggs in enteral formulations
prepared with fresh fruit and vegetables; 2 - to implement the previously standardized
technique for assessing parasite contamination in samples of enteral formulations containing
raw food; 3 - to detect and quantify the concentration of mesophilic aerobes, Escherichia coli
and coagulase-positive Staphylococcus in enteral formulations administered at home. The
study was carried out in two stages: 1 - standardization of the methodology for parasitological
analysis, through artificial contamination experiments on enteral food preparations; 2 -
microbiological and parasitological analysis to check for helminths and protozoa in the
formulations used in households in Curitiba, Pinhais and Piraquara, Parana. For this purpose,
two food preparations were produced: 1 - cabbage, orange, lettuce, watercress and filtered
water; 2 - strawberry and filtered water. Two doses containing a known number of Ascaris
suum eggs (1 =207 eggs and 2 = 76 eggs) were inoculated into both preparations. To estimate
the sensitivity of the egg recovery rate, 4 protocols per preparation/dose were analyzed in
triplicate (48 trials), and the following variables were analyzed: homogenization (manual or
magnetic stirrer) and dispersion solution (Glycine 1M pH 5.5 or Alconox® 0.1 %). The
protocols had the common step of sedimentation for 2 hours, centrifugation and reading of
the entire sediment. Bacteria were isolated using conventional microbiological techniques.
The highest recovery efficiency rate for preparation 1 was obtained with protocol 2 - Glycine
and homogenization by magnetic stirrer - an average of 66,02% and 55,26% for doses 1 and
2, respectively. For preparation 2, protocol 4 achieved better performance (Alconox® and
magnetic stirrer) - dose 1 (65.17%) and 2 (52,19%). The natural occurrence of Toxocara sp.
and ancylostomatidae eggs were detected in preparations 1 and 2, respectively. In samples
containing raw ingredients collected from patients' homes, Cryptosporidium spp. oocysts
were detected. Of the total of 68 enteral formulations analyzed, 64 (94,11%) showed the
presence of the bacteria investigated, and were in disagreement with current legislation, as
they exceeded at least one of the microorganisms analyzed. Mesophilic aerobes were the
most commonly detected group, with mixed enteral preparations being the most
contaminated (97,5%). This is the first study to standardize and measure the detection
sensitivity of a methodology for the analysis of parasites in enteral formulations. Given that
these are patients with compromised immune systems who require greater care, the results
demonstrate the importance of strict control over the microbiological and parasitological
quality of enteral formulations handled at home, with the premise of not aggravating their
once debilitated condition.

Keywords: enteral nutrition; helminths; protozoa; bacteria; food safety.
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1. INTRODUCAO

A Terapia Nutricional Enteral (TNE) ¢ definida por procedimentos terap&uticos que
visam a recuperagao ou manuten¢ao do estado nutricional de pacientes que ndo sdo capazes
de satisfazer suas necessidades energéticas e nutricionais diarias por meio da alimentagdo via
oral, mas que possuem o trato gastrintestinal, ou parte dele, funcionante (Brasil, 2016a;
O’connor et al., 2023). Normalmente, pacientes desnutridos ou em risco nutricional
apresentam necessidade da TNE, devido a doencas relacionadas ao trato gastrintestinal,
causadas pela m4 absor¢ao e digestao, doengas do sistema neuroldgico, cancer e queimaduras
graves (Boullata et al., 2016; Brown et al., 2020; Oliveira et al., 2021).

Tendo em vista que, pacientes com necessidades alimentares especiais e dificuldade
ou impossibilidade fisica de locomog¢do, necessitam de maior frequéncia de cuidado e
acompanhamento, diversos paises incentivam o uso da Nutricdo Enteral Domiciliar (NED)
(De Luis, et al., 2013; Brasil, 2016a; Xavier et al., 2022). A NED ¢ uma modalidade de
atendimento nutricional relacionado a assisténcia domiciliar, que visa garantir o Direito
Humano a Alimenta¢ao Adequada (DHAA) e melhorar a qualidade de vida do paciente, uma
vez que, reduz complicagdes clinicas e nutricionais, além de contribuir para redugao de custos
aos servicos de saude (Schieferdecker et al., 2014; SBNPE, 2018).

Devido a crescente demanda de pacientes em atendimento domiciliar no Brasil, no
ano de 2006, a Secretaria Municipal de Saiude de Curitiba, Parand, foi uma das pioneiras em
implantar o Programa de Aten¢do Nutricional a Pessoas com Necessidades Alimentares
Especiais (PAN), o qual prevé agdes de planejamento de Nutricao Enteral Domiciliar (NED)
(Galindo et al., 2020). Logo, em 2011, o Ministério da Saude criou o Programa Melhor em
Casa (PMC), prevendo a continuidade do cuidado integrado a Rede de Atencdo a Saude
(RAS) através da Atengdo Domiciliar (AD), que por meio de equipe multiprofissional,
proporciona o cuidado ligado a estrutura familiar e do domicilio, contemplando a NED

(Brasil, 2016Db).
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A prescricdo da NED deve ser adequada as necessidades nutricionais ¢ ao quadro
clinico do paciente, onde diferentes formulacdes enterais podem ser manipuladas e utilizadas
no ambito domiciliar, incluindo op¢des produzidas somente com alimentos, comerciais - a
base de nutrientes isolados prontas para uso ou em po, necessitando serem reconstituidas em
agua - e mistas, a qual intercala alimentos com a férmula comercial (Brasil, 2015).

Apesar das formulas enterais comerciais serem consideradas mais seguras, do ponto
de vista nutricional e higiénico, pela menor necessidade de manipulacdo, a indicacdo e
preferéncia por preparagdes incluindo alimentos em domicilio € relevante, pois permite a
individualizagdo da composi¢ao nutricional, volume a ser administrado e baixo custo (Baxter
et al., 2005; Sousa, Ferreira e Schieferdecker, 2014). Além disso, cuidadores e pacientes
relatam maior tolerancia a preparacdes enterais mistas, como redu¢do de engasgos e vomitos
além de contribuir para a melhoria do transito intestinal e ganho de peso (Bennett ez al., 2020;
McCormack et al., 2023).

Devido a necessidade de manipulacao e utilizagdo de utensilios domésticos, o
fornecimento de formulacdes enterais manipuladas, principalmente preparagdes que
envolvem alimentos, pode favorecer o crescimento e proliferacio de microrganismos,
podendo aumentar os riscos de infecgdes € Doengas de Transmissdo Hidrica e Alimentar
(DTHA), colocando em risco a seguranca do paciente (Brasil, 2010; Bischoff et al., 2022).
De fato, a contaminacdo por bactérias em diferentes formulagdes enterais utilizadas em
domicilio ja foi amplamente analisada (Vieira ef al., 2018; Galindo et al., 2020; Ojo et al.,
2020; Milton et al., 2020; Santos et al., 2022; Uniat et al., 2022; Kozow et al., 2023).

A Organizagdo Mundial de Satde (OMS), estima que anualmente cerca de 600
milhdes de pessoas adoecem por consumir alimentos contaminados por bactérias, virus e
parasitos, e 420.000 morrem desta mesma causa, constituindo um problema global de saude
(WHO, 2022). Neste contexto, as doencas parasitarias acometem mais de 407 milhdes de
pessoas, dos quais 91,1 milhdes (22%) e 52 mil mortes estdo associadas a contaminagdo de
origem alimentar (WHO, 2015).

Entretanto, os casos de infecgdes parasitarias sdo comumente subnotificados, devido
a dificuldades na investigagdo e determinagdo de agentes etiologicos, uma vez que envolve

ciclos bioldgicos complexos, podendo ser de carater zoondtico e/ou antropondtico ou ambos,
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e ampla distribui¢do, exibindo longos periodos de incubagdo, dificultando o diagnostico e
intervengao clinica (Robertson, 2018; Teimouri et al., 2021; Safadi et al., 2023).

Ao contrario das bactérias, o método de cultura in vitro utilizado para investigacao
de surtos associados a DTHA, nao pode ser usado para a detec¢do de parasitos, uma vez que,
estes usualmente ndo se multiplicam fora de seus hospedeiros e, geralmente, sdo encontradas
pequenas quantidades de formas infectantes (ovos, cistos e oocistos) em alimentos, podendo
haver variagdes nos métodos de amostragem, procedimentos de preparagdo e deteccao
utilizados (Chalmers et al., 2020; Chavez-Ruvalcaba, 2021). Entretanto, mesmo em
pequenas concentracdes nos alimentos, sdo capazes de ocasionar surtos, visto que a dose
infectante necessaria para causar infec¢do € considerada extremamente baixa, ao contrario
de infeccdes por bactérias (Rousseau et al., 2018; Mayelin et al., 2020; Marques et al., 2022).

Em adigdo, parasitos sdo muito resistentes a intempéries ambientais e processos de
desinfeccao, sendo os alimentos mais comuns associados a contaminag¢do: leite nao
pasteurizado, sucos de frutas, frutas in natura, ou vegetais, os quais podem ser utilizados em
formulagdes enterais (Shahnazi e Jafari-Sabet, 2010; Dumeétre et al., 2012; Epp et al., 2019;
Chalmers et al., 2020).

Vale ressaltar que determinados parasitos transmitidos por alimentos como
Cryptosporidium spp., Cystoisospora belli, Cyclospora cayetanensis € Toxoplasma gondii
apresentam carater oportunista, podendo acometer com maior gravidade individuos
imunodeficientes ou imunocomprometidos, ocasionando quadros clinicos graves e
prolongados (Perote, Vieira e Medeiros, 2014; Li et al., 2020). Parasitoses, além de quadros
de diarreia aguda ou cronica grave, podem ocasionar anemia por deficiéncia de ferro,
desnutricdo cronica, baixo crescimento em lactentes e outros disturbios de saude fisica e
mental (Da Costa Dantas et al., 2022).

Dado que, nao hé estudos que tenham avaliado a presenga de parasitos em NED e o
desafio de recuperar parasitos neste tipo de alimento, uma vez que, mescla varios tipos de
ingredientes, como alimentos frescos, crus e cozidos em sua composicdo, ressalta-se a
necessidade de avaliar protocolos que visem a deteccao de parasitos em preparagdes enterais
com alimentos crus para a padroniza¢ao de um método.

Ainda, visto que a etapa de manipulagcdo de formulacdes enterais ¢ considerada a

mais critica devido ao risco de contaminagao, ¢ de extrema importancia que haja um rigido
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controle acerca da qualidade higiénica e monitoramento microbioldgico e parasitologico de
formulagdes enterais manipuladas, visando garantir a seguranca dos alimentos para pacientes
em Aten¢do Domiciliar (AD), que utilizam NED (Perote, Vieira e Medeiros, 2014; Viera et
al., 2018; Galindo et al., 2020).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nutricao Enteral Domiciliar (NED) como Direito Humano a Alimentacio Adequada

(DHAA): continuidade do cuidado integral a Rede de Atencao a Satide (RAS)

A NED pode ser definida como assisténcia nutricional e clinica ao paciente em seu
domicilio, tendo como objetivo recuperar ou manter o nivel maximo de saude, funcionalidade
e comodidade do paciente e estd associada a reducao de custos assistenciais. Envolve desde
a terapia nutricional oral, a terapia nutricional enteral e parenteral (SBNPE, 2012).

Os primeiros servigos brasileiros de Atencdo Domiciliar (AD), definidos como
“modalidade de ateng¢do a satde integrada as Redes de Atencao a Satde (RAS), caracterizada
por um conjunto de agdes de prevengdo e tratamento de doengas, reabilitacdo, paliagdo e
promocao a saude, prestadas em domicilio, garantindo continuidade de cuidados”, surgiram
na década de 1960 como alternativa a internag¢do hospitalar e a crise de lotagdo (Brasil,
2016a).

Em 19 de setembro de 1990, com o surgimento da Lei n° 8080, que cria o Sistema
Unico de Saade (SUS), tendo como um dos principios o processo de municipalizacio,
considerando a universalidade do acesso e da integralidade da atencdo, esses servigos foram
multiplicados, sendo regulamentados no SUS em 2002, através da Portaria n® 373, de 27 de
fevereiro (Brasil, 2002; Oliveira ef al., 2021).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da Resolugdao RDC
n® 11, de 26 de janeiro de 2006, criou um regulamento técnico com o intuito de propor
requisitos minimos de segurancga para o funcionamento de Servigos que prestam Atencao
Domiciliar nas modalidades de Assisténcia e Internacdo Domiciliar para serem alcangados
os resultados esperados, desde a indicagdo até a alta do paciente (Brasil, 2006).

Para efetivar a AD no SUS, vinculado a estratégia das RAS, foi criado o Programa

Melhor em Casa (PMC), através da Portaria 2029, de novembro de 2011, a qual teve
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sucessivas adequagdes até a normativa atual vigente, inserida na Portaria de Consolidagdo
numero 1, 5 e 6, de 28 de setembro de 2017. De acordo com dados da coordenagdao do PMC,
em abril de 2020, o Programa contava com 583 municipios brasileiros habilitados, em 26
estados, cobrindo potencialmente 37% da populacgdo brasileira, por meio da atuagdo de 1.458
equipes multiprofissionais, o qual a cidade de Curitiba-PR esta inclusa (Brasil, 2016b;
Aanbholt et al., 2021).

A Politica Nacional de Alimentagdo e¢ Nutricdo (PNAN) tem como proposito
melhorar as condi¢des de alimentagdo, nutri¢ao e saide da populacao brasileira, mediante a
promocgao de praticas alimentares adequadas e saudaveis, a vigilancia alimentar e nutricional,
aprevencao e o cuidado integral dos agravos relacionados a alimentagdo e nutri¢do, em busca
da garantia da Seguranca Alimentar e Nutricional (SAN) (Brasil, 2013).

Considerando as diretrizes e objetivos do PNAN e do Sistema de Seguranca
Alimentar e Nutricional (SISAN), € possivel dizer que a TND contribui para a garantia do
Direito Humano a Alimentacdo Adequada e Saudavel (DHAA), uma vez que engloba o
acesso a alimentos para fins especiais, o respeito ao habito individual e familiar, e o cuidado

integral a saide (Mazur ef al., 2014; Jansen et al., 2014; Aanholt et al., 2021).

2.2 Contaminac¢io microbiologica de formulacdes enterais e Legislacdes vigentes que

auxiliam na determinac¢io de requisitos para analise da NE no Brasil

O risco de contaminacdo microbiana, a composicao nutricional desconhecida e a
falta de conhecimento sobre seus impactos clinicos podem ser alguns dos motivos de
profissionais de saude evitarem a prescri¢do de formula¢des enterais que incluem alimentos,
apesar da crescente procura dos consumidores e seus resultados promissores (Brown, Zelig,
Radler, 2020; Mezomo et al., 2021).

Patogenos de origem alimentar, tem sido relacionado com quadros de diarreia de
origem alimentar e associada a alimentagao por sonda enteral, sendo os microrganismos mais
comumente encontrados no sistema de NE as bactérias Staphylococcus aureus,
Clostridioides difficile e fungos (Ojo et al., 2020). Indicadores bacterioldgicos de
contaminagdo fecal (IBCF) sdo considerados os principais parametros para determinar a

qualidade de alimentos, a partir da analise de amostras que determinam limites aceitaveis ou
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inaceitaveis frente a presenca de microrganismos, englobando todos os setores de cadeia
produtiva de alimentos no Brasil destinados ao consumo humano (Brasil, 2019).

Dentre as bactérias Gram-negativas, Escherichia coli pertencente a familia
Enterobacteriaceae, esta entre as mais estudadas no mundo todo, sendo utilizada como um
dos principais indicadores de contaminagao fecal em diversos tipos de amostras (Jang et al.,
2017). A presenca deste microrganismo em alimentos, reflete informagdes sobre as
condi¢des higiénicas, além de indicar potencial presenca de enteropatdgenos, que podem ser
extremamente perigosos, principalmente para imunodeprimidos, que sdo mais suscetiveis ao
desenvolvimento de infecgdes (Lima ef al., 2005).

S. aureus, bactéria Gram-positiva, coloniza a pele € membrana mucosa de humanos,
sendo utilizado como indicador da qualidade de sanitizagdo de estabelecimentos,
principalmente quando envolve manipulacdo durante o processamento de alimentos,
entretanto, toxinas produzidas por esta bactéria podem estar envolvidas em doencgas
especificas, como a sindrome do choque toxico ou intoxicacao alimentar estafilococica
(Bartels et al., 2009; Benjelloun Touimi ef al., 2020). Embora se acredite que a produgdo de
enterotoxinas geralmente esteja associada as cepas de S. aureus, outras espécies
estafilococicas coagulase-positivas também sdao conhecidas como produtoras de
enterotoxinas (Moazen et al., 2014).

Os aerobios meso6filos sdo microrganismos indicadores frequentemente utilizados
para verificar a qualidade microbioldgica de alimentos, sendo capazes de crescer entre 20 e
45°C, e fornecerem informacdes valiosas sobre as condigdes sanitdrias e higi€nicas de
processamento, armazenamento e distribuicdo, além de sugerir a presenc¢a de microrganismos
deteriorantes e patogénicos (Freitas, Nero e Carvalho, 2009).

A Resolugdo RDC n° 503, de 27 de maio de 2021, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), dispde sobre os requisitos minimos exigidos para a Terapia
de Nutricdo Enteral, entre as quais ¢ estabelecido o controle da qualidade microbiolédgica. Os
limites microbiologicos para TNE, a qual se estende para NED sdo determinados para
microrganismos aerobios mesofilos, Bacillus cereus, coliformes, E. coli, S. aureus,
Clostridium perfrigens, Listeria monocytogenes e Salmonella spp. (Brasil, 2021).

Ademais, a RDC n° 623, de 9 de margo de 2022, da ANVISA, dispde sobre matérias

estranhas macroscopicas e microscopicas em alimentos e bebidas, seus limites de tolerancia
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e outras providéncias, a qual aborda que matérias estranhas indicativas de riscos a saude
humana s3o aquelas detectadas macroscopicamente e/ou microscopicamente, capazes de
veicular agentes patogénicos para os alimentos e/ou de causar danos ao consumidor,
abrangendo que, parasitos (helmintos e protozoarios), devem se apresentar ausentes, em
qualquer fase de desenvolvimento (Brasil, 2022).

A Resolugdo n°® 623, ndo contempla requisitos para analise de NE, porém, por ser
aplicada a toda a cadeia produtiva de alimentos também pode ser utilizada como um

parametro para analise da qualidade da NE, somando-se a RDC especifica.

2.2.1 Ocorréncia de bactérias em formulacdes enterais manipuladas em domicilio

Nas ultimas décadas observa-se maior demanda de pacientes que necessitam de
Nutri¢do enteral em domicilio, sendo a gastroenterocolite por contaminagdao microbiologica
a principal complicacdo infecciosa da TNE (Brasil, 2015; Epp et al., 2019). Em paralelo,
observa-se maior atencdo e pesquisas aplicadas quanto a qualidade e seguranga
microbioldgica de formulagdes enterais manipuladas em ambiente domiciliar (Carter ef al.,

2018; Milton et al., 2022) (Tabela 1).
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Alguns estudos que tinham como objetivo a determinag¢do da carga microbiologica
de formulagdes enterais manipuladas em domicilio (férmulas enterais comerciais,
preparacdes enterais mistas e preparagdes enterais com alimentos) identificaram a presenca
de microrganismos indicadores de contaminagdo fecal e em consequéncia, de condig¢des
higiénicas inadequadas, despertando dividas quanto a seguranca no fornecimento destas
dietas (Santos, Botoni, Morais, 2013; Galindo et al., 2020).

Estudos de revisdo sistematica apontam que, grande parte das amostras de nutri¢do
enteral, seja comercial, preparacdes mistas ou com alimentos, apresentam percentuais
significativos de contaminacdo bacteriana, excedentes aos limites bacteriologicos aceitaveis
(Uniat et al., 2022; Santos et al., 2022; Kozow et al., 2023).

Destaca-se que, independentemente da formulagdo enteral utilizada pode haver
contaminagdo microbiologica, entretanto, com procedimentos seguros de manipulacdo de
alimentos, seguindo as recomendacdes de boas praticas, pode minimizar a contaminag¢ao
bacteriana na TNE, garantindo um ambiente domiciliar mais seguro (Madden ef al., 2019;

Johnson et al., 2018; Milton et al., 2020;).

2.3 Ocorréncia de parasitos como contaminantes de alimentos frescos no mundo e

métodos de deteccao

A OMS estima que doengas parasitarias ocasionam 48,4 milhdes de casos e 59.724
mortes por ano, resultando em 8,78 milhdes de DALYs (Anos de Vida Ajustados por
Incapacidade), e estima-se que 48% dessas doengas parasitarias sdo transmitidas por
alimentos (Torgerson et al., 2015).

Em 2012, a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) em
conjunto com a OMS, baseando-se em multicritérios, como a carga global de doencas,
distribuicdo geografica, morbidade associada, nimero de casos fatais, relevancia e
emergéncia e impactos econdmicos em populagdes socialmente vulneraveis, publicou um
ranking de acordo com a classificacdo de risco de contaminagao por parasitos de origem
alimentar (FAO/OMS, 2014).

Dentre os parasitos associados a contaminag¢ao de produtos frescos e de maior risco

a saude humana, os helmintos ocupam as primeiras posi¢oes, sendo: 1° Taenia solium, 2°
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Echinococcus granulosus e 3° E. multilocularis, destacando Ascaris spp. na nona posi¢ao.
Logo, os protozoarios 7. gondii, Cryptosporidium spp., Entamoeba histolytica, G.
duodenalis, Cyclospora cayetanensis e Balantioides coli, sdo citados como os mais
relevantes (FAO/OMS, 2014).

Parasitos transmitidos por alimentos, sairam de uma posi¢do negligenciada para
emergente, o qual o tema “doenca emergente” pode ser definido como aquela que nunca foi
identificada anteriormente, ou devido a um aumento inesperado na incidéncia da doenga em
uma area, ou espécie onde foi previamente diagnosticada (Robertson, 2018).

Surtos de origem alimentar, tem sido comumente associado ao consumo de frutas e
vegetais contaminados por helmintos e protozoarios, sendo Ascaris lumbricoides, Giardia
duodenalis, Cryptosporidium spp., Toxoplasma gondii e Cyclospora cayetanensis, 0s
helmintos e protozoarios mais reportados (Marques et al., 2022; Da Costa Dantas et al., 2022;
Khan et al., 2022).

Devido aos impactos sobre a satide e o crescente nimero de DTHA ocasionados por
parasitos intestinais, especialmente em produtos frescos, este tema tem sido cada vez mais
abordado por pesquisadores de diversos paises, incluindo o Brasil, na tentativa de identificar

contaminagdes por parasitos nestas matrizes € o melhor método de deteccdo (Tabela 2).
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Apesar de haver diretrizes ¢ regulamentagdes que abordem a importincia de
rastreamento e monitoramento de protozoarios em alimentos frescos, ha falhas nos sistemas
de deteccdo e vigilancia, podendo ser atribuido a auséncia de metodologias consensuais e
precisas para sua identificagao (Marques et al., 2022).

Em grande parte dos estudos, como observado na tabela 2, a pesquisa por parasitos
em matrizes vegetais € realizada por metodologias adaptadas da rotina clinica que envolvem
lavagem com 4gua, soro ou detergentes, sedimenta¢do espontanea ou flutuacido e andlise
microscopica (Rostami ef al., 2016; Ramos ef al., 2019; Rodrigues ef al., 2020; Machado et
al.,2018; Maldonade et al., 2019; Hajipour et al., 2021; Lacerda, Paixao Filho e Matos, 2020;
Khan et al., 2022.

Porém, a utilizagdo de métodos adaptados da rotina clinica pode ndo ser o suficiente
para deteccdo de helmintos e protozoarios em matrizes alimentares, sendo necessario a
utilizacao de técnicas mais robustas, como imunoldgicas € moleculares, especialmente para
deteccao de protozoarios patogénicos (Cook et al., 2006; Razak et al., 2017).

Para a detec¢do e enumeragdo de oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia,
(principais protozodrios causadores de gastroenterite em seres humanos), associados como
contaminantes biologicos de vegetais verdes folhosos frescos e frutos de baga, existe a ISO
n° 18744, publicada em 2016. Esta estabelece um padrao internacional para a detecgcao de
suas formas infectantes através da lavagem com solucdo de glicina, utilizacdo de técnicas de
concentragdo, purificacdo por separa¢do imunomagnética e visualizagdo dos protozoarios,
mediante emprego de anticorpos monoclonais e reacdo de imunofluorescéncia direta (ISO
18744, 2016). Porém, este método, ndo contempla analises moleculares para determinagao
de espécies, genotipos ou grupos genéticos potencialmente patogénicos a seres humanos
(ISO 18744, 2016).

Entretanto, embora investigagdes ao redor do mundo apontem a frequente
contaminag¢do de hortifrutis por helmintos e o surgimento de surtos alimentares, ndo existe
ISO que preconize a metodologia mais adequada para seu isolamento em alimentos frescos
ingeridos crus (Rodrigues et al., 2020; Hajipour ef al., 2021; Khan et al., 2021).

Em uma visdo geral das formas de identificacao de parasitos em alimentos, estudos
apontaram, que muitos métodos e protocolos diferentes tém sido aplicados para frutas e

hortalicas, indicando a mesma falta de padronizacdao, uma vez que, estes alimentos podem
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apresentar padrdoes muito diferentes de contaminacdo, a depender de suas matrizes (Maia et
al., 2022; Temesgen, Stigum e Robertson, 2022). Desta forma, se faz necessario uma
ferramenta de detecgdo padronizada e validada para melhorar a capacidade de avaliagao de
risco para helmintos e protozodrios transmitidos por alimentos (Chalmers et al., 2020;
Saelens, Robertson e Gabriel, 2022)

Nos ultimos anos, pesquisas tém sido realizadas com o intuito de padronizar novos
métodos de deteccao em produtos frescos (Khan et al., 2022).

Matosinhos et al. (2016) e Pineda et al. (2021), realizaram validacdes em vegetais
folhosos, na tentativa de preencher esta lacuna. Em ambas as padronizagdes, foi utilizada a
solucdo de dissociagdo Glicina 1M pH 5,5 e ovos de Ascaris suum como modelo, devido a
facilidade de obten¢do de fémeas desta espécie e sua forte relacdo com doencas transmitidas
por alimentos (OMS, 2015; Pineda et al., 2021).

Em 1980, o quimico francés H. Branconnot foi pioneiro ao isolar a glicina de acidos
hidrolisados de proteinas (Razak et al., 2017). Seu nome ¢ derivado da palavra grega “glyks”,
devido a sua natureza doce e seu sabor ser semelhante ao do aguicar. A glicina ¢ produzida
pela hidrélise alcalina de carne e gelatina com hidréxido de potéssio, sendo sua estrutura
sintetizada quimicamente a partir do dcido monocloroacético e da amoénia (Wang et al.,
2013). Suas caracteristicas tensoativas, permitem interagir com cistos, oocistos € ovos de
helmintos, que podem estar fortemente aderidos a matrizes vegetais, facilitando sua remogao
(Cook et al., 2006; Cook et al., 2007; Matosinhos et al., 2016).

Shields e colaboradores (2012), observaram que em meio a composicao do
Alconox®, contém um surfactante denominado dodecilbenzenossulfonato de sddio
(C12H25C6H4S0O3Na), encontrado em detergentes utilizados para lavagem de roupas, e
pirofosfato tetrassddico (Na4P207), um aditivo alimentar com propriedades emulsionantes
e dispersantes. A mistura destes dois compostos coincide em promover a remog¢ao de oocistos
da superficie de folhas verdes (Chandra et al., 2014).

Ressalta-se que para formulagdes enterais diversas, ndo ha até o presente momento
nenhum estudo que tenha validado um protocolo ou aferido a eficiéncia de recuperacao de
ovos de helmintos mediante utilizagdo de solucdes de dispersdo contendo surfactantes ou

aminoacidos, em situacao artificial de contaminagao.
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2.4 Ascaris spp. e ascaridiose

De acordo com a Organiza¢do Pan-americana de Saude (OPAS) e a OMS, em paises
em desenvolvimento e emergentes, incluindo o Brasil, helmintos transmitidos pelo solo
(HTS) e por alimentos contaminados destacam-se pelo amplo poder de disseminagdo e
agravos a saude (PAHO, 2016).

As infecgdes por HTS sdo as doengas tropicais negligenciadas mais prevalentes em
todo o mundo (Le et al., 2024). Estima-se que em torno de 1,5 milhdes de pessoas estejam
infectadas com ao menos um dos HTS, enquanto cerca de 5,3 milhdes estdo sob o risco de
infeccao (Jourdan et al., 2018).

Suas complicagdes estdo comumente associadas a quadros de diarreia, anemia,
desnutricdo, atraso no desenvolvimento infantil, causando morbidade e mortalidade
substanciais (Specht e Keiser, 2023).

Dentre os HTS, 4scaris sp., ¢ um dos patdogenos entéricos mais significativos, sendo
comumente utilizado como indicador parasitologico, estando no topo da lista de classificagao
de risco para parasitos de origem alimentar (Else ef al., 2020).

Os vermes adultos de A. [lumbricoides (humanos) e A. suum (suinos) sao
morfologicamente indistinguiveis e ainda existe muito debate se representam espécies
distintas ou unidades taxondmicas operacionais que sdo reprodutivamente isoladas ou sdao
capazes de cruzar, produzindo descendentes vidveis (Betson et al., 2013). Além disso, a
extensdo da transmissdo entre hospedeiros suinos e humanos ainda ndo ¢ clara (Chavez-
Ruvalcaba et al., 2021).

A ascaridiose ¢ uma infec¢do de distribuicdo global, sendo considerada um
problema de satde publica mundial, atingindo aproximadamente 1 bilhdo de pessoas e
ocasionando 60 mil mortes por ano (Torgerson et al., 2015). Ademais, ¢ comumente
associado aos casos de doengas transmitidas por alimentos - sendo os alimentos mais
contaminados as saladas e vegetais consumidos crus - ocasionando 12 milhdes de casos,
2.700 mortes e ainda responsavel por 1.315,00 DALY's em todas as faixas etarias e em ambos
os sexos (Amahmid et al., 2023).

Além dos alimentos, a infec¢cdo por 4. lumbricoides ocorre pela ingestao de ovos

embrionados por meio de 4gua e solo contaminados. As larvas migram através do figado e
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do pulmao, culminando com o término de seu desenvolvimento, gerando vermes adultos no
intestino delgado. A fémea produz grande quantidade de ovos que s3o eliminados pelas fezes
(Akanksha et al., 2023).

Pacientes infectados podem ser assintomaticos, apresentando apenas manifestagdes
a longo prazo de retardo de crescimento e desnutri¢do, que pode acarretar ma absorcao de
vitamina A, gordura, proteinas e certos aglcares, juntamente com anorexia induzida pela
infec¢do (Scott, 2008).

Quando a sintomatologia esta presente, as manifestacdes mais comuns versam sobre
dor abdominal, distensdo abdominal, nauseas, vomitos e diarreia. Ainda, se o numero de
larvas que passam pelo pulmao for significativo, pode-se observar quadros de pneumonia, e
eosinofilia (também conhecida como sindrome de Loeffler) (Holland, 2013). Os sinais e
sintomas incluem sibilos, dispneia, tosse, hemoptise e febre (De Lima e Horrall, 2020).

Em situagdes de alta carga parasitdria, os vermes adultos podem migrar para
estruturas tubulares, como o sistema biliar e pancreatico, causando colecistite, colangite,
pancreatite, obstrucao do intestino delgado, volvo, apendicite e intussuscepc¢do (De Lima e
Horrall, 2020). As criangas sdo mais suscetiveis a complicagdes do que os adultos, onde em
areas endémicas, o comprometimento cognitivo esta frequentemente associado a infecgao
por Ascaris (Holland et al., 2022).

Ademais, a biologia e morfologia dos ovos os torna adequados para transmissao
fecal-oral devido a enorme quantidade de ovos eliminados por individuos parasitados, baixa
dose infectante, pequeno tamanho e longa permanéncia no ambiente (Amahmid ez al., 2023).

Devido a estrutura robusta dos ovos de Ascaris sp., além de o permitir suportar
condicdes climaticas adversas, tanto no ambiente quanto em alimentos, 0s processos de
higienizagdo comumente utilizados nas industrias e residéncias, envolvendo agentes
quimicos, (como o hipoclorito de s6dio a 1,5%) ndo sdo eficazes para a sua remog¢do ou
inativacao quando presente em alimentos frescos como as hortaligas (Fidjeland et al., 2015;
Amoah et al., 2017; Silveira et al., 2023).

Estes fatores sdo preocupantes, considerando a epidemiologia acerca da ascaridiose,
especialmente quando envolve o ambito domiciliar, onde hé relatos de contaminacdo de
alimentos e minima vigilancia sanitaria. Portanto, enfatiza-se a relevancia do

desenvolvimento de novas padronizacdes de metodologias para a busca ativa da
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contaminagdo por ovos de helmintos em alimentos frescos, bem como de solugdes
sanitizantes preferencialmente naturais para a sua remog¢ao (Matosinhos et al., 2016; Silveira

etal.,2023).

2.5 Cryptosporidium spp., e criptosporidiose

Cryptosporidium ¢ um parasito protista unicelular e membro do filo Apicomplexa,
classe Gregarinomorphea, ordem Cryptogregarida, familia Cryptosporidiidae, capaz de se
replicar tanto assexuadamente quanto sexuadamente em ampla gama de hospedeiros
vertebrados, apresentando um ciclo bioldgico do tipo monoxénico (English ef al., 2022).

E um protozoario gastrointestinal obrigatério, que apds sucessivas merogonias e
gametogonias em enterdcitos intestinais, culmina com a produgao de dois tipos de estruturas
altamente infectantes (oocistos) — parede fina e espessa, sendo estes ultimos, eliminados nas
fezes (Chalmers ef al., 2019; Santin, 2020). Cada oocisto contém quatro esporozoitos € pode
sobreviver por meses em condigdes ambientais adversas sendo resistente a desinfec¢do com
cloro e seus derivados (Ahmed e Karanis, 2018).

Os oocistos de Cryptosporidium spp., sdo excretados em numeros
significativamente maiores do que a dose padrao média para o inicio da infec¢ao humana (10
oocistos) apresentando alta resisténcia a processos variados de desinfec¢ao (Bourli ef al.,
2023).

Os seres humanos podem ser infectados pela via fecal-oral, através da ingestdao
imediata de oocistos em agua ou alimentos contaminados, por contato direto com animais,
pessoa-pessoa ou de modo indireto por contato com superficies e objetos contaminados
(Hancock-Allen et al. 2017).

Em 1976, Cryptosporidium spp., foi identificado como causador de dois casos de
gastroenterite humana, e a importancia veterindria em ruminantes foi reconhecida, apds
exame histologico (Santin, 2020). Logo, em 1980, ganhou mais visibilidade com a pandemia
de HIV/AIDS, uma vez que, esses pacientes sdo suscetiveis a criptosporidiose grave,
intratavel e as vezes fatal (Chalmers et al., 2019).

O reconhecimento do impacto na populagdo em geral seguiu-se a grandes surtos de

agua potavel, destacando que os fornecimentos que cumprem as normas de qualidade da
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Organizacdo Mundial de Satude (baseados em Escherichia coli) podem apresentar um risco
de criptosporidiose (Chalmers et al., 2019). Estudos de infecciosidade humana ¢ modelos
dose-resposta confirmaram a importancia da transmissdo via dgua potavel contendo um
pequeno numero de oocistos, levantando que as probabilidades de infec¢ao por apenas um
oocisto podem chegar a 72% (Messner, Berger, 2016).

Sua distribui¢do ¢ cosmopolita, sendo endémico em paises em desenvolvimento,
onde a prevaléncia varia de 4% a 22,8% na América do Sul, incluindo o Brasil e Venezuela,
sendo que, muitos casos ainda ndo sdo diagnosticados e notificados (Vanathy et al., 2017).
A prevaléncia global de infec¢ao por Cryptosporidium spp., em pessoas € estimada em 7,6%
(Dong et al., 2020). Nos paises de rendimento elevado, a prevaléncia varia entre 0,1 e 14,1%,
com uma estimativa média de 4,3%, enquanto nos paises de baixo rendimento a prevaléncia
varia entre 1,3 e 31,5% e uma estimativa média de 10,4% (Garcia e Hayman, 2023).

Embora seja relatado que Cryptosporidium spp., estd presente em 1% das fezes de
individuos imunocompetentes em paises de alta renda, o patogeno ¢ detectado em 5-10% das
fezes de pessoas em paises de baixa renda (Checkley et al., 2015). Entretanto, a imensa
maioria dos surtos de veiculagdo hidrica e alimentar sdo notificados em paises desenvolvidos
Ma et al., 2022).

Nos ultimos anos, surtos de criptosporidiose de origem alimentar tem sido
relacionado principalmente com produtos frescos, leite e derivados ndo pasteurizados e suco
de frutas (Chalmers et al., 2020). Ainda, a cada 120 casos de contaminacao hidrica
ocasionados por Cryptosporidium, 46% estdo ligados a fonte de dgua potavel, sendo
considerado o principal agente causador de surtos de transmissao hidrica (Bourli ez al., 2023).

Atualmente, existem 44 espécies conhecidas de Cryptosporidium, onde em torno de
20 espécies distintas causam infec¢des moderadas ou graves em humanos, sendo as principais
Cryptosporidium parvum e Cryptosporidium hominis (Feng, Ryan e Xiao, 2018; Mamedova
e Karanis, 2021).

As espécies deste parasito sdo importantes patogenos humanos e os principais
causadores de diarreia e mortalidade no mundo, acometendo principalmente adultos e
criangas, individuos imunossuprimidos como transplantados, que utilizam terapias por
corticosteroides e portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) que nao realizam

tratamento adequado (Li et al., 2020; Chavez-Ruvalcaba ef al., 2021).
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O grau de severidade da infecgdo varia de acordo com a espécie e subtipos, idade e
estado imunoldgico do hospedeiro onde em pessoas imunocompetentes pode ocorrer
infec¢cdo autolimitada com diarreia aguda, e em imunocomprometidos, diarreia cronica, de
longa duracdo e exibir caréter oportunista, com risco de vida (Xiao et al., 2004).

Em grupos mais vulneraveis, como transplantados, leucémicos, e em tratamento
contra o cancer, o quadro de diarreia cronica pode durar mais de dois meses ou casos
fulminantes com eliminagao de volumes superiores a 2L de fezes aquosas/dia (Bouzid et al.,
2018; Ahmadpour ef al., 2020). Em individuos imunocomprometidos pode ainda despertar
manifestagdes extra intestinais, em tecidos hepatobiliares, pulmonares e pancreaticos
(Chalmers et al., 2019).

As sequelas a longo prazo apds a doenga aguda sdo cada vez mais relatadas,
incluindo distirbios gastrointestinais, sindrome do intestino irritdvel (SII) ou sintomas
semelhantes a SII (Carter et al., 2018).

Em pessoas imunocompetentes, sdo descritas sequelas pos-infecciosas nao muito
diferentes daquelas que se seguem a gastroenterite bacteriana (Chalmers et al., 2019).

A complexidade da criptosporidiose, o nimero de surtos e o desafio e limitacao
quanto ao seu tratamento, refor¢a ainda mais o porqué de ser considerado um problema de
saude publica, uma vez que, a Nitazoxanida ¢ o tnico medicamento aprovado pelo FDA e
apenas para uso pediatrico, onde sua eficacia ¢ considerada minima em imunocompetentes e

ndo eficaz em individuos imunocomprometidos infectados (Relat e O’connor, 2020).

2.6 Giardia spp., e giardiose

O protozoario Giardia spp., ¢ comum em humanos e varios animais. Seu ciclo de
vida inclui dois estagios principais, o trofozoito e o cisto, onde os cistos sdo excretados em
grandes quantidades nas fezes de hospedeiros infectados (Einarsson et al. 2016). O cisto
infeccioso formado no intestino grosso dos hospedeiros, ¢ relativamente resistente a
desinfetantes e a degradagdo ambiental (Dixon, 2021).

Sua transmiss@o ocorre pela via fecal-oral e pode ter carater direto (interpessoal ou

zoonotica) ou indireto, através da ingestdao de cistos presente em agua tratada, 4gua bruta ou
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recreacional cloradas, e em alimentos como mariscos, produtos lacteos, frutas e vegetais
frescos (Leal et al., 2013; 2018; Ryan et al., 2019).

Alguns grupos estdo mais expostos ou vulneraveis a aquisi¢ao da giardiose, como
bebés, criangas em creches, profissionais de cuidados infantis, aqueles em contatos proximos
com pessoas ¢ animais infectados, individuos institucionalizados, que bebem &gua
contaminada ou recreativa, viajantes para areas endémicas, individuos com fibrose cistica,
hipocloridria e que praticam sexo oral-anal (Leung ef al., 2019).

Os fatores que contribuem para o sucesso da propagacao da Giardia spp., incluem:
um - grande nimero de cistos liberados no ambiente por hospedeiros infectados; dois - cistos
que sao imediatamente infecciosos apds a excrec¢ao € que permanecem vidveis por um longo
periodo sob condi¢des ambientais favoraveis (baixa temperatura e umidade) e trés - baixa
dose infectante (Santin, 2020).

A giardiose, causada pela espécie G. duodenalis, ¢ considerada a causa de quadro
diarreico mais comum em humanos, acometendo em torno de 280 milhdes de pessoas todos
os anos (Einarsson et al., 2016). O quadro clinico ¢ variado, podendo a doenca ser subclinica,
aguda ou cronica (Cai et al., 2021). Sequelas pos-infecciosas de longo prazo em pacientes
que nunca receberam tratamento anteriormente, como ma absor¢ao e déficit de crescimento
em criangas também sao reportadas (Caccio, Lale e Svard, 2018).

Além do quadro de diarreia, distensdo abdominal, mé absorc¢ao e perda de peso sdo
sintomas da giardiose (Einarsson et al., 2016). As infec¢des podem ser leves até casos graves,
ocasionando quadros cronicos de alergias alimentares, sindrome do intestino irritavel (SII),
fadiga e artrite (Bartelt, Platts-Mills, 2016). Infeccdes sintoméaticas e mais graves ocorrem
com mais frequéncia em criangas, especialmente com imunodeficiéncia, sendo a astenia, dor
abdominal, desidratacdo e desequilibrio eletrolitico as manifestacdes comuns (Leung et al.,
2019).

Ainda, a fisiopatologia da doenca pode desencadear a intolerancia a lactose,
originando o desequilibrio na microbiota intestinal e em consequéncia, a disbiose, seguido
de ma absorcdo de proteinas, gorduras, vitaminas lipossoluveis e minerais (especialmente
vitamina A, E, B12, ferro, zinco ¢ folato) (Astiazaran-Garcia et al., 2010).

G. duodenalis ¢ um dos principais protozoarios associados as doengas transmitidas

por ingestao hidrica e alimentar, sendo incluido em 28,2 milhdes de casos envolvendo
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alimentos e 26.270 anos de vida ajustados por incapacidade (DALYs) (OMS, 2015). A FAO
(Food and Agriculture Organization) junto da OMS, classificaram G. duodenalis, na 11*
posicao entre os 24 parasitos de origem alimentar no ranking publicado em 2014 (FAO/OMS,
2014).

A giardiose faz parte da iniciativa de doencas negligenciadas da OMS desde 2004,
sendo especialmente comum em 4reas com saneamento precario e instalagcdes limitadas de
tratamento de dgua (Ankarklev et al., 2010). Considera-se que as taxas de infec¢dao em paises
de baixo ¢ médio rendimento sdo muito mais elevadas do que as dos paises de elevado
rendimento, variando entre 8,0 € 30,0% ¢ 0,4 a 7,5%, respectivamente (Cai et al., 2021). No
Brasil, a giardiose ¢ considerada endémica e alguns estados apresentam prevaléncia superior
a 30%, como o estado do Parana (Coelho et al., 2017).

Ainda no Brasil, Giardia spp., ¢ mais frequentemente detectada em amostras
hidricas e alimentares nas regides sudeste e sul, entretanto, a epidemiologia ambiental e
especialmente a epidemiologia molecular, para o entendimento das fontes de contaminagao,
bem como para a sua rastreabilidade ainda apresenta ampla defasagem (Fantinatti et al.,
2020; Rondello Bonatti et al., 2023, Leal et al., 2024).

Porém, considerando as falhas no sistema de detec¢ao e vigilancia em muitas partes
do mundo, ¢ provavel que muitos casos envolvendo transmissdo alimentar ainda sejam
subnotificados, significando que a prevaléncia pode ser muito maior do que o divulgado
(Ryan et al., 2019).

Até o momento, sdo conhecidas nove espécies de Giardia, a qual Giardia
duodenalis, sinonimia lamblia e intestinalis, é responsavel por infectar humanos, sendo um
complexo de espécies composto por oito assembleias (A-H) (Ryan et al., 2021).

As assembleias A e B sdo os conjuntos prevalentes em humanos e as subassembleias
Al e All também tem sido identificada (Ryan ef al., 2019). As assembleias de C-H sdo
hospedeiros especificos, porém, ha poucos relatos de infec¢ao humana (Feng e Xiao, 2011;
Ryan et al., 2021). Os genoétipos (assembleias) C e D sdo relatadas principalmente em
canideos, E em ungulados, F em felinos, G em roedores e H em focas (Barbosa et al., 2024).
Acredita-se que apenas os dois conjuntos A e B sdo patogénicos para humanos, porém, ha
relatos de infeccdo humana com assembleias C, D, E e F (Zahedi et al., 2017; Caccio, Lale e

Svard, 2018).
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Atualmente, existem varios farmacos disponiveis para o tratamento de infec¢des por
Giardia duodenalis., sendo os derivados da classe nitroimidazol os mais utilizados, e
derivados da classe benzinidazol (Ryan ef al., 2019). Mas apesar dessas op¢des, ndo ha um
consenso em relacdo ao uso desses farmacos, pois todos eles apresentam algum efeito
adverso, podem agir na microbiota intestinal, apresentar algum potencial carcinogénico ou
até mesmo induzir o desenvolvimento de resisténcia pelo parasito, principalmente pela classe

dos nitroimidazois (Silva et al., 2020).

2.7 T. gondii e Toxoplasmose

T. gondii pertencente ao filo Apicomplexa, classe Sporozoasida, subclasse
Coccidiasina, ordem Eimeriorina e familia Toxoplasmatidae, tendo seu nome derivado da
forma crescente do estagio taquizoita (toxon = arco, plasma = forma) (Hill ¢ Dubey, 2016).

E considerado um protozoério coccidio intracelular obrigatério que infecta até um
terco da populagdo mundial, sendo considerado um dos parasitos mais comuns em humanos
e animais de sangue quente, como aves e mamiferos (Rousseau et al., 2018).

A infecgao ¢ geralmente assintomatica em individuos imunocompetentes, mas pode
causar quadros graves em individuos imunocomprometidos e ser especialmente grave para
fetos e recém-nascidos se adquirida durante a primo-infec¢do da gestante (Marques et al.,
2022).

Até o momento, 287 genotipos foram descritos e sua transmissao pode ocorrer de
trés formas: vertical — transmissdao da mae para o feto, ingestdo de cistos em tecidos de
animais infectados em carne crua ou mal cozida e ingestdo de oocistos - em agua, alimentos
ou contato com o solo contaminado, eliminados por membros da familia Felidae infectados
(Chavez-Ruvalcaba et al., 2021).

Existem trés estagios infectantes de 7. gondii para todos os hospedeiros:
esporozoitos (em oocistos esporulados como forma ambientalmente resistente), taquizoitos
(individualmente ou em grupos e com rapida multiplicacdo) em liquidos corporeos e com
capacidade de atravessar a barreira transplacentaria e bradizoitos (cistos teciduais com
multiplicagdo lenta (Shapiro et al., 2019). Em seu ciclo de vida complexo, os felideos podem

eliminar milhdes de oocistos nao esporulados que necessitam passar de 1-5 dias no solo para
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tornar-se infectantes (Opsteegh et al., 2024). Normalmente a primo infec¢ao de gatos jovens
decorre da predacao de roedores parasitados mediante ingestdo de um tnico cisto tecidual
contendo bradizoitos, sendo que muitos cistos teciduais podem estar presentes em um
camundongo infectado (Hill e Dubey, 2002).

Os oocistos esporulados sobrevivem por longos periodos nas condi¢des ambientais
mais comuns e até mesmo em ambientes adversos durante meses e até anos (Dardona et al.,
2021). No solo, os oocistos podem ser transmitidos mecanicamente por invertebrados como
moscas, baratas, escaravelhos e minhocas, que podem espalhar os oocistos na alimentagao
humana e animal (Hill e Dubey, 2016).

Surtos de toxoplasmose tem se tornado cada vez mais comuns, sendo relacionados
com a ingestao de alimentos e 4gua contaminados com oocistos de fezes de gatos infectados
(Ekman et al., 2012). As taxas de soropositividade variam de menos de 10% a mais de 90%,
sendo sua incidéncia anual a nivel mundial estimada em 19.100 novos casos (Wang ef al.,
2017). A contaminagdo de hortalicas e frutas com 7. gondii pertencentes aos genotipos Tipo
I e II, ja foi observada em diversos paises, como o Brasil, China, Italia e Polonia (Li ef al.,
2020).

A toxoplasmose continua a ser um problema significativo de saude publica nos
Estados Unidos, onde 8 a 22% das pessoas estdo infectadas, sendo observada uma
prevaléncia semelhante no Reino Unido (Jones et al., 2014). Na América Central, América
do Sul e Europa continental, as estimativas de infec¢do variam de 30 a 90% (Hill e Dubey,
2016). No Brasil, existe uma taxa muito alta de infec¢ao por 7. gondii em humanos, 50% das
criancas da escola primaria e 50-80% das mulheres em idade fértil t€ém anticorpos contra o
T. gondii (Valenzuela et al., 2019).

Ferreira et al. (2018) relataram que dos 25 surtos registrados no Brasil nos ultimos
50 anos, 56% (14/25) ocorreram entre 2010 e 2018, onde setenta e dois por cento (18/25)
tiveram ingestao de oocistos em alimentos, solo ou dgua como os principais fatores de risco;
24% (6/25) estavam associados a ingestdo de cistos teciduais de carne mal-cozida ou crua; e
4% (1/25) estavam associados a taquizoitos ingeridos através de leite ndo pasteurizado. As
baixas condigdes socioecondmicas ¢ educacionais no Brasil foram identificadas como

importantes fatores de risco para infec¢des por 7. gondii em humanos e foram associadas a
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ingestao de oocistos em agua nao tratada, consumo de vegetais contaminados ou via contato
com o solo (Shapiro et al., 2019).

Na maioria dos adultos a doenga ¢ assintomatica, mas pode causar cegueira e retardo
mental em criancas com infec¢do congénita, que ocorre quando uma mulher se infecta
durante a gravidez (Chavez-Ruvalcaba ef al., 2021). As infecgdes durante o primeiro
trimestre sdo mais graves do que as adquiridas no segundo e terceiro trimestres, onde no
inicio hd uma infec¢do generalizada no feto, podendo atingir o sistema nervoso central,
gerando sequelas (Wang et al., 2017).

A doenga leve pode consistir em visdo levemente prejudicada, enquanto as criangas
gravemente doentes podem ter a tétrade completa de sinais: coroidite de retina, hidrocefalia,
convulsdes e calcificagdo intracerebral, sendo a sequela mais comum da toxoplasmose
congénita as doengas oculares (Wang et al., 2017). A toxoplasmose pode ser uma doenga
devastadora em individuos imunossuprimidos, em que a encefalite ¢ a manifestacdo mais
perigosa da doenga, podendo levar os individuos infectados a obito (Chavez-Ruvalcaba et
al., 2021).

Para prevencdo da infec¢do de seres humanos por 7. gondii, devem ser tomadas
precaugdes, como: ferver a agua superficial antes de beber, adquirir uma boa higiene geral
(lavagem frequente das maos ou uso de luvas quando em contato com solo ou fezes de
felinos, lavagem adequada de vegetais antes de serem consumidos, pois podem ter sido
contaminados com fezes de gatos na dgua de irrigagdo ou no solo e evitar o consumo de carne

crua ou mal-cozida (Hill e Dubey, 2016).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Padronizar uma metodologia de deteccdo de ovos de helmintos em formulagdes
enterais preparadas com frutos e hortaligas frescas, visando sua aplicabilidade para aferigao
da sanidade parasitologica do alimento administrado a pacientes com necessidades

alimentares especiais.
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3.2 Objetivos especificos

® Verificar se as formulagdes preparadas com alimentos crus oriundas de residéncias de
pacientes apresentam contaminac¢ao natural por ovos de helmintos, mediante emprego

da metodologia previamente padronizada.

® Verificar se as amostras preparadas com alimentos crus, apresentam contaminagio

natural por Cryptosporidium spp., Giardia spp., € Toxoplasma gondii.

® Detectar e quantificar a concentragdo de indicadores microbioldgicos nas amostras de

formulagdes enterais domiciliares.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo e aspectos éticos

Este estudo ¢ uma pesquisa do tipo observacional, experimental, transversal, com
abordagem quantitativa, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Parana (UFPR), conforme o nimero CAAE: 13012119.0.0000.0102.

O estudo foi realizado em Curitiba, Pinhais e Piraquara-PR, no periodo de
01/08/2022 a 03/05/2024, e dividido em duas etapas: 1) padronizagdo de metodologia para
analise parasitologica; 2) coleta de amostras em domicilios de pacientes para andlise

microbioldgica e parasitologica.

4.2 Etapa 1: padronizacao de metodologia para analise parasitoléogica de amostras de

preparacoes enterais com alimentos (PEA)

Foi realizada a padronizacdo de uma metodologia através de experimentos de
contaminagao artificial de preparacgao enteral com alimentos crus, visando a detec¢ao de ovos

de helmintos.
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4.2.1 Preparo da formulacio enteral

Para os experimentos de contaminacao artificial das formulagdes enterais
manipuladas, foram produzidas duas receitas adaptadas do livro de receitas “Nutri¢ao enteral
com alimentos”, desenvolvido na Universidade Federal do Parana (UFPR) (De Oliveira et
al., 2022).

Receitas do livro incluem couve, morango, suco de laranja, e como os
manipuladores/ cuidadores dos pacientes em atengdao domiciliar podem adicionar outros
vegetais e/ou frutas a preparacao, foi incluido em ambas as receitas, vegetais folhosos e/ou
frutas, para reproduzir essa situagdo, bem como, para tornar a amostra a ser contaminada
artificialmente mais desafiadora.

As preparagdes compuseram os seguintes ingredientes:
e Preparagdo 1: 2 folhas de couve, 4 laranjas, 2 folhas de alface, 2 ramas de agrido, 2
colheres de sopa de agucar e 400mL de agua filtrada.

e Preparagdo 2: 8 morangos médios e 400mL de agua filtrada.

Os ingredientes foram previamente higienizados em agua corrente, € posteriormente
triturados em liquidificador. Ambas as preparacdes foram peneiradas em uma peneira de
malha fina, sendo 200mL acondicionados em sacos plasticos de primeiro uso, totalizando 4
sacos plasticos. Os sacos foram fechados e mantidos refrigerados (abaixo de 4°C) até a

utilizagdo para os ensaios de contaminagao artificial.

4.2.2 Obtencao e preparo dos indculos contendo ovos de Ascaris suum

Para os ensaios de contaminacgdo artificial das preparagdes enterais com alimentos,
foi utilizado ovos de A. suum.

Baseando-se no protocolo de Pineda ef al. (2021), foram removidos fragmentos do
utero da fémea de A. suum, do terco final da bifurcacao do ttero, onde se encontram a maioria
dos ovos férteis. A suspensdo de ovos (solucdo estoque) foi lavada e homogeneizada em
placa de Petri com a solugdo surfactante Tween 80 a 0,1%, para evitar a formagao de grumos

de ovos.
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Em seguida, foram peneirados os fragmentos remanescentes, transferidos para dois
tubos do tipo Falcon, sendo submetidos a centrifugagdo a 1250 x g por 5 minutos para
concentragdo dos ovos. Apds, os sobrenadantes foram removidos e os sedimentos
acondicionados em dois microtubos distintos e armazenados em refrigeragdo até sua
utilizagao.

Para determinar a concentracdo média de ovos presentes nas suspensdes purificadas,
foram realizadas duas contagens de 10 aliquotas de 10uL da solugdo dos indculos,
visualizados em microscopico optico (Pineda er al., 2021). A média resultante da
enumeracao de ovos de A. suum dos indculos foram: dose 1 =207 ovos, ¢ dose 2 = 76 ovos,
os quais foram utilizados em todos os ensaios de contaminagao artificial para estimativa da

eficiéncia de recuperacdo de ovos de cada protocolo.

4.2.3 Protocolos empregados para determinar a eficiéncia de recuperacio de ovos de

helmintos em amostras de PEA

O nimero conhecido de ovos de 4. suum (dose 1 e 2) foi inoculado nas amostras de
PEA. Para a padronizagao do método proposto, 4 protocolos foram analisados em triplicata
(48 ensaios de contaminacao artificial no total).

Os protocolos empregados contaram com as seguintes variaveis (Fluxograma 1)

para comparagao da eficiéncia de recuperagao:

1) Solugéo de dissociacao — uso de Glicina 1M pH 5,5 ou Alconox 0,1%

2) Homogeneiza¢io — mediante agitagdo manual ou agitador magnético

Todos os protocolos tiveram como etapa em comum o tempo de sedimentacdo —2h e

a leitura de todo o sedimento.
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Fluxograma 1: Variaveis empregadas para padronizacdo do protocolo de detec¢ao de ovos de helmintos em
PEA, em amostras contendo hortaligas ou frutos frescos, contaminadas artificialmente com duas doses de
0Vo0s.

AGITACAO GLICINA PROTOCOLO 1
MANUAL

AGITADOR
MAGNETICO

GLICINA PROTOCOLO 2

CONTAMINACAO
ARTIFICIAL

PEA 1 E PEA 2 X
AGITACAO

ALCONOX PROTOCOLO 3
MANUAL

AGITADOR
MAGNETICO

—

ALCONOX PROTOCOLO 4

4.2.3.1 Processamento das amostras contaminadas artificialmente

Testes iniciais foram realizados para verificar qual seria a melhor diluicdao da
amostra. Foram testados SO0mL de PEA em 150mL de Glicina 1M pH 5,5 ou Alconox 0,1 %,
em propor¢do 1:3. Porém, a amostra ficou muito obscura, o que dificultaria a leitura. Entao
foi realizado um segundo teste, utilizando 25mL de PEA em 175mL de Glicina 1M pH 5,5
ou Alconox 0,1 % em proporcdo 1:7, o qual clarificou melhor a amostra.

Apo6s padronizado a propor¢do 1:7, foram medidos 25mL da PEA em proveta e
transferido para um saco plastico de primeiro uso (homogeneizagdo manual) ou para um
Becker (homogeneizacdo por agitador magnético) e em seguida, adicionado 175mL de
Glicina 1M pH 5,5 ou Alconox 0,1 %. Prontamente, foi adicionado 10uL do in6culo contendo
a dose de ovos de 4. suum em varios pontos das preparacdes enterais com alimentos.

Em seguida, foi feita a agitacdo de forma manual (saco plastico) por 3 minutos de

forma leve e pendular, ou através do agitador magnético (Becker) por 10 minutos, sendo cada
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amostra contaminada transferida para um célice de sedimentagdo - limpo e previamente
tratado com solucao de eluicdo Tween 80 (0,1%).

ApoOs a transferéncia, foram adicionados mais S0mL de ambas as solu¢des para
lavagem dos materiais (saco plastico ou Becker), e o liquido resultante adicionado a cada
calice, sendo estes mantidos em repouso em temperatura ambiente por 2 horas.

Decorrido o tempo de sedimentacdo, o sobrenadante foi descartado e 25mL da
amostra foi transferido para um tubo Falcon de 50mL, sendo este centrifugado 1250 x g por
5 minutos. O sobrenadante foi descartado e todo o sedimento remanescente (SmL) de cada
ensaio de contaminagao artificial foi lido em microscopio Optico para enumeracao dos ovos
recuperados.

A defini¢do do melhor protocolo foi obtida através do célculo de média de cada
triplicata baseado na maior taxa de eficiéncia de recuperacdo dos ovos obtida nas preparagdes
1 e 2 contaminadas artificialmente com as duas doses de inoculos.

Concomitantemente aos ensaios, foram processadas uma amostra sem
contaminagdo artificial (controle negativo / branco) de cada preparagdao enteral com
alimentos para confirmar a presenga ou auséncia de ovos de Ascaris sp., para cada PEA em

situagdo natural de contaminacao.

4.2.4 Ensaio de afericido para analise da viabilidade dos ovos detectados em situa¢io

natural de contaminacio.

Para inferir a viabilidade dos ovos de helmintos, foi realizado o teste de inclusdo /
exclusdo do corante vital azul de Trypan (7rypan Blue), conforme descrito por Victoria e
Galvan (2003). A verificagdo foi realizada em cada amostra de PEA ou amostra recebida de
domicilios em que ovos de helmintos foram identificados. Em aliquota de 50uL de amostra,
foi adicionado junto a ldmina uma aliquota de 6uL de corante azul de Trypan (0,1%). A
visualizagao foi feita entre 3 e 5 minutos apos a confec¢ao do preparo conforme Altman et
al. (1993). A viabilidade dos ovos era confirmada quando a solu¢do ndo se incorporava ao

mesSmo.
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4.3 Etapa 2: avaliacio da qualidade microbioldgica e parasitologica de formulacoes

enterais oriundas de domicilios de pacientes

Foram coletadas em cada domicilio avaliado, uma amostra da formulag¢ao enteral
manipulada e pronta para consumo. Todas as amostras foram utilizadas para identificagao de
bactérias, e somente as que continham alimentos crus adicionados ou sucos, foram analisadas

quanto a contaminacao por parasitos.

4.3.1 Amostragem do estudo

O estudo compde formulagdes enterais manipuladas (preparagdes com alimentos,
preparacdes mistas e formulas comerciais) no domicilio de pacientes, cadastrados no
Programa de Atencdo Nutricional as Pessoas com Necessidades Especiais de Alimentacao
(PAN), da Secretaria Municipal de Saude de Curitiba, Pinhais e Piraquara-PR.

Para definir o nimero de formulagdes enterais a serem coletadas, foi realizado um
levantamento do total de registros de pacientes atendidos em 2022, sendo 515 participantes
do PAN no municipio de Curitiba, Pinhais e Piraquara-PR.

Todos os domicilios de pacientes vinculados ao PAN que utilizavam formulagdes
enterais manipuladas no domicilio, foram convidados verbalmente ou por telefone pela
Nutricionista da Unidade de saude a participar da pesquisa. Aqueles que demostraram
interesse em participar e assinaram o TCLE, fizeram parte do estudo.

Os critérios de inclusao foram: domicilio de pacientes vinculados ao PAN, em uso
de nutri¢do enteral com sonda, seja preparacdes com alimentos, preparagcdes mistas e
formulas comerciais em pd, e que concordaram em participar da pesquisa, por meio de

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

4.3.2 Coleta das amostras

Para a coleta das amostras, foi realizada uma visita no domicilio dos pacientes,
previamente agendadas pelas nutricionistas responsaveis pelas Unidades de Saude da regido
de Curitiba, Pinhais e Piraquara-PR (Figura 1). A Nutricionista acompanhou as etapas de

coleta, juntamente com o agente comunitario da unidade de saude. Com o auxilio de um
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frasco plastico esterilizado identificado, foi coletado, em cada domicilio, um total de 150mL
da formulagdo enteral manipulada pronta para consumo, do qual, ¢ consumida 200mL a
300mL por hora, pelo paciente (Vieira, Lima e Cruz, 2021). Posteriormente, as amostras
foram acondicionadas em caixa de isopor isotérmica e transportadas para o laboratério de
higiene de alimentos do Departamento de Nutri¢cdo da Universidade Federal do Parana, sendo
mantidas refrigeradas (abaixo de 4°C) por no maximo 2 horas até¢ a analise microbiologica.
Ap6s retirada de parte do material para as analises microbioldgicas, as amostras
foram recondicionadas em caixa de isopor isotérmica e transportada para o laboratorio de
Parasitologia Ambiental, do Departamento de Patologia Basica da Universidade Federal do

Parana, para realizacdao da analise parasitologica, em até 24 horas.

Figura 1: Regides destacadas onde foram realizadas as coletas das amostras — Curitiba, Pinhais e Piraquara —

PR.
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4.3.3 Analise microbiologica

Para cada amostra analisada, foram pesquisados os microrganismos indicadores
Escherichia coli, Staphylococcus coagulase-positiva e aerdbios mesofilos, conforme

demonstrado no fluxograma 2:

Fluxograma 2: Protocolo empregado para identificacdo e enumeragdo dos microrganismos Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e aerdbios mesofilos.

ECC CONTAGEM DE
CROMOGENICO COLONIAS

AGAR BAIRD- CONTAGEM DE
PARKER (BPA) COLONIAS

ESCHERICHIA COLI

STAPHYLOCOCCUS
COAGULASE +

PLATE COUNT CONTAGEM DE
AGAR (PCA) COLONIAS

AEROBIOS
MESOFILOS

4.3.3.1 Identificacio e contagem de microrganismos indicadores

Para cada analise microbiologica, foi utilizada duas dilui¢des decimais: 107! e 1072,
Para a dilui¢do 107, uma aliquota de ImL da amostra foi adicionada em 9mL de Agua
Peptonada 0,1%, e para obtencio da diluicio 1072, uma aliquota de 1mL da diluicdo 10! foi
adicionada em 9mL de Agua Peptonada.

As andlises foram realizadas em triplicata, através do método de plaqueamento por
superficie em Plate Count Agar (PCA) (Cralplast®) para aerobios mesoéfilos, ECC
cromogénico (Laborclin®) para E. coli e (Agar Baird-Parker) (BPA) (Laborclin®) para

Staphylococcus. Aliquotas de 0,1mL de amostra pura e diluicdes 10! e 1072, foram estriadas
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nas placas de agar e incubadas em posi¢do invertida em uma estufa bacteriologica a 36°C
durante 48 horas.

As andlises microbiologicas foram realizadas conforme descrito no Compendium of
Methods for the Microbiological Examination of Foods (2015).

Os resultados foram comparados com a RDC n° 503, de 27 de maio de 2021, a qual
determina valores de corte para contaminagdo por microrganismos em nutri¢do enteral

(Brasil, 2021).
4.3.3.2 Testes confirmatorios

Foram realizados testes confirmatorios para E. coli e Staphylococcus. Para E. coli
foi feito o teste TSI (Triple Sugar Iron Agar) (Laborclin®): com uma al¢a de drigalski
descartavel, uma coldnia caracteristica de cada amostra foi retirada, inoculada na rampa de
agar TSI e incubado em estufa bacteriologica a 36°C por 24 horas. Havendo mudanca da cor
original do &gar de alaranjado para amarelo, era confirmado a presenga de E. coli.

Jé& para a confirmacao de Staphylococcus coagulase-positiva foi feito inicialmente o
teste de catalase: uma gota de solugao de Peroxido de Hidrogénio (agua oxigenada) era
adicionada em um pedaco de cartolina, € com o auxilio de uma alca de drigalski descartavel,
coletado o centro de uma colonia suspeita, realizado o movimento de esfregaco e observado
se havia formag¢ao de bolhas.

Apo6s a confirmagdo do teste da catalase, foi realizado o teste de coagulase em
seguida. Com o auxilio da alga de drigalski, foi coletado uma colonia caracteristica,
transferida para dentro de um tubo contendo Plasma Coagulase EDTA (Ethylenediamine
Tetraacetic Acid) (Laborclin®), e observado a formacio de coagulo. Se havia a presenca de

coagulos grandes, era confirmado a presenca de Staphylococcus coagulase-positiva.

4.3.4 Analise parasitolégica
4.3.4.1 Pesquisa de ovos e helmintos

Para a identificagao de helmintos em preparagdes enterais oriundas de domicilios de
pacientes que continham alimentos crus foi escolhido o protocolo que obteve a maior taxa de

recuperacdao de ovos através dos ensaios de contaminacdo artificial. Para amostras que
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envolviam vegetais folhosos foi aplicado o protocolo que obteve a maior eficiéncia de
recuperagdo na preparacgdo 1. E para amostras que continham frutos, especialmente silvestres,

foi escolhido o protocolo que alcangou maior taxa de recuperagdo na preparagao 2.

4.3.4.2 Pesquisa de protozoarios patogénicos

Para a deteccao de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. Foram
utilizados os preceitos da ISO n° 18744, de concentragdo, eluicdo, purificacdo e visualizacao

da amostra de acordo com as seguintes etapas (Fluxograma 3):

1) Solucio de dissociacio - Glicina 1M pH 5,5
2) Homogeneizacao - agitador magnético
3) Pesquisa de cistos e oocistos: Separacdo Imunomagnética (IMS) e Reacdo de
Imunofluorescéncia Direta (RID) com anticorpos monoclonais: anti-Cryptosporidium e anti-
Giardia.

Adicionalmente, parte do produto purificado na etapa de IMS foi utilizado para
realizagdo de analises moleculares: extracdo de DNA, seguido da reacdo em cadeia da

polimerase (PCR).
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Fluxograma 3: Protocolo empregado para verificagdo da contaminacao por oocistos de Cryptosporidium spp.
e cistos de Giardia spp.

GLICINA

HOMOGENEIZACAO

CENTRIFUGACAO SEPARACAO IMUNOMAGNETICA (IMS)

RID

4' ANTICORPOS

MONOCLONAIS

- G

4.3.4.2.1 Diluicio e centrifugacio

As amostras de PEA foram previamente diluidas em um copo de Becker, em
proporc¢ao inicialmente definida, ou seja, 25mL de amostra em 175mL de Glicina 1M pH 5,5
em proporcao 1:7, totalizando 200mL. Em seguida, foi feita a homogeneizagdo através do
agitador magnético por 10 minutos.

Com o auxilio de 4 tubos Falcon, foram transferidos SOmL da dilui¢do para cada
tubo. Em seguida, foram adicionados mais 50mL de Glicina 1M pH 5,5 para lavagem do
Becker utilizado para homogeneizagdo, durante 3 minutos. Apds, este liquido de lavagem foi
transferido para um 5° tubo Falcon, totalizando 5 tubos contendo 50mL cada, sendo todos
em seguida, concentrados por centrifugacdo a 1500 x g por 15 minutos.

Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e os sedimentos transferidos para um
sO tubo Falcon. Com 4gua destilada, o tubo foi completado e em seguida centrifugado
novamente a 1500 x g por 15 minutos. Apds retirado o sobrenadante, uma aliquota de 500uL

foi transferido para microtubos de 1,5mL e mantidos sob refrigeragdo até a realizacao da
IMS.
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4.3.4.2.2 Separaciao Imunomagnética (IMS)

A etapa de concentragdo e recuperacao de cistos e oocistos foi realizada através da
técnica padrio de separagdo imunomagnética — IMS (Waterborne, INC®). Em um tubo de
lado plano (Leighton), foram adicionados 0,5mL da amostra primeiramente concentrada. Em
seguida, o microtubo que continha a amostra foi lavado duas vezes com 1mL de Grab™
Buffer-A, e adicionado ao tubo plano contendo a amostra. Apos, a este mesmo tubo plano,
foi adicionado mais 3mL do tampao Grab™ Buffer-A, completado com agua destilada,
totalizando 10mL, e misturado por inversao 3 vezes.

Em seguida, os frascos contendo Dynabeads anti-Crypto e anti-Giardia foram
agitados em vortex por aproximadamente 10 segundos para suspensdo das particulas, e ap0ds,
adicionados 100uL dos Dynabeads® de anti-Crypto e 100uL de anti-Giardia ao tubo
contendo o concentrado da amostra e o tampao. Entdo, o tubo foi fixado em um mixer
rotatorio (Dynal Biotech), e rotacionado por cerca de 20 rpm durante 1 hora a temperatura
ambiente. Decorrido o tempo, o tubo foi removido do mixer rotatorio e posicionado em um
ima (MPC1), sendo balangado manualmente (extremidade a extremidade, em um angulo de
cerca de 90°, inclinando a extremidade da tampa do tubo e a extremidade do fundo do tubo
para cima e para baixo, uma de cada vez) de forma continuada durante 3 minutos, com cerca
de uma inclinacdo por segundo. Posteriormente, com o tubo em posicdo vertical o
sobrenadante foi destinado para pesquisa de 7. gondii € ao sedimento adicionado 450ul de
Grab™ Buffer-B.

Utilizando uma pipeta Pasteur, foi transferido o volume de 450mL da suspensao
para um microtubo de 1,5mL, enxaguado o tubo de lado plano duas vezes com 450mL de
Grab™ Buffer-B e adicionado esses enxagues ao mesmo microtubo de 1,5mL. Em seguida,
o microtubo foi colocado no ima pequeno (MPC-S) e balangado de ponta a ponta, em
aproximadamente 180°, durante 1 minuto.

Apbs, com o tubo preso ao ima, foi aspirado e descartado o sobrenadante com uma
pipeta Pasteur. Em seguida, o tubo foi removido do pequeno ima e adicionando 50ul de 4gua
destilada ao microtubo e vortexado durante 10 segundos. Entdo, a amostra foi colocada em

banho maria a 80°C durante 10 minutos, e apds, vortexado durante 10 segundos. Apos
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verificado que toda a amostra estava na base do tubo, este foi recolocado no MPC-S, seguido
da fita magnética e aguardado 10 segundos. Em seguida, todo o fluido do tubo foi transferido
para um novo tubo de microcentrifuga, sem que fossem agitados as micro pérolas na parede
do tubo.

Foram realizadas trés dissociagdes térmicas a 80°C e a partir do produto purificado,
50ul foram depositados no poco da ldmina de imunofluorescéncia para realizagao da RID, e

o produto restante (100pul) utilizado para extracdo de DNA.

4.3.4.2.3. Visualizacio dos protozoarios por RID

Os protozoarios foram identificados por reacdo de imunofluorescéncia direta,
mediante marcacdo com anticorpos monoclonais anti-Cryptosporidium e anti-Giardia,
conjugados com o fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (Merifluor®). Aliquotas de 50ul
de cada amostra foram transferidas para o pogo da lamina e aguardado a secagem em
temperatura ambiente, usualmente, durante 30 minutos.

Em seguida, foram adicionados 50 microlitros de metanol absoluto ao pogo da
lamina contendo a amostra, e aguardado a secagem por 10 minutos. Entdo, foi adicionado
uma gota do Reagente/Fluido de Detecgdo (anticorpo monoclonal anti-Cryptosporidium e
anti-Giardia), e uma gota do contra corante, assegurando-se que os dois componentes se
misturassem. Apds, a lamina foi colocada em uma camara umida, ao abrigo da luz por 30
minutos.

Em seguida, a lamina foi removida da camara umida, e utilizando uma pipeta
Pasteur limpa, o pogo da lamina foi lavado delicadamente com solugdo tampao, retirando o
excesso de anticorpos. Posteriormente, foram aplicados 50 microlitros da solugdo de DAPI
(1/5000, em PBS) e deixado em temperatura ambiente ao abrigo da luz por minutos.

O excesso de DAPI foi removido e adicionado 50 microlitros de tampao de lavagem
do kit (Merifluor®). Apos, as laminas foram colocadas em dessecador (silica) e protegido da
luz durante 1 hora, a temperatura ambiente. Por fim, cada ldmina recebeu o meio de
montagem do kit, sendo recobertas com uma laminula e armazenadas no escuro, em geladeira

até a etapa de leitura em microscopio de imunofluorescéncia.
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A morfologia dos protozodrios foi confirmada pela incorporagdo do corante vital
DAPI ao material nuclear dos protozodarios e, simultanecamente por DIC (Microscopia de
Contraste de Interferéncia Diferencial). Os critérios de positividade adotados foram os
preconizados pelo método 1623.1 da Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos

(USEPA, 2012).

4.3.4.2.4. Deteccio de protozoarios patogénicos por técnicas moleculares

Extracao de DNA

As extragoes de DNA das amostras contendo alimentos crus foram realizadas com
o kit ZymoBiomics DNA Miniprep® - USA, segundo o protocolo proposto pelo fabricante,
a partir de uma aliquota de 100uL resultante da IMS.

Reacoes de PCR

As andlises moleculares foram realizadas em parceiras com Instituto Adolfo Lutz
de Sao Paulo.

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

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em um sistema
eletroforético horizontal em gel de agarose a 1,2% tampao TBE 1x (45mM de Tris-Borato e
ImM de-EDTA, pH 8.0), contendo brometo de etidio a 0,5g/mL. Em todos os géis foram
adicionados o marcador de peso molecular com fragmentos multiplos de 100pb e as corridas

foram realizadas a 100 Volts por 1h (fonte PS 1006, Apelex, Franca). As amostras foram
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visualizadas e fotografadas em um transiluminador Gene Genius (Programa Gel Capture Pro,
versao 4.5.3) de ultravioleta a um comprimento de onda de 30 nm.

Os iniciadores (Primers) especificos utilizados para a detec¢do de Giardia spp.,
Cryptosporidium spp., e T. gondii estdo descritos na tabela 3.

Em todas as reagdes foram utilizados controles positivos dos protozoarios, € como
controle negativo foi utilizada dgua ultrapura. Todas as amostras de DNA extraidas tiveram
suas concentragcdes mensuradas em espectrofotometro de micro volumes (Nanodrop Thermo

Fisher Scientific® e foram utilizadas para as reacdes de PCR.

Tabela 3: Descricao dos iniciadores moleculares utilizados neste estudo.

Protozoario Iniciadores moleculares (Sequéncia 5" - 3) Sonda

CrylAL1(F) AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC
CryIAL2(F) - AAGTGCGTCAACGAGCAGCT

Cryptosporidi . N3 li
IYPIOSPOTIEIIISPR: (T AL3(R) -GTCGTCTCGAAGATCCAGGGCGGCCTC 0 o 4pied
GG(F) - AAGTGCGTCAACGAGCAGCT
Giardia s G7(F) - AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC Nio se anfica
pp- G759(R) - GTCGTCTCGAAGATCCAGGGCGGCCTC P
REP 529 - AGAGACACCGGAATGCGATCT FAM:
Toxoplasma gondii TTCGTCCAAGCCTCCGACT é(iGA"I;(F}F((}}iGATGGCGGAGA

PCR para Cryptosporidium spp.

A deteccao de Cryptosporidium spp. por PCR foi realizada conforme protocolo
padronizado por Marciano et al. (2022) (Tabela 4), utilizando-se iniciadores moleculares
denominados CrylALI(F) / CrylAL2(F) / CryIAL3(R), que amplificam um fragmento do
mesmo gene da parede de oocisto de Cryptosporidium spp., gerando dois produtos de 703 e
531pb, reacdo que foi denominada de semi-nested em tubo unico. Foram utilizados 0,1puL,
0,5uL e 0,5uL dos iniciadores moleculares CrylIAL1(F), CrylAL2(F) e CrylAL3(R),
respectivamente.

As amplificagdes foram realizadas conforme descrito abaixo. Foi adicionada uma
etapa inicial composta de 20 ciclos para que ocorresse o anelamento dos iniciadores
CrylALI(F) e CryIAL3(R) em temperatura de 61 °C, apds esta etapa, seguiu-se um intervalo

de 4°C por 2 min., e foram adicionados 35 ciclos a 56°C para anelamento dos iniciadores
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CryIAL2(F) e CryIAL3(R).

Tabela 4: Programa de amplificagdo da semi-nested PCR em tubo tinico para Cryptosporidium spp.

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

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

PCR para Giardia spp.

A PCR para determinagdo de Giardia spp. foi realizada utilizando-se iniciadores
moleculares e a reagcdo semi-nested em tubo Unico previamente descrita por Marciano et al.
(2022) (Tabela 5).

Os iniciadores moleculares G7(F) (0,1uL), GG (F) (0,5 uL) e 0 G759(R) (0,5 nL),
foram utilizados conforme descrito abaixo, em uma reacdo de 25uL. A amplificacdo foi
realizada inicialmente com 20 ciclos dos iniciadores G7(F) e G759(R) com temperatura de
65 °C para anelamento. Seguiu-se um intervalo de 4°C por 2min e foram adicionados 35
ciclos a 58°C para anelamento dos iniciadores GG (F) (0,5 uL) e G759(R), gerando dois
produtos de 754 e 149 pb

Tabela 5: Programa de amplificacdo da semi-nested PCR em tubo tnico para Giardia spp., com as
respectivas temperaturas do 1° e 2° ciclos.

1° Ciclo 94°C/5min 20X (94°C/30s; 65°C/30s; 72°C/30s) 72°C/2min  4°C/5min

2° Ciclo 35X (94°C/30s; 58°C/30s; 72°C/45s) 72°C/5min  4°C/ o0

Reaciao de PCR em tempo real (QPCR) para T. gondii

A deteccdo do DNA do protozoario foi feita mediante utilizacdo do liquido de
descarte da etapa de IMS (MPC1), sendo o volume de descarte (10ml), centrifugado a 1500
x g por 15 minutos. Aliquotas de 300uL do sedimento foram submetidas a extragdo de DNA,

conforme descrito previamente. Em seguida, efetuou-se a reagao de qPCR, utilizando-se o
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par de iniciadores moleculares denominado REP-529, mostrados na tabela 3, que amplifica
uma sequéncia de 112pb, altamente repetitiva de REP-529 (GenBank AF487550), conforme
descrito por Belaz ef al. (2015), no equipamento QuantiStudio 5 Real Time PCR System
(Applied Biosystems) em volume final de 20uL por reacdo. A aliquota de 3uL do DNA
extraido foi adicionada a mistura que continha 10uL de 2X TagMan Universal PCR Master
Mix e os marcadores moleculares (1,25uL do “Assay Mix” contendo 18 uM de cada
marcador molecular e SuM da sonda).

As amplifica¢des ocorreram em um ciclo inicial de 50°C por 2 min, um ciclo a 95°C
por 10 min., e em seguida foram realizados 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e a 60°C por 1

min.

4.4. Analise estatistica

Inicialmente, os dados foram apresentados com o célculo de medidas descritivas
(média, desvio padrdo e porcentagens). Em seguida, foi verificado o pressuposto de
normalidade dos dados através do teste de Shapiro Wilk. Comprovada a falta de normalidade
das variaveis do estudo, optou-se por testes de significAncia ndo paramétricos.

Foi realizado o teste de Kruskal-Wallis para comparacao dos protocolos realizados
na padronizacdo da metodologia para detec¢ao de ovos de helmintos em preparagdes enterais
com alimentos. Foram realizadas duas comparagdes, uma frente a dose e protocolo utilizado,
e outra para média e percentual de ovos recuperados, para identificar se houve diferenca
estatistica significante foram considerados valores de p < 0,05.

O teste Qui-quadrado foi aplicado para comparagdo dos tipos de formulagdes
enterais analisadas frente aos limites recomendados pela RDC n° 503/2021 (Brasil, 2021)
para microrganismos, sendo considerado os valores de p < 0,05.

Para as andlises descritas acima foi empregado o software Statistica Statsoft versao

T®.

5. RESULTADOS

5.1 Padronizaciao de metodologia para deteccio de ovos de helmintos em preparacoes

enterais com alimentos (PEA)
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As médias das taxas de eficiéncia de recuperagdo de ovos entre os 4 protocolos
analisados e as duas doses utilizadas, correspondentes a 48 ensaios, variaram entre 47,36%
e 66,02% na preparagdo 1 (Tabela 6), e entre 39,80% e 65,17% na preparagdo 2 (Tabela 7).

Dentre todos os ensaios realizados com a PEA 1, o protocolo que obteve maior taxa
de recuperagao, foi o de nimero 2 — Glicina (1M, pH 5,5) e agitador magnético.

Para a dose 1 a eficiéncia média de recuperacgao foi de 66,02%, e para a dose 2 de
55,26% (Tabela 6). Portanto este método foi o eleito para andlise de preparacdes enterais
contendo vegetais de folhas verdes.

Ja para a PEA 2, o protocolo que obteve a maior taxa de recuperagdo, foi o de
nimero 4 — Alconox® e agitador magnético, o qual para a dose 1 a eficiéncia média de

recuperagdo de ovos de helmintos foi de 65,17%, e para a dose 2 de 52,19% (Tabela 7).
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Figura 2A: ovo de 4. suum (marcado com a seta em  Figura 2B: ovo de 4. suum (marcado com a seta em
vermelho), visualizado em 40x na PEA 1, utilizando  vermelho), visualizado em 40x na PEA 1, utilizando
Glicina (1M, pH 5,5). Alconox®.

Logo, a solucdo de Alconox® e agitador magnético (protocolo 4), foi mais eficaz na
recuperagdo de ovos de A. suum na PEA 2, em ambas as doses (Figura 3A e 3B). Entretanto,
as médias resultantes do protocolo 1 na dose 2, utilizando Glicina (1M, pH 5,5) foi préxima
ao resultado obtido pelo protocolo que apresentou maior eficiéncia de recuperagdo (Tabela
7).

Quanto ao método de homogeneizacao, os protocolos que apresentaram maior taxa
de recuperacao para ambas as doses € PEA, foram aqueles submetidos ao agitador magnético

(Tabelas 6 e 7).
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L .,1 5 A

Figura 3A: processo de sedimentacio da PEA 2, Figura 3B: ovos de 4. suum (marcado com a seta em
utilizando o protocolo 4. vermelho), visualizados em 40x na PEA 2, utilizando

Alconox®.

Considerando as doses utilizadas (dose 1 = 207 ovos; dose 2 = 76 ovos) para cada
protocolo, foi observado diferencga significativa para a dose 1, tanto paraa PEA 1 (p =0,01),
quanto para a PEA 2 (p = 0,00001). Além disso, o protocolo de nimero 3 teve a menor
contagem de ovos na PEA 1 e 2 utilizando a dose 1.

Para a dose 2, ndo houve diferenga estatistica entre os protocolos utilizados na PEA
1 (p=0,74) e PEA 2 (p = 0,70).

Logo, quando comparado as duas doses utilizadas frente a média e % de ovos
recuperados, ou seja, a eficiéncia de recuperagao, ndo houve diferenca estatistica entre os
protocolos utilizados na PEA 1 (dose 1: p = 0,110; dose 2: p = 0,204) e PEA 2 (dose 1: p =
0,103; dose 2: p =0,502).

5.2 Contaminac¢ao natural por parasitos durante os ensaios de PEA e em amostras de

formulac¢des com alimentos crus oriundas da casa de pacientes em uso de NE.

Durante a padronizacdo da metodologia para deteccao de ovos de helmintos na PEA

1 composta de alface, couve, laranja e agrido, foi encontrado contaminagdo por ovo de
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Toxocara sp., (Figura 4A) e a presenga de dcaro em sua composicao (Figura 4B). A PEA 2
— morango e agua, apresentou contaminagao por ovo de ancilostomatideo (Figura 5A), bem
como artropodes foram visualizados frequentemente (Figura 5B). O teste de viabilidade
utilizando o corante Trypan blue revelou que os 0vos se encontravam viaveis, visto que nao

incorporaram a solucao (Figura 4A).

Figura 4A: Ovo viavel de Toxocara sp., corado com Figura 4B: Acaro visualizado em 40x.
Trypan Blue, visualizado em 40x.

Figura 5A: Ovo de ancilostomatideo contendo Figura 5B: Artropode visualizado em 40x.
blastomeros visualizado em 40x.
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Duas amostras de formulagdo enteral contendo alimentos crus oriundas de
domicilios foram analisadas quanto a contaminagdo natural por ovos de helmintos. Para a
amostra 7, foi utilizado o protocolo 2, pois inclua um vegetal folhoso em sua composicao
(ora-pro-nodbis), e para a amostra 39, foi utilizado o protocolo 4, pois continha uva e morango.

Nao foram encontrados ovos ou larvas de helmintos em nenhuma das amostras,
porém, na amostra 39, foi encontrado um artropode (Figura 6), o que caracteriza a amostra

impropria para consumo comparado ao padrao RDC n°® 623/2022 (Tabela 8).

Figura 6: Artropode visualizado em 40x em amostra de formulacao
enteral contendo morango.

Tabela 8: Critérios utilizados para avaliagdo da qualidade parasitologica em formulagdes enterais preparadas com alimentos
crus de acordo com as preconizagdes de legislagdo no Brasil.

Ovos/ larvas de Cisto/oocistos de Artropodes/ Proprio
Amostra Protocolo . L . L.
helmintos protozoarios fragmentos /improéprio
Padrao RDC n° A . A A
623/2022 Auséncia Auséncia Auséncia -
Resultados
7 2 Auséncia Auséncia Auséncia P
39 4 Auséncia Presenca Presenca

Ambas as amostras (7 e 39), foram processadas para a pesquisa de Cryptosporidium
spp. € Giardia spp., conforme descrito anteriormente, mediante IMS e RID. Cistos de
Giardia spp. ndo foram identificados. Cryptosporidium spp., foi evidenciado na amostra 39

(tabela 8) detectado por RID (Figura 7).
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Figura 7: Oocisto de Cryptosporidium spp., com sutura detectado por RID em amostra de
preparacdo enteral contendo morango.

Para as duas amostras, foi realizada a extracdo de DNA, seguido da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) para a deteccdo de material genético dos protozodarios
patogénicos.

Nao foi observado amplificagdo de DNA para os protozoarios Cryptosporidium

spp., I. gondii., e Giardia spp.

5.3 Qualidade microbiologica de formulacées enterais manipuladas em domicilio

Foram coletadas 68 amostras enterais, das quais incluiram férmulas enterais
comerciais, preparagdes enterais com alimentos e preparacoes enterais mistas. A composi¢ao

de cada uma delas encontra-se descrita na tabela 9.
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Tabela 9: Composicao das formulagdes enterais analisadas quanto a contaminagdo por microrganismos €/ou parasitos.

Analise Analise
Amostra Composicao
Microbiolégica Parasitologica
1 Goiaba sem casca ¢ agua mineral S N

5 Ovo cozido, farinha de arroz integral, farinha de aveia, leite S N
integral em po6 e psylium

3 Leite, banana e Nutren® S N

4 Leite UHT + Trophic® 1.5 S N

s Batata cozida, Trophic Basic®, farinha de trigo torrada, S N
6leo, sal e agua da torneira

6 Leite UHT e Trophic Basic® S N

Arroz, feijao, batata cozida, chuchu cozido, cenoura

7 cozida, beterraba cozida, ora-pro-nébis cru e carne de S S
frango cozida
Nhame, cenoura, chuchu, abobrinha, brocolis ¢ carne
moida (todos bem cozidos)
Formula em p6 (Trophic®) e leite integral caixinha
(Tirol®)

0 Carne, batata, cenoura, arroz, agtcar, 6leo, Mussilon®, S N

ovos e leite sem ferver

Ovo cozido, dleo, aveia, castanha e leite de caixinha

11 S N
integral
12 Trophic® pd mais agua fervida S N
13 Trophic® pd mais agua fervida S N
14 Formula comercial S N
15 Formula comercial em po e leite S N
16 Formula comercial em po ¢ leite S N
17 Ameixa seca e dgua quente S N
18 Carne (musculo), batata salsa, abobora madura e cabotia e S N

batata doce

19 Formula comercial em po6 e agua S N



20

21

22

23
24
25
26
27
28
29
30

32

32

33

34

35

36
37
38

39

40
41
42

Albumina em p6, maltodextrina em po, batata cozida, sal,
mucilagem de milho, farinha de arroz, farinha de aveia,
oleo de soja e 6leo de canola, castanha do Brasil, leite
integral e leite desnatado, ambos de caixinha
Formula comercial em po, agua e 6leo de soja
Formula comercial em po, leite em po, leite de caixinha,
ovo em po, amido de milho, azeite de oliva e agucar
Formula pronta
Formula comercial em po, 4gua e Maltodextrina
Formula comercial em po, agua e 6leo de soja
Formula comercial em po e leite de caixinha
Foérmula comercial em po ¢ leite de caixinha
Foérmula comercial em po6 e agua
Formula comercial em po e agua

Leite UHT integral, Mussilon®, banana, mamao e bolacha

Urc med®, Aptamil®, Carbo CH® e 6leo de coco

Trophic® pd mais agua fervida
Arroz,carne moida,cenoura, batata,agticar,leite em po, leite

integral,oleo de soja,sal, Mussilon®, arroz € ovo
Trophic® pd mais agua fervida

Batata,cenoura, abobrinha, batata salsa, abobora menina,

ovo cozido e Trophic Basic®
Abacate, agua, Neo Advance® ¢ Colagen®

Trophic® pd, nutrem 1,0® po e agua
Fortini plus® e 4gua da torneira
Morango, uva, banana, suco de laranja, damasco seco,
mamao e iogurte natural integral
Trophic® po e dgua
Fortini plus® e 4gua mineral

Fortini plus® e 4dgua fervida

v »vn n v nn v vuv wn
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44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

Trophic basic po® e agua mineral
Beterraba, cenoura, brocolis, abobora cabotia, musculo

(carne vermelha), agucar, sal, 6leo de girassol, leite de
caixinha integral e Nutren®
Nutro premium® e PSL (modulo isolado de soro de leite),
oleo de girassol, acucar, leite de caixinha integral
Fresubin original®, leite integral caixinha, nutro premium
soy, pré fibra FSI (modulo de fibras soluveis e insoluveis)
Farinha de trigo torrada, formula nutro premium soy, pré
fibras, leite integral de caixinha, leite desnatado de
caixinha, batata inglesa, agucar, 6leo de soja e sal
Peito de frango, abobrinha, chuchu, cenoura, sal, leite de
caixinha integral, formula nutro premium soy
Batata salsa, cenoura, abobrinha, azeite de oliva, sal, leite
de caixinha zero lactose e formula nutro premium soy
Trophic basic po®, proteina isolada do soro de leite (PSL)
e leite semidesnatado
Farinha de trigo torrada, formula Nutren 1.0®, leite
semidesnatado de caixinha, batata inglesa, batata doce,
abobora, 6leo de soja e sal
Batata, 6leo de soja, sal, acucar, leite integral de caixinha e
Trophic fiber®
Trophic basic®, leite semidesnatado, batata, agticar
demerara, 6leo de soja e sal
Batata, 6leo de soja, sal, trigo torrado, leite de soja, nutro
premium soy
Batata, leite sem lactose de caixinha, trigo torrado, Whey
Protein Isolate, Trophic basic®, agucar, 6leo de soja, sal
leite semidesnatado, farinha de trigo torrada, batata cozida,
6leo de soja, Maltodextrina e sal
Batata, alho, 6leo, agua e modulo
Trigo torrado, agucar, sal, leite semidesnatado de caixinha,

batata cozida, Whey Protein Isolate, Trophic basic®

70
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60

61

62

63

64

65

66

67

68

71

Leite semidesnatado de caixinha, trigo torrado, batata
cozida, dleo de cozinha, agucar, sal, Trophic basic®, Whey S N

Protein Isolate e Fiberfor®

Trophic basic® e leite integral de caixinha S N
Leite pasteurizado de pacote, Maltodextrina, 6leo de milho,
Trophic basic® e Fiberfor® i N
Trophic basic®, energy zip ¢ agua S N
Batata, leite semidesnatado, trigo torrado, 6leo de soja,
Maltodextrina, sal e Trophic basic® > N
Batata, sal, acucar, 6leo de soja, trigo, leite semidesnatado
de caixinha e nutro premium soy > N
Batata cozida, sal, azeite, trigo torrado, leite integral de
caixinha e nutro premium soy > N
Leite integral de caixinha, farinha de trigo torrada, batata
cozida, oleo de soja e Trophic basic® N N
Batata cozida, farinha de trigo torrada, 6leo de soja, leite
semidesnatado, agticar, sal, Trophic basic® e modulo FSI N N
Leite semidesnatado em po, farinha de trigo torrada, batata N N

cozida, oleo, sal, Trophic basic® e Whey Protein Isolate

* Legenda: S = sim; N = nao.

5.3.1 Analise microbiolégica

Comparado a Legislagdo vigente, a frequéncia de amostras que excederam pelo
menos um dos microrganismos analisados foi de 94,11% (n = 64). Dentre estes, os
microrganismos aerobios mesofilos foram os mais prevalentes (88,23%, n = 60), seguido de
Staphylococcus coagulase-positiva (50%, n = 34) e E. coli (30,88%, n=21) (Tabela 10).

Quando analisado cada tipo de formulacdo enteral, embora a preparacdo enteral
mista tenha apresentado maior nimero de amostras fora do padrao estabelecido (97,5%, n =
39), seguido da preparacdo com alimentos (90,90%, n = 10) e formula comercial (88,23%, n
=15), ndo houve diferenca significativa (p = 0,35) (Tabela 10).

Quando comparado os microrganismos analisados em relacdo aos tipos de

formulagdes enterais, embora ndo tenham apresentado diferenga significativa entre eles (p <
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0,05), evidencia-se que a preparacdo enteral mista se sobrepds em percentuais de
contaminag¢do, nos aerébios mesofilos (92,5%, n = 37) e E. coli (40%, n = 16). Enquanto,
para Staphylococcus coagulase-positiva, a preparacdo enteral com alimentos apresentou
maiores niveis de contaminagao (54,54%, n = 6) (Tabela 10).

A preparagdo com alimentos foi a segunda formulagdo com maiores niveis de
contaminag¢do para aerobios mesofilos (90,90%, n = 10) e Escherichia coli (27,27%, n = 3).
A férmula enteral comercial foi a que apresentou menores niveis de contaminagao para os
trés microrganismos analisados (Tabela 10).

Nao houve diferenca estatistica significativa entre as formulagdes com relacao ao
percentual de aerobios mesofilos acima dos limites recomendados (p = 0,218) pela RDC n°
503/2021. Comparando a preparagdo mista com a formula comercial, também ndo se
observou significancia estatistica (p = 0,109).

Logo, ndo houve diferenca significativa entre as formula¢des com relacdo ao
percentual de Staphylococcus coagulase-positiva acima dos limites recomendados (p =
0,698). Comparando a preparagdo com alimentos e a formula comercial, também nao se
observou diferenca significativa (p = 0,488).

Por fim, ndo houve diferenga significativa entre as formulagdes com relacao ao
percentual de E. coli acima dos limites recomendados (p = 0,104). Comparando a preparacao
mista com a férmula comercial, observou-se diferenca estatistica significativa (p = 0,036),
ou seja, a formulagdo mista apresenta um percentual de contaminagdo maior em relagdo a

formula comercial.
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Tabela 10: Frequéncia de microrganismos com valores acima dos limites recomendados.

fotal FC(n=17) PM (n = 40) PA(n=11)
n= n= n=
(N=68) P
Amostras que excederam pelo
. . 64 (94,11%) 15 (88,23%) 39 (97,5%) 10 (90,90%) 0,35
menos um microrganismo
Aerodbios mesofilos 60 (88,23%) 13 (76,47%) 37 (92,5%) 10 (90,90%) 0,218
Staphylococcus coagulase-positiva 34 (50%) 7 (41,17%) 21 (52,5%) 6 (54,54%) 0,698
Escherichia coli 21 (30,88%) 2 (11,76%) 16 (40%) 3 (27,27%) 0,104

* Legenda: FC = formula comercial; PM = preparagdo mista; PA = preparagdo com alimentos; padrdes RDC n°® 503/2021:
Aerobios mesoéfilos = <10° UFC/g; Staphylococcus coagulase-positiva = <3 UFC/g; Escherichia coli = <3 UFC/g; p = andlise
Qui-quadrado para comparagdo das formulagdes enterais frente aos limites recomendados pela legislacao.

A contagem minima entre os microrganismos e formulagdes enterais foi de <10
UFC, expressando um resultado negativo ou igual a 0. O resultado maximo encontrado na
formula comercial foi de microrganismos aerdbios mesdfilos (4,106 x 10° UFC), seguido de
Staphylococcus coagulase-positiva (2,783 x 10° UFC) e E. coli (2,1 x 10> UFC) (Figura 8).

Na preparacdo mista, o resultado maximo encontrado foi para microrganismos
aerobios mesofilos (1,925 x 10° UFC), seguido de Staphylococcus coagulase-positiva (2,7 x
10° UFC) e Escherichia coli (4.0 x 10* UFC) (Figura 9). O resultado de aerdbios mesofilos
também foi o mais prevalente na preparag¢io com alimentos (5,55 x 10° UFC), seguido de
Staphylococcus coagulase-positiva (5,48 x 10* UFC) e E. coli (3.0 x 10' UFC) (Figura 10).
Analisando o comportamento geral, entre as formula¢des enterais € 0os microrganismos
pesquisados, os microrganismos aerdbios mesoéfilos apresentaram maior contagem de
unidades formadoras de coldnia, seguido de Staphylococcus coagulase-positiva e

Escherichia coli (Figura 11).
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Figura 8: Analise de comportamento da contagem dos microrganismos analisados na Férmula
Comercial.
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Figura 9: Analise de comportamento da contagem dos microrganismos analisados na
Preparacgdo Mista.
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Figura 10: Analise de comportamento da contagem dos microrganismos analisados na
Preparagdo com Alimentos.
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Figura 11: Analise de comportamento da contagem dos microrganismos analisados entre todas
as formulacdes enterais.
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6. DISUSSAO

A nutri¢ao enteral (NE) ¢ a via preferencial para o reestabelecimento de individuos
que sdo incapazes de satisfazer suas necessidades nutricionais por meio da alimentacao por
via oral e que estdo sob risco de desnutri¢do (Brown et al., 2020).

Em paises desenvolvidos, sio comumente fornecidas formulas enterais comerciais
por meio do sistema ou seguro de saude de pacientes em uso da nutri¢do enteral em domicilio
(Bischoff et al., 2020). Mas, em paises em desenvolvimento como o Brasil, mesmo havendo
programas que ofertam esta assisténcia em domicilio, o orcamento para o fornecimento de
formulas enterais comerciais € limitado, ndo atendendo a necessidade de todos os usuarios
(Sousa, Ferreira e Schieferdecker 2014).

Logo, nos ultimos anos tem ressurgido o interesse pela nutricdo enteral incluindo
alimentos na preparacao, embora o uso de formulas comerciais seja mais recomendado pelos
profissionais de saude por ser considerara mais segura, acerca do aporte nutricional
adequado, minimizacdo da contaminacao microbioldgica e beneficios dos resultados clinicos
(Samela et al., 2017; McCormack, Patel e Smith, 2023).

Preparacdes enterais com alimentos podem incluir laticinios, carnes e produtos “in
natura” (Santos et al., 2022). Frutas e vegetais, especificamente consumidos crus ou
minimamente processados, sdo considerados alimentos de maior risco, pois podem ser
veiculos de contaminacdo por parasitos, devido as més condi¢des de higiene durante a
transformagdo ou preparo, através de manipuladores, superficies ou equipamentos de
alimentos contaminados (Kame-Ngasse, et al., 2023; Oladusu et al., 2023).

A baixa dose infectante para parasitos implica em maiores oportunidades de
infeccdo e maior risco em saude publica (Rousseau et al., 2018). Este fato ¢ relevante e
preocupante, visto que pacientes imunodeficientes ou imunossuprimidos, como os individuos
que recebem terapia enteral nutricional do presente estudo, podem ter seu quadro agravado,
caso recebam alimentos frescos contaminados por diferentes parasitos, inclusive de carater
oportunista (Li et al., 2020; Amouei et al., 2022).

Entretanto, de acordo com nossos conhecimentos, estudos que tenham como
enfoque a avalicdo da qualidade sanitaria no que tange a contaminagdo por parasitos em

alimentos frescos que comporao formulagdes enterais destinadas a pacientes com
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necessidades especiais de cuidados de saude, sdo inexistentes.

A deteccdo de parasitos em alimentos usualmente ¢ subnotificada (Ryan et al., 2019;
Costa et al., 2022) e, esbarra na complexidade inerente a execucdo das metodologias para
este fim, e em determinados casos, no alto custo relacionado ao seu isolamento (Behnke et
al., 2008; Saelens, Robertson e Gabriel, 2022). Apesar de existir uma ISO para a deteccao de
protozoarios patogénicos dos géneros Cryptosporidium e Giardia para vegetais e frutos
silvestres (ISO, 2016), ndo existe normativa padrdo para a pesquisa de helmintos em
alimentos frescos.

Neste sentido, o presente estudo se mostra ainda mais desafiador, visto que também
nao ha estudos e normativas que padronizaram e avaliaram a presenca de contaminantes de
origem parasitdria em amostras alimentares ainda mais complexas, como as formulagdes
enterais com alimentos frescos, onde a mescla de diferentes alimentos comumente ¢ utilizada
para a nutricdo de pacientes outrora debilitados.

Desta forma, a padronizacao de um protocolo para a deteccao de ovos de helmintos
em preparagdes enterais compostas por alimentos frescos, poderia ser utilizada e replicada
por setores publicos e privados, relacionados com a vigilancia de alimentos a fim de garantir
maior inocuidade ao produto e protecao da saude publica. Além disso, a existéncia de um
protocolo validado € relevante para uma pronta resposta em eventual situagdo de surto
relacionado a contaminacao por este tipo de alimento (Waindok, Raulf e Strube, 2022)

A deteccdo de parasitos em alimentos apresenta etapas criticas, tais como a elui¢do
e concentragdo de parasitos a partir da matriz alimenticia (Collender, et al., 2015). Diversas
solucdes de elui¢ao/ dissociagcdo pode ser empregadas para este fim, entretanto, no presente
estudo optou-se por utilizar solugdes compostas de surfactantes (Alconox® - 0,1%) e com
aminoacidos (Glicina 1M, pH 5,5), aplicadas em duas preparacdes enterais com alimentos —
PEA 1) alface, couve, laranja e agrido; PEA 2) d4gua e morango.

Visto que formulacdes enterais podem ser compostas por diferentes ingredientes, e
que os cuidadores dos pacientes acamados inserem produtos frescos - fato este observado
durante as visitas aos domicilios - a padronizagao e afericdo da sensibilidade da metodologia,
mediante aplicacdo de diferentes solucdes eluentes demonstra a necessidade de adequagdo e
escolha, dependente do tipo de formulagao empregada, ou seja, composta por frutos ou

vegetais.
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Nossos resultados de experimentos de contaminagao artificial permitem inferir que
em caso de formulacdes enterais compostas majoritariamente por vegetais, deve-se utilizar a
solug¢do composta por Glicina 1 M, pH 5.5, para a identificacdo de ovos de helmintos, onde
observou-se as maiores taxas de recuperagdo, utilizando duas doses de ovos de A. suum -
66,02% e 55,26%, respectivamente.

Do mesmo modo, em formula¢des compostas por frutos, observou-se melhor
desempenho da utilizacio de solugdo de dissociagio composta por Alconox® - 0,1%,
independente da dose aplicada com taxas de recuperagdao média de 65,17 e 52,19%,
respectivamente.

Poucos estudos analisaram a eficacia dos métodos utilizados para a recuperagao de
ovos de parasitos em vegetais folhosos. Matosinhos et al. (2016) e Pineda et al. (2021)
realizaram a padronizagdo e validagdo, respectivamente, de uma nova metodologia para
pesquisa de helmintos em vegetais folhosos e identificaram que a solu¢ao de Glicina (1M,
pH 5.,5) obteve maior eficacia de recuperacdo. Como método de homogeneizagdo, estes
autores utilizaram somente a técnica manual, com auxilio de saco pléstico descartavel, ao
contrario da presente pesquisa, que comparou duas estratégias de homogeneizagdo, manual
ou sob agitador magnético.

Para ambas as PEA, os melhores resultados foram obtidos mediante
homogeneizagdo por agitador magnético, independente da dose e solugdo de dissociag@o
empregada, o que pode ser explicado devido a menores chances de perda de ovos por exigir
menor manipulacao da amostra e ser utilizado um Becker de vidro que reduz a aderéncia dos
ovos de helmintos (Kleine et al., 2016).

Frutos de baga também vem despertando interesse por pesquisadores nos ultimos
anos, uma vez que o crescente aumento de seu consumo se depara com o surgimento de surtos
alimentares (Barlaam et al., 2022). Frey et al. (2019) descreveram uma metodologia que se
baseia em uma etapa de centrifugacdo da agua de lavagem de morangos contaminados
artificialmente com helmintos contendo 0,1% de Alconox® ou Glicina (1M, pH 5,5). Os
autores demonstram que as amostras contaminadas com 100 ovos foram detectadas de forma
confiavel utilizando a solu¢do Alconox, mediante ensaios de biologia molecular, embora nao
tenham aferido a sensibilidade da técnica de recuperacdo de ovos por microscopia

convencional.
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Em nossa padronizagdo com preparacdes com alimentos, contendo vegetais
folhosos (PEA 1) e frutos (PEA 2), foram aplicadas uma dose mais alta (207) e uma mais
baixa (76) a fins de comparagdo, ao contrario dos estudos anteriormente relatados. As
diferentes doses utilizadas tém por objetivo fortalecer ainda mais a metodologia aplicada,
uma vez que, as solucdes utilizadas se mostram eficientes na recuperacdo de ovos em
possiveis cenarios diferentes de contaminacgao.

Ressalta-se que, a presente padronizacao foi realizada com uma mescla de alimentos
triturados e sob visualiza¢ao a olho nu em microscopio Optico, o que caracteriza um maior
desafio na recuperacao de ovos de helmintos.

Considera-se que ambos os protocolos que apresentaram as melhores performances
sdo robustos, ndo somente considerando as taxas de recuperacdo alcangadas, mas também
devido a identificacdo de outras espécies de helmintos presentes em ambas as PEA em
situacao natural de contaminacdo. Em um dos ensaios de contaminagao artificial utilizando
a solucao de Glicina (1M pH 5,5), aplicado para preparacao com alimentos contendo alface,
agrido, rucula e laranja, a contaminagdo por ovos de 7oxocara sp., foi identificada.

A contaminagdo por Toxocara sp., ocupa a 20* colocagdo no ranking da FAO em
conjunto com a OMS de classificacao de risco de contaminagao por parasitos veiculados por
diferentes tipos de alimentos (FAO/OMS, 2014). Ressalta-se que uma critica feita a esse
ranking refere-se ao pequeno enfoque dado as variagdes regionais e consumo especifico de
determinados alimentos. Entretanto, a doenga ¢ frequentemente subnotificada e apresenta
diversos agravos a saide humana, com a maioria dos casos ocorrendo no Brasil, China,
Estados Unidos, Cor¢ia, Japao, india, Austria e Franca (Chen et al., 2018).

O parasitismo em humanos ¢ considerado acidental, onde a toxocariase pode se
manifestar em trés sindromes: larva migrans visceral (LMV), larva migrans ocular (LMO) e
a toxocariase neuroldgica. A toxocariase ocular ocorre quando as larvas de Toxocara migram
para o olho, e os sinais e sintomas incluem perda de visao, inflamacao ocular ou danos a
retina (Ma et al., 2018). A toxocariase visceral ocorre quando as larvas do parasito migram
para varios orgaos do corpo, especialmente para o figado e secundariamente para o pulmao,
coragdo ou rins, provocando dabos aos 6rgaos e quadro clinico que incluem febre, fadiga,
tosse, chiado ou dor abdominal (Chen et al., 2018). Logo, os sinais clinicos da toxocariase

neurologica, ndo sdo especificos, levando a um possivel subdiagndstico dessa condicao



80

(Chen et al., 2018).

Além disso, no presente estudo testes de viabilidade aplicados aos ovos detectados
em situagdo natural de contaminacdo, como a aplicacdo do azul de Trypan, revelaram que
estes se encontravam viaveis. Este procedimento ¢ o mais comumente utilizado, por ser mais
facil e barato para avaliar a viabilidade celular de Toxocara sp., e outros helmintos como
Ascaris sp. e Trichuris sp. (Bonatti e Franco, 2014; Waltcher et al., 2023). O azul de Trypan
¢ um reagente colorimétrico que cora as células mortas com uma cor azul, podendo ser
observado através de microscopia Optica em baixa resolugdo. Baseia-se no principio de que
as células vivas possuem membranas celulares integras que nao permitem a internalizagao
deste corante, enquanto células mortas o incorporam (Sena-Lopes, ef al., 2020).

Logo, o encontro de ovos vidveis, com potencial de infectar seres humanos, adiciona
relevancia em saude publica, em especial para o grupo vulneravel do presente estudo.

O protocolo utilizando Alconox® propiciou a visualizagio de um ovo de
ancilostomatideo e artropodes na preparacdo contemplando morango. O ovo de
ancilostomatideo encontrado durante os ensaios de contaminagao artificial, apesar de ndo ser
infectante nesta forma, demonstra importante impacto de contaminacdo por fezes humanas
ou animais, uma vez que, a infec¢dao ¢ transmitida pelo contato com o solo contaminado
(Traub et al., 2021).

A ancilostomose ¢ uma infec¢do cronica comum em humanos com estimativa de
740 milhdes de casos especialmente em paises com baixo nivel socioeconomico localizados
em areas tropicais e subtropicais do mundo segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS)
(Gerber et al., 2021). Os ancilostomatideos em sua fase adulta podem viver por varios anos
no intestino humano, sendo de um a trés anos para Ancylostoma duodenale e de trés a dez
anos para Necator americanus (Jourdan et al., 2018). Este longo periodo de sobrevivéncia
causa danos significativos na mucosa intestinal do hospedeiro, sendo um dos principais
causadores das manifestacdes clinicas, incluindo a anemia por deficiéncia de ferro causada
pela perda de sangue intestinal no intestino delgado (Stracke, Jex e Traub, 2020).

A identificacdo de ovos de helmintos durante a padronizacdo, reforga que a
inativagdo de parasitos ¢ influenciada por outros fatores além dos métodos de lavagem,
sanitizagdo e solucoes de eluicdo, pois os frutos e vegetais folhosos, apresentam superficie

irregular, porosa e rugosa, o que dificulta a remogao de parasitos (Silveira et al., 2023).
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A eficiéncia da utilizagio de Alconox® e Glicina (1M pH 5,5) na recuperacio de
ovos de helmintos demonstrada neste estudo de padronizagdo pode auxiliar em futuras
analises acerca deste tema, contribuindo para que pesquisadores sigam metodologias mais
precisas para analise de alimentos.

A solucio de Alconox®

¢ a solu¢do padronizada para deteccdo de Cyclospora
cayetanensis, pela Food and Drug Administration (FDA), esta solucdo também tem sido
utilizada para o isolamento e recuperacdo de outros protozodrios, como Cryptosporidium
spp., G. duodenalis e T. gondii em produtos frescos, como frutos de baga e vegetais folhosos
(Barlaam et al., 2022; Temesgem, Stigum e Robertson, 2022).

Entretanto, a Glicina (1M pH 5,5) ¢ a solucdo utilizada na ISO n° 18744, que
padroniza o método de detec¢dao e enumeracdo de oocistos de Cryptosporidium e cistos de
Giardia, ambos protozodrios de rota fecal-oral, em vegetais folhosos e frutas vermelhas (ISO
18744, 2016).

No decorrer do estudo foram analisadas formulagdes enterais comerciais,
preparacdes com alimentos e mistas manipuladas em domicilio. Todas foram destinadas para
pesquisa de microrganismos, porém para as andlises parasitologicas, somente duas, devido
estas conterem alimentos adicionados crus. Em grande parte das amostras sdo adicionados
carnes, leite, arroz e outros ingredientes, que nao foram utilizados nos ensaios de controle.

E importante ressaltar que as amostras de formulacdes enterais oriundas das casas
dos pacientes, eram preparadas no momento da coleta, ou seja, o contetido da formulagao
adivinha do que o paciente estd habituado a receber, ndo havendo nenhuma interferéncia por
parte do interesse da pesquisa quanto aos ingredientes a serem utilizados na formulagao.

Entretanto, destaca-se que as amostras analisadas, estavam prontas para serem
consumidas pelo paciente em uso de nutricdo enteral, ou seja, os ingredientes foram
previamente higienizados e triturados. Ainda, a mescla de diversos ingredientes adicionados
na amostra, que nao foram utilizados nos ensaios, pode ter interferido na recuperacao de ovos
de helmintos por dificultar a visualizagdo e identificagdo por microscéopio optico.

Contudo, utilizando os preceitos da ISO n° 18744 foi possivel identificar a
contamina¢do de uma das amostras dos domicilios por oocisto de Cryptosporidium spp.
Somente um oocisto foi identificado na lamina de imunofluorescéncia, ndo sendo

visualizados esporozoitos. Logo, a PCR foi negativa, que pode ser atribuido a baixa
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quantidade de DNA presente (Leal et al., 2024).

Comparado os resultados da andlise parasitologica das amostras recebidas,
constatamos que a amostra 39 estava impropria para o consumo humano quando comparado
a RDC n°® 623/2022, a qual dispde sobre os limites de tolerancia para matérias estranhas em
alimentos, definindo que cistos/oocistos de protozoarios e artropodes e fragmentos devem
estar ausentes.

Em 2019, um surto de criptosporidiose afetou funcionarios adultos de uma mesma
empresa no oeste da Noruega, apds todos terem bebido do mesmo recipiente de suco de maga
auto prensado. A suspeita da origem da infec¢@o foi o solo contaminado no pomar, durante
a coleta da fruta, ou durante o processamento (Robertson et al., 2019). Destaca-se que mesmo
com o fruto triturado, o protozodrio continua infectante.

Logo, durante os ensaios de padronizagdo, e na etapa de andlise de contaminagdo
por helmintos na amostra 39, utilizando o protocolo 4 — Alconox® e agitador magnético, foi
identificado a presenga de artropode. Em saude publica, ¢ ressaltada a importancia do
combate aos artropodes por serem possiveis carreadores de agentes infecciosos, e
consequente a transmissao de doengas, onde algumas sdo consideradas de maior mortalidade
e morbidade a nivel mundial (Brasil, 2019b).

Apesar de ndo ter sido observado amplificagdo de DNA para 7. gondii ao realizar
analise molecular das amostras 7 e 39, o risco de contamina¢do por este protozoario no
ambiente domiciliar ndo pode ser descartado, pois animais de estimagdo, como gatos foram
vistos com bastante frequéncia nas casas visitadas, onde muitas vezes 0s animais se
encontravam dentro do domicilio e préximo ou no interior da cozinha, onde ocorre a
manipulacdo da NE.

Visto que as preparagdes com alimentos podem envolver diversos ingredientes, a
contaminagdo microbioldgica também se destaca como um dos motivos de preocupagdo
quanto a administragdo deste tipo de formulagdo enteral, pois demonstra maiores niveis de
contaminagdo comparado a férmulas comerciais, as quais exigem menor manipulagao
(Santos et al., 2022; Kozow et al., 2023).

Durante as andlises quanto a presenca de microrganismos em formulagdes enterais
detectamos que de 68 amostras analisadas, 64 (94,11%) excederam ao menos o limite de

seguranca de um microrganismo, quando comparado a RDC n°® 503/2021 que estabelece os
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limites de microrganismos na nutri¢ao enteral. E de todas as amostras recebidas e analisadas,
a preparagdo mista se sobrepds em percentuais de contaminagdo em relacdo as demais
preparagdes, para aerobios mesofilos e E. coli, demonstrando que 92,5% e 40% das amostras,
respectivamente, estavam em desacordo com a legislacdo vigente. Entretanto, ndo houve
diferenca significativa.

E importante destacar que as prepara¢des mistas também demonstraram um namero
surpreendente quanto a contagem de microrganismos totais para aerobios mesoéfilos e E. coli,
comparado as demais féormulas. O maior nimero encontrado de bactérias em uma Unica
amostra de prepara¢do mista foi de 1,925x10° UFC de aerdbios mesofilos e 4.0x10° UFC
para E. coli.

Vieira et al. (2018) e Ojo et al. (2020) que tinham como objetivo avaliar a qualidade
microbioldgica de formulagdes enterais, revelaram que os maiores niveis de contaminacao
microbiana ocorrem em preparagdes enterais mistas, que inclui formula e alimento na
composi¢do, quando comparado as formulas comerciais, manipuladas em ambiente
domiciliar, o que vai de encontro com nossos resultados.

Ainda, os percentuais de aerobios mesofilos foram os mais elevados, frente a RDC
n°®503/2021, quando comparado aos demais microrganismos analisados, onde de 68 amostras
analisadas, 60 (88,23%) estavam inadequadas. Quando comparado a legislacdo, a presenca
de aerobios mesodfilos também prevaleceu na formula comercial (76,4%) e preparagdo enteral
com alimentos (90,90%).

Esses resultados sdo preocupantes, pois a alta contagem de mesofilos pode indicar
a presenga de patogenos, uma vez que a temperatura durante a preparagdo, armazenamento
ou distribuicao da formulagdo foi negligenciada (Salazar-Llorente et al., 2021).

E. coli, comumente pesquisada em formulagdes enterais e considerada a principal
bactéria indicadora de contaminagdo fecal (Adibi et al., 2022), foi detectada em preparacdes
enterais mistas. Embora a maioria das cepas de E. coli sejam inofensivas, alguns sorotipos
podem causar intoxica¢ao alimentar grave, podendo ser fatal para pacientes com fungao
imunoldgica deficiente, como os que utilizam a NE, ao ocasionar diarreia com sangue,
desidratacao e até insuficiéncia renal (Bahramian et al., 2023).

Além disso, a preparacdo inadequada dos alimentos pode contribuir para a

contaminac¢do da nutrigdo entérica por S. aureus, enquanto estas estirpes bacterianas e outras
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espécies de Staphylococcus coagulase-positivas também podem libertar enterotoxinas
(Moazen et al., 2014).

Neste estudo, este grupo de bactéria foi detectado em maiores quantidades em
preparagdes enterais com alimentos, representando 54,54% das amostras em desacordo a
legislagdo, chegando a ser contabilizada com valores de 5,48 x10* UFC presente em uma
unica amostra. Este resultado pode denotar mas condigdes higi€nico-sanitarias dentro dos
domicilios (Santos, Botoni € Morais, 2013; Bahramian et al., 2023).

Nas visitas aos domicilios para coleta das amostras, foram identificados também
pontos criticos quanto as etapas de manipulagdo das formulagdes enterais: higienizagdao das
maos inadequada, presenca de animais € moscas na area de manipulagdo, lixo préximo aos
alimentos, utilizacdo de utensilios de madeira, auséncia da sanitizagdo de frutas e vegetais,
ndo utilizacdo de agua filtrada, entre outros.

Tais inadequagdes podem corresponder aos resultados encontrados quanto a
contaminagdo bacteriologica e parasitologica, uma vez que, os patogenos podem ser
introduzidos no ambiente doméstico através de alimentos crus naturalmente contaminados,
transferidos do ambiente (transportados por animais ou insetos) ou transferidos de outra
pessoa (contaminacgdo fecal-oral e aerossolizacdo) (Borrusso e Quinlan, 2017). Sob as
condi¢des adequadas em casa, os microrganismos especialmente, t€ém potencial para
sobreviver, crescer, espalhar-se para outras superficies, persistir por longos periodos e
contaminar os alimentos (Borrusso e Quinlan, 2017).

Visto que grande parte das amostras analisadas quanto a presenca de
microrganismos ultrapassa os limites assegurados para formulagdes enterais, estipulado pela
RDC n°503/2021 e a contagem de total de microrganismos exorbitantes, este estudo adiciona
informagdes importantes aos demais ja realizados quanto a contaminacdo microbiologica na
NED. Entretanto, se diferencia ao demonstrar as informacoes referentes aos dados brutos da
contagem total de microrganismos, considerada relevante, uma vez que se trata de pacientes
muitas vezes acamados e debilitados.

Devido a crescente dependéncia de atendimento nutricional ambulatorial, a nutricdo
enteral domiciliar (NED), reconhecida por ser uma modalidade de interveng@o nutricional

eficaz e relevante, tem sido cada vez mais utilizada por ser capaz de otimizar a transi¢ao
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alimentar e melhorar a qualidade de vidas dos pacientes, com menores custos (Melo et al.,
2020).

Logo, dados epidemioldgicos de diversos paises como a Europa, América do Norte,
Australia e Nova Zelandia indicam que uma propor¢ao substancial de doengas transmitidas
por alimentos ¢ atribuivel a praticas inadequadas de preparagdo de alimentos nas casas dos
consumidores (Redmond e Griffith, 2003).

Os resultados expressivos quanto aos indicadores bacteriologicos nas formulagdes
enterais analisadas neste trabalho, a detec¢do de Cryptosporidium, protozoario de carater
oportunista aliado as praticas inadequadas observadas quanto a manipulagdo de alimentos,
mostram a necessidade de melhoria nos processos de TNE. Ademais, ressalta-se a
necessidade de utilizar técnicas sofisticadas e que propiciem a identificacdo das espécies dos
protozoarios, visto que nem todas apresentam potencial infectante para seres humanos (Ryan
et al., 2021). De todo modo, as técnicas empregadas de IMS e RID sdo robusta, sendo
possivel identificar um risco potencial e a necessidade de melhoria nos processos.

Considerando a incidéncia de bactérias indicadoras nas formulacdes enterais
analisadas e que muitas das preparagdes contém vegetais e frutos frescos, utilizados crus,
medidas a serem tomadas para reducao do risco de contaminagdo devem ser tomadas. As
precaugdes a serem realizadas devem incluir o armazenamento, preparo e higienizagao
correta das maos dos manipuladores de alimentos, bem como dos utensilios e locais onde
ocorrem os preparos (SBNPE, 2018).

Ainda, utilizacdo de agua potavel e a higienizacdo correta dos produtos frescos
através da cloragdo da agua utilizada em todo o processo (SBNPE, 2018). Bem como a
técnica de remogdo mecanica em agua corrente para remog¢ao de ovos, cistos e oocistos de
parasitos em produtos frescos, pois somente a cloracdo ndo se faz suficiente neste caso
(Eslashi et al., 2023).

O desenvolvimento de métodos para a detec¢ao e determinacdo da viabilidade de
estagios infecciosos de patdgenos no ambiente fornece ferramentas importantes para a
identificacdo e compreensdo das rotas de transmissdo, para determinar a importancia das
matrizes (solo, d4gua e alimentos) envolvidas na transmissao, e para avaliar o risco de infec¢ao
(Garcia-Rodriguez, Koster e Ponce-Gordo, 2022)

Logo, este estudo aborda que bactérias estdo frequentemente presentes nas
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formulagdes enterais, ¢ que a existéncia de parasitos ndo esta descartada. Os dados brutos
quanto a contagem de microrganismos indicadores ¢ uma novidade comparado aos demais
estudos ja existentes que objetivaram analisar a qualidade da nutricdo enteral no domicilio,
uma vez que somente compararam os resultados perante a RDC n°® 503/2021.

Além disso, destaca-se a necessidade de criacdo de legislagdes mais restritivas
quanto a qualidade de formulagdes enterais, dado que, ndo ha uma RDC que aborde a
presenca de parasitos na Nutricdo Enteral, assim como a necessidade de um controle rigoroso
acerca da qualidade sanitéria, visando reduzir o risco de uma grande variedade de doencas

de origem alimentar.

7. CONCLUSOES

1. A metodologia padronizada para a pesquisa de helmintos em formulagdes enterais
preparadas com alimentos crus se mostrou sensivel e eficiente para a deteccao de ovos de
parasitos nesta matriz alimentar. Os resultados referentes a contaminagao natural por ovos
de Toxocara sp. e ancilostomatideos em produtos frescos reforcam que a andlise quanto a
presenca de parasitos nestes alimentos deve ser preconizada, levando em conta a frequéncia
com que sao utilizados em sua forma crua e os poucos estudos realizados acerca deste tema.

2. Devido a inexisténcia de um método padronizado para analise de contaminag@o por
parasitos nesta matriz alimentar, esta pesquisa podera contribuir para futuras analises quanto
a sua presenca na NE e propiciar agilidade em investigagdes quanto possiveis surtos
alimentares, uma vez que se trata de uma padronizagdo de baixo custo e facil de ser
reproduzida.

3. A contaminagdo por Cryptosporidium spp., evidenciada neste estudo ressalta a
necessidade do monitoramento da contaminagdo de formulagdes enterais também para
protozoarios patogénicos, demonstrando que os processos de sanitizacdo dos alimentos nao
foram eficazes.

4. A frequente presencga das bactérias indicadoras aerdbios mesofilos, Staphylococcus
coagulase-positiva e E. coli explicitam que existem muitas falhas nas etapas de manipulacao
dos diferentes tipos de formulagdes enterais em domicilio, principalmente quando sao

incluidos alimentos na composic¢do. Estes resultados refor¢am a necessidade de orientagdo
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para os manipuladores de alimentos quanto as boas praticas de higiene pessoal e dos
utensilios utilizados, bem como a melhoria e controle dos processos, incluindo a utiliza¢ao
de 4gua filtrada e/ou fervida.

5. Para estudos futuros, um cruzamento de dados quanto a presenga de indicadores
microbioldgicos e parasitos, frente a sintomatologia do paciente em uso da NED, e a
rastreabilidade das possiveis fontes de contaminagdo se faz valida. Assim como a aplicacao

de uma cartilha de boas praticas de formulagdes enterais administradas em domicilio.
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Apéndice A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) dos participantes

da pesquisa Qualidade na Nutricio Enteral Domiciliar.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDD

Mds, Lize Stangarlin-Fior, Caroline Opolski Medeiros & Pafricia Awdrey Reis Gongalves

Pinheiro, pesquisadoras responsaveis por este estudo, estamos

convidando vocé, manipulador das formulacdes enterais e cuidador dos pacientes, a

parficipar de um estudo intitvlado “ldentificacéo de pontos de confrole na manipulagdo de

formulacies entersis e proposta de instrumentos para avaliacio e orentacdo das boas
préticas em domicilios”. Esse estudo @ importante para estabelecer os procedimentos de
maior risco @ que devem ser priorizados durante 3 manipulagdo dessas formulactes. Além
disso, ird confribuir para o aperfeicoamento de acdes de educacio sanitéria, planejamento de
politicas poblicas e programas de capacitacdo capazes de melhorar os critérios higidnicos-
sanitarios & minimizar os riscos de contaminacio desses alimentos fomecidos a pacientss do

Sisterna Unico de Sadde.

a) O obietivo desta pesquisa @& idenfificar os ponios de controle na manipulacéo de
formulages enterais & propor instrumentos para avaliagdo e onentagdo das Boas Praticas
em domicilios.

b) Caso vocé parficipe da pesquisa, serd necessario que responda dois questiondrios os
quais contém perguntas sobre seu perfil sociodemografico e critérics de higiene que adota
na manipuagio das formulagdes entersis. Além disso, serd necessano coletar uma
amostra da superficie & equipamento utilizados na manipulagio, do frasco de envase, das
suas maos dos manipuladores, da dgua ufiizeda e das formulagies prontas para o
consumo, para andlise microbickdgica Os questiondrios & a coleta para andlise
microbicldgica serdo realizadas durante a visita 30 domicilio.

¢} O tempo estimado para que vocé responda a8 todas as perguntas da pesquisa e para 8
coleta para andlises microbicldgicas & de 40 minutos. A colela para as andlises
microbicldgicas serd realizada nas dreas de manipulagdo (cozinha e despensa) das
formulagdes enterais no domicilio em periodo pré-agendado. As avaliagbes serdo
conduzidas por um dos pesquisadores durante a visita ao domicilio. Conftudo, caso vocé
prefira, poderd responder sozinhola) o instrumenio de pesguisa. Para tanio sera
anendada uma dala para a entreqa do instrumento. Meste caso, caso surjam ddvidas ofa)
senhor(a) poderd entrar em contato com os{as) pesquisadores(as) desta pesguisa.

Mesta pesguisa ndo s8o0 esperados riscos, uma vez gue, estd previsto apenas a coleta de

dados por meio de guestionarios. Contudo, um pequeno desconforto ou constrangimenta

pode ocorrer ao responder sobre o perfil stciodemografico, e critérios de higiene durante a

manipulagdo dos alimentos. Caso alguma das sifuacdes ocoma, vocé pode optar por ndo

responder mais 205 questionameantos.

(Os beneficios esperados com essa pesquisa 530 3 disponibilidade dos principais ponios

de controle durante as etapas de preparo das formulacdes enterais manipuladas em

domicilio, no qual irdo estabelecer os procedimentos de maior risco e que devem ser
priorizados durante a manipulagio dessas formulagies. Além disso, os resultados do
estudo irdo contribuir para apereigoamento de agtes de educacio sanitiria, planejamento
de polificas plblicas e programas de capacitagdo capazes de melhorar os critérios

higiénicos-sanitarios e minimizar os riscos de contaminacdo desses alimentos fornecidos a

pacientes do Sistema Unico de Saide.
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As pesquisadoras Lize Stangardin-Fiori, Caroline Opolski Medeiros e Patricia Audrey Reis
Gongalves Pinheiro, responsaveis por este estudo, poderdo ser contatadas no Campus
Boténico da Universidade Federal do Parana, localizado na Av. Lothario Meissner, n™ 632,
das 08h00min &s 17h00min horas (sequnda-feira 4 sexia-feira), pelos telefones (41) 3360-
4001, ou pelos e-mails:  lizestanparlini@holmail.com;  carolineopolski@ufpr.br;
patgoncalvesi@sms.curitiba. pr.gov_br, para esclarecer eventusis dividas que vocé possa
ter @ fomecer-lhe as informacdes que queira, antes, durante ou depois de encerado o
estudo.

As informacdes relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas por pessoas autorizadas,
Lize Stangarlin-Fiori, Caroline Opolski Medeiros e Patricia Awdrey Reis Gongalves
Pinhairo. Mo entanfo, s& gualguer informacéo for divulgada em relatdrio ou publicacdo, isto
serd feito sob forma codificada, para que a sua identidade seja preservada e mantida
sua confidencialidade.

‘Wocé assinara este termo em duas vias, sendo uma do{a) pesquisador(a) & uma para vooé
participante. A sua paricipagio neste estudo & voluntaria & se vocé ndo quiser mais fazer
parte da pesquisa poderd desistir 8 qualguer momento e solicitar que |he devolvam este
Termo de Consentimento Livre & Esclarecido assinado.

0 material obfido —guestiondrios— serdo utilizados unicamente para essa pesquisa e serd
destruido/descartado apds 5 anos.

As despesas necessdrias para a realizagdo da pesquisa, impress8o dos guestiondrios,
nao sdo de sua responsabilidade e vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro pela sua
parficipagao.

Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, @ sim um codigo.

Se vocd fiver divides sobre seus direitos como parficipante de pesguisa, vocé pode
contatar também o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEPISD) do Sator
de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Parana, pelo telefone 3350-7258. O
Comité de Efica em Pesquisa & um drgdo colegiado multi @ transdisciplinar, independente,
que existe nas insfituicies que realizem pesguisa envolvendo seres humanos no Brasil &
foi criado com o objetivo de proteger os participantes de pesquisa, em sua integridade &
dignidade, & assequrar que a5 pesquisas sejam desenvolvidas deniro de padrdes éticos
(Resolugdo n® 466/12 Conselho Nacional de Sadde).

Eu, li esse Termo de Consentimento & compreandi a
nefureza @ objetivo do estudo do gual concordei em parficipar. A explicacdo que recebi
menciona os riscos & beneficios. Eu entendi que sou livre para interromper minha participagio
a qualguer momento sem jusiificar minha deciséo e sem qualguer prejuizo para mim.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Curitiba, de de

[Assinatura do Parficipante de Pesquisa)

[Assinatura do Pesquisador Responsdvel ou quem aplicou o TCLE]

Comitk ds Etica sm Pesquisa com Seres Humanos do Sstor de Cidncias da Sabdes da UFPR | CERSD Rua Padre
Camarpgo, 285 | 1% andar]
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