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De dia, o galo canta na porteira,

E a passarada vem comer na mao;
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Passo a manhd, cantando uma cancdo.

[...]
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Por que uns conseguem e outros nio?

Eu canto uma toada brasileira,

Pedindo um mundo assim pros meus irmaos.

(Toada Brasileira, de Ivor Lancellotti ¢ Paulo César Pinheiro, 1980).



RESUMO

As doengas de transmissao hidrica e alimentar (DTHA) s3o um desafio global, acarre-
tando custos bilionarios ao Sul Global. No entanto, ha escassez de dados sobre o tema, especi-
almente relacionadas as parasitoses. O morango ¢ a fruta vermelha mais consumida no Brasil,
com producao superior a 187.000 toneladas em 2023. Essa fruta ¢ geralmente consumida crua
e os processos de higienizacdo padrio sdo ineficientes para eliminar ou inativar ovos de hel-
mintos. Além disso, inexiste método padrao para a identificacdo desses ovos nessa fruta. O
objetivo deste estudo foi padronizar um protocolo e aferir a sensibilidade de detec¢ao de ovos
de helmintos em morangos contaminados artificialmente com ovos de Toxocara canis e Ascaris
suum. Complementarmente, objetivamos validar o protocolo interlaboratorialmente, em dife-
rentes estados do Brasil e, aferir a presenga de contaminagdo natural por parasitos em morangos
organicos comercializados em feiras de Curitiba/PR. Foram utilizadas duas doses de ovos de 7.
canis (33 e 103) e A. suum (71 e 139) para a padronizagdo. Para tal, 6 protocolos por mo-
delo/dose foram analisados em triplicata (n=72 ensaios), mais 1 ensaio controle-negativo por
protocolo (n=24). Apds contamina¢do, os morangos foram submetidos a duas estratégias de
lavagens (agitacdo manual e pincelamento) e duas variaveis foram analisadas: solugdo de dis-
sociacdo (Glicina 1M pH 5,5; Alconox® 0,1% ou Tween® 20 0,1%) e temperatura da solugio
(ambiente ou 37 °C). Os protocolos tiveram como etapas comuns a sedimentacdo do liquido,
seguido de centrifugagdo e leitura total por microscopia optica do sedimento obtido. Sete labo-
ratorios participaram do processo de intervalidagdo, executando o protocolo padronizado em
triplicata com ovos de 7. canis (dose de 142 ovos). Na etapa de afericdo de contaminagdo na-
tural, foram analisados 267 morangos (2,91kg), representando 50 poo/ e montante de 6,02kg de
morangos obtidos. Para ensaios utilizando ovos de 7. canis, o Protocolo 3 (solugdo aquecida de
Alconox®) apresentou a melhor taxa de recuperagdo média de ovos, 79,80% e 81,55%, para as
doses 1 e 2, respectivamente. Para a dose 1 de A. suum, o Protocolo 3 apresentou a maior taxa
de recuperacao (46,48%). Entretanto, para a dose 2, o Protocolo 1 (solugdo aquecida de Glicina)
apresentou melhor desempenho (36,69%), apresentando diferenca de pouco mais de 1% para o
Protocolo 3 (35,49%). O Protocolo 3 foi escolhido para intervalidacdo e afericdo de contami-
nacdo natural. Para os ensaios da validagdo interlaboratorial, as taxas de recuperagdao de ovos
variaram de 15,73% a 76,74%, com média de 52,45%. Com relacao a ocorréncia natural de
parasitos em morangos organicos, 4,00% (2/50) dos pool apresentaram contaminacao (Ascaris
sp. € Toxocara sp.). A aferi¢gdo do desempenho da técnica por outros laboratorios, bem como a
deteccdo de contaminag@o na etapa de comercializa¢do, adicionam robustez ao protocolo pa-
dronizado, contribuindo para os setores de vigilancia epidemioldgica, sanitaria e controle de
qualidade, visto que inexiste para essa fruta método padronizado para aferi¢do da sanidade pa-
rasitologica. Ademais, demonstra risco potencial de aquisi¢ao de parasitoses mediante ingestao
crua da fruta, enfatizando a necessidade de monitoramento da qualidade higiénico-sanitaria e
adocao de medidas de controle.

Palavras-chave: Fragaria; helminto; padronizacdo de metodologia; seguranca dos alimentos.



ABSTRACT

Water- and Foodborne Diseases (WFD) are a global public health issue, resulting in
billion-dollar costs for the Global South. However, research on the topic is sparse, especially
regarding parasitic diseases. Strawberry is the most consumed berry in Brazil, with over
187.000 tons produced in 2023. This fruit is often consumed raw or with inadequate hygiene
methods that may fail to remove or inactivate parasites. Furthermore, there is no standard pro-
tocol for the identification of nematode eggs in this fruit. The main goal of the present study
was to develop, standardize and validate a protocol for the detection of helminth eggs in straw-
berries, for further evaluation of this fruit sold in organic open markets in Curitiba, Parana,
Brazil. The standardization via artificial contamination assays were performed with two known
doses of Toxocara canis eggs (33 and 103) and Ascaris suum eggs (71 and 139). To estimate
the sensitivity recovery rate, 6 protocols per model/dose were analyzed in triplicate (n=72 es-
says), plus 1 negative-control essay per protocol (n=24). The contaminated strawberries were
subjected to two washing procedures (manual agitation and brushing), and two variables were
analyzed: dissociation solution (Glycine 1M pH 5.5, Alconox 0.1%, or Tween 20 0.1%) and
solution temperature (room temperature or heated at 37 °C). All protocols included a common
step of sedimentation of the liquid from the two washing procedures separately, followed by
centrifugation and microscopic examination of the entire pellets obtained. Seven laboratories
participated in the intervalidation process, performing the standardized protocol in triplicate
with 7. canis eggs (dose = 142 eggs). In the stage of evaluation of natural contamination, a total
of 267 units (+ 2.91 kg) of organic strawberries were divided into 50 pool for analysis, repre-
senting 6.02 kg total obtained. Toxocara canis experiments showed that Protocol 3 (heated Al-
conox solution) removed 79.80% and 81.55% of spiked eggs for dose 1 and 2, respectively.
Ascaris suum dose 1 presented Protocol 3 with the highest mean recovery rate (46.48%). How-
ever, on dose 2, Protocol 1 (heated Glycine solution) performed better (36.69%), showing a
difference of just over 1% for Protocol 3 (35.49%). Protocol 3 was elected to search for hel-
minth contamination at commercialization stage, where 4.00% (2/50) of pool harbored 4scaris
sp. eggs. Interlaboratorial validation showed recovery rates ranging from 15.73% to 76.74%
(mean=52.45%). The measurement of the technique performance by other laboratories, as well
as the detection of contamination at the marketing stage, further strengthens the standardized
method, showing that the protocol may contribute to the sanitary and epidemiological surveil-
lance and quality control sectors, since there is no standardized method for parasitological as-
sessment in strawberries. Moreover, this study highlights the potential risk of acquiring para-
sites through the ingestion of this raw fruit, emphasizing the need to monitor hygienic-sanitary
quality and adopt control measures.

Keywords: Fragaria; helminth; method standardization; food safety.
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1 INTRODUCAO

As Doencas de Transmissao Hidrica e Alimentar (DTHA) sdo consideradas um pro-
blema de satide publica mundial, com mais de 250 tipos existentes que acometem humanos
(Torgerson et al., 2014; WHO, 2015a; Gérard et al., 2019; Brasil, 2025a). No Brasil, no periodo
de 2000 a 2024, foram notificados 228.819 obitos por parasitoses classificadas como DTHA
(Brasil, 2025b). No ambito estadual, o Parana teve 10.084 dbitos, e a capital do estado, Curitiba,
reportou 2.102 6bitos, ambos dentro do mesmo parametro (Brasil, 2025b).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e a Organizacao das Nagoes Unidas para a
Alimentagdo e Agricultura (FAO) enfatizam a necessidade da vigilancia e notifica¢do otimizada
sobre a situacdo das DTHA no mundo (FAO/WHO, 2014). Entretanto, algumas DTHA recebem
mais aten¢do que as demais. As parasitoses, por exemplo, apesar de serem o tipo de infecgao
mais comum no mundo e serem potencialmente fatais, sdo consideradas doencas negligencia-
das, especialmente quanto a seguranca dos alimentos, devido ao protagonismo atribuido as in-
feccoes bacterianas (PAHO, 2016; OPAS, 2022; Robertson, 2018; Martinez et al., 2023).

E importante considerar a complexidade relacionada ao processo de detec¢io ¢ isola-
mento de enteroparasitos em varias fontes de alimentos, juntamente com a disponibilidade de
métodos e protocolos validados para essa finalidade, o que gera subnotificagdo de casos, espe-
cialmente em paises em desenvolvimento (Caradonna et al., 2017; Tefera et al., 2018; Pineda
et al.,2021; Marques et al., 2022).

A contaminagdo de frutas por parasitos pode ocorrer em qualquer etapa entre o campo
e a cozinha do consumidor, por meio da dgua de irrigac¢do ou de higienizagao, uso de fertilizan-
tes naturais (esterco), acesso de animais de producdo, domésticos e da fauna silvestre nas pro-
priedades, embalagens, equipamentos e manipuladores (Dixon, 2016; Elbehiry et al., 2025; Sil-
veira et al., 2025).

A OMS recomenda o consumo diario de pelo menos 400 gramas de frutas e verduras
frescas, desta forma, a demanda por alimentos saudaveis tem contribuido para o aumento do
consumo de frutas nas tltimas décadas, sobretudo as frutas vermelhas (berries), devido a pre-
senca de antioxidantes e potencial nutracéutico (WHO/FAO, 2003; Olson et al., 2021; Greco
et al., 2021). Dentre as berries, o morango (Fragaria spp.) € a mais consumida no Brasil, e
devido as caracteristicas morfoldgicas, exige atencdo na higienizacao (FAO, 2025a; Silva et al.,
2014; Dziedzinska et al., 2018). A fruta é suscetivel a danos fisicos, deterioragao, contaminagao
por patégenos e degradagdo microbiana durante o processo produtivo (Vu et al., 2011; Van De

Velde et al., 2013; Dong; Wang, 2017; Gérard et al., 2019; Elbehiry et al., 2025).
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O morango ¢ uma fruta importante no contexto brasileiro, com aquisi¢ao per capita
anual entre 27 e 542 gramas por habitante/ano, a depender do estrato socioecondmico conside-
rado (IBGE, 2010). Em 2023, o Brasil foi classificado como o 9° maior produtor da fruta no
mundo, com produgdo de aproximadamente 187.795 toneladas, e com 4.836 hectares ocupados
com o cultivo, o 15° na classificacao global (FAO, 2025a). Ademais, ainda sobre o cultivo, a
higienizacdo da fruta na colheita ¢ desincentivada por 6rgaos internacionais, para minimizar a
possibilidade de contaminacgdo devido a etapas adicionais de manipulagdo, além da possibili-
dade de danificar a fruta (WHO/FAOQO, 2003).

Tais questdes podem implicar em potenciais riscos a saude coletiva, por serem ingeri-
dos usualmente frescos, sem tratamento térmico ¢ mediante higienizacdo branda, isto €, sem
lavagem vigorosa por remo¢ao mecanica, € com hipoclorito de s6dio, solugdo sem capacidade
eluente e ineficiente na inativagdo de ovos de helmintos (Dziedzinska et al., 2018; Silveira et
al.,2023; Zhang et al., 2024).

O Brasil possui normatizagao vigente que versa sobre a seguranca sanitaria de alimen-
tos e bebidas (Brasil, 2022). A existéncia desta representa avanco significativo, pois aborda a
presenca de parasitos, como helmintos e protozoarios, exigindo que estejam ausentes em qual-
quer estagio de desenvolvimento.

Em 2016 foi langada a norma da International Organization for Standardization (ISO)
n° 18.744, que aborda a identificagdo e contagem de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos
de Giardia spp. em vegetais folhosos frescos e berries. Essa norma estabelece referencial global
para a detecgdo das fases infectantes, incluindo procedimentos como a concentracao, eluicao,
purificacdo e visualizacdo desses protozoarios (ISO, 2016). No entanto, ndo h4 norma ISO ou
método validado para a deteccdo de ovos de helmintos em morangos. Considerando esse con-
texto, se faz necessaria a elaboracdo desse instrumento analitico, para a garantia do consumo

de alimentos seguros.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ENTEROPARASITOS VEICULADOS POR ALIMENTOS

A OMS categoriza doengas parasitarias como doencas negligenciadas, uma vez que,
no ambito da seguranca dos alimentos, nao recebem a mesma atengao dispensada as doengas
originadas por bactérias, virus, ou outros perigos quimicos e biologicos (FAO/WHO, 2014;
Rattanapitoon; Rattanapitoon, 2025). Portanto, para que sejam desenvolvidas e implementadas
politicas de satide publica mais eficazes no controle das DTHA, ¢ fundamental que haja um
aumento nas notificagdoes sobre a ocorréncia dessas doengas, refletindo a realidade da situacao
(Dixon et al., 2013; Brasil, 2013; Robertson; Torgerson; van der Giessen, 2018; Ortega-Pierres
etal.,2018).

Neste contexto, o custo total de perdas econdomicas ocasionadas pelos impactos das
DTHA nos paises em desenvolvimento ¢ estimado entre US$ 95,2 e 110 bilhdes por ano, € o
tratamento destas enfermidades onera anualmente US$ 15 milhdes para esses paises, mostrando
que o impacto econdmico mundial dessas doengas nao deve ser ignorado (IBRD-IDA, 2018;
Jaffee et al., 2019).

Em razdo do aumento do numero de casos de parasitoses transmitidas por alimentos e
considerando o contexto do mundo globalizado, em 2014, a FAO, em colabora¢gdo com a OMS,
divulgou uma classificacdo multicritério de riscos, identificando os 24 parasitos mais significa-
tivos transmitidos por alimentos a humanos (Quadro 1). Taenia solium aparece na primeira
posicao — complexo teniase-cisticercose, seguido de dois parasitos do género Echinococcus: E.
granulosus e E. multilocularis. Outros helmintos relevantes no documento sdo Ascaris spp. (9°)
e Toxocara spp. (20°) (FAO/WHO, 2014).

As DTHA podem resultar da ingestdo de alimentos contaminados por estdgios resis-
tentes e infectantes dos parasitos, como ovos e larvas de helmintos e, cistos e oocistos de pro-
tozoarios (Mainardi; Bidoia, 2024). Diferentemente das bactérias, a dose usualmente necessaria
para iniciar a infecgdo € baixa: no caso do género Ascaris, a dose infecciosa minima ¢ de 1 a 10
ovos (Bitton, 2005; Gérard et al., 2019; Chalmers et al., 2020; Almeria; Robertson; Santin,
2021; Chavez-Ruvalcaba et al., 2021).



Quadro 1 — Identificag@o dos principais parasitos veiculados por alimentos no mundo pela FAO/OMS

Classificagdo Parasito Alimentos habitualmente contaminados
1 Taenia solium Carne suina; vegetais frescos
2 Echinococcus granulosus Vegetais frescos
3 Echinococcus multilocularis Vegetais frescos
4 Toxoplasma gondii Carne suina, ovinzeizli);ifrizél)g:ina e de caca; ve-
5 Cryptosporidium spp. Vegetais frescos; suco de fruta; leite
6 Entamoeba histolytica Vegetais frescos
7 Trichinella spiralis Carne suina
8 Opisthorchiidae Peixes de 4gua doce
9 Ascaris spp. Vegetais frescos
10 Trypanosoma cruzi Sucos de frutas
11 Giardia duodenalis Vegetais frescos
12 Fasciola spp. Vegetais frescos (solo alagado)
13 Cyclospora cayetanensis Frutas silvestres; vegetais frescos
14 Paragonimus spp. Crustaceos de agua doce
15 Trichuris trichiura Vegetais frescos
16 Trichinella spp.* Carne de caga
17 Anisakidae Peixes de agua salgada, crustaceos e cefalopodes
18 Balantioides coli Vegetais frescos
19 Taenia saginata Carne bovina
20 Toxocara spp. Vegetais frescos
21 Sarcocystis spp. Carne bovina e suina
22 Heterophyidae Peixes de agua doce e salobra
23 Diphyllobothriidae Peixes de agua doce e salgada
24 Spirometra spp. Peixes, répteis e anfibios

FONTE: Adaptado de FAO/WHO (2014). * Nao inclui 7. spiralis.
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A Conferéncia Internacional de Seguranga de Alimentos, desenvolvida pela OMS,

FAO e Unido Africana (UA) em 2019, enfatizou a importincia da seguranca dos alimentos na

consecuc¢ao dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizagao das Nagdes

Unidas (ONU). Além disso, ressaltou a responsabilidade dos governos em incorporar a questao

como prioridade em satide publica nas agendas governamentais. Isso se justifica pelo papel

relevante desempenhado pelos 6rgdos publicos e fiscalizadores na elaboragao e implementagao

de regulamentagoes (FAO/WHO/AU, 2019; UN, 2025). Assegurar a seguranca dos alimentos

constitui desafio significativo em escala global visto que surtos relacionados aos alimentos con-

taminados, tém potencial de gerar sérias crises sanitarias em nivel internacional (WHO, 2015a;

Almeria; Robertson; Santin, 2021).
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2.2 GEO-HELMINTOS

As doengas tropicais negligenciadas (Neglected Tropical Diseases - NTD) sdo um con-
junto de doengas tropicais, geralmente cronicas e debilitantes, comuns em populagdes do Sul
Global, que afetam principalmente populagdes economicamente vulnerdveis, acarretando em
altos indices de morbimortalidade, com significativo impacto socioecondomico (Molyneux,
2013; Vlas et al., 2016). Dentre as NTD, as geo-helmintoses, infec¢des parasitarias com grande
relevancia para a satde publica, destacam-se como as mais frequentes na América Latina e no
mundo, com estimativa de 1,5 bilhdo de pessoas infectadas (Pullan; Brooker, 2012; Holland e?
al.,2022; WHO, 2023; OPAS, 2025). O nimero de Anos de Vida Ajustados por Incapacidade
(Disability-Adjusted Life Year — DALY) perdidos devido as geo-helmintoses foi estimado em
mais de 4 milhdes em 2000, diminuindo para 2,7 milhdes em 2010 e com recente estimativa de
1,9 milhdao em 2019, redugdo possivelmente devida a programas nacionais periodicos de des-
parasitacao e desenvolvimento socioeconomico de paises do Sul Global (Murray, 1994; Else et
al., 2020; Holland et al., 2022; Montresor et al., 2022; WHO, 2023).

Os geo-helmintos sao vermes parasitos que dependem do solo para completar parte de
seu ciclo biolégico. E nesse ambiente que os ovos, ou as larvas eclodidas destes, desenvolvem-
se até a fase larvaria infectante, sendo usualmente duas mudas efetuadas nestes locais (Rocha
et al., 2011). Os helmintos intestinais, em seu hospedeiro vertebrado definitivo, tendem a se
instalar preferencialmente nas diferentes regides do intestino. Ja nos hospedeiros intermediarios
e paraténicos, as larvas L3 entram em estado latente em diversos 6rgaos, sem completar o de-
senvolvimento até a fase adulta (Bowman, 2020).

A morbidade varia com o numero de vermes albergados. Individuos com carga para-
sitaria leve normalmente apresentam infec¢do subclinica. Infecgdes moderadas ou macigas po-
dem acarretar sintomatologia e quadros clinicos variados, incluindo anemias (p. ex., ferropriva
e megaloblastica), complicacdes gestacionais, comprometimento do crescimento e desenvolvi-
mento cognitivo infantil, desnutri¢do, fraqueza, mal-estar geral, manifestagdes intestinais (di-
arreia ¢ dor abdominal) e redugdo da produtividade laboral em adultos (Claus et al., 2018;
WHO, 2023; Gemechu et al., 2024; Alemayehu et al., 2025; CDC, 2025a; Ekeleme et al., 2025;
Robertson, 2025).
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2.2.1 Toxocara spp., toxocariase e larva migrans

Toxocara canis e Toxocara cati sdo nematodeos parasitos gastrointestinais ubiquos de
canideos e felideos, respectivamente (Holland; Smith, 2006; Finsterer; Auer, 2007; Luna ef al.,
2018). Caes e gatos, particularmente em regides rurais ¢ de baixa renda, desempenham papel
importante na transmissao por meio da contaminacao ambiental (Ma ef al., 2018). Embora esses
animais sejam os hospedeiros definitivos, as larvas podem infectar diversas espécies de verte-
brados, incluindo humanos. Nestes, as larvas chegam a fase adulta, permanecendo vivas nos
tecidos, podendo causar doengas (Ma et al., 2018; Nijsse et al., 2020; Healy et al., 2022a).

Ao gerar doenca em humanos, esta ¢ costumeiramente referenciada como toxocariase
humana (ou toxocarose), sendo uma helmintose zoonotica relevante, subestimada, com diag-
nostico dificil, presente em paises em desenvolvimento e desenvolvidos (Chieffi ef al., 2009;
Lucio-Forster et al., 2016; Chen et al., 2018; Healy et al., 2022a). Estima-se que aproximada-
mente 1,4 bilhdo de pessoas no mundo estao expostas ou infectadas por Toxocara spp. (Rostami
etal.,2019; Ma et al., 2020; Taghipour et al., 2021). E considera uma doenca cronica composta
por quadros clinicos polimorficos: (1) sindrome da larva migrans visceral (LMV), (2) sindrome
da larva migrans ocular (LMO), (3) neurotoxocariase (NT — ou larva migrans neural), e (4)
toxocariase subclinica (TS) (Fava, 2017; Jaramillo-Hernandez, 2020).

As espécies do género Toxocara acometem humanos como hospedeiros acidentais
(Chen et al., 2018). A infecgao ocorre principalmente pela ingestao de ovos embrionados, pre-
sentes no solo ou em alimentos contaminados, consumidos crus ou malcozidos, como vegetais
e produtos de origem animal (leite e carne — musculos e miudos, de animais como avestruz,
boi, cabra, cachorro, cavalo, cervo, coelho, cordeiro, frango, pato e porco) (Fan et al., 2015;
Fan, 2020; Fakhri et al., 2018; Luna et al., 2018; Apolinario, 2020; Dewair; Bessat, 2020; Wu;
Bowman, 2020; Okada; Ooi; Taira, 2021; Healy ef al., 2022a; OPAS, 2025). Em experimentos
com galinhas, as larvas encapsuladas permaneceram latentes nos tecidos (como pulmoes, fi-
gado, cérebro e musculos) por extensos periodos, mantendo-se vidveis por pelo menos 42 meses
(Oryan; Sadjjadi; Azizi, 2010; Taira; Saitoh; Kapel, 2011; Healy et al., 2022a). Em algumas
espécies de Toxocara, larvas dormentes nos tecidos de hospedeiros definitivos podem ser rea-
tivadas durante a gestacdo, infectando a proxima geracdo por via intrauterina (canideos) ou
lactogénica (canideos, felideos, bovideos) (Nijsse et al., 2020). Habitos como geofagia (pica-
maldcia), tutorar animais de estimagdo, e condigdes precarias de higiene aumentam o risco de

infec¢do. Locais publicos como parques, pragas e escolas, frequentados por caes e gatos, podem
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ser fontes de contaminagao (Magnaval et al.,2001; Mattia et al., 2012; Luna et al., 2018; Haji-
pour; Valizadeh, 2025; OPAS, 2025).

Cada fémea adulta de Toxocara spp. pode liberar até¢ 200 mil ovos diariamente, elimi-
nados via fezes do hospedeiro definitivo. Esses ovos, altamente adesivos, se desenvolvem para
seu estagio infectante no ambiente e/ou na pelagem de animais que albergam os vermes adultos
(Glickman; Schantz, 1981; Strube et al., 2013; Holland, 2015; Kleine et al., 2016; Chen et al.,
2018; Waindok; Raulf; Strube, 2022). O desenvolvimento larvario até a forma evolutiva infec-
tante ocorre, geralmente, num periodo de aproximadamente trés semanas, dependendo do clima
e do tipo de solo (Brown, 1927; Overgaauw; Nederland, 1997; Fava, 2017). Os ovos perten-
centes ao género Toxocara sdo subglobulares, de capsula espessa e rugosa, com dupla mem-
brana e medem aproximadamente 85 x 75 um (7. canis), ou com didmetro de aproximadamente
70 um (7. cati) (Fava, 2017).

Devido a fase obrigatdria no solo, os ovos desses helmintos sdo altamente resistentes
as condi¢des ambientais (Laoraksawong; Bunkasem; Pradidthaprecha, 2025). Em condigdes
favoraveis de temperatura amena e umidade, a viabilidade se estende por até quatro anos ou
mais (Azam et al., 2012; Nijsse et al., 2020).

Em uma revisdo feita por Chen et al. (2018), os autores apontam que, em algumas
regides do Brasil, entre 17,40% e 60,30% das amostras de solo examinadas apresentavam con-
taminagdo por ovos de Toxocara sp. Fatores como o tipo de solo, pH e vegetacao influenciam
a sobrevivéncia e a contaminagdo ambiental. Solos argilosos, por exemplo, afetam negativa-
mente a viabilidade dos ovos (Trejo ef al., 2012). Queiroz et al. (2009) puderam concluir em
seus experimentos que baixas temperaturas, falta de luminosidade e baixos niveis de umidade
sdo prejudiciais ao desenvolvimento dos ovos de 7. canis, retardando ou impedindo o embrio-
namento.

A toxocariase humana apresenta quadro clinico diversificado, com manifestagdes que
variam em gravidade e sintomas, o que dificulta o diagnostico e a classificagdo dos casos. A
intensidade da infeccdo, a localizac¢do das larvas nos tecidos, a idade e resposta imune do hos-
pedeiro sdo fatores que influenciam o progndstico (Strube et al., 2013; Hernandez-Castro et al.,
2024). Além disso, as infec¢des assintomaticas contribuem para a complexidade do diagndstico
(Magnaval ef al., 2001; Fava, 2017; OPAS, 2025). As principais manifestacdes ja documenta-
das, segmentadas pelos quadros clinicos, sdo:

e Larva Migrans Visceral (LMV): abscessos pulmonares ¢ hepaticos; asma, aumento de
isoaglutininas anti-A e anti-B, broncoespasmo, disturbios respiratdrios e nervosos, dor

abdominal, erup¢do cutdnea, febre, hepatoesplenomegalia, hipereosinofilia,
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hipergamaglobulinemia, leucocitose, mal-estar, mialgia, miocardite, necrose de baco e
figado, nefrite, nodulos (cutaneos, hepaticos e/ou pulmonares), palidez, perda de peso e
tosse (Smith et al., 2009; Fava, 2017; Healy et al., 2022a; CDC, 2025b);

e Larva Migrans Ocular (LMO): cegueira permanente, cisto no disco dptico, coriorreti-
nite, descolamento da retina, endoftalmite, estrabismo, glaucoma secundario, granu-
loma, leucocoria, neuroretinite subaguda difusa, neuroretinite unilateral e uveite. Eosin-
ofilia normalmente ausente (Glickman; Schantz, 1981; Despommier, 2003; Smith;
Noordin, 2006; Smith et al., 2009; Healy et al., 2022a; CDC, 2025b);

e Neurotoxocariase (NT): baixa acuidade visual, cefaleia, confusdo mental, deméncia,
depressao, epilepsia, febre, fotossensibilidade, fraqueza, granulomas corticais ou sub-
corticais, meningoencefalite eosinofilica, mielite eosinofilica, neurite Optica, pirexia,
psicose e vasculite cerebral (Finsterer; Auer, 2007; Walsh; Haseeb, 2012; Fan et al.,
2015; Luna et al., 2018; Fan, 2020; Taghipour et al., 2021; CDC, 2025b).

Também ¢ possivel encontrar outras formas da toxocariase humana na literatura. Com
destaque para a Toxocariase “Encoberta" (Covert) em criangas, que se manifesta com febre,
cefaleia, distirbios comportamentais e do sono, tosse, anorexia, dor abdominal, hepatomegalia,
nauseas e vomitos; e a Toxocariase “Comum" em adultos, se manifestando como fraqueza,
prurido, erup¢des cutaneas, dificuldades respiratorias e dor abdominal) (Fan ef al., 2015; Fan,
2020). Além disso, a toxocariase ja foi associada a danos cognitivos em criangas e adolescentes,
independente de situacao socioecondmica e etnia (Walsh; Haseeb, 2012).

Tanto 7. canis quanto 7. cati demonstram tropismo pelo sistema nervoso central hu-
mano, com predilecdo por olhos e cérebro. No entanto, 7. cati exibe uma migra¢do mais lenta
em comparagao com 7. canis (Akao et al., 2003).

Assim como na ascaridiose, a infec¢do por Toxocara spp. resulta na inducao de tipo
dominante de resposta imune 7-helper 2 (Th2), caracterizada pela produgdo de citocinas como
Interleucina 4 (IL-4), IL-5 e IL-13, que ativam mastocitos, eosinofilos e macrofagos e geram
aumento dos niveis de imunoglobulina E (IgE) (Pinelli; Aranzamendi, 2012; Fan, 2020).

Dados de soroprevaléncia em humanos demonstram que a exposicao ao Toxocara spp.
¢ frequente, com média aproximada de 19,00% (Mughini-Gras et al., 2016; Ma et al., 2020).
Esta foi frequentemente relatada em paises como Brasil, China, India e Ird, além de nacdes
industrializadas como Japao, Reino Unido e Estados Unidos (Ma et al., 2018). No Brasil, a
soroprevaléncia varia entre 21,00% e 36,00% (Chen et al., 2018; Ma et al., 2020).

A maioria dos casos relatados de toxocariase ocorreram na Franca, Austria, india, Ja-

pao, Coreia, China, Estados Unidos e Brasil (Chen et al., 2018). Na América do Sul, Argentina
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e Brasil concentram a maioria dos casos (155 e 96 casos, correspondendo a 59,16% e 36,64%
dos 262 casos sul-americanos, respectivamente) (Chen et al., 2018). Outros dados do Brasil
mostram que a prevaléncia varia entre 4,20% e 65,40%, sendo a regido norte do pais a mais
acometida (Fialho; Corréa, 2016). Contudo, ainda faltam dados para determinar aspectos epi-
demioldgicos fundamentais, como o impacto global e os DALY (Chen ef al., 2018).

A 1identificac¢do das lesdes causadas pelas larvas de Toxocara spp. em humanos, em
especial na LMV e LMO, pode ser realizada por meio de diferentes métodos. Técnicas de ima-
gem, como ultrassom, tomografia computadorizada e ressonancia magnética, auxiliam na de-
tecgdo das lesoes e na localizacao das larvas latentes. A confirmacao diagndstica pode ser obtida
através de bidpsia e analise histopatologica com técnicas especificas de coloracao (Parsons,
1987). No entanto, o método mais utilizado para o diagndstico da toxocariase ¢ a analise soro-
logica, com destaque para o Ensaio Imunoabsorvente Ligado a Enzima (Enzyme-linked Immu-
nosorbent Assay — ELISA) e o Western blot (Savigny; Voller; Woodruff, 1979; Magnaval et
al., 1991). O diagnostico da NT impde desafios, devendo incluir, além da sorologia tradicional,
a analise do liquido cefalorraquidiano para detec¢do de anticorpos anti-7oxocara spp., € €osi-
nofilos em excesso (Finsterer e Auer, 2007).

O tratamento da toxocariase humana varia de acordo com a manifestagao clinica, mas
no geral inclui anti-helminticos (como albendazol, mebendazol e tiabendazol) e anti-inflama-
torios (anti-histaminicos e/ou corticosteroides), utilizados tanto para alcangar a remissao clinica
quanto para reduzir os danos causados pela migragao larval para diversos 6rgaos, especialmente
cérebro e olhos (Abdel-Rahman; El-Menyawe, 2015; Chen et al., 2018). A depender da gravi-
dade da inflamagao intraocular e de comorbidades retinianas, a LMO exige interven¢ao cirdr-
gica (Chen et al., 2018). A LMV ¢ usualmente autolimitante, dispensando quimioterapia. Po-
rém, hd medicamentos aplicaveis ao caso por via oral, como albendazol, fenbendazol, meben-
dazol, tiabendazol, ivermectina e dietilcarbamazina (Abdel-Rahman; El-Menyawe, 2015;
Lima, 2022). Recomenda-se também tratamentos especificos a depender da sintomatologia e
localizagdo das larvas, como oxigenoterapia e uso de corticosteroides (Abdel-Rahman; El-
Menyawe, 2015; Lima, 2022).

Nos casos de LMO, o tratamento clinico baseia-se no uso de corticosteroides nas fases
iniciais das lesdes de retina e periferia. Usa-se também fotocoagulacao nos granulomas do polo
posterior e vitrectomia nos casos de granuloma periférico. Medicamentos anti-helminticos cos-
tumam ser ineficientes, pela baixa penetragdo destes no globo ocular (Dinning et al., 1988;
Abdel-Rahman; El-Menyawe, 2015; Lima, 2022). Para a NT, faz-se necessario o uso de benzi-

midazois (p. ex. albendazol e mebendazol), corticosteroides ou dietilcarbamazina, além do



26

tratamento da sintomatologia especifica, como uso de medicamentos anticonvulsivantes (Fins-
terer; Auer, 2007; Jagannath et al., 2009).

Apesar de 7. canis e T. cati serem as espécies mais relevantes relacionadas a infec¢@o
de humanos, existem outras espécies potencialmente relevantes para satide publica, como o 7.
vitulorum, parasito de ruminantes, que excretam larvas através do leite, aumentando o risco de
infeccdo em areas rurais de diferentes paises onde ¢ comum o consumo de leite cru (ndo pas-
teurizado), acometendo principalmente criangas (Abdel-Rahman; El-Menyawe, 2015; Joy;
Chris; Godwin, 2017; Dewair; Bessat, 2020). Ainda neste cendrio, 7. pteropodis ja foi associ-
ado a um surto de hepatite granulomatosa na Australia, possivelmente causado por mangas
contaminadas com fezes de morcegos frugivoros. Entretanto, os resultados foram inconclusivos

(Prociv; Moorhouse; Wah, 1986; Joy; Chris; Godwin, 2017).
2.2.2 Ascaris spp. € a ascaridiose

A ascaridiose (ou ascaridiase), causada pelo nematddeo Ascaris lumbricoides, é a geo-
helmintose mais comum em humanos, acometendo aproximadamente 800 milhdes de pessoas
globalmente, em mais de 150 paises (Dold; Holland, 2011; Holland et al., 2022; Silva; Massara,
2022; WHO, 2025). Essa parasitose ¢ particularmente problematica em regides tropicais e sub-
tropicais, com maior prevaléncia (> 20,00%) na Africa Subsaariana, América Latina e Caribe,
Oceania, e Sul e Sudeste Asiaticos (Dold; Holland, 2011; Silva; Massara, 2022; Phuphisut et
al.,2022; Holland et al., 2022; CDC, 2025d). Dados do Global Burden Disease Study mostram
que as infecgdes intestinais sdo responsaveis por aproximadamente 5,2 milhdes de DALY,
sendo cerca de 1,3 milhdo apenas pela ascaridiose (Hotez et al., 2014; WHO, 2025).

Acompanhando a queda no numero de DALY perdidos devido as geo-helmintoses, o
Brasil mostra decréscimo da ascaridiose, especialmente em criangas das regioes Sul e Sudeste,
beneficiadas por melhores condigdes de saneamento e instalagao em locais de risco de Unidades
Basicas de Saude (UBS) com equipes da Estratégia Satide da Familia (ESF), permitindo pronto
atendimento e diagnostico precoce (Silva; Massara, 2022; Montresor et al., 2022).

A transmissao dos ovos de 4. lumbricoides esta geralmente associada a ingestao aci-
dental de solo (Wong; Bundy; Golden, 1991; Scott, 2008), mas a ingestdo deliberada desta
(geofagia) e a ingestao de dgua, frutas e verduras contaminadas também sao relevantes (Holland
et al., 2022; WHO, 2023). A membrana mamilonada dos ovos permite a aderéncia facilitada
em frutas, vegetais, solo e particulas de poeira, brinquedos infantis, cédulas de dinheiro, moscas

e baratas (El-Sherbini, 2011; Tatfeng et al., 2005; Getachew et al., 2007; Uneke; Ogbu, 2007,
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Kleine et al., 2016; Gérard et al., 2019; Waindok; Raulf; Strube, 2022) facilitando a dispersao
pelo ambiente. A ingestao proposital de itens nao alimenticios, conhecida como picamalécia, ¢
fator de risco para ascaridiose em criancas (Saathoff ez al., 2005; Scott, 2008).

O conjunto de preditores ambientais, sociais € comportamentais associados as elevadas
taxas de ascaridiose nem sempre sdo consistentes entre os estudos. No entanto, fatores como
alta densidade populacional, baixa escolaridade das maes, desconhecimento das parasitoses,
defecacdo a céu aberto, oferta inadequada de dgua, pobreza, unhas compridas, estado nutricio-
nal precario, uso de biossolidos humanos como fertilizantes para irrigagdo, geofagia, ma higiene
pessoal e criagdo de suinos sdo relatados (Scott, 2008; Dixon, 2016; Parija; Chidambaram;
Mandal, 2017; Vasconcelos et al., 2020; Andargie; Alelign; Tekeste, 2024; Gemechu et al.,
2024; Alemayehu et al., 2025; Hajipour; Valizadeh, 2025).

O periodo pré-patente da ascaridiose varia entre 10 a 11 semanas, e os vermes adultos
vivem de 6 a 18 meses. A fémea adulta de A. lumbricoides pode liberar quantidade maior que
200.000 ovos nao embrionados diariamente através das fezes do hospedeiro (Stewart; Hale,
1988; Scott, 2008; Ma et al., 2011; Khuroo et al., 2016; Phuphisut et al., 2022).

Para que os ovos se tornem infectantes, ¢ necessario que passem por embrionamento
no ambiente. O processo ocorre no solo, preferencialmente sombreado e imido. Solo arenoso
diminui a viabilidade dos ovos (Brown, 1927; Cooper; Hollingsworth, 2018; Holland ef al.,
2022; Phuphisut et al., 2022). Nessa fase, o parasito utiliza reservas de energia e apresenta
metabolismo anaerdbio. Em temperaturas ideais, entre 25 °C e 30 °C, o embrionamento se
completa em cerca de 15 a 18 dias. Durante esse periodo, a larva rabditoide dentro do ovo passa
por mudas, até atingir a forma infectante filarioide (L3). Os ovos de Ascaris spp., sdo extrema-
mente resistentes as intempéries, podendo permanecer viaveis e infectantes no solo por longos
periodos, superiores a 10 anos, e por até 2 anos na auséncia de oxigénio (O’Lorcain; Holland,
2000; Scott, 2008; Khuroo et al., 2016; Silva; Massara, 2022; Cooper; Hollingsworth, 2018;
WHO, 2023; Gemechu et al., 2024; CDC, 2025¢). A inativagdo de ovos de 4. suum pode ocorrer
apos 8 dias de incubagao a 37,8 °C (Zhang et al., 2024).

Os ovos de Ascaris spp., sdo claros, tornando-se castanhos em contato com a bile (Is-
maili-Jaha et al., 2018; Silva; Massara, 2022). Sdo grandes, com tamanho médio de 45 x 60
um, ovais e possuem capsula espessa, devido a membrana externa mamilonada, formada por
mucopolissacarideos, que confere ao ovo propriedade adesiva (Khuroo et al., 2016; Silva; Mas-
sara, 2022). A esse envoltorio seguem-se uma membrana média, constituida por quitina e pro-
teinas, e outra mais interna, hidrofébica, protegendo o ovo de intempéries e dessecagao (Lopes,

2018; Silva; Massara, 2022; Laoraksawong; Bunkasem; Pradidthaprecha, 2025). Ainda,
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internamente, o ovo apresenta massa de células germinativas. As fémeas nao fecundadas podem
eliminar ovos inférteis, mais alongados (80 a 90 um de comprimento) € possuem membrana
mamilonada delgada, camada albuminosa reduzida e citoplasma granuloso. Podem-se encon-
trar nas fezes ovos férteis, porém decorticados (Lopes, 2018; Silva; Massara, 2022).

Apo6s a ingestdo, os ovos larvados atravessam o trato gastrointestinal do hospedeiro,
liberando as larvas filarioides no intestino delgado. Além da agdo estomacal, a quebra da casca
do ovo ocorre mediante sinalizacdo fornecida pelo hospedeiro (pH, temperatura, sais e a con-
centra¢do de gas carbonico) (Silva; Massara, 2022). Apos a eclosdo, as larvas seguem para o
intestino grosso e penetram através da mucosa, caindo nos vasos linfaticos e na veia mesentérica
superior até atingir o figado (Dold; Holland, 2011; Khuroo et al., 2016; Jourdan et al., 2018).
Em seguida, as larvas atravessam as veias hepaticas e, em 2 a 3 dias, chegam ao atrio direito
pela veia cava inferior, e apos 4 a 5 dias sdo encontradas nos pulmdes (ciclo de Loss) para
concluir sua etapa aerdbia de desenvolvimento (Khuroo et al., 2016; Jourdan et al., 2018; Bow-
man, 2021; Siviero et al., 2024; Gigliotti et al., 2025). Cerca de 8 dias ap0s a infecgdo, as larvas
sofrem muda para L4, rompem os capilares e caem nos alvéolos pulmonares, onde sofrem muda
para L5. Passam pela arvore bronquica e traqueia até atingir a faringe, podendo entdo ser expe-
lidas ou deglutidas. Ao ser deglutidas, atravessam o estdbmago e atingem o jejuno, no intestino
delgado, transformando-se em adultos entre 20 e 30 dias ap6s a infec¢ao (Khuroo et al., 2016;
Choi; Seo, 2017; Jourdan et al., 2018; Silva; Massara, 2022). Em 50-80 dias de vida, os vermes
adultos alcancam a maturidade sexual, copulam e liberam ovos para serem eliminados nas fezes
pelo hospedeiro (Jourdan ef al., 2018; Lopes, 2018; Silva; Massara, 2022).

A ascaridiose ¢ majoritariamente assintomatica, com complicagdes a depender do nu-
mero de vermes albergados e/ou da localizacao destes. A fase migratdria do desenvolvimento
das larvas do verme ¢ responsavel por reacdes inflamatdrias e de hipereosinofilia nos pulmoes,
conhecida como sindrome de Loeffler. Os sinais e sintomas mais comuns nessa fase incluem
tosse, dispneia, febre, hemoptise, pneumonite e focos hemorragicos (Dold; Holland, 2011; Kan-
neganti; Makker; Remy, 2013; Jourdan et al., 2018; Siviero et al., 2024).

Ao chegar na fase adulta, as complicacdes adquirem carater de doenca intestinal cro-
nica, causando diarreia, distensdo e dor abdominais, inapeténcia, intolerancia a lactose, ndusea
e vomito. Ademais, o hospedeiro também padece pela acdo espoliadora do verme, que compete
pelos macronutrientes e micronutrientes da dieta (especialmente vitaminas A e C) (Scott, 2008;
Dold; Holland, 2011; Ismaili-Jaha et al., 2018; Costa et al., 2021; WHO, 2023).

A desnutri¢do prejudica a resposta imune, o que, por sua vez, pode aumentar a suscep-

tibilidade a infecgdes oportunistas (Koski; Scott, 2001; Crompton; Nesheim, 2002; WHO,
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2023). A ma absorg¢do e inapeténcia induzida pela infec¢ao explicam o déficit cognitivo e de
crescimento em criangas com ascaridiose, com notavel evidente apds desvermifugacao (Crom-
pton; Nesheim, 2002; Cleary et al., 2007; Scott, 2008; Dold; Holland, 2011).

Infec¢des macicas acarretam grande nimero de vermes adultos simultaneamente no
trato gastrointestinal, podendo causar complicagdes, como apendicite, gangrenamento, perfu-
racdo intestinal, constipacao e dor abdominal aguda, boa parte decorrentes de obstrugao intes-
tinal. Esses casos devem ser tratados com urgéncia, mediante remoc¢ao endoscopica dos vermes,
drogas anti-helminticas via oral ou endoscdpica e reposi¢ao hidroeletrolitica. Intervengao cirar-
gica ¢ reservada quando acdes anteriores sdo ineficazes, com a remog¢do extra luminal manual
dos vermes, remo¢ao ou ressec¢do de porgoes do intestino e apendicectomia, pelo risco de evo-
lucdo a obito (Scott, 2008; Kanneganti; Makker; Remy, 2013; Choi; Seo, 2017; Ismaili-Jaha et
al., 2018; Silva; Massara, 2022; WHO, 2023; Gigliotti ef al., 2025).

Um potencial agravante nesses casos ¢ que, nas infeccdes macigas, febre, anestesia
geral, ou uso incorreto de medicamentos, podem gerar mudangas no tropismo do verme, que
abandona o jejuno e pode migrar para a cavidade oral, ou até transpassar a ampola hepatopan-
creatica no duodeno, gerando danos ao figado, pancreas e/ou vesicula biliar. Nesses casos, a
ascaridiose pode se apresentar, mas nao se limita, como abscesso hepatico, colangite aguda,
colecistite acalculosa, colelitiase, dor irradiada intensa, ictericia e pancreatite edematosa aguda
(Kanneganti; Makker; Remy, 2013; Choi; Seo, 2017; Ismaili-Jaha et al., 2018; Holland et al.,
2022; Abdela et al., 2024; Akashah; Nizar, 2025; Gigliotti et al., 2025).

Como ja citado anteriormente, o tratamento quimioterapico preconizado para geo-hel-
mintoses pela OMS sdo dois benzimidazois em dose Unica: albendazol ou mebendazol, com
taxa de cura superior a 95,00%, corroborado por outros autores (Scott, 2008; Lubis; Pasaribu;
Lubis, 2012; Kanneganti; Makker; Remy, 2013; Choi; Seo, 2017; Ismaili-Jaha et al., 2018;
Jourdan et al., 2018; WHO, 2023). Outrossim, os farmacos piperazina, levamisol, pamoato de
pirantel e ivermectina também sdo abordagens quimioterapéuticas utilizadas (Kanneganti;
Makker; Remy, 2013; Jourdan et al., 2018; Silva; Massara, 2022; Gigliotti ef al., 2025). Em
relacdo aos benzimidazois citados, ambos tém acdo incompleta na eliminagdo de ovos de geo-
helmintos, ndo impedindo a reinfec¢do durante a quimioterapia (Lubis; Pasaribu; Lubis, 2012).

A gastrografina (diatrizoato de sodio + diatrizoato de meglumina) também tem sido
utilizado com sucesso no manejo conservador de suboclusdes e/ou obstrugdes intestinais por
ascaridiose nao complicada. Este medicamento administrado via sonda nasogastrica gera au-
mento de liquido no Iimen intestinal, além de diminuir o atrito dos vermes adultos com as

paredes intestinais, facilitando a eliminagao (Siviero et al., 2024).
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Existe uma relacao entre Ascaris suum (suinos) e A. lumbricoides (humanos), que gera
debates sobre possivel unificacao de espécies. A proximidade entre essas espécies de Ascaris
ndo tem sido totalmente explorada, havendo baixa intera¢do entre estudos veterindrios e huma-
nos (Quinnell, 2014). Recentemente, infec¢cdes experimentais em voluntarios mostraram que 4.
suum podem causar sintomas semelhantes aos de A. lumbricoides em humanos (Silva et al.,
2021). Uma abordagem sensata para avancar consiste em melhor integracdo desses estudos,
adotando abordagem de Uma So6 Satude (One Health) (Betson; Stothard, 2016; Brasil, 2025¢).

Foi demonstrado que o ciclo biologico de Ascaris spp., origindrios de humanos ou de
porcos pode ser completado em ambos os hospedeiros, quando ocorre transmissdo cruzada.
Eventos de fluxo génico e hibridizacdo podem ocorrer, existindo genotipos do género Ascaris
comuns a ambos os hospedeiros e que, quando analisados, poucas diferengas em seus nucleoti-
deos sdo encontradas (Scott, 2008; Dold; Holland, 2011; Liu ef al., 2012; Shao et al., 2014,
Betson et al., 2014; Alves; Conceicao; Leles, 2016; Lopes, 2018).

No Brasil, ndo ¢ incomum encontrar genotipos de Ascaris spp., tipicos de porcos em
humanos (Ifiguez et al., 2012). Isso pode ser interpretado como ocorréncia de transmissao cru-
zada nessas regides e, portanto, a existéncia do potencial zoondtico entre esses organismos
(Criscione et al., 2007). Estudo no municipio de Guapimirim, Rio de Janeiro, constatou que,
entre os individuos com ascaridiose, a maioria dos vermes genotipados para o gene COX-1
tinha o gendtipo de A. suum, conhecido como P3 (Peng et al., 2005).

Ainda, helmintos modulam a resposta imune ao Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV) (Fincham; Markus; Adams, 2003). Ha evidéncias de que o estimulo para producao de
células CD4 Th2 induzido por Ascaris spp., € permissivo para o estabelecimento e proliferagcdo
de outras infec¢des, incluindo a infec¢do por HIV. Entretanto, nenhuma associacdo detectavel
entre ovos de Ascaris spp., nas fezes e soropositividade para o HIV foi observada entre 907
adultos na Tanzania (Nielsen et al., 2006).

Ha evidéncias que a resposta Th2 induzida pela ascaridiose atua positivamente na pre-
vengdo e/ou controle de condi¢des atdpicas e autoimunes, nas quais ocorre resposta Thl agres-
siva (Moller et al., 2007; Jourdan et al., 2018). E como ja citado anteriormente, ha grande pro-
dugdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-4, IL-5 e IL-13, especialmente na fase cronica da
doenca (Buijs et al., 1997; Pinelli; Aranzamendi, 2012).

O diagnostico da ascaridiose € realizado mediante deteccdo de ovos do verme no
exame parasitologico de fezes. Entretanto, ovos de Ascaris spp. sdo liberados do hospedeiro
apenas entre 50-80 dias apds infec¢do, podendo dificultar o diagnostico (Silva; Massara, 2022;

Bharti; Bharti; Khurana, 2017; Cooper; Hollingsworth, 2018; Holland et al., 2022). A
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neutrofilia e a eosinofilia no hemograma também devem ser consideradas (Ismaili-Jaha et al.,
2018; Abdela et al., 2024). Nos casos agudos, nos quais ocorrem obstru¢ao intestinal e tropismo
erratico do verme, colonoscopia, ultrassonografia abdominal, colangiopancreatografia retro-
grada endoscopica ou colangiografia por ressonancia magnética podem ser utilizadas comple-
mentarmente (Choi; Seo, 2017; Ismaili-Jaha et al., 2018; Abdela et al., 2024; Siviero et al.,
2024; Gigliotti et al., 2025).

Os métodos imunolégicos podem ser uma alternativa ao diagnostico parasitoldgico,
como o ELISA, immunoblotting e imunofluorescéncia indireta, apesar dos riscos de reatividade
cruzada com outros parasitos (Scott, 2008). Outrossim, métodos moleculares como a Reagao
em Cadeia da Polimerase quantitativa (QPCR) podem ser usados, detectando DNA de Ascaris
spp. em amostras fecais, apesar do alto custo (Werkman et al., 2018; Elbehiry et al., 2025).

As estratégias para controlar a ascaridiose humana se concentram na administragao de
medicamentos anti-helminticos, tanto para individuos sintomaticos, quanto em campanhas de
tratamento em massa em regioes endémicas, visando manter a intensidade da infec¢do baixa e
evitar reinfec¢des, reduzindo a morbimortalidade, em especial em infantes (Dold; Holland,
2011; Lubis; Pasaribu; Lubis, 2012; WHO, 2015b; WHO, 2023). Educagao em saude e higiene
reduz a transmissao e a reinfec¢do, assim como o fornecimento de saneamento basico, agao
nem sempre possivel, por consistir em obras onerosas e de longa duracdo (Scott, 2008; Dold;
Holland, 2011; Jourdan et al., 2018; Conterno et al., 2020; Holland ef al., 2022; WHO, 2023).
A inexisténcia de vacina e a possivel resisténcia aos benzimidazois representam desafios para
o controle da parasitose (Furtado ef al., 2019; Phuphisut et al., 2022).

A remocao de ovos de Ascaris spp. dos alimentos apresenta desafios, embora trabalhos
tenham demonstrado que a utilizacdo de eluentes, como a glicina (4cido aminoacético,
CoHsNO»), durante a lavagem de vegetais € promissora (Matosinhos et al., 2016; Pineda et al.,
2021). A pesquisa acerca de sanitizantes naturais de hortifrati deve ser estimulada, visto que
ndo sdo danosos a saude humana e ao ambiente. Recentemente, a aplicagdo de uma solugdo
hidroalcoodlica de propolis com glicina teve ampla eficacia para a redugdo em logs da microbiota
nativa de fungos e bactérias presentes em alface e, agdo de remocado de ovos de Ascaris suum,
inoculados artificialmente em vegetais folhosos (Silveira et al., 2023).

Além disso, a aplicacdo de alta press@o hidrostatica (276 MPa por 10 a 30 segundos)
impediu a embriogénese de ovos de A. suum (Rosypal et al., 2007), abrindo possibilidades para

eliminar ovos que ja contaminaram os alimentos, devido a falhas nas Boas Praticas Agricolas.
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2.3 METODOS ANALITICOS PARA DETECCAO DE PARASITOS EM HORTIFRUTI

Os métodos analiticos denominados de convencionais sdo constituidos pelas etapas de
extracdo (elui¢do), concentragdo e visualizacdo das formas parasitarias (Collender et al., 2015;
Amoah et al., 2017). Para a extragdo, sdo utilizadas diversas solugcdes como agua destilada,
Alconox®, detergentes lava-lougas, dodecil sulfato de sédio (SDS), amino4cidos niio essenciais
como a glicina (em diversos pH), solugdo salina tamponada com/sem fosfato, Triton™ X-100,
Tween® (polissorbato), entre outros (Cook et al., 2006a; Chandra; Torres; Ortega, 2014; Silva
et al.,2014; Matosinhos ef al., 2016; Amoah ef al., 2017; Razakandrainibe et al., 2020; Silveira
et al., 2023). Além disso, sdo utilizados meios fisicos que ajudam na eluicao dos ovos, cistos e
oocistos como agitagdo manual, agitador orbital e banho em ultrassom (Gérard et al., 2019).

A fase de concentrag@o pode ser realizada por sedimentagdo espontinea e/ou por cen-
trifugacdo. A sedimentacdo depende da densidade dos ovos e da taxa de sedimentacdo, ja a
centrifugacdo ¢ efetuada em velocidade especifica para que os ovos se depositem no fundo do
recipiente. Contudo, as velocidades 6timas de centrifugacao nas analises variam entre as dife-
rentes matrizes alimentares. Por fim, a visualizacao sob microscopio ¢ efetuada para a identifi-
cacdo das formas parasitarias (Collender et al., 2015; Amoah et al., 2017).

Atendendo a demanda de métodos padronizados, foi lancada a norma ISO n° 18.744,
que aborda a identificacdo e contagem de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia
spp. em folhosos frescos e berries (ISO, 2016). Entretanto, tal norma refere-se apenas a detec-
¢ao de protozoarios, evidenciando a lacuna de norma que englobe outras espécies de enteropa-
rasitos. Ressalta-se ainda que o método para protozoarios ndo contempla analises moleculares
para determinagdo de espécies, genotipos ou grupos genéticos patogénicos a seres humanos.

No Brasil, Matosinhos et al. (2016) padronizaram um método para detectar ovos e
larvas de helmintos em alface, que posteriormente foi avaliado por Pineda et al. (2021), sendo
as analises feitas concomitantemente por 10 laboratdrios de 5 estados brasileiros, detectando de
forma satisfatoria ovos de Ascaris spp. em alface e ricula.

De modo geral, os estudos que avaliaram ou desenvolveram métodos de deteccao de

parasitos em hortifruti no mundo tém como principais modelos os protozoarios (Quadro 2).
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No Brasil e no mundo, a contaminagao por parasitos em hortifrati tem sido objeto de
estudo (Quadro 3; Figura 1). H4, entretanto, notavel falta de pesquisas sobre a contaminacao
em produtos organicos que, apesar de serem considerados mais saudaveis segundo alguns es-
tudos, podem apresentar maior risco de contaminacao microbioldgica e parasitologica devido
as praticas de cultivo, como o uso de esterco animal no adubamento e a restricao no uso de
fertilizantes industrializados e agrotoxicos (Hurtado-Barroso et al., 2017; Moreno-Mesonero et
al., 2023).

Observa-se que os trabalhos apresentados nos Quadro 2 e Quadro 3 utilizam miriade
de métodos, sendo necessaria a padronizacao e validagao de uma técnica para helmintos e de-
mais parasitos intestinais, o que permitiria comparacao das taxas de contaminagao de alimentos

por parasitos (Matosinhos et al., 2016; Pineda et al., 2021).

Figura 1 — Paises onde a detec¢@o de parasitos em berries ja foi evidenciada em situagdes ndo relacionadas a surtos.

NuUmero de estudos:
Oo

01
0?2
@3

FONTE: O autor (2025). Busca de artigos cientificos sem restricdo de temporalidade.
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2.4 SEGURANCA ALIMENTAR E NUTRICIONAL

A Seguranca Alimentar e Nutricional (SAN) ¢ direito humano fundamental, definido
pela Lei Organica de Seguranga Alimentar e Nutricional (LOSAN) como o acesso regular e
permanente a alimentos de qualidade e em quantidade suficiente, sem comprometer outras ne-
cessidades essenciais (Brasil, 2006). Para garantir a SAN, € necessario assegurar a seguranga
sanitaria dos alimentos. Helmintos sdo exemplos de risco relevante a seguranga sanitaria, em-
bora negligenciados (FAO/WHO, 2014; PAHO, 2016).

A contaminagdo por helmintos € particularmente preocupante em frutas como os mo-
rangos, que nao possuem casca ¢ geralmente sdo consumidos crus (Vu et al., 2011; Van De
Velde et al., 2013; Dong; Wang, 2017). A presenga desses vermes parasitos pode causar infec-
¢oes intestinais graves, tornando o controle sanitario medida essencial para garantir a seguranga
dos alimentos e prevenir esse tipo de contaminacao, um dos desafios das politicas de SAN, que
visam garantir alimentos indcuos, como preconizado pela Politica Nacional de Alimentagdo e
Nutrigao (PNAN) (Brasil, 2013, FAO/WHO, 2014; PAHO, 2016).

Além da legislacdo nacional, garantir alimentos livres de parasitos atende aos princi-
pios estabelecidos pela Agenda 2030 dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS). O
segundo ODS, por exemplo, visa erradicar a fome e garantir o acesso a alimentos seguros e
nutritivos para todos (ONU, 2015; UN, 2025). A OMS também estabeleceu seis metas especi-
ficas para as geo-helmintoses (WHO, 2020), sendo elas: (1) alcangar e manter a eliminagao da
morbidade por geo-helmintos em criangas em idade pré-escolar e escolar; (2) reduzir o niimero
de comprimidos necessdrios na quimioterapia preventiva para geo-helmintos; (3) aumentar o
apoio financeiro doméstico a quimioterapia preventiva para geo-helmintos; (4) estabelecer pro-
grama eficiente de controle de geo-helmintos em adolescentes, gestantes e lactantes; (5) esta-
belecer um programa eficiente de controle da estrongiloidiase em criancas em idade escolar; e
(6) garantir acesso universal a pelo menos saneamento basico e higiene até 2030 em 4reas en-
démicas de geo-helmintos. Ao garantir que os morangos estejam livres de contaminagdo por
helmintos, o protocolo proposto atua na promocgao da saude e de alimentagdo segura, em con-
sonancia com as metas da PNAN e da Agenda 2030 (Brasil, 2013).

Os morangos deste estudo foram obtidos, majoritariamente, em feiras livres de Curi-
tiba, tipo de rede alimentar alternativa (alternative food networks) que promove, mas nao se
limita, a cooperagdo social e parcerias entre produtores e consumidores, com circulagdo de pro-
dutos de qualidade (Goodman; Dupuis; Goodman, 2012). As feiras livres sdo exemplos de Ca-

deia Curta de Comercializagcao, modelo cujos diferentes participantes da cadeia produtiva de
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alimentos, desde o produtor até o consumidor, se relacionam de forma mais direta, com nimero
minimo de elos intermediarios (p. ex. cooperativa, associagdo, restaurante), que contrasta com
Cadeias Longas, como supermercados (Renting; Schermer; Rossi, 2012; Darolt et al., 2016).
A produgdo de conhecimento e o incentivo a pesquisa, inovagao e tecnologia na area
de alimentagdo e nutricdo sdo essenciais para a obtencao de dados e ferramentas que permitam
a aplicacdo efetiva da PNAN (Brasil, 2013). Dessa forma, a pesquisa ndo apenas contribui para
a vigilancia sanitaria, mas também reforca o papel da ciéncia no enfrentamento dos desafios

relacionados a seguranga dos alimentos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar um protocolo e aferir a sensibilidade de deteccao de ovos de helmintos em

morangos contaminados artificialmente com ovos de Toxocara canis e Ascaris suum.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (riar material audiovisual para auxiliar na qualificacdo de laboratorios que venham a
reproduzir o protocolo desenvolvido.

e Realizar estudo de validacao interlaboratorial do protocolo que apresentar a melhor per-
formance de deteccdo de ovos de helmintos em diferentes estados do Brasil.

e Investigar se morangos comercializados em feiras livres de produtos organicos e super-
mercados de Curitiba/PR apresentam contaminagdo natural por ovos de helmintos pa-

rasitos, mediante ado¢do do protocolo padronizado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo foi dividido em trés etapas: (1) padronizagao de um protocolo de deteccao de
ovos de helmintos em morangos, (2) validagdo de forma interlaboratorial do método anterior-

mente padronizado, e (3) pesquisa de ocorréncia natural de parasitos em morangos.

4.1.1 Etapa 1 — Desenvolvimento e aferi¢do da eficacia de protocolo para detec¢cdo de ovos de

helmintos em morangos

Padronizou-se o método de detec¢ao de ovos de helmintos mediante ensaios de conta-
minagao artificial de morangos obtidos comercialmente, de cultivo tipo convencional (ndo or-

ganico ou agroecoldgico).

4.1.1.1 Obtencao e preparo dos indculos para contaminagao artificial

Para os ensaios de contaminagao artificial em morangos, foram utilizados ovos de 7.
canis e A. suum. As fémeas adultas de 4. suum foram obtidas de suinos parasitados provenientes
da cidade de Pomerode, Santa Catarina, regido endémica para ascaridiose suina. Quanto aos
ovos de T. canis, estes foram gentilmente cedidos pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL), oriundos
da Universidade de Sao Paulo (USP), utilizados para estudos de imunologia, cinética de anti-
corpos, migracdo e comportamento em modelos murinos, ratos Wistar e camundongos
BALB/c. O procedimento de obtengdo dos ovos ocorreu segundo descrito por Pineda et al.
(2021).

Foram removidos fragmentos dos tteros dos vermes adultos fémeas de 7. canis e A.
suum, separadamente, do ter¢o final da bifurcagdo uterina, local onde se encontra a maior parte
dos ovos férteis. As suspensoes de ovos (ainda a serem diluidas para uso) foram lavadas e ho-
mogeneizadas com solugio de Tween® 80 (Dindmica Quimica Contemporanea Ltda., Sdo
Paulo, Brasil) a 0,1%, para diminuir o risco de formacao de grumos. Em seguida, a suspensao
foi peneirada e centrifugada (Solab, Sao Paulo, Brasil) em tubos conicos de centrifugagdo a
1.250 x g por 5 minutos. Os sobrenadantes foram devidamente retirados, e os sedimentos con-

centrados foram transferidos para microtubos e refrigerados até utilizacao.
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Ap6s a homogeneizacdo dos indculos concentrados em agitador de tubos, inverteu-se
os microtubos 3 vezes, com retirada de 200 puL, reservando os volumes em novos microtubos.
A ponteira da micropipeta utilizada na produgdo de cada indculo foi lavada com 400 pL de
agua destilada, e por fim adicionou-se 900 pL de agua destilada com uma ponteira de micropi-
peta limpa. Os inéculos foram armazenados em geladeira, onde ficou sob temperaturas inferi-
ores a 6 °C até utilizagdo. Para cada modelo, foram produzidas duas doses com concentragdes
diferentes de ovos a serem utilizadas nos ensaios de contaminagao artificial.

Para a enumeragdo dos ovos de 7. canis e A. suum presentes na suspensao diluida, o
numero de ovos presentes em 10 aliquotas de 10 uL da solucao foi enumerado em microscopio
optico (Figura 2), conforme Pineda ef al. (2021). Previamente a contagem, a suspensdo foi
agitada por 3 minutos em agitador de tubos, com posterior inversdo do tubo 3 vezes, homoge-
neizando a distribuicdo dos ovos. Posteriormente, calculou-se a média e o desvio-padrdo de

cada indculo.

Figura 2 — Ovos de Toxocara canis e Ascaris suum sob microscopio optico

FONTE: O autor (2025). LEGENDA: A — T. canis, em diversos estagios de embrionamento. B —
A. suum, ovo larvado e ndo larvado

Para A. suum, a dose 1 apresenta média de 71 ovos (£ 8,9) e (2) 139 ovos (£ 12,8);

para os ovos de 7. canis, as médias (1) 33 ovos (£ 6,5) e (2) 103 ovos (£ 5,1).

4.1.1.2 Contaminagao artificial das amostras de morangos

Os ensaios desenvolvidos ocorreram com 2 dosagens padronizadas de ovos, 3 liquidos
eluentes, em 2 temperaturas, para os 2 tipos de ovos disponiveis. Os liquidos eluentes utilizados

nesta pesquisa foram: (1) solugdo de glicina (Labsynth Ltda., Sdo Paulo, Brasil) 1 M, pH 5,5;
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(2) solucdo de Alconox® (Alconox Inc., New York, EUA) a 0,1%; e (3) solugido de Tween® 20
(Dinamica Quimica Contemporanea Ltda., Sdo Paulo, Brasil) a 0,1%. As temperaturas utiliza-
das foram (1) temperatura ambiente (entre 20 e 25 °C); e (2) aquecido a 37 °C. A escolha da
temperatura de aquecimento das solugdes eluentes se deu mediante experimentos-piloto prévios
ao estudo (dado ndo mostrado).

No total, seis Protocolos (P) foram analisados por dose (12 por parasito), feitos em
triplicata (3 ensaios), totalizando 72 ensaios de contaminacao artificial (Figura 3). Para cada
triplicata de P, analisou-se concomitante um ensaio branco (controle negativo), do mesmo lote
de morangos, para atestar a negatividade da amostra para os ovos utilizados como modelos em
situacdo natural de contaminagao, totalizando 24 ensaios-branco (Figura 3).

Os materiais utilizados durante as etapas de produgdo de in6culo, contaminagao, pro-
cessamento e leitura (p. ex. calices de sedimentacao, pincéis, ponteiras de micropipeta, tubos e
microtubos) foram previamente eluidos com solu¢do de Tween® 80 a 0,10%, visando reduzir a
aderéncia de ovos nos itens descritos.

Para os experimentos de contaminacao artificial, homogeneizou-se um dos inoculos
diluidos da mesma forma que foi feita a enumeragdo. Em seguida, foi transferido 10 pL para
novo microtubo de 0,2 mL, e por fim, adicionado 90 pL de 4gua destilada, totalizando o volume
de 100 pL. Gotas de lugol posteriormente foram adicionadas ao inoculo para facilitar a leitura
ao microscopio optico.

Cada ensaio da triplicata representava amostra entre 55 ¢ 60 gramas de morangos in-
teiros, nao higienizados, previamente adquiridos em supermercado ou frutaria, de cultivo con-
vencional, de Curitiba ou municipio da regido metropolitana.

Os morangos analisados foram dispostos em recipiente plano, feito de folha de alumi-
nio dobrada. O indculo foi homogeneizado e depositado em areas diferentes da superficie das
frutas, da forma mais uniforme possivel. Mais 100 pL de 4gua destilada foi adicionado ao mi-
crotubo objetivando lava-lo, e assim recuperar possiveis ovos que ainda permaneceram no mi-
crotubo e/ou na ponteira da micropipeta. Esse volume de dgua extra também foi dispersado
sobre os morangos (Figura 4A).

As frutas permaneceram em temperatura ambiente por duas horas para que o liquido

inoculado secasse.
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Figura 3 — Fluxograma das etapas e varidveis empregadas para a padronizacdo de protocolo de detec¢ao de ovos
de helmintos (n=2 doses/parasito) em morangos contaminados artificialmente

Ascaris suum | Toxocara canis

v v
Glicina ™M Alconox Tween 20
pH 5,5 0,1% 0.1%
v v v v v v
27 5C Tempe.\ratura 279 Tempgratura 37 0C Tempe.-ratura
ambiente ambiente ambiente
H H H H 4 H
Pl -» B P2 » B PZ » B P4 -» B PS5 - B P6 » B
§ ¢ & & & § & & 4 & § & & & & @
El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3 E1l E2 E3

FONTE: O autor (2025). LEGENDA: P: Protocolo; E: Ensaio; B: branco (ensaio-controle negativo); Temperatura
ambiente considerada na faixa entre 20-25 °C.

Apos a secagem dos morangos, as amostras foram processadas utilizando as solugdes
eluentes aquecidas a 37 °C — P1, 3 e 5; ou mediante aplicacdo de cada solucao em temperatura
ambiente (entre 20 € 25 °C) —P2,4 e 6.

Nos ensaios com solucao aquecida, um Becker com 450 mL de solucao foi colocado
em banho-maria digital (SolidSteel, Sao Paulo, Brasil) até atingir 37 °C. Apoés atingir a tempe-
ratura ideal, reservou-se 250 mL em uma proveta, restando 200 mL no Becker. O volume de
200 mL do Becker foi transferido para um saco pléstico tipo zip, junto com os morangos pre-
viamente contaminados. Os 250 mL de solucao na proveta retornaram ao Becker, agora vazio,
seguindo novamente para o banho-maria, para ndo perder temperatura. O saco plastico cheio
foi levemente agitado antes de ser colocado em um Becker, que foi ao banho-maria para repouso
de 15 minutos, com leves agitagdes nos minutos 5 e 10. Apds 15 minutos, o saco plastico sofreu
agitacao manual vigorosa por 3 minutos, para posterior drenagem do liquido em célice de sedi-
mentagdo, passando por peneira plastica. O saco plastico foi lavado com mais 50 mL da solug¢ao

eluente morna por 1 minuto para remover possiveis ovos que restaram.
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Cada amostra passou por uma segunda lavagem com 200 mL do eluente, ainda em uso
do mesmo saco plastico, dentro do banho-maria, usando pincel para facilitar a extragao de pos-
siveis ovos que ainda estavam aderidos ao alimento (Figura 4B). O liquido obtido pela nova
lavagem foi adicionado a outro calice de sedimentacdo, sendo ambos os célices mantidos em
repouso por duas horas (Figura 4C). Apds o periodo, os sobrenadantes dos calices foram reti-
rados até restarem 10 mL de sedimento, que foram separadamente transferidos para tubos c6-
nicos de centrifugacdo de 15 mL, com auxilio de pipeta Pasteur de vidro eluida e tetina. Apos
a retirada do sedimento, cada célice foi lavado com mais 5 mL de dgua destilada, totalizando
15 mL em cada tubo de centrifugagdo. Os tubos foram centrifugados a 1.500 X g por 5 minutos
— com 60 segundos de aceleracdo, e 120 segundos para frenagem — com subsequente retirada
dos sobrenadantes até a marca de 1,5 mL. A leitura do sedimento ocorreu mediante microscopia
oOptica até se esgotar o sedimento de cada tubo (Figura 4D). Nenhum material utilizado durante

a padronizag¢ao foi reutilizado em ensaios subsequentes.

Figura 4 — Etapas dos ensaios de contaminagdo artificial das amostras de morangos

FONTE: O autor (2025). Legenda: A — Contaminagao artificial em morangos. B — Remoc¢ao dos ovos ino-
culados em morangos. C — Sedimentagdo do liquido de lavagem dos morangos. D — Busca de ovos de
parasitos em microscopio optico.
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Nos ensaios com solugdo a temperatura ambiente, destaca-se que, pela auséncia do
banho-maria digital, h4 a necessidade de assegurar que a solucdo esteja na temperatura correta.
Podemos garantir a adequacgdo da temperatura com a producao das solugdes eluentes no mo-
mento do uso, utilizando agua destilada a temperatura ambiente, ou, no caso de a solucao ja
estar preparada e armazenada em geladeira, retiramos o frasco de solu¢ao com antecedéncia da
refrigeracdo horas antes para que a temperatura pudesse se estabilizar. A temperatura foi con-
trolada com termdmetro ou alterada com o uso de micro-ondas. Os processos de lavagens, se-
dimentagdo, centrifugacao e leitura ocorreram como descrito anteriormente, apenas excluindo
0 banho-maria do processo.

A Figura 5 apresenta ilustra¢do simplificada de um dos protocolos submetidos ao aque-
cimento. Fluxogramas e descri¢des detalhadas sobre o protocolo podem ser encontradas no
apéndice deste trabalho.

Ap0s os ensaios, para calcular a taxa de recuperagao dos ovos nas amostras, emprega-

mos a seguinte equacao (Adaptado de Pineda et al., 2021):

Nrec - Nnat

%R = T

x 100

Considerando que:

%R = Taxa de recuperacao de ovos, em porcentagem.

Nrec = Numero de ovos removidos/recuperados, em unidades.

Ninat = Numero de ovos encontrados no ensaio controle-negativo (contaminagdo natural), em
unidades.

T = Total de ovos inoculados artificialmente, em unidades



Figura 5 — Fluxograma simplificado do Protocolo com solugdes aquecidas

FONTE: O autor (2025). Para detalhes, confira o manual ilustrado em apéndice.
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4.1.2 Etapa 2 — Validagao interlaboratorial do protocolo para recuperagao de ovos de helmintos

O protocolo selecionado para essa etapa foi o que obteve melhores resultados de taxa
de recuperagdo. Participaram do experimento seis laboratdrios convidados (Quadro 4; Figura
6), que receberam instrugcdes metodologicas — video demonstrativo comentado do protocolo e
manual ilustrado impresso; indculos dos ovos e materiais especificos do protocolo deste estudo
via Correios (Quadro 5; Figura 7). Assim, antes de iniciar os experimentos, puderam se famili-
arizar com o mesmo, sanando possiveis diividas quanto a metodologia. Nao houve restri¢do ao
tipo de morango utilizado pelos laboratorios convidados. O critério de selecdo para os labora-
torios convidados incluia experiéncia prévia em analises parasitologicas de alimentos e detec-
¢do de parasitos via microscopia Optica.

Para os laboratdrios participantes, o nimero de ovos presentes no indculo era desco-
nhecido, excetuando o laboratorio que o produziu. A cada um deles foi atribuido um nimero
aleatorio e exclusivo, o qual permaneceu constante ao longo do estudo. O laboratorio central
do estudo recebeu o numero 1. O laboratério central, além de produzir e enumerar os indculos
— seguindo os mesmos moldes aplicados durante a padronizagdao do método, ja anteriormente
citado —, também participou do processo de validagdo interlaboratorial. O ind6culo enviado aos

laboratérios continha 142 + 7,3 ovos /10 pL.

Quadro 4 — Laboratorios participantes da etapa de valida¢ao de protocolo
padronizado para a deteccao de ovos de helmintos em morangos

Identificacao Cidade Estado
1* Curitiba Parana
2 Sao Paulo Sao Paulo
3 Santo André Sao Paulo
4 Ponta Grossa Parana
5 Florianopolis Santa Catarina
6 Blumenau Santa Catarina
7 Niteroi Rio de Janeiro

FONTE: O autor (2025). * Laboratorio central do estudo.

Apos os laboratorios executarem os experimentos, estes enviaram resultados para o
laboratério 1 para andlise dos dados. Os dados fornecidos permitiram comparar a eficiéncia da
analise do laboratorio central com relagdo aos laboratorios convidados.

Durante a execucao dos ensaios de contaminagdo artificial, os pesquisadores foram
instruidos a reportar eventuais problemas durante o processamento das amostras, bem como

reportar os achados nos ensaios de controle negativo (branco).



Figura 6 — Localizacdo dos laboratorios participantes da etapa de validagdo de
protocolo padronizado de ovos de helmintos em morangos no mapa do Brasil

led

FONTE: O autor (2025). 1: laboratdrio central do estudo, Curitiba/PR; 2: Sao
Paulo/SP; 3: Santo André/SP; 4: Ponta Grossa/PR; 5: Florianépolis/SC; 6: Blu-
menau/SC; 7: Niteroi/RJ.

Quadro 5 — Lista de itens enviados via Correios para os laboratorios par-
ticipantes do processo de validacdo interlaboratorial do protocolo padro-
nizado

Quantidade Item
1 Isopor
1 Gelo gel artificial reutilizavel rigido
1 Tubo conico de centrifugagdo de 50 mL com algodao,

para transportar os microtubos

Microtubo com indculo pronto para uso

Caixa de laminulas 24 x 24 mm com 100 unidades

Peneira plastica

Tetina para pipeta Pasteur

Saco plastico tipo zip (17 x 24 cm)

5
1
3
5 Pipeta tipo Pasteur de vidro, 150 mm
5
5
3

Pincel redondo, pelo de ponei, n° 20

Tubo conico de centrifugagdo de 50 mL com 20 g de
Alconox® em po

1 Tubo 2 mL com Tween® 80 concentrado

1 Manual ilustrado do Protocolo
FONTE: O autor (2025).
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Figura 7 — Caixa de itens enviado via Correios para os laboratorios participantes do
processo de validacdo interlaboratorial do protocolo padronizado

S S e
s

PPNy

Manual ilestrade

de um Protocolo
Paraadetecciode
ovos de helmintos

LLECLCEE

FONTE: O autor (2025).

4.1.3 Etapa 3 — Avaliagdo da contaminag¢do natural por ovos de helmintos em morangos comer-

cializados em Curitiba/PR

4.1.3.1 Local do estudo

O municipio de Curitiba, capital do estado do Parana, possui area total de 434,89 km?,
sendo a totalidade considerada perimetro urbano desde 2000. Encontra-se localizada a 945 me-
tros acima do nivel do mar. Atualmente, Curitiba possui uma populagdo estimada de 1.773.718
habitantes, distribuidas em 10 regionais e 75 bairros (Curitiba, 2000; IBGE, 2022; 2025).

A cidade também conta com vasta Regido Metropolitana (RMC), composta por 29
municipios (incluindo Curitiba), com populacdo estimada de 3.561.258 habitantes, ocupando
area de 16.577,70 km? (Quadro 6). O abastecimento de 4gua e producao de alimentos da capital
¢ majoritariamente fornecido por municipios da RMC (Curitiba, 2017; IBGE, 2025).



Quadro 6 — Panorama demografico dos municipios que integram a Regido Metropolitana
de Curitiba (RMC), em 2022, organizados pelo parametro de porcentagem de esgotamento

sanitario adequado dos domicilios

Esgotamento Extensao
Posi¢ao Municipio sanitario Populagao territorial
adequado (%) (km?)
1 Pinhais 97,82 127.019 60,87
2 Curitiba 91,17 1.773.718 434,89
3 Fazenda Rio Grande 91,00 148.873 116,68
4 Piraquara 89,96 118.730 227,04
5 Colombo 85,10 232.212 197,58
6 Séao José dos Pinhais 79,82 329.628 946,43
7 Campina Grande do Sul 79,82 47.825 539,25
8 Araucaria 79,57 151.666 469,24
9 Quatro Barras 76,56 24.191 180,47
10 Campo Largo 70,62 136.327 1.243,55
11 Almirante Tamandaré 69,66 119.825 194,23
12 Itaperugu 58,56 31.217 322,99
13 Lapa 56,57 45.003 2.093,86
14 Rio Negro 54,78 32.324 604,14
15 Contenda 51,87 19.128 299,04
16 Campo Magro 50,36 30.160 275,35
17 Rio Branco do Sul 48,21 37.558 811,42
18 Bocaitva do Sul 39,14 13.299 825,66
19 Adrianopolis 32,51 6.256 1.349,31
20 Cerro Azul 31,87 16.134 1.341,19
21 Campo do Tenente 30,61 7.508 304,49
22 Tunas do Parana 22,20 6.219 668,48
23 Balsa Nova 21,97 13.395 348,93
24 Mandirituba 20,55 27.439 379,18
25 Agudos do Sul 19,98 10.233 192,26
26 Doutor Ulysses 16,30 5.697 777,48
27 Quitandinha 8,13 18.398 447,02
28 Pién 3,08 13.655 254,79
29 Tijucas do Sul 2,20 17.621 671,89
- Total - 3.561.258 16.577,70

FONTE: adaptado de IBGE, 2022; AMEP, 2025.
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Os morangos avaliados foram obtidos em feiras livres de produtos organicos de Curi-

tiba. Existem 14 delas no municipio, coordenadas pela Secretaria Municipal de Seguranga Ali-

mentar ¢ Nutricional de Curitiba (SMSAN). Além dessas feiras, também had morangos
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organicos em feiras privadas, hortifrutigranjeiros e supermercados espalhados pela cidade (Cu-

ritiba, 2025).
4.1.3.2 Coleta de amostras nas feiras

O periodo de coleta das amostras ocorreu entre novembro/2024 e maio/2025. As amos-
tras foram coletadas prioritariamente em feiras livres de produtos organicos de Curitiba. Na
indisponibilidade da ocorréncia da feira ou de morangos, buscou-se feiras orgénicas privadas,
supermercados € o Mercado Municipal (Figura 8). Sempre que possivel, indagamos sobre a
origem geografica da fruta, para eventual rastreio do produtor, que pode comercializar o mesmo

produto em diversos locais simultaneamente.

Figura 8 — Localizagdo das feiras produtos organicos de Curitiba visitadas

FONTE: O autor (2025). LEGENDA: A — Estado do Parana em relacdo ao Brasil; B — Regido
Metropolitana de Curitiba em relagdo ao Parana; C — Curitiba em relagdo a Regido Metropolitana
de Curitiba; D — Mapa de Curitiba indicando os bairros das feiras visitadas, com codificacao de
cores, sendo: Vermelha — feiras livres de produtos organicos coordenadas pela prefeitura de Curi-
tiba; Verde — Mercado Municipal de Curitiba; Azul — Feira privada.
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Os morangos foram transportados nas embalagens originais, acondicionadas em caixas
térmicas com géis de refrigeracdo, para o Laboratorio de Parasitologia Ambiental da Universi-
dade Federal do Parana (UFPR), Setor de Ciéncias Biologicas, Campus Centro Politécnico,
para processamento, onde foram processados mediante protocolo validado em etapa anterior.

Foram analisados 267 morangos, totalizando 2,91 kg, representando 50 pool e um
montante de 6,02 kg de morangos obtidos para analise, provenientes de 7 feiras livres, 1 feira
privada e o 1 estabelecimento localizado no Mercado Municipal de Curitiba (Figura 8). Os
morangos eram oriundos de oito municipios: Almirante Tamandaré, Antonina, Campo Largo,
Colombo, Lapa, Mandirituba, Sao José¢ dos Pinhais e Tijucas do Sul.

Todas as feiras livres de produtos organicos foram visitadas ao menos uma vez. Entre-
tanto, nem todas possuiam feirantes que comercializavam morangos, ou ja estavam com seus

estoques da fruta esgotados.

4.2 ANALISE ESTATISTICA

Medidas de tendéncia central (média) e dispersdo (desvio-padrdo) foram utilizadas
para a descrigdo do numero e percentual de ovos recuperados. A normalidade dos dados foi
analisada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. A homogeneidade de variancia foi testada por
meio do teste de Brown-Forsythe e a andlise de normalidade dos residuos foi realizada para
todas as analises de variancia realizadas. Nenhuma das anélises infringiu os pressupostos de
normalidade, homogeneidade de variancia e normalidade de residuos.

As comparagdes entre o nimero de ovos recuperados entre os protocolos para cada
parasito e cada dose foram realizadas por meio de andlise de variancia de um fator (ANOVA).
A ANOVA para dois fatores foi utilizada para a comparagao do percentual de ovos recuperados
entre os protocolos e entre as doses. A ANOVA de um fator também foi utilizada para as com-
paracdes do numero e o percentual de ovos recuperados entre cada laboratorio durante a vali-
dacao interlaboratorial.

Os posts-hocs de Bonferroni foram utilizados para a realizagdo das comparagdes mul-
tiplas entre os protocolos. O d de Cohen (d) foi utilizado como indicativo de tamanho de efeito
nas comparagdes multiplas. O valor de p < 0,05 foi adotado como nivel de significancia esta-
tistica para testes bicaudais. Todas as analises e representacdes graficas foram realizadas no

software GraphPad Prism 8 (versdo 8.2.1).
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5 RESULTADOS

5.1 ETAPA 1 — PADRONIZACAO DO PROTOCOLO

Todas as solugdes empregadas foram capazes de recuperar ovos em concentragdes va-
ridveis, tanto para a dose 1 como 2, para ambos os modelos (Figura 9 e Figura 10). De modo
geral, para quase todos os ensaios, as maiores eficiéncias de recuperagao de ovos foram obser-
vadas ao se utilizar as solugdes aquecidas na etapa de eluicao.

Para os ensaios utilizando como modelo ovos de 7. canis, as taxas de recuperagao
variaram entre 40,40% e 79,80% para dose 1 (33 ovos), € 39,16% e 81,55% para dose 2 (103
ovos) (Tabela 1 e Tabela 2).

Para os ensaios utilizando como modelo ovos de 7. canis, as melhores eficiéncias de
recuperagdo foram alcangadas mediante aplicagao do Protocolo 3 (eluicdo com solugdo aque-
cida de Alconox®), tanto para a dose 1, como para a dose 2, com médias de 79,80% e 81,55%,
respectivamente.

A utilizagdo do surfactante Tween® 20 apresentou resultados de recuperacio inferiores

as solugdes compostas pelo detergente Alconox®

ou com o aminoacido Glicina, com aqueci-
mento ou ndo (Tabela 1 e Tabela 2).

A Figura 11 apresenta a comparacdo do numero de ovos recuperados entre os proto-
colos para cada dose de T. canis. Verificou-se diferengas significativas no nimero de ovos entre
os protocolos tanto para dose 1 (Fs,12)= 5,584, p = 0,007) quanto para dose 2 (Fs,12)= 12,07, p
=0,0002).

Para a dose 1 verificou-se que o Protocolo (P) 3 (média = 26,33 ovos) apresentou maior
média de ovos recuperados quando comparado ao P5 com diferenca significativa (média =
13,33 ovos; p=10,015,d=5,17).

Para a dose 2 verificou-se que o P1 (média = 83,33 ovos) apresentou maiores valores
de ovos recuperados quando comparado ao P5 (média = 44,00 ovos; p = 0,046, d = 6,88) e P6
(meédia = 40,33 ovos; p = 0,024, d = 5,24). O P3 (média = 84,00 ovos) apresentou maiores
médias de ovos recuperados quando comparado ao P5 (p = 0,041, d =0,39) e P6 (p = 0,022, d
=5,20).
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Figura 9 — Ovos de Toxocara canis recuperados apds ensaios de contaminagdo artificial de morangos du-

rante etapa de padronizagdo do protocolo.

FONTE: O autor (2025). LEGENDA: A e B — Glicina 1M pH 5,5; C ¢ D — Alconox® 0,1 %; Ee F —
Tween® 20 0,1 %.

Figura 10 — Ovos de Ascaris suum recuperados apos ensaios de contaminag@o artificial de morangos du-

rante etapa de padronizagao do protocolo.

FONTE: O autor (2025). LEGENDA: A e B — Glicina 1M pH 5,5; C ¢ D — Alconox® 0,1 %; Ee F —
Tween® 20 0,1 %.
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Figura 11 — Comparacdo do numero de ovos de Toxocara canis recuperados entre os protocolos
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FONTE: O autor (2025). Caracteres iguais representam diferengas significativas entre os protocolos

(p <0,05). Dose 1 =33 ovos; Dose 2 = 103 ovos.

A Figura 12 apresenta a comparagao da taxa de recuperacdo de ovos entre os protoco-
los para cada dose de 7. canis. Verificou-se diferencas significativas na taxa de recuperacao de
ovos entre os protocolos (Fs24)= 17,19, p < 0,001) e nenhuma diferenca significativa foi ob-
servada na taxa de recuperagdo de ovos entre as doses (média dose 1 = 63,65% + 15,35 vs.
média dose 2 = 59,33% + 18,50; F(1,24)=1,506; p= 0,196, d = 0,25).

Para a dose 1, verificou-se que o P1 (média = 73,74%) apresentou maior taxa de recu-
peragdo de ovos quando comparado ao P5 (média = 40,40%; p = 0,004, d = 5,00). O P3 (média
=79,80%) apresentou maior taxa de recupera¢do de ovos quando comparado ao P5 (p = 0,0006,
d=15,16) e P6 (média=150,51%; p=0,016,d =2,32). O P4 (média = 73,74%) apresentou maior
taxa de recuperagao de ovos quando comparado ao P5 (p = 0,004, d = 3,27).

Para a dose 2, verificou-se que o P1 (média = 80,91%) apresentou maior taxa de recu-
peragdo de ovos quando comparado ao P2 (média = 51,13%; p = 0,002, d = 4,73), P5 (média =
42,72%; p < 0,001, d = 3,42) e P6 (média = 39,16%; p < 0,001, d = 5,24). O P3 (média =
81,55%) apresentou maior taxa de recuperagao de ovos quando comparado ao P2 (p = 0,005, d

=8,90), P5 (p < 0,001, d = 3,96) e P6 (p < 0,001, d=7,11).
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Figura 12 — Comparacao da taxa de recuperacdo de ovos de Toxocara canis entre os protocolos
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FONTE: O autor (2025). Caracteres iguais representam diferengas significativas entre os protocolos

(p <0,05). Dose 1 =33 ovos; Dose 2 = 103 ovos.

Com relagdo as taxas de recuperacdo utilizando um segundo modelo para os ensaios
de contaminagao artificial — A. suum, os valores variaram entre 17,84% e 46,48% para dose 1
(71 ovos), € 9,11% e 36,69% para dose 2 (139 ovos) (Tabela 3 e Tabela 4).

De forma geral, ao compararmos com os resultados obtidos nos testes com 7. canis,
menores taxas de recuperagao foram obtidas com 4. suum. Para a dose 1, o P3 (solucdo aquecida
de Alconox®) apresentou a maior média de recuperacdo de ovos (46,48%), entretanto, para a
dose 2, o P1 (solucdo aquecida de Glicina) apresentou melhor desempenho (36,69%). Ressalta-
se, contudo, que para essa dose, o emprego do P3 apresentou taxa de recuperacao de somente
1,20% a menos do que o P1, também apresentando desvio-padrao menor, ndo diferindo estatis-
ticamente (Tabela 4; Figura 13).

A utilizagdo do surfactante Tween® 20 apresentou resultados de recuperacio inferiores
as solugdes compostas pelo detergente Alconox® ou com o aminoacido Glicina, com aqueci-

mento ou ndo (Tabela 3 e Tabela 4).
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A Figura 13 apresenta a comparag¢ao do nimero de ovos recuperados entre os proto-
colos para cada dose de A. suum. Verificou-se diferencas significativas no nimero de ovos entre
os protocolos tanto para dose 1 (F(s,12) = 16,68, p < 0,001) quanto para dose 2 (Fs,12)= 5,251, p
=0,009).

Para a dose 1, verificou-se que o P3 (média = 33,00 ovos) apresentou maior média de
ovos recuperados quando comparado aos protocolos P1 (média = 18,33 ovos; p = 0,003, d =
5,89), P2 (média = 17,33 ovos; p = 0,002, d = 6,66), P5 (média = 12,67 ovos; p = 0,0002, d =
6,70) e P6 (média = 13,00 ovos; p = 0,0002, d = 8,41). O P4 (média = 27,67 ovos) apresentou
maior média de ovos recuperados quando comparado aos protocolos PS5 (p = 0,003, d =5,63) e
P6 (p=10,004, d=11,78).

Para a dose 2, verificou-se que o P1 (média = 51,00 ovos) apresentou maior valor de
ovos recuperados quando comparado ao P5 (média = 12,67 ovos; p = 0,016, d = 3,28). O P3
(média = 49,33 ovos) apresentou maior valor de ovos recuperados quando comparado ao P5 (p

=0,012,d=17,01).
Figura 13 — Comparagdo do nimero de ovos de Ascaris suum recuperados entre os protocolos
100
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FONTE: O autor (2025). Caracteres iguais representam diferengas significativas entre os protocolos

(p <0,05). Dose 1 =71 ovos; Dose 2 =139 ovos.
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A Figura 14 apresenta a taxa de recuperacao de ovos de 4. suum entre os protocolos
para cada dose. Verificou-se diferengas significativas na taxa de recuperacao de ovos entre os
protocolos (Fs.24)= 13,75, p < 0,001) e nenhuma diferenca significativa foi observada na taxa
de recuperagdo de ovos entre as doses (média dose 1 = 28,64% = 11,61 vs. média dose 2 =
25,62% £ 10,50; F(1,24)=1,884; p= 0,182, d = 0,27).

Para a dose 1, verificou-se que o P3 (média = 46,48%) apresentou maior taxa de recu-
peragdo de ovos quando comparado aos protocolos P1 (média = 25,82%; p = 0,012, d = 3,39),
P2 (média = 24,41%; p = 0,006, d = 3,83), P5 (média = 17,84%; p = 0,0003, d = 3,86) e P6
(média = 18,31%; p = 0,0004, d = 4,85). O P4 (média = 38,97%) apresentou maior taxa de
recuperac¢ao de ovos quando comparado aos protocolos PS5 (p =0,010, d=3,85) e P6 (p=0,012,
d=16,79).

Para a dose 2, verificou-se que o P1 (média =36,69% + 11,88) apresentou maior a taxa
de recuperagdo de ovos quando comparado ao P5 (média = 9,11%; p = 0,005, d = 3,25) ¢ P6
(média = 18,46%; p = 0,037, d = 1,52). O P2 (média = 28,30%) apresentou maior taxa de recu-
peragdo de ovos quando comparado ao P5 (p = 0,024, d = 3,54). O P3 (média = 35,49%) apre-

sentou maior taxa de recuperagao de ovos quando comparado ao P5 (p = 0,0008, d = 7,02).

Figura 14 — Comparacéo da taxa de recuperagdo de ovos de Ascaris suum entre os protocolos.
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FONTE: O autor (2025). Caracteres iguais representam diferencas significativas entre os protocolos

(p <0,05). Dose 1 =71 ovos; Dose 2 = 139 ovos.
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As amostras utilizadas para a padronizag¢do do protocolo apresentaram resultados ne-
gativos nos ensaios-branco, ou seja, ovos de 7. canis ou A. suum nao foram identificados nos
ensaios de contaminagao artificial com esses modelos em situagdo natural de contaminacao dos
morangos. Entretanto, a contaminagdo natural por ovo de Ascaris sp. (n = 1), foi detectada
durante a afericao da sensibilidade de deteccao de ovos de 7. canis, ao executar o P5 (solucao
aquecida de Tween® 20).

Com base nos resultados obtidos, o P3 (Alconox® aquecido a 37 °C), foi selecionado
para a etapa de validagado interlaboratorial e como metodologia para a pesquisa de ovos de hel-
mintos em morangos na etapa de comercializagao.

Por fim, em todos os ensaios de padronizagdo da metodologia, foram identificados
artropodes inteiros ou fragmentos, assim como ovos de 4caro, larvas, polen e animais do filo

Rotifera (Figura 15).

Figura 15 — Exemplos de artefatos encontrados durante padronizagio

FONTE: O autor (2025). LEGENDA: A — Artropode inteiro; B — Larva de nematddeo ndo identi-
ficado; C e D — Pélens. E — Ovo de acaro.
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5.2 ETAPA 2 — VALIDACAO INTERLABORATORIAL DO PROTOCOLO

Para os ensaios da validacdo interlaboratorial, foram encontradas médias de recupera-
¢do de ovos variando entre 22,33 e 109,00 ovos, com taxas de recuperagdo média entre 15,73%
e 76,74% (Tabela 5). Nenhum laboratorio deste estudo relatou positividade para 7. canis nos
ensaios controle-negativos. Entretanto, relataram a presenca de fungos filamentosos e cistos de
Entamoeba coli. Considerando os 7 laboratorios, com total de 21 ensaios, a taxa média de re-
cuperagdo de ovos de 7. canis foi de 52,45% =+ 8,44.

Comentarios sobre o protocolo padronizado foram mistos, alguns laboratorios nao re-
lataram nenhuma intercorréncia, enquanto outros sugeriram alteracdes ao método. Um dos la-
boratdrios relatou que a centrifuga de tubos disponivel ndo possuia calibracdo de aceleracgdo e
frenagem, o que poderia comprometer a integridade do sedimento formado. Alguns laboratorios
criticaram o uso do saco plastico do tipo zip, devido ao acimulo de liquido e espuma na canaleta
de fechamento, sugerindo incluir uma etapa de enxague da canaleta, ou a substitui¢do por saco
pléstico sem esse tipo de fechamento. Um laboratorio relatou micro furos no saco plastico dis-
ponibilizado, oferecendo risco potencial de perda de ovos. Durante a padronizagdo, o mesmo
aconteceu em apenas um ensaio, que foi devidamente descartado e repetido. A presenga de
orgdos botanicos (p. ex., aquénios), além de alta viscosidade do sedimento foram referidas

como dificuldades comuns entre os laboratorios na etapa de leitura ao microscopio optico.
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A Figura 16 apresenta a comparagao da taxa de recuperagao de ovos de 7. canis recu-
perados entre cada laboratorio. Verificou-se diferencas significativas na taxa de recuperagao de
ovos entre os laboratorios (Fs,14) = 19,27, p < 0,001). Foram observadas diferencas entre o
Laboratério (L) 1 com relagdo ao L6 (p = 0,002, d =5,27) e L7 (p = 0,0002, d = 5,76); assim
como entre o L2 e L6 (p = 0,0002, d=9,44) e L7 (p <0,0001, d=8,99); entre o L3 e L7 (p =
0,012, d=2,68); entre 0 L4 e L6 (p = 0,004, d=9,87)e L7 (p <0,0001, d =9,11); entre o L5
eL6 (p=0,012,d=5,05)eL7 (p=0,001, d=5,53).

Figura 16 — Comparacao da taxa de recuperagdo de ovos de Toxo-
cara canis entre os laboratorios colaboradores
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FONTE: O autor (2025). Caracteres iguais representam diferencas sig-

nificativas entre os protocolos (p < 0,05).

5.3 ETAPA 3 — AVALIACAO DA CONTAMINACAO NATURAL POR HELMINTOS EM
MORANGOS DE CULTIVO ORGANICO

A frequéncia de parasitos nos morangos organicos analisados neste estudo esta descrita
no Quadro 7. A analise demonstrou que 4,00% (2/50) dos pool testados foram positivos para
ovos de helmintos, sendo 2,00% (1/50) para Ascaris sp., € 2,00% para Toxocara sp., ambas em
morangos oriundos de Campo Largo, mas de diferentes pool. As amostras analisadas apresen-
taram artrépodes (inteiros e/ou fragmentos), ovos de artropodes e larvas de nematodeos nao

identificadas.
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6 DISCUSSAO

A contaminacao de alimentos por parasitos ¢ subestimada na maior parte do mundo,
apesar de sua letalidade potencial em populacdes de risco, e impactos duradouros mesmo em
individuos sadios (Robertson, 2018; Martinez et al., 2023). Com relagao ao Brasil, nem a toxo-
cariase humana, nem a ascaridiose estdo na Lista Nacional de Notificagdo Compulsodria de do-
encas e agravos, o que colabora com a subnotificacao dessas parasitoses (Brasil, 2016; Martins-
melo et al., 2017). Contudo, a conscientizagdo sobre as parasitoses no Brasil esta passando por
modificagdes. Ressalta-se a recente fundagdo, em janeiro de 2025, da Rede Brasileira de Para-
sitoses Intestinais (ReBraPl), que ja teve como conquista o reconhecimento oficial de atividades
educativas voltadas a prevencao e controle das parasitoses intestinais, incluindo geo-helminto-
ses e doengas diarreicas agudas (Brasil, 2025d).

Apesar do surgimento constante de novas técnicas sensiveis para a deteccdo destes
organismos em matrizes ambientais, como técnicas de biologia molecular (p. ex., PCR e suas
variagdes), carecemos de metodologias de facil isolamento, execugdo ou de baixo custo para
identificacdo de helmintos em alimentos. Sem isso, a inovagdo em métodos analiticos deve
considerar ndo apenas a precisdo, mas também a acessibilidade. Técnicas que empregam mate-
riais basicos e de baixos custos, comuns em laboratorios de analises parasitoldgicas, sao cruciais
para a reprodutibilidade de métodos em paises que enfrentam desafios logisticos e financeiros
frequentes, como paises do Sul Global, ou da América Latina no geral. O custo de um método
analitico ndo deve ser barreira para a correta vigilancia epidemiolédgica de doengas, pois senao
tornar-se-ia uma espécie de elitismo tecnologico da satude.

A existéncia de um protocolo de pesquisa parasitologica padronizado e validado ¢ im-
portante, sendo de particular interesse das agéncias de vigilancia sanitdria das trés esferas (fe-
deral, estadual e municipal), além de setores de controle de qualidade de agroindustrias e coo-
perativa de produtores de alimentos. A constante vigilancia da contaminacao de frutas pode ser
uma ferramenta para a resolucdo de casos de surto de helmintoses, e de detec¢ao precoce desses
parasitos antes da distribui¢ao dos alimentos in natura no varejo, contribuindo para diminuigao
da transmissdo e subnotificacio de parasitoses (Souza; Leal, 2025).

Os ovos de geo-helmintos como os dos géneros Ascaris e Toxocara foram seleciona-
dos como modelo parasitologico devido sua relevancia na contamina¢do de alimentos frescos,
sendo os dois géneros de helmintos mais prevalentes na contaminagdo de frutas e hortaligas

(Fallah et al., 2012; Greco et al., 2021; Monteiro; Cardoso, 2021; Eslahi et al., 2022; Waindok,
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Raulf; Strube, 2022). Além disso, parasitos do género Toxocara podem apresentar risco zoo-
notico significativo (Healy et al., 2022a).

Geo-helmintos sdo resistentes as intempéries, caracteristica essencial para garantir a
sobrevivéncia dos ovos no ambiente durante a fase de embrionamento (Laoraksawong; Bun-
kasem; Pradidthaprecha, 2025). Em condi¢des ambientais 6timas, 0s ovos permanecem vidveis
para acarretar infec¢do por pelo menos quatro anos (Azam et al., 2012; Nijsse et al., 2020). Em
condigdes experimentais, Lescano et al. (1998), demonstraram que ovos de Toxocara canis
mantém sua capacidade infectante por pelo menos 11 meses, em temperatura de 28 °C e solucao
de formalina a 2,00%. Além disso, Chung ef al. (2004) observaram maior taxa de sobrevivéncia
quando os ovos foram mantidos a 4 °C. Temperaturas iguais ou superiores a 34 °C com baixa
umidade diminuem a taxa de embrionamento e, por longos periodos (acima de 35 dias), podem
causar a degradacdo do ovo (Gamboa, 2005).

Os geo-helmintos dos géneros Ascaris e Toxocara ocupam, respectivamente, a 9* e a
20? posigdes na classificacdo multicritério da FAO e OMS, que elencou os 24 parasitos de maior
relevancia transmitidos por alimentos a nivel global (FAO/WHO, 2014). Embora nao figurem
entre os primeiros colocados, a significancia epidemiologica € substancial quando consideradas
as variagdes regionais e as particularidades das populacdes, sobretudo no Sul Global. As geo-
helmintoses apresentam alta prevaléncia no mundo todo, com uma estimativa de 1,5 bilhdo de
pessoas infectadas (OPAS, 2025). No Brasil, dos 3.626 6bitos decorrentes de helmintoses de
transmissao hidrica e alimentar entre 2000 e 2024, 723 (19,94%) foram devidos a ascaridiose
(Brasil, 2025b). Portanto, a investigacao desses parasitos justifica-se pelo seu impacto local
especifico, que pode divergir da hierarquia de risco estabelecida em uma escala global de fontes
internacionais.

Com relacdo especialmente ao género Toxocara, o quadro clinico diversificado de di-
ficil diagndstico mostra a importancia de ferramentas de vigilancia, como a detec¢cdo de ovos
em alimentos contaminados (Healy ef al., 2022a). Outro aspecto critico sdo as consequéncias
para a saude humana, incluindo complicagdes graves como pneumonite, obstru¢do intestinal
aguda e toxemia na ascaridiose; e cegueira, hepatite e lesdes neuroldgicas para a toxocariase
humana (Chen et al., 2018; Siviero et al., 2024).

A avaliagdo da sensibilidade analitica do protocolo utilizado ¢ uma rara etapa nos tra-
balhos cientificos, e o processo de validacao interlaboratorial se mostra ainda mais escasso
(Quadros 2 ¢ 3). Neste contexto, o presente estudo buscou conferir robustez ao método em

desenvolvimento por meio de estratégias especificas, como a padronizagdo utilizando duas
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espécies de helmintos distintas, submetidas a diferentes dosagens de contaminagdo, visando
simular cenarios com graus diferentes de contaminagao e a assegurar a eficacia do protocolo de
isolamento frente a cargas parasitarias variaveis. Além disso, a validagado interlaboratorial con-
duzida corrobora a confiabilidade e a reprodutibilidade da técnica, elementos fundamentais para
a sua aplicacdo em monitoramento parasitologico e na garantia da seguranca dos alimentos.

Ainda sobre esses integrantes da familia Ascarididae, os ovos sdo conhecidos por te-
rem forte aderéncia a materiais plasticos, como os sacos plasticos, peneiras e tubos de centrifu-
gacdo utilizados no presente estudo (Kleine et al., 2016). Devido a isso, se fez necessario o uso
de solucdes eluentes para diminuir a atragdo eletrostatica/for¢a adesiva sobre as superficies,
sendo elas plastico ou vidro. O Tween® 80 é um eluente conhecidamente competente nessa
funcdo, tanto em andlises parasitoldgicas, quanto na criacao de filmes, revestimentos e emba-
lagens (Joosten; Nuifiez, 1995; Lass et al., 2015; Matosinhos et al., 2016; Gough et al., 2017,
Deng et al., 2023; Dordevic et al., 2023; Giosafatto; Porta, 2023; Moreno-Mesonero et al.,
2023; Silveira et al., 2025). Contudo, Kleine et al. (2016) demonstram que o Tween® 80 age
diferentemente em espécies do género Toxocara. Os autores pontuaram que 7. cati foi mais
facilmente removido de amostras de solo do que 7. canis. A despeito desta caracteristica, o
desempenho do Protocolo padronizado foi melhor nos ensaios de 7. canis do que nos ensaios
com A. suum.

Outros trabalhos utilizando Tween® foram bem sucedidos em recuperar formas infec-
tantes de helmintos cestddeos e protozoarios de forma satisfatoria (Bohaychuk et al., 2009; Uga
et al., 2009; Malkamiki et al., 2019a, 2019b). Contudo, nossos resultados explicitam o Tween®
20 como tendo a pior performance entre os eluentes testados. A geragdo de espuma durante a
agitacdo mecéanica ndo pode ser utilizada como possivel explicagdo, pois o detergente Alconox®
também gerou bastante espuma e, mesmo assim, obteve resultados satisfatorios nas analises.
Aventa-se a possibilidade de o Tween® 20 ndo possuir grande capacidade eluente quando se
trata de helmintos nematodeos, restringindo-se aos cestodeos, além dos protozoarios, combi-
nado ou ndo a PBS (Bohaychuk ef al., 2009; Uga et al., 2009). O uso da forma Tween® 80 é
mais facilmente observavel na literatura cientifica, de forma isolada ou combinada (Ktapec¢;
Borecka, 2012; Matosinhos et al., 2016; Igbal et al., 2015; Lass et al., 2015; Kubina et al.,
2021; Moreno-Mesonero et al., 2023; Silveira et al., 2025). Novos estudos podem aplicar o
Protocolo padronizado neste estudo com utilizagdao de outros eluentes disponiveis no mercado.

De forma similar, a solug¢do de Glicina IM pH 5,5 também obteve boa performance

nos ensaios de padronizagdo. Trabalhos como o de Silveira et al. (2023) propdem uma
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associacao entre Glicina e solu¢do hidroalcoolica de propolis, criando uma solucdo sanitizante
que promove redu¢ao da carga microbiana e simultaneamente remogao de diferentes contami-
nantes de vegetais, incluindo parasitos. Assim como anteriormente citado, estudos sdo neces-
sarios para avaliar a aplicabilidade pratica e aceitacdo sensorial dos produtos apods sanitizacao.

O carater agressivo da agitacdo manual empregada aos morangos em todos os proto-
colos e o pH acido da solugdo de Glicina (Protocolos 1 e 2), como ja elucidado por Cook et al.
(2006a), colaboraram para produzir sedimento turvo e viscoso — até gelatinoso em alguns casos.
Tal viscosidade provavelmente se deve a liberacdo de pectinas da fruta, fibras soluveis que
podem representar até¢ metade do teor de fibras alimentares da fruta (Frangoso et al., 2008;
TBCA, 2023). Testes preliminares com a Glicina geraram rompimentos no saco plastico mais
fino (saco plastico de polietileno para congelamento de alimentos), em especial na “costura” do
saco plastico, também tendo como causa provavel o pH acidico.

Pectinas sdo polissacarideos complexos, com diversas fun¢des em plantas, como com-
pressividade celular, elasticidade, capacidade de retencdo hidrica e porosidade (Cosgrove,
2018; Costa et al., 2024). Podem ser usadas para aumentar a viscosidade, além de agir como
coloide estabilizante na industria de alimentos (Bueno et al., 2024). Percebemos durante os
experimentos que, dependendo do ponto de maturagdo do morango utilizado, havia aumento na
liberagao de fibras e aumento da viscosidade do sedimento. Ao menos dois artigos fizeram uso
da enzima pectinase para mitigar a interferéncia das pectinas, sendo apenas um deles utilizando
morango como alimento de analise (Igbal et al., 2015; Dziedzinska et al., 2018). Vale ressaltar
que, mesmo com a presenca desse interferente, os protocolos utilizando Alconox® e Glicina
obtiveram resultados satisfatorios, independentemente do modelo parasitario utilizado.

A solucio de Alconox®, indiferentemente quanto as temperaturas testadas, obteve re-
sultados satisfatorios na remocao de ovos de geo-helmintos parasitos dos morangos. O nivel de
diluicao da solugdo utilizada neste estudo esta entre 10 e 20 vezes menor do que a empresa
fabricante recomenda para as funcdes de detergente e agente de limpeza (Alconox INC, 2023).
Outros estudos também escolheram utilizar uma dilui¢do maior do produto do que a recomen-
dada, com resultados positivos da remocao de parasitos (Shields; Lee; Murphy, 2012; Chandra;
Torres; Ortega, 2014; Murphy; Lee; Silva, 2017; Murphy et al., 2018; Frey et al., 2019; Pineda;
Temesgen; Robertson, 2020; Temesgen; Stigum; Robertson, 2022). Conduto, estudos que fize-
ram uso da solucdo a 1,00% também foram eficazes para remover parasitos (Barlaam et al.,
2021; Barlaam et al., 2022). Em especial nessas baixas dosagens, a solu¢io de Alconox® per-

mite manipulagdo segura, e baixa toxicidade, sendo um potencial candidato a produto
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doméstico sanitizante. Contudo, mais estudos sdo necessarios para avaliar o volume residual do
detergente em alimentos, assim como a analise sensorial dos produtos pos-lavagem.

As solugdes eluentes aquecidas utilizadas no presente estudo obtiveram, na maior parte
dos ensaios, resultados superiores aos feitos com solugdes a temperatura ambiente. A possibi-
lidade de o aquecimento das solugdes eluentes melhorarem as suas performances foi aventada
por Branco (2018). Na circunstancia, foi feito o aquecimento da solugdo de Tween® 80 0,10%
a 37 — 45 °C, para poder fazer a raspagem de membrana de filtracdo de amostras hidricas, a fim
de detectar Cryptosporidium spp. e Giardia duodenalis em mananciais de abastecimento ur-
bano. Uma possibilidade para a maior eficiéncia seria a agdo do eluente aquecido nas cargas
superficiais dos cistos e oocistos dos protozoarios em questdo, aumentando o destacamento
destas da membrana. Apos garantir que a temperatura de 37 °C nao destruiria os ovos de hel-
mintos (Else ef al., 2020; Zhang et al., 2024), aplicamos raciocinio similar. Excetuando os en-
saios com Tween® 20, todos os ensaios obtiveram melhores resultados fazendo uso da solucdo
eluente aquecida, chegando a um aprimoramento de até 29,78%, fator que pode ser crucial na
investigacao de surtos alimentares.

Poucos trabalhos foram encontrados que fizeram uso de pinceis no processo de remo-
¢do de ovos de parasitos, apesar do sucesso da ferramenta nessa fungao (Oliveira; Germano,
1992; Silva et al., 2014). Os resultados deste estudo mostram que, de fato, pinceis sdo um re-
curso util para a remocao de ovos de parasitos, em especial, quando combinada com outros
procedimentos. Entretanto, a recuperagdo do processo de pincelamento foi, de forma geral, in-
ferior a primeira lavagem, o que ndo surpreende, visto que a maior parte dos ovos ¢ recuperada
durante uma lavagem vigorosa inicial. Em seu apice, tivemos nos ensaios de 7. canis — dose 2,
protocolo 4, ensaio 2 — uma recuperagao total de 60 ovos, sendo 10 deles (16,67%) apenas da
lavagem 2. Silva et al. (2014) concluiram que o processo de pincelamento de morangos com
agua destilada ¢ insuficiente para remover parasitos da fruta. Nos aproximamos mais da abor-
dagem de Oliveira e Germano (1992), que fizeram uso de detergente para produzir a solugao
eluente.

Durante ensaios-piloto, testamos a utilizagcdo de escova do tipo escova de dente para o
procedimento de segunda lavagem. Contudo, pudemos observar uma grande liberacao de pec-
tinas, tornando o sedimento sempre mais viscoso que o da primeira lavagem. Sendo assim, a
leitura e identificagao dos ovos seria dificultada, incorrendo em perdas de recuperagdo de ovos.
Desta forma, uma nova abordagem foi avaliada para remover possiveis ovos presentes na su-

perficie da fruta, aderindo entdo ao uso de pincel.
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Um nimero reduzido de trabalhos cientificos inclui uma segunda lavagem no processo
de deteccao de parasitos em alimentos, e, 0os que o fazem, ndo avaliam a eficiéncia de recupe-
ragdo desta etapa, quando comparada a primeira lavagem. Esta etapa pode demonstrar relevan-
cia em caso de investigagdo de surtos de parasitoses. De forma geral, os ovos de helmintos
parasitos em amostras ambientais se apresentam em pequenas concentragdes. Ter em maos uma
maneira de extrair da matriz alimentar ovos de forma mais cuidadosa, em especial no caso de
uma fruta que pode ocultar ovos juntos aos aquénios, ¢ de grande valia nesse tipo de investiga-
cdo epidemiologica. Para tal, durante a etapa 1, foi avaliada a inoculacdo de pequenas doses de
ovos (p. ex. para Toxocara canis, a dose 1 equivaleu a aproximadamente 0,6 ovos/g de mo-
rango), ¢ ainda assim foram detectados ovos durante a segunda lavagem com pincelamento,
fortalecendo a ideia da utilizacdo do método dentro da vigilancia sanitaria.

Ao longo das andlises deste estudo, larvas de nematodeos foram observadas. Apenas
na etapa de busca por contaminag¢do natural nas feiras, 92,00% (46/50) dos pool apresentaram
pelo menos uma unidade dessas larvas. Apesar de, por si s6, larvas de nematddeos de vida livre
ndo acarretarem parasitoses em humanos, estes tém capacidade de carrear bactérias patogénicas
em seu interior. Microrganismos como Bacillus cereus, Escherichia coli O157:H7, Listeria
monocytogenes, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, e Pseudomonas aeruginosa ja
foram encontrados nos nematddeos bacteriofagos Caenorhabditis elegans e Cephalobus cuba-
ensis (Kenney et al., 2006; Pujol; Ewbank, 2021; Venzon et al., 2022; Sriruttan-Nel et al.,
2025). Esses nematddeos podem proteger as bactérias em seu interior da acdo de sanitizantes,
liberando-os posteriormente, seja pela defecacao, ou apos sua morte e subsequente decomposi-
¢do, 0 que mostra o potencial risco a seguranga dos alimentos que esse tipo de nematddeo acar-
reta (Caldwell et al., 2003; Kenney et al., 2006). De forma similar, grande variedade de artro-
podes foram detectados nas andlises (fragmentados, inteiros, as vezes vivos).

Ressalta-se a proximidade dos percentuais minimos e maximos de recuperagao dos
ensaios com ovos de 7. canis, independentemente da dose. A dose menor (33 ovos) resultou
em uma taxa de recuperacao entre 40,40% e 79,80%, enquanto a dose maior (103 ovos) apre-
sentou uma variacao de 39,16% a 81,55%. Essa similaridade nos intervalos de eficiéncia de
recuperagao, mesmo com uma diferenca de aproximadamente trés vezes na quantidade de ovos
utilizada, sugere que a eficacia do método nao foi comprometida pela diminuicao da dosagem.
A consisténcia na recuperagao percentual em diferentes concentragdes indica robustez da téc-

nica empregada, apontando para sua confiabilidade em variadas condi¢des experimentais.
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Os ensaios de padronizagdo com ovos de A. suum, apesar de serem performados com
doses maiores que os ensaios de 7. canis, obtiveram médias inferiores. As taxas de recuperacao
médias da dose menor (71 ovos) variaram entre 17,84% e 46,48%, enquanto a variacdo da dose
maior (139 ovos) foi entre 9,11% ¢ 36,69%.

O processo de validagdo interlaboratorial permitiu obter uma taxa de recuperacao de
ovos de helmintos mais realista, pois os laboratérios nao possuiam experiéncia prévia com o
método. A validacao assegura que o método desenvolvido seja eficiente em diferentes condi-
cOes geograficas e laboratoriais (Pineda et al., 2021). Nao ha método recomendado pelo Minis-
tério da Satde para a pesquisa de helmintos parasitos em amostras de alimentos nos casos de
surtos de DTHA (Brasil, 2010). Devido a isso, o uso de um Protocolo padronizado e validado
se faz necessario para a correta vigilancia sanitaria, investigagdo de surtos, elucidar a real sen-
sibilidade de detecgao e isolamento do Protocolo, colaborando com o combate a subnotificagao
de parasitoses.

Pela falta de diretrizes brasileiras mais especificas, para avaliarmos o desempenho de
recuperagdo de ovos dos laboratorios que participaram da validagao interlaboratorial, adotamos
o mesmo critério de Utaaker, Huang e Robertson (2015) e Pineda et al. (2021), sendo uma
recuperagdo de ovos > 30,00% considerada adequada. Nenhum treinamento do Protocolo foi
fornecido presencialmente aos laboratdrios colaboradores, apenas a disponibilizagdo de manual
ilustrado (em apéndice) e video instrutivo, mesmo assim, as taxas de recupera¢cao média obtidas
por 5 dos 7 laboratorios foram consideradas adequadas. Ademais, a andlise total de 21 ensaios
dos 7 laboratérios revelou taxa média de recuperacao de ovos de 52,45%, resultado igualmente
satisfatorio. As médias obtidas sugerem que o Protocolo padronizado ¢ adequado para aplicacao
imediata em laboratorios com experiéncia minima em analises parasitologicas de alimentos.

Os laboratorios participantes relataram a presenga de fungos, esporos de fungos, célu-
las leveduriformes, larvas de nematodeos, e cistos de Entamoeba coli ao longo das analises.
Isso mostra o potencial deste Protocolo para a remogao de outros tipos de microrganismos,
protozodrios e estadios evolutivos de animais invertebrados de vida livre ou parasitaria, po-
dendo ser explorados em estudos futuros. O uso frequente do Protocolo, além de mais treina-
mentos, tende a aumentar a sensibilidade do método, potencialmente isolando ainda mais tipos
de contaminantes com potencial patogénico (Cook et al., 2006b).

Ao observar os resultados absolutos dos laboratorios, nota-se que dois dos laboratorios
convidados obtiveram resultados superiores ao do laboratério central, apesar de nao diferirem

estatisticamente. Sao diversos os fatores que podem influenciar na qualidade da recuperagao de
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ovos, como os diferentes tipos de equipamentos de laboratério (p. ex. centrifuga de tubos),
marca ¢ lote de insumos e reagentes de laboratorio, a experiéncia do laboratorista na execugao
do protocolo em questdo, e a experiéncia do microscopista em reconhecer corretamente ovos
de geo-helmintos. Visando mitigar essas interferéncias, disponibilizamos aos laboratoérios con-
vidados grande quantidade de materiais e insumos. Entretanto, questdes relacionadas aos equi-
pamentos de laboratorio, como a impossibilidade de calibragdao da aceleragao e frenagem da
centrifuga de tubos, por um dos laboratorios parceiros, sdo cendrios que se apresentam durante
estudos de padronizacdo e validagdo de métodos analiticos (Matosinhos et al., 2016; Pineda et
al.,2021).

Dos 72 ensaios de contaminagao artificial performados na etapa de padronizagao do
Protocolo, apenas 1 deles apresentou contaminacao natural por geo-helmintos parasitos. Ne-
nhuma das amostras utilizadas nesta etapa eram de cultivo organico. Nos 50 poo/ analisados na
etapa de busca por contaminacdo natural nas feiras, apenas 2 apresentaram contaminagao por
geo-helmintos parasitos. Ratifica-se que, apesar de termos padronizado o protocolo com dois
modelos parasitologicos, a busca de parasitos mediante microscopia Optica nao se limitou a
esses parasitos. Monteiro e Cardoso (2021) encontraram que, das 51 amostras de morango ob-
tidas em Goiania analisadas, 40 (78,43%) com contamina¢do por parasitos, sendo 15 delas
(37,50%) com ovos de nematddeos. Greco ef al. (2021) encontraram 59,37% das amostras de
morangos analisadas contaminadas por parasitos, sendo ovos de Toxocara spp. o contaminante
mais presente nos morangos (84 ovos). Levando em consideracdo que os processos de padro-
nizagdo e validagao interlaboratorial demonstraram a adequagao do protocolo deste estudo para
deteccao de ovos de geo-helmintos em morangos, podemos inferir que a carga parasitologica
contida nos morangos organicos comercializados em Curitiba no periodo deste estudo foi baixa
— apesar de oriundos de municipios com adequagdo sanitaria tdo discrepantes, variando entre
2,20% e 85,10% (Quadro 6). O protocolo padronizado figura como ferramenta adequada para
o monitoramento a longo prazo da sanidade parasitologica de morangos — em especial quanto
a presenca de ovos de nematddeos, colaborando com a devida vigilancia epidemioldgica e sa-
nitaria quanto ao fornecimento no varejo de alimentos seguros a populacao.

Ktape¢ e Borecka (2012) encontraram que, apesar de nenhum ovo de geo-helminto ter
sido observado nas amostras de morango, o menor nimero de positividade tanto em relagcdo aos
alimentos quanto o solo foi em fazendas organicas, quando comparadas com fazendas conven-
cionais. No trabalho de Greco et al. (2021), os supermercados apresentaram maior nimero de

amostras de morangos e¢ tomates contaminados (50,00%), seguido por frutarias (31,25%) e
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feiras livres (18,75%). No recente estudo de Silveira et al. (2025), de 80 amostras de alfaces de
feiras livres orgénicas de Curitiba analisadas, 13 delas (16,25%) apresentaram contaminagao
parasitaria, com detec¢do de trés geo-helmintos diferentes (ovos de Ascaris sp., Trichuris sp. €
ancilostomatideos. Os resultados obtidos pelo presente estudo, assim como os supracitados, sao
um recorte temporal da sanidade parasitoldgica das frutas analisadas, servindo assim como in-
centivo ao constante monitoramento dos espacos de produgao e comercializacao de alimentos.

Alimentos frescos, como frutas e verduras, sao suscetiveis a contamina¢ao por pato-
genos e degradacdo microbiana durante todo o processo produtivo, incluindo, por exemplo,
cultivo — com potencial contato com terra contaminada, acesso de animais domésticos e silves-
tres as areas de cultivo, uso de biossolidos e 4gua de irrigacao contaminados; processamento —
com ferramentas e equipamentos contaminados; armazenamento — em instalacdes carecendo de
manuten¢ado e limpeza, ou em temperatura inadequada; e manipulagdo — com inadequado asseio
pessoal e pratica de lavagem de maos, além dos portadores de DTHA assintomaticos em cons-
tante contato com os alimentos (Van Pelt et al., 2018; Mainardi; Bidoia, 2024; Healy et al.,
2025).

As feiras livres sao Equipamentos Publicos de SAN com potencial de diminuir o in-
tervalo de tempo entre a colheita e a aquisi¢ao do alimento. Em suposta contaminagao por ovos
de geo-helmintos, como os da familia Ascarididae, que exigem etapa de embrionamento no
ambiente (7-30 dias), um menor intervalo entre 0 momento de contaminagao e ingestao hipo-
teticamente diminuiria o risco de desenvolvimento da helmintose, além de possivel proliferacao
microbiana (Silva; Massara, 2022; CDC, 2025b; Elbehiry et al., 2025). Essa correlagdo nunca
foi documentada, podendo ser explorada em futuros estudos.

A andlise de alimentos produzidos em um municipio pode elucidar a situagdo epidemi-
ologica de uma determinada regido, por mais que as frutas possam ter sido contaminadas apenas
na etapa de comercializagdo. Ambas amostras de morangos que continham ovos de helmintos,
durante a avaliagdo da contaminagdo natural em feiras organicas, eram oriundas de Campo
Largo, municipio que faz parte simultaneamente da RMC e do Nucleo Urbano Central de Cu-
ritiba. Segundo o mais recente censo do IBGE (2022), o nivel de esgotamento sanitdrio ade-
quado do municipio ¢ de 70,62%, classificando-se como o 10° melhor neste parametro dentre
os 29 municipios da RMC, e com valores proximos ao do estado do Parana, com adequagdo de
70,25%. Contudo, a drea em que foram cultivados os morangos ndo necessariamente estavam
circunscritos na regido com saneamento adequado, o que pode indicar circulacdo de formas

infectantes de parasitos no municipio.
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Todos os municipios brasileiros dos estudos que avaliaram a ocorréncia natural de pa-
rasitos em morangos — Brasilia, Goiania, Pelotas — possuem atualmente mais que 78% de esgo-
tamento sanitario adequado (Silva et al., 2014; Greco et al., 2021; Monteiro; Cardoso, 2021;
IBGE, 2022). Esse perfil se aproxima ao de Campo Largo, municipio cujos morangos apresen-
taram contamina¢do durante a busca por contamina¢do natural nas feiras (n = 2), com 70,62%
de esgotamento sanitario adequado (IBGE, 2022).

Monteiro e Cardoso (2021) fizeram uso de agua destilada com agitagdo mecanica para
remover ovos de enteroparasitos de morangos, para subsequente filtragem e concentracdo, en-
contrando que 15 das 51 amostras analisadas (29,41%) positivaram para ovos de Ascaris lum-
bricoides. De forma similar, com uso de dgua destilada na lavagem, Greco et al. (2021) anali-
saram 105 amostras de morangos, com 19 amostras (18,09%) positivas para enteroparasitos,
com ovos de Toxocara spp. sendo o contaminante mais prevalente (84 ovos). Contudo, a 4gua
destilada ndo tem propriedades tensoativas para eluir adequadamente ovos de helmintos de ali-
mentos em analises parasitologicas (Silva et al., 2014; Silveira et al., 2023). Silva et al. (2014)
apenas encontraram helmintos nos morangos analisados apos inclusdo de segunda lavagem com
detergente comercial, encontrando ovos do género Ascaris € ovos de nematddeos que nao foram
identificados. Sendo assim, a carga de contaminac¢do dos morangos lavados somente com agua
destilada provavelmente foi subestimada.

As principais pragas que destroem o morangueiro sdo acaros, insetos, nematddeos, les-
mas e caracois, que também podem agir como vetores mecanicos de micro-organismos (Ferla;
Marchetti; Gongalves, 2007; EMBRAPA, 2014; Duarte Filho; Antunes, 2023). Agrotoxicos
como a abamectina, acetaprimido, clorfenapir e tiametoxam sdo comumente utilizados para
controlar ecto e endoparasitos em morangueiros (EMBRAPA, 2014; Brasil, 2023; Duarte Filho;
Antunes, 2023). Ao longo da padronizacdo, apesar de serem utilizados apenas morangos de
cultivo convencional, encontramos grande diversidade de insetos, acaros e seus ovos, € inte-
grantes do filo Rotifera. Dentre as possiveis razdes para isso ocorrer, estao a utilizagao de agro-
toxicos (individualmente ou combinados) que ndo contemplem todas essas pragas, e também a
possibilidade de estas estarem criando resisténcia aos pesticidas (Oshita; Jardim, 2014).

Em 46 dos 50 pool (92,00%) de morangos organicos analisados apresentaram artropo-
des — sejam inteiros, fragmentos, e/ou seus ovos. Esse fato pode ser explicado pelas particula-
ridades morfoldgicas do morango, que facilitam a fixacdo de insetos em sua superficie. A Re-
solug¢do da Diretoria Colegiada (RDC) n°® 623, de 9 de margo de 2022, estabelece os teores

maximos permitidos de artrépodes e fragmentos em processados de frutas, como geleias, polpas
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e extratos (Brasil, 2022). No entanto, como a norma nao especifica parametros para frutas fres-
cas, os resultados obtidos nao podem ser comparados com as regulamentagdes brasileiras atu-
ais. Entretanto, ¢ necessario monitorar com cuidado a grande quantidade de insetos presentes
em frutas, pois esses artropodes podem atuar como vetores mecanicos de parasitos. Ao se ali-
mentarem de cadaveres de animais e fezes, eles carreiam formas infectantes que podem perma-
necer fixadas em suas estruturas e pelos corporais (El-Sherbini, 2011; Gatecki; Sokot, 2019).
Segundo o Programa de Andlise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos (PARA)
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), das 84 amostras de morangos analisadas
em 2022, 58 amostras (69,05%) foram consideradas insatisfatorias, sendo 2 com concentragdes
de residuos de agrotdxicos acima do Limite Maximo de Residuo (LMR), 31 apresentaram agro-
toxicos ndo permitidos para a cultura de morango, e outras 24 amostras apresentaram ambas as
situagdes. Foram detectadas durante as analises 48 tipos diferentes de agrotoxicos (Brasil,
2023). Os resultados do presente estudo demonstram que o cultivo convencional de morangos,
mesmo utilizando tecnologias mais modernas — como a hidroponia, fertilizantes quimicos e
agrotdxicos sintéticos artificiais — ndo gera maior protecdo do ponto de vista parasitologico do
que o cultivo organico, visto que, tanto em amostras durante as Etapas 1 e 2 quanto em amostras
organicas na Etapa 3, ndo foram obtidas altas taxas de detec¢do de ovos de helmintos durante
os ensaios (Giampieri et al., 2022). Isso demonstra que o uso de agrotoxicos nesse tipo de cul-
tivo € apenas uma forma adicional de expor o consumidor — além dos agricultores que fazem a
pulverizagao e a biodiversidade que cerca as plantagdes — a um perigo quimico desnecessario.
E fundamental melhorar as condicdes sanitarias nas areas de cultivo e consumo de
alimentos. Sao necessarias medidas de educagdo em saude, para reforgar a importancia da ade-
quada lavagem — para remogao de sujidades e parasitos, e desinfec¢do — para eliminar virus,
fungos e bactérias, de frutas e vegetais pré-consumo (Chen et al., 2018; Healy et al., 2022b).
Intervencdes educacionais ensinando a importancia de se lavar as maos apos contato com ani-
mais de estimagdo ou exposi¢ao a locais potencialmente contaminados podem ser implementa-
das (Chen et al., 2018). Além disso, a remogao de fezes de hospedeiros definitivos do ambiente
e controle de infecgdes patentes nesses animais podem auxiliar na reducdo da dispersdo dos
ovos de helmintos (Nijsse et al., 2020). Do ponto de vista governamental, ¢ essencial imple-
mentar o tratamento correto de esgoto urbano e rural utilizado na irrigagdo de vegetais (Fallah
et al., 2012; Bowman, 2021; Silveira et al., 2025). No campo, evitar o uso de esterco animal
nao tratado como fertilizante natural em lavouras e hortas impactaria positivamente na preven-

cdo (Fallah et al., 2012). Outrossim, coletar ¢ analisar amostras de vegetais pode se tornar uma
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alternativa pratica a vigilancia tradicional em popula¢des humanas, embora careca de estudos
que correlacionem a contaminagdo vegetal com a prevaléncia local. Integrar essas praticas di-
reciona a conduta em satde publica para a visao de Uma S6 Saude (Bowman, 2021; FAO,
2025b; Rattanapitoon; Rattanapitoon, 2025).

O presente estudo evidenciou a grande diversidade de métodos analiticos parasitolo-
gicos a disposi¢cdo na literatura cientifica (Quadros 2 e 3). E, apesar destes se apresentarem
como eficientes, essa variedade de procedimentos dificulta a comparagao entre os estudos, tanto
do ponto de vista de eficiéncia de recuperacdo quanto de diagnostico epidemiologico. O pro-
cesso de padronizagdo e validag@o de técnicas analiticas visa uniformizar a metodologia para
futuros estudos, contribuindo para a maior acuracia da detec¢cdo de helmintos em frutas verme-

lhas.
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7 CONCLUSAO

1. A padronizagao e validagdo interlaboratorial de um protocolo para identificar diferentes
espécies de helmintos da familia Ascarididae em morangos apresentou alta eficécia,
quando considerada as médias de recuperacao das etapas 1 e 2 do presente estudo mediante
ensaios de contaminacao artificial.

2. O desenvolvimento e utilizacdo da testagem do protocolo por diferentes laboratérios do
pais reitera sua aplicabilidade tanto para os setores publico quanto privado, como agéncias
de vigilancia sanitaria e departamentos de controle de qualidade de agroindustrias e coo-
perativas.

3. Complementarmente, o material audiovisual original, criado para auxiliar na aplicacao
do protocolo padronizado, foi relevante para a qualificagdo de laboratorios durante a vali-
dagdo interlaboratorial, com a obtencdo de taxa de recuperacdo média de 52,45%. Os re-
sultados corroboram a confiabilidade e reprodutibilidade da técnica, ratificando a potencial
aplicag@o em situagdes reais de elucidagdo de surtos bem como para o monitoramento pré-
vio e conhecimento dos eventuais riscos inerentes ao consumo da fruta crua.

4. A deteccdo de contaminagdo parasitoldgica na fase de comercializacdo denota a rele-
vancia da utilizagdo e aplicabilidade do protocolo padronizado e validado, destacando o
risco potencial de aquisi¢ao de parasitoses. A analise de amostras de alimentos, em especial
em espacgos com insumos provenientes de multiplas origens, como as feiras livres aborda-
das neste estudo, permite um olhar abrangente sobre a dispersao de parasitos no ambiente,
destacando a importancia do monitoramento continuo na cadeia produtiva — nao se limi-
tando a etapa de distribuicdo — para garantir a seguranga sanitaria dos alimentos, clausula

indiscutivel do direito humano a Seguranga Alimentar e Nutricional.
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O presente Manual foi elaborado para utilizagdo dos laboratorios convidados
para o processo de intervalidagdo de protocolo, elaborado no contexto de
mestrado de Gabriel Farias Souza, sob orientagdo do Prof. Dr. Diego Averaldo

Guiguet Leal.

Os resultados obtidos durante a pesquisa evidenciaram boa aplicabilidade do
protocolo padronizado para recuperar diferentes espécies de helmintos parasitos
neste tipo de fruta vermelha, contribuindo para o setor de vigilancia
epidemiologica e sanitaria, visto que inexiste um método padronizado para

aferi¢do da sanidade parasitologica neste tipo de fruta.

Para chegar no protocolo apresentado, foram necessarios diversos testes a fim de
encontrar o que obteve melhor desempenho em recuperar ovos de helmintos

contaminados artificialmente em morangos.
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1 RECOMENDACOES GERAIS

O uso de jaleco no interior do laboratorio € de uso obrigatorio.

Cabelos compridos devem ser presos por questoes de seguranca.

Comer, beber, fumar, aplicar cosméticos, bem como levar objetos do
laboratério a boca ndo sdo permitidos.

Nunca deixe de lavar adequadamente os materiais de laboratorio utilizados:
lavar itens que receberam amostras contaminadas com solugido de Tween®
(polissorbato) 80 a 0,1%, faca enxdgue com dgua da torneira, e so6 depois com
detergente neutro e bucha. Lavar trés vezes com agua da torneira e repassar
com agua deionizada também por trés vezes. Seguido de cloragdo por 15
minutos e enxague.

Guardar as micropipetas sempre na posicdo vertical, ajustadas para o volume
maximo (posicio de descanso do mecanismo).

Sempre verifique se as balangas se encontram niveladas antes de usa-las.
Verifique o indicador de nivel.

Apos utilizar as centrifugas, verifique a ocorréncia de respingos ou
vazamentos de suas amostras. Limpe adequadamente as paredes internas, o
rotor e o suporte de tubos com pano umido, borrifando um pouco de agua
sanitdria, e repassando com alcool 70%. Seque adequadamente ao término.
Nunca guarde itens em geladeira sem identificagdo.

Mantenha as bancadas limpas, secas e organizadas. Nao deixe materiais

acumulados, apenas os itens indispensaveis para os experimentos.
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2 PREPARATIVOS

Sera necessario marcar nos calices de sedimentacgio o volume de 10 mL
(caso essa marcagdo ja ndo exista), assim como marcar nos tubos de sedimentagdo
o volume de 1,5 mL. Vocé pode fazer as marcagdes utilizando agua destilada e
uma proveta de volume condizente ou a balanga de precisdo. Isso facilitara a

remocdo do sobrenadante em etapas futuras.

Também precisaremos eluir materiais com solugdo de Tween® 80 a 0,1%

com antecedéndia, pois é necessario que a solu¢io seque antes do uso, formando
uma pelicula protetora na parte interna dos itens eluidos. Programe-se para que

a secagem completa possa ocorrer (p. ex.: secagem overnight).

Durante todo o ensaio, os seguintes materiais precisam ser eluidos:

Calices de sedimentacéo Peneiras plasticas Pincéis

Ponteiras de Pipetas Pasteur de vidro  Tubos de centrifugagao

micropipeta com tetina
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3 CONTAMINACAO ARTIFICIAL EM MORANGOS

3.1 MATERIAIS NECESSARIOS

—

1 unidade 1 unidade (10mL)/amostra quanto baste (g.b.)
Balanga de precisio  Becker de vidro com agua Folha de aluminio
destilada

q.b. 1 unidade (100 uL) 1 unidade/ensaio
Papel Kraft Micropipeta Microtubo com
+ ponteiras eluidas suspensao de ovos

55-60 g/ensaio (+ 5 unidades) 1 unidade/ensaio

Morangos com folhas Pinga ponta romba

Vocé recebera o microtubo com suspensdo de ovos pronto para uso, ndo €

necessario fazer qualquer tipo de dilui¢do do contetido do microtubo.

Se estiver fazendo mais de um ensaio por vez, lembre-se de nao utilizar a
mesma ponteira da micropipeta, evitando contaminacgdo cruzada entre os

ensaios.



3.2 PROCEDIMENTO PASSO A PASSO

1 Forre a bancada com papel kraft.

2 Anote o codigo da amostra em todos os itens que achar necessario, para ndo

misturar amostras/ensaios/lavagens.

3 Molde um recipiente com a folha de aluminio, para que fique com formato

similar a uma bandeja, ndo se esqueca de escrever o codigo da amostra.

4 Utilizando a bandeja de folha de aluminio, pese entre 55-60 g de morangos

(equivalente a aproximadamente 5 morangos médios).

5 Abra o microtubo com a suspensio de ovos e homogeneize o contetdo

aspirando e soltando o liquido com a micropipeta.

6 Com a mesma micropipeta e ponteira, contamine os morangos com a suspensao
de ovos de helminto, espalhando o liquido uniformemente entre os morangos.
Dé preferéncia para ejetar o liquido na base do morango, para que o uso da pinga
nas folhas do morango ndo remova ovos, e em apenas uma face do fruto, para

que nenhum ovo fique grudado na bandeja de aluminio.

7 Com a mesma micropipeta e ponteira, colete 100 pL de agua destilada do
Becker de 10 mL, e ejete no microtubo que continha a solucao de ovos, para assim
lavar possiveis ovos que ficaram no microtubo e ponteira. Descarte a agua que

sobrou no Becker, devido ao contato com a ponteira contaminada.

8 Com a mesma micropipeta e ponteira, homogeneize a solugdo como feito antes,
colete os 100 pL de agua destilada do microtubo contaminado e espalhe
uniformemente entre os morangos. Cuidado: gotas da solugio ndo devem

escorrer para a bandeja, isso pode prejudicar a qualidade do ensaio.

9 Deixe os morangos repousarem a temperatura ambiente até que o liquido
inoculado seque totalmente, esse processo deve durar aproximadamente duas
horas. Aproveite o tempo para organizar as proximas etapas (p. ex.: aquecer a
solugdo eluente). Cuidado: Evite mover a bandeja com os morangos, isso pode

fazer alguma porcdo do liquido escorrer, prejudicando a qualidade do ensaio.

4
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Contaminacao artificial em morangos

—




4 REMOCAO DOS OVOS INOCULADOS EM MORANGOS

4.1 MATERIAIS NECESSARIOS

1 unidade (500 mL)/ensaio 1 unidade (500 mL)/ensaio

Becker de vidro (para Becker de vidro (para Solugdo de eluigdo
aquecimento da solugao) manuseio da amostra) Tween® 80 0,1%
+ 450 mL /ensaio 1 unidade (5 mL)/Becker 1 unidade (500 mL)
Solugio de eluica
:{2 E)?:z)x s ; (;EZO Pipeta Pasteur descartavel Proveta
1 unidade 55-60 g/ensaio 1 unidade/ensaio

Morangos previamente

Banho-maria digital .
contaminados

Pinga ponta romba
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1 unidade/ensaio 1 unidade/ensaio 2 unidades (250 mL)/ensaio

Pincel redondo, pelo de Saco plastico tipo zip

Calice de sedi taca
pﬁnei’ n2 20 (17 x 24 c:m) alice de sedimentacao

1 unidade/ensaio 1 unidade/ensaio q.b.

Peneira plastica Bandeja de aluminio Folha de aluminio
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4.2 PROCEDIMENTO PASSO A PASSO
1 Prepare o banho-maria digital, regulando a temperatura para 37 °C.

2 Com a proveta, mega 450 mL de Alconox®, e coloque no Becker de vidro de 500
mL. Posicione-o dentro do banho-maria digital, deixando alguns minutos para

que o liquido chegue a 37 °C.

3 Apds atingir a temperatura ideal, utilize a proveta novamente para retirar 250

mL de Alconox® morno, reserve, deve ter restado no Becker 200 mL de Alconox®.

4 Coloque o saco plastico em outro frasco Becker de vidro de 500 mL, da mesma

forma que se coloca o saco de lixo em uma lixeira.

5 Coloque os 200 mL de Alconox® no saco plastico e, com auxilio da pinga,
deposite os morangos ja contaminados e secos (priorize segurar pelas folhas do

morango). Nao dispense a bandeja de aluminio.

6 Coloque os 250 mL de Alconox® morno que estavam na proveta de volta ao
primeiro Becker de vidro de 500 mL e devolva-o ao banho-maria, para ndo perder

temperatura.

7 Feche bem o saco plastico tipo zip, mantendo um pouco de ar dentro do saco

plastico, para facilitar a posterior agitagio.

8 Coloque o saco plastico dentro do Becker de vidro, agite levemente o Becker

com o saco plastico e leve-o ao banho-maria.
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Remocao dos ovos inoculados em morangos

1

reereeeeeeereet (]

2

ceerreeeeeereed []

450mL

Alconox

Alconox




9 Faga uma leve agitagdo como na etapa anterior quando o Becker com o saco

plastico completar 5 e 10 minutos dentro do banho-maria.

10 Apods 15 minutos completos, retire do banho-maria o Becker de vidro com o
saco plastico. Ndo dispense o Becker e o banho-maria. Proceda com agitagdo

manual vigorosa do saco plastico por 3 minutos.

11 Abra o saco plastico (use o frasco Becker como apoio novamente) e retire, com
o auxilio da pinga, os morangos, depositando-os na bandeja de aluminio. Sacuda-

os levemente dentro do saco plastico para retirar o excesso de liquido.
12 Peneire o liquido do saco plastico no calice de sedimentagéo dalavagem 1 (L1).

13 Transfira 50 mL de Alconox®, que estava aquecendo no banho-maria, para a

proveta.

14 Transfira os 50 mL de Alconox® da proveta para o saco pléstico. Agite

suavemente por 1 minuto.

10
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.5 min/10 min
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15 Esfregue o saco plastico para que gotas nas paredes do saco descam para o

fundo, e peneire o liquido do saco plastico no mesmo calice de sedimentacdo

(lavagem 1). Ndo descarte o saco plastico.

16 Coloque uma porgéo livre de Tween® 80 para ajudar a desprender possiveis
ovos da peneira plastica. Agora, o calice de sedimentag¢do devera ter + 250 mL de

liquido.

17 Retire o Becker que esta no banho-maria aquecendo os 200 mL restantes de
Alconox®. Coloque o saco plastico no Becker de suporte novamente e transfira o

Alconox® para o saco plastico.

18 Transfira os morangos que estdo na bandeja de aluminio para o Becker com

saco plastico e Alconox®. Coloque o Becker com saco plastico no banho-maria.

19 Com o auxilio de pincel e pinga ponta romba, lave novamente os morangos,
ainda dentro do banho-maria, segurando o fruto pelas folhas, se possivel. Confira
se cada morango foi devidamente pincelado em todos os lados. O processo de

lavagem néao deve ultrapassar 3 minutos.

20 A medida que for esfregando os morangos, remova-os do saco plastico
(sacudindo-os antes para que soltem gotas) e deposite-os na bandeja de aluminio.
Quando ndo houver mais morangos, bata o pincel nos cantos do saco plastico, e

retire o Becker com saco plastico do banho-maria.

12
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21 Despeje o liquido resultante da nova lavagem em um novo calice de

sedimentacéo (lavagem 2 — L2) com a mesma peneira do primeiro calice. Nesse
momento o calice deve ter + 200 mL de liquido. Descarte os frutos e o saco plastico

como lixo infectante.

22 Coloque uma porcdo livre de Tween® 80 para ajudar a desprender possiveis

ovos da peneira plastica.

23 Deixe os calices em repouso por duas horas, cubra-os com folha de aluminio

para evitar perturbagoes no sedimento. Os calices devem ficar posicionados de
modo que facilite passos seguintes, sem necessidade de deslocd-los do lugar,
evitando assim que o sedimento decantado se misture novamente ao

sobrenadante. Aproveite esse tempo para organizar as proximas etapas.

14
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O QUE POSSO ENCONTRAR DURANTE A LEITURA?

Os ovos das solugbes para inoculacdo foram obtidos pela remocdo direta destes
do utero de vermes fémea. Devido a isso, os ovos nao entraram em contato com

sais biliares, assim permanecendo com coloragdo mais clara.

Para facilitar a identificacio dos ovos na leitura ao microscopio optico, as
suspensoes de ovos receberam lugol como corante, sendo desnecessario

adiciona-lo durante a leitura.

Traremos agora exemplos de ovos de Toxocara canis que podem estar presentes

durante a leitura, em diferentes estagios de embrionamento.

Observe que os ovos podem estar larvados ou ndo.

Ovos de T. canis

Ovo de T. canis
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5 CONCENTRACAO DOS OVOS INOCULADOS EM MORANGOS

5.1 MATERIAIS NECESSARIOS

1 unidade (100 mL) 1 unidade (5 mL)/Becker 1 unidade (50 mL)/ensaio
Becker de vidro (suporte Pipeta Pasteur Becker de vidro com agua
de tubos na balanca) descartavel destilada

1 unidade 1 unidade 2 unidades (20 mL)/ensaio
Centrifuga de tubos Pipetador pi-pump Pipeta de plastico
2 unidades/ensaio 2 unidades/ensaio 4 unidades (15 mL)/ensaio

Tubo de centrifugacdo
(2 sdo para suporte)

Pipeta Pasteur de vidro Tetina

2 unidades/ensaio (L1 e L2) 1 unidade

Calices de vidro da etapa anterior Balanca de precisdo

17



5.2 PROCEDIMENTO PASSO A PASSO

1 Apos as duas horas de sedimentacdo, retire cuidadosamente o sobrenadante
com auxilio da pipeta de 20 mL e pi-pump, deixando 10 mL do sedimento (como

marcado previamente).

2 Transfira o sedimento para o tubo de centrifugacdo com auxilio da pipeta
Pasteur de vidro e tetina. Ndo misture os cdlices de sedimentagdo, queremos

saber dos resultados separados.

3 Lave cada célice de sedimentagdo com 5 mL de agua destilada. Esses 5 mL de
agua destilada serdo adicionados aos 10 mL ja presentes no tubo de

centrifugacdo, completando 15 mL.

4 Na balanca de precisdo, pese os tubos de centrifugacdo com o apoio do frasco
Becker de 100 mL. Faga os ajustes necessarios com agua destilada para parear o

peso dos tubos antes de colocar na centrifuga.

5 Centrifugue por 5 minutos a 1.500 x ¢, com 60 segundos de aceleragiao e 120
segundos de frenagem. Retire os tubos da centrifuga com cuidado para ndo

desmanchar o sedimento formado no fundo.

6 Descarte o sobrenadante com o auxilio da pipeta Pasteur de vidro e tetina,
deixando 1,5 mL do sedimento (como marcado previamente). Guarde os tubos

na geladeira ou prossiga para leitura.

18
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Concentracao dos ovos inoculados em
morangos

5 min
1.500x g

acel. 60 s
fren. 120 s

19
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O QUE POSSO ENCONTRAR DURANTE A LEITURA?

Além dos ovos, artefatos e detritos podem estar presentes no sedimento, como

polens, larvas, ovos de dcaro, artrépodes inteiros (vivos ou ndo) e fragmentos.

Traremos agora exemplos de artefatos que podem estar presentes durante a

leitura.

Larva Possivel ovo de acaro

$‘
oy
*

i
&

i

L

PR

Artefato Artropode inteiro
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6 BUSCA DE OVOS DE PARASITOS EM MICROSCOPIO OPTICO

6.1 MATERIAIS NECESSARIOS
1 unidade (100 puL) 1 unidade 1 unidade
Micropipeta + ponteiras eluidas ~ Tubo com amostra Microscopio optico
g.b. q.b.
. . ) L Laminulas de vidro para microscopio
Laminas de vidro para microscopio

(24 x 24 mm)

agua
destilada

1 unidade (5 mL) 1 unidade (50 mL)

Pipeta Pasteur descartavel Becker de vidro com agua destilada

21



6.2 PROCEDIMENTO PASSO A PASSO

1 Ajuste a micropipeta da amostra para 50-70 L. O volume de amostra lido por
vez vai depender do quao viscosa ela estard. A amostra nao deve extravasar da

laminula.

2 Abra o tubo da amostra e homogeneize o contetido aspirando e soltando o

liquido com a micropipeta.

3 Cuidadosamente, colete o volume escolhido da amostra e disponha no centro

da lamina.

4 Coloque a laminula por cima, encostando uma das arestas na lamina em angulo
de 45°, arrastando-a ao encontro da amostra até que o liquido se espalhe pela
aresta inteira, quando se deve soltar a laminula para que esta caia suavemente

sobre a amostra. Nao é necessario adicionar lugol.

5 Coloque a 1amina no charriot do microscopio optico e faga a leitura. Marque

numero de ovos e ovos larvados encontrados.

6 Apods o esvaziamento do tubo da amostra, lave com pequena porcdo de agua
destilada, para recuperar possiveis ovos que ficaram no tubo. Leia esse liquido

de lavagem como nos passos anteriores.

Passe para proxima amostra somente quando acabar o contetido do tubo da
amostra anterior. Troque a ponteira da micropipeta quando efetuar a mudanca

de amostra.

As paginas seguintes podem ser usadas para computar as informagdes de leitura.

22
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Busca de ovos de parasitos em microscopio
optico

é
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ENSAIO:
LAVAGEM 1-L1
Lamina Informacdes da leitura Resp.
Ex.:1-10 OVO=0,1, .. | OVOuarvano=0, 1, ...
Total
LAVAGEM 2-12
Lamina Informacdes da leitura Resp.
Ex:1-10 0OvVO=0,1, .. | OVOrarwano=0, 1, ...
Total
ENSAIO:
LAVAGEM 1-1L1
Lamina Informacoes da leitura Resp.
Ex.:1-10 OvVO=0,1, .. | OVOrarwano=0, 1, ...
Total
LAVAGEM 2-12
Lamina Informacdes da leitura Resp.
Ex:1-10 OvVO=0,1, .. | OVOrsrwapo=0, 1, ...
Total
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ENSAIO:
LAVAGEM 1-1L1
Liamina Informacgdes da leitura Resp.
Ex.:1-10 OvVO=0,1, .. OVOrsrwapo =0, 1, ...
Total
LAVAGEM 2-12
Liamina Informacgodes da leitura Resp.
Ex.: 1-10 OVO=0,1, .. | OVOrarvano=0, 1, ...
Total
ENSAIO:
LAVAGEM 1-L1
Lamina Informacdes da leitura Resp.
Ex.: 1-10 OVO=0,1, .. | OVOuarvano=0, 1, ...
Total
LAVAGEM 2-12
Lamina Informacdes da leitura Resp.
Ex:1-10 OvVO=0,1, .. | OVOrarwapo=0, 1, ...
Total
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ENSAIO:
LAVAGEM1-11
Lamina Informacgdes da leitura Resp.
Ex:1-10 OVO=0,1, .. | OVOrarwano=0, 1, ...
Total
LAVAGEM 2-12
Lamina Informacgdes da leitura Resp.
Ex.:1-10 OvVO0=0,1, .. | OVOrarvwapo =0, 1, ...
Total
ENSAIO:
LAVAGEM 1-L1
Limina Informacgdes da leitura Resp.
Ex:1-10 OvVO=0,1, .. | OVOrsrwano=0, 1, ...
Total
LAVAGEM 2-12
Lamina Informacgdes da leitura Resp.
Ex.:1-10 OVO=0,1, .. | OVOrarvano =0, 1, ...
Total
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ENSAIO:
LAVAGEM1-L1
Lamina Informacgdes da leitura Resp.
Ex.:1-10 OVO=0,1, .. 1 OVOuarvano=0, 1, ...
Total
LAVAGEM 2-12
Limina Informacgdes da leitura Resp.
Ex:1-10 0OVO=0,1, .. OVOrarwano=0, 1, ...
Total
ENSAIO:
LAVAGEM 1-1L1
Lamina Informacdes da leitura Resp.
Ex.:1-10 OVO=0,1, .. | OVOrsrwano=0, 1, ...
Total
LAVAGEM 2-12
Lamina Informacgdes da leitura Resp.
Ex:1-10 OVO=0,1, .. | OVOrsrwano=0, 1, ...
Total
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7 INSTRUCOES DE PREPARO DAS SOLUCOES ELUENTES

7.1 SOLUCAO DE ALCONOX® A 1%

Em um Becker de vidro, dissolver 10 g do detergente em p6 em 1 litro de
agua destilada, com auxilio de agitador magnético em baixa rotagdo (para evitar
formacgdo de espuma). Refrigerar em recipiente fechado e etiquetado. Nao

preparar volume inferior a 1 litro, para ndo prejudicar a precisao da diluigado.

7.2 SOLUCAO DE ALCONOX® A 0,1%
Em um Becker de vidro, disselver 100 mL da solugdo de Alconox® a 1%
em 900 mL de agua destilada. Em caso de uso ndo imediato, refrigerar em

recipiente fechado e etiquetado.

7.3 SOLUCAO DE TWEEN® 80 A 0,1%
Em um Becker de vidro, dissolver 1 mL do detergente Tween® 80 em 999
mL de agua destilada, com auxilio de agitador magnético em baixa rotagdo (para

evitar formacdo de espuma). Refrigerar em recipiente fechado e etiquetado.
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