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Protocolo para determinacao de
enteroparasitos em hortalicas

As parasitoses intestinais sao consideradas um grave problema de salde publica
com ampla distribuicdo em areas urbanas e rurais, principalmente nos paises em
desenvolvimento, devido as condicdes de saneamento basico deficiente e a ma
educacao sanitaria, sendo um dos fatores debilitantes da populacdo (COOPER et
al., 2006).

A maioria das enteroparasitoses é assintomatica, porém, nos casos sintomaticos
podem provocar desnutricao e obstrucao intestinal, levando muitas criancas ao
6bito como Ascaris lumbricoides (LI et al., 2014), anemia por deficiéncia de ferro
e prolapso retal, devido as infeccdes por Ancilostomideo e Trichura trichiura
(ZEEHAIDA et al., 2015) respectivamente, além de abcesso extraintestinal,
diarreia e méa absorcao de nutrientes como por Entamoeba histolytica e

Giardia lamblia (THAMIZHMANI et al., 2017). Na maioria dos casos, essas
manifestacGes sao proporcionais a carga parasitaria, a intensidade e a duracao
da infeccao, porém em individuos imunossuprimidos, criancas e idosos, mesmo
com baixas cargas parasitarias podem gerar doencas graves e leva-los a 6bito
(BRASIL, 2005; TULU et al., 2016).

Dentre as principais vias de infeccdo para essas enteroparasitoses, destacam-se
o consumo de alimentos como as frutas e hortalicas contaminadas, com formas
evolutivas de parasitos. Assim, a ingestdo de hortalicas mal higienizadas é um
dos principais fatores de riscos para infeccao humana e animais com parasitoses
intestinais. Apesar das hortalicas /in natura terem grande valor nutricional para a
salde publica, elas podem constituir, uma das principais via de transmissao de
enteroparasitos ao homem, devido a presenca de cisto, ovos e larvas infectivas
de helmintos nelas (SILVA et al., 2014).
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A hortalica pode ser contaminada durante as vérias
etapas da cadeia produtiva, desde a manipulacao
delas pelos agricultores nos locais de cultivo até
por funciondrios responsaveis pela reposicdo nos
pontos de comercializacdo. Porém, a principal via
de transmissao de parasitos intestinais deve-se a
agua utilizada na irrigacao e/ou solo contaminado
por adubos com dejetos fecais de humanos ou de
animais (ESTEVES; FIGUEIROA, 2009 KRAUSE et
al., 2017).

Dois enteroparasitos, G. lamblia e E. histolytica,
sdo muitos frequentes no homem. Eles apresentam
duas formas evolutivas: trofozoitos e cisto. Ambos
causam diarreia, desnutricao e perda de peso, sendo
mais comuns em criancas (FRANCO; CORDEIRO,
1996). Esses parasitos podem ser transmitidos
pela ingestdao de dgua e alimentos contaminados
por cistos, que também sao veiculados por insetos
(moscas e baratas) e roedores, podendo passar
sobre os alimentos contaminando-os (RIVERA et
al., 2002). No caso de infeccoes por E. histolytica,
a doenca pode ser severa e levar o individuo

a morte, sendo a segunda causa de morte por
enteroparasitoses (REY, 2008). As amebas
parasitam o tecido do hospedeiro provocando
necrose e, em outros casos, apresenta amebiase
intestinal crénica, apendicite amebiana e amebiase
hepatica (PATRICIO et al., 2014).

Ascaridiase é causada pelo helminto A.
lumbricoides. A infeccao do homem ocorre pela
ingestao de ovos presentes na agua, no solo, e
alimentos. As larvas sao liberadas no intestino
delgado, de onde atravessam as paredes intestinais,
caem na circulacao sanguinea, alcancando o
coracao, pulmdes, podendo ser liberadas para o
meio ambiente no escarro, ou serem deglutidas
alojando-se no intestino delgado, aonde se
transformam em machos e fémeas (NEVES, 2012).
As manifestacdes mais comuns dessa parasitose sao
decorrentes de problemas intestinais e pulmonares
como dor epigdstrica, ma digestdao, vomitos, sono
intranquilo, perda de apetite e sensacao de coceira
no nariz. Nessa parasitose podem ocorrer casos de
complicacdes como obstrucao intestinal, deficiéncias
nutricionais e pneumonite, podendo ser fatais
(INNOCENTE et al., 2009).

Necator americanus e Ancylostoma duodenale
sao helmintos intestinais que causam a doenca
conhecida por amarelao, devido a anemia intensa

que os individuos infectados apresentam (REY,
2008). As formas adultas desses parasitos habitam o
intestino delgado, onde se fixam e fazem espoliacao,
nutrindo-se do sangue do hospedeiro. A infeccao
ocorre quando as larvas infectivas penetram a pele
do individuo, quando estes entram em contato com o
solo contaminado com larvas (REY, 2008; NEVES et
al., 2012; LOUKAS et al., 2016).

Outro helminto de importéncia na saude publica,
cuja infeccao ocorre via penetracao ativa de

larvas infectivas na pele ou mucosa da pessoa,

é o Strongyloides stercoralis. Esse nematoda,

em pacientes com imunidade baixa, pode causar
infeccOes generalizadas, cujas larvas e vermes
adultos podem ser encontrados em todos os 6rgaos.
A estrongilodiase, caso nao seja diagnosticada e
tratada adequadamente, pode levar mais de 50%
dos individuos ao 6bito (MACHADO; COSTA-CRUZ,
1998).

As larvas infectivas dos ancilostomideos e de S.
stercoralis podem contaminar dgua e verduras e
serem ingeridas pelas pessoas, que se infectarao,
através da penetracao ativa das larvas na mucosa
oral e intestinal, fechando o ciclo evolutivo deles
(REY, 2008).

O diagnéstico de enteroparasitos em hortalicas é
de grande importancia para a saude publica, pois
fornece dados sobre a falta de condi¢cdes higiénicas
e sanitarias durante a producao, armazenamento,
transporte e manuseio desses produtos, sendo um
fator de risco para os consumidores (SILVA et al.,
2005; AMOAH et al., 2017). A padronizacao das
andlises é de grande importancia, a fim de que
estas andlises sejam realizadas da mesma forma,
para padronizacdo de procedimentos. Tendo um
protocolo, o grau de contaminacao de diferente
produtos podera ser comparado mais eficazmente.
Além, disso serd uma ferramenta que a ANVISA
podera usar para realizar o controle de qualidade
das hortalicas que estdo sendo comercializadas no
Brasil. Neste contexto, através do projeto CNPqg/
ANVISA N° 23/2012, foram realizados ensaios com
a finalidade de se padronizar um protocolo nacional.

O objetivo desse protocolo é divulgar uma
metodologia ja descrita na literatura com
modificacdes para determinagcao de enteroparasitos
em amostras de hortalicas, e mostrar a importancia
da padronizacao e implantacao dela na rotina de
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Laboratérios de Microscopia de Alimentos. Portanto,
eles ndo foram padronizados para esse tipo de
trabalho.

Metodologia

O exame para diagndstico de enteroparasitos

em hortalicas serd o método modificado de
sedimentacdo espontanea (REY, 2008; NEVES,
2012). Por esse método é possivel identificar cistos
de protozodrios, ovos e larvas de helmintos. No
entanto, os procedimentos da etapa de lavagem
dependerao do tipo de hortalicas a ser analisada:
folhosa, fruto, tubérculo e hortalicas minimamente
processadas.

Coleta das amostras de hortalicas

As hortalicas devem ser coletadas no campo de
producdo ou no ponto de venda, fazendo-se uso
de luvas cirurgicas, e acondicionadas em sacos
plasticos estéreis, identificadas e armazenadas
em caixas térmicas em temperatura refrigerada.
A amostragem deve ser feita com pelo menos
cinco unidades colhidas, aleatoriamente, em

um determinado canteiro, segundo esquema de
coleta de amostra em zig-zag (MALDONADE;
GUIMARAES, 2017) ou nas géndolas dos
mercados. Essas amostras devem ser encaminhadas
ao Laboratério de parasitologia para andlises
parasitolégicas. Se nao forem processadas de
imediato, elas devem ser mantidas refrigeradas a
4°C, até serem analisadas.

Lavagem das hortalicas

Esta etapa é muito importante para este tipo

de andlise, pois é na agua da lavagem que os

ovos e larvas dos parasitos serdo recolhidos. O
procedimento da lavagem deve ser feito usando
agua limpa e filtrada, e as superficies das hortalicas
escovadas, usando uma escora limpa para remocao
dos cistos de protozoérios e as larvas e ovos dos
helmintos.

Hortalicas frutos/tubérculos

Para hortalicas frutos e tubérculos sdo necessarias
pelo menos cinco unidades amostrais (NEUSELY et
al., 2010), que devem ser obtidas de cada amostra

representativa de uma populacao, realizadas no
campo ou nos pontos de vendas.

Em seguida, efetuar a lavagem das hortalicas frutos
(morangos, berinjela, e tomate) ou tubérculos
(batata) utilizando-se uma cuba de vidro, com uma
pisseta contendo 250 mL de &gua destilada. A
amostra deve ser exaustivamente escovada usando
um pincel ou escova (Figura 1). Em seguida, os
frutos pré-lavados devem ser enxaguados com 50
mL de agua destilada, totalizando 300 mL de agua
destilada para cada hortalica frutos lavados. Apds
esse procedimento, o liquido resultante da lavagem
deve ser colocado em célices para sedimentacao
por 24 horas (sedimentacdo espontanea). Apds
esse periodo, o liquido sobrenadante deve ser
descartado, deixando 5 mL do sedimento, que serao
coletados e acondicionados em tubo de 15 mL, e
mantidos em temperatura de 4°C, até o momento
das andlises, usando microscépio 6ptico (M.O.),
com objetivas de 20 e 40x (item 3.0).

Foto: Eleuza Rodrigues Machado

Figura 1. Lavagem do morango com &gua destilada
usando um pincel. O liquido resultante dessa
lavagem é usado para o diagndstico parasitologico.

Hortalicas folhosas

As folhas devem ser cuidadosamente lavadas
com agua destilada, com um pincel ou escova de
cerdas macias, com 300 mL de agua destilada. O
liquido resultante da lavagem deve ser coletado
para ser analisado apés 24 h de sedimentacgao.
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Apds este periodo, o liquido sobrenadante deve ser
descartado, enquanto 5 mL do sedimento serao
coletados e acondicionados em tubo de 15 mL, em
temperatura de 4°C, até o momento das andlises,
usando microscépio 6ptico (M.O.), objetivas de 10 e
40x (item 3.0).

Hortalicas folhosas minimamente
processadas

No caso de hortalicas folhosas minimamente
processadas, a amostragem deve ser composta por
pelo menos cinco embalagens da hortalica, cuja
amostra final serd formada por 200 g (NEUSELY

et al., 2010). As folhas da amostra deverao ser
acondicionadas em saco plastico, onde serao
adicionados 200 mL de solucdo aquosa contendo
detergente neutro 1,0% (v/v), o qual devera ser
agitado por 1 minuto (homogeneizador Stomacher).
As amostras devem ser mantidas nesse liquido

por 30 minutos. Apds esse periodo, a solucao

deve ser filtrada e reservada, sendo que as folhas
processadas devem ser enxaguadas com 100 mL de
agua destilada. Os liquidos resultantes (300 mL) da
lavagem (solucéo filtrada e reservada) e do enxague
dessas amostras serao analisados, usando um M.O.,
apés a sedimentacao espontanea (item 3.0).

Sedimentacao espontanea

O liquido oriundo da lavagem das hortalicas sera
filtrado com uso de gazes em célices (Figura 2).
Apés a filtragem, os célices contendo os liquidos
devem ser mantidos em temperatura ambiente por
um periodo de 18 a 24 horas para sedimentacao.

Figura 2. Método de sedimentacao espontanea
usado nas lavagens de hortalicas.

Findo esse tempo, o sobrenadante deve ser
desprezado, enquanto que 5 mL do sedimento
serdo acondicionados em tubos de 15 mL, onde
serao adicionados 3,0 mL de formol a 10%. Esses
devem ser mantidos em temperatura de 4°C até o
momento das anélises.

No momento da anélise das amostras, 3,0 mL do
sobrenadante devem ser descartados, deixando
5,0 mL do sedimentado, que serdo usados

para o diagnéstico das formas evolutivas de
enteroparasitos, conforme descrito na literatura
(SILVA et al., 2014).

Leitura das amostras

Aproximadamente 5,0 mL do sedimento das
amostras devem ser analisadas para assegurar

um bom diagnéstico. Fracdes das amostras do
sedimento obtidas devem ser depositadas sobre
laminas microscoépicas e em seguida coradas com
uma gota de lugol e cobertas com laminulas. As
leituras devem ser realizadas em microscopio 6ptico,
com objetivas de 20x e 40x para observacao das
formas evolutivas de enteroparasitos protozoarios
e helmintos, além de espécimes de artrépodes. Os
5,0 mL do sedimento devem ser examinados por
esgotamento.

Fotos para identificacao de
enteroparasitos

Para identificacdo das formas evolutivas dos
parasitos, recomenda-se utilizar como referéncia
livros (REY, 2008; NEVES, 2012) e Atlas (DE
CARLI, 2001) para auxiliar na comparacao e
identificacdo entre as amostras analisadas no
microscopio e as fotos ou imagens da referéncia
adotada. Hoje em dia, existem varios atlas de
parasitologia disponiveis eletronicamente, o que
facilita a identificacdo de ovos e larvas de parasitos
humanos.

A Figura 3 apresenta imagens microscoépicas
registradas dos principais enteroparasitos
encontrados em hortalicas folhosas minimamente
processadas, que foram analisadas da regidao do
Distrito Federal, Brasil.

As etapas dos procedimentos das andlises estao
representadas no fluxograma das Figuras 4 e b.
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Figura 3. Imagens microscépicas de enteroparasitos encontrados em hortalicas folhosas minimamente
processadas. Cisto de Entamoeba sp. (A), ovos e larvas (B, E e D) e macho de Ancylostomidae (G)
respectivamente, Ovos (C e D) de nematodae, Acaro (H) e mosquito (I). Coloracdo pelo lugol.
Diagnéstico usando Microscépio 6ptico (objetiva 20x).
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Coleta das hortalicas
(armazenar a 4°C até o processamento)

Hortaligas: frutos e tubérculos Hortaligas: folhosas
(5 unidades de cada amostra) (5 unidades/canteiro/coletar em zig-zag)
Esfregar (pincel/escova) Amostragem
(250 mL de agua) (20 g de folhas)
Enxaguar Esfregar (pincel/escova)
(50 mL de agua) (250 mL de agua)
Calice de 250 mL (Fig. 2) Enxaguar
(300 mL de agua) (50 mL de agua)
Deixar sedimentar (repouso) Calice de 250 mL (Fig. 2)
(24 h + T ambiente) (300 mL de agua)
Findo o tempo (desprezar o sobrenadante) Deixar sedimentar (repouso)
(recolher 5 mL do sedimento) (24 h + T ambiente)
Colocar em tubo Falcon de 15 mL + formol 10% Findo o tempo (desprezar o sobrenadante)
(armazenar a 4°C até o momento das analises) (recolher 5 mL do sedimento)
Analisar os 5 mL do sedimento Colocar em tubo Falcon de 15 mL + formol 10%
(adicionar uma gota de lugol em cada lamina) (armazenar a 4°C até o momento das analises)

! 1!

Analisar em microscépio éptico Analisar os 5 mL do sedimento
(Objetivas: 20 e 40x) (adicionar uma gota de lugol em cada |&dmina)

{}

Analisar em microscopio optico
(Objetivas: 20 e 40x)

Figura 4. Fluxograma das etapas das analises de enteroparasitos em hortalicas frutos, tubérculos e folhosas.
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Coleta das folhosas minimamente processadas
(5 unidades)

J

Amostragem
(200 g de folhas)

<

Acondicionamento em sacos plasticos e adicionar
200 mL de detergente neutro1,0% (v/v)

<

Agitar por 1 minuto e deixar
em repouso por 30 minutos

Vv

Filtrar e reservar o sobrenadante

<

Lavar e enxaguar (folhas)
(100 mL agua destilada)

<

Juntar sobrenadante e 3gua do enxague em
calice de 250 mL (Fig. 2)
(300 mL de agua)

<

Deixar sedimentar (repouso)
(24 h + T ambiente)

<

Findo o tempo (desprezar o sobrenadante)
(recolher 5 mL do sedimento)

&

Colocar em tubo Falcon de 15 mL
(armazenar a 4°C até o momento das analises)

<

Analisar os 5 mL do sedimento
(adicionar uma gota de lugol em cada Idmina)

o

Analisar em microscopio optico
(Objetivas: 20 e 40x)

Figura 5. Fluxograma das etapas das andlises de enteroparasitos em hortalicas minimamente processadas.
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