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RESUMO

Introducédo: As férmulas enterais artesanais sdo uma opcao aquelas industrializadas
com o beneficio da reducdo de custos, no entanto com risco aumentado de
contaminacgao durante o processo de preparagdo em virtude da rigueza de macro e
micronutrientes presentes nos ingredientes, favorecendo o0 crescimento de
microrganismos. Objetivo: Avaliar a seguranca microbiol6gica das férmulas
desenvolvidas a partir de receitas elaboradas pelo grupo de pesquisa em dietas
enterais artesanais e das utilizadas como orientacdo de alta em um hospital publico
de Palmas — TO. Metodologia: As analises microbioldgicas foram feitas de acordo
com a técnica de mdltiplos tubos, conhecida também como método do numero mais
provavel (NMP) e contagem total de microrganismos em placas por meio do
plagueamento em superficie, ambos obedecendo as orientacées da American Public
Health Association (APHA) e da International Organization for Standardization (ISO).
Resultados: Foram avaliados os resultados de cinco amostras de diferentes preparos
das dietas, verificou-se o0 crescimento inesperado de coliformes totais e
microrganismos aerdbios mesdfilos em 60% delas, apresentando-se fora dos padrbes
previstos nas normas vigentes. Os microrganismos aerdbios psicrotroficos nao
apresentaram unidades formadoras de colbnias e bolores foram encontrados em
apenas uma das formulas analisadas. As testagens microbioldgicas para
Staphylococcus aureus e Salmonella spp., mostraram que as amostras
permaneceram seguras e de acordo com os padrdes determinados pela RDC n°
63/2000. Apos os resultados desfavoraveis observados, o protocolo de preparo das
dietas foi revisto e novas medidas de controle de desenvolvimento microbioldgico
foram implantadas, a partir de entéo todas as preparacdes se mantiveram dentro dos
limites estabelecidos pela RDC n° 63/2000 e RDC n° 12/2001. Concluséo: Apesar
dos cuidados convencionais adotados na manipulacdo de alimentos, o preparo de
formulas enterais artesanais exige rigidez nos protocolos de higiene. A utilizacao de
agua filtrada fervida e a adocdo de uma etapa final de fervura na preparacéo para
garantir a qualidade microbioldgica.

Descritores: dieta enteral, analise microbioldgica, contaminacédo, boas praticas de
higiene.



ABSTRACT

Introduction: Homemade enteral formulas are an option to industrialized ones, with
cost reduction benefits, however it offers an increased contamination risk during the
preparation process due to the macro and micronutrients richness in the ingredients,
favoring microorganisms development. Objective: To evaluate the microbiological
safety of developed formulas, prepared by the homemade enteral diet research group
and those used as discharge guidance in a public hospital in Palmas-TO.
Methodology: Microbiological analyzes were carried out according to the multi-tube
technique, also known as the most likely number (PWN) method and total
microorganism count in plates using surface plating, both in accordance with the
guidelines of the American Public Health Association (APHA) and the International
Organization for Standardization (ISO). Results: The results of five samples of
different preparations of the diets were evaluated, the unexpected growth of total
coliforms and aerobic mesophilic microorganisms was verified in 60% of them,
presenting themselves outside the standards foreseen in the current norms. The
psychrotrophic aerobic microorganisms did not present colony forming units and molds
were found in only one of the analyzed formulas. In the microbiological tests for
Staphylococcus aureus and Salmonella spp., it was shown that the samples remained
safe and in accordance with the standards determined by RDC n° 63/2000. After the
observed unfavorable results were revised, the diet preparation protocol was revised
and new microbiological development control measures were implemented, from then
on, all preparations remained within the limits established by RDC n° 63/2000 and RDC
n®12/2001. Conclusion: Despite the conventional care adopted in food handling, the
preparation of handmade enteral formulas requires excessive controls and hygiene
protocols. Use of boiled filtered water and the adoption of a final boiling step in
preparation can ensure microbiological quality.

Key-words: enteral diet, microbiological analyzis, contamination, good hygiene
practices
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1. INTRODUCAO

A Terapia de Nutricdo Enteral (TNE) consiste na confeccdo de uma via
alternativa complementar a alimentacédo via oral ou exclusiva. Ela é usualmente
empregada em situagcdes em que o trato gastrointestinal esta total ou parcialmente
funcionante, mas o paciente apresenta condi¢cdes que impecam a alimentacéo via oral
em quantidade suficiente, seja por alteracfes anatébmico-funcionais, patolégicas ou
condicOes hipermetabdlicas. Nesse sentido a TNE se caracteriza como uma opcao
viavel de conservacdo e restabelecimento do estado nutricional, bem como, o
desenvolvimento tecidual e celular com o intuito de minimizar e reverter impactos da
desnutricdo (VON ATZINGEN et al., 2007, BRASIL, 2000).

A Nutricdo Enteral (NE) é definida como uma alimentacéo utilizada para fins
especiais, onde a ingestao dos nutrientes é controlada e a composicao das formulas
€ conhecida. Ela pode ser realizada via utilizacdo de suplementos orais ou dietas via
sondas de insercdo percutdnea (gastro ou jejunostomia), nasal (nasogastrica ou
nasoentérica) ou oral (orogastrica ou oroentérica) (BRASIL, 2000; ESPEN, 2006).

A NE contempla varios tipos de formulas nutricionais desenvolvidas para
atender individuos com necessidades alimentares diversas. Quanto a forma de
preparo, as dietas podem ser industrializadas ou artesanais e quanto a apresentacao,
podem ser em sistema aberto ou fechado (BRASIL, 2000). As formulacdes
industrializadas tém uso comum em paises avancados por apresentarem
caracteristicas como: maior resisténcia a contaminacao microbioldgica e composicao
nutricional integral, porém, o seu elevado custo faz com que o acesso seja limitado
para grande parte da populagdo (DENGO et al., 2016; ARAUJO, MENEZES, 2006).

Empregadas na TNE a décadas, as férmulas comerciais no Brasil, tem tido
adeséao crescente no ambito hospitalar e domiciliar, e, atualmente sdo ofertadas na
rede publica de saude de alguns municipios brasileiros. As despesas oscilam em
funcao das propriedades presentes na constituicdo da dieta (MAZUR et al., 2014).

Uma opcdo a estas formulas € o uso de formulas artesanais, cuja utilizacéo
conforme alguns estudos esta mais relacionada a busca por alternativas que
mantenham os habitos culturais do que a reducéo de custos propriamente dita, uma

vez que, a inseguranca do preparo/manuseio e as incertezas da presenca de
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componentes nutricionais em quantidades suficientes para reabilitacdo do paciente,
possa prolongar o tratamento (BORGHI et al., 2013).

O preparo da dieta enteral artesanal, quer seja no ambiente hospitalar ou
domiciliar, sofre alternancia na composicdo em virtude dos ingredientes que a
compdem, uma vez que esta é preparada de acordo com os alimentos frescos
usualmente consumidos pela familia, tendo como beneficio a reducédo de custos, a
contribuicéo para diminuicao dos efeitos colaterais dos medicamentos, a conservacao
do estado nutricional adequado, além de permitir que o paciente receba a TNE em
domicilio, prevenindo dos riscos do ambiente hospitalar e a alternancia de leitos
(BENTO et al., 2017; CUTCHMA et al., 2016; MENEGASSI et al., 2007).

A selecdo dos alimentos que compdem as formulacdes manipuladas €
cautelosa, uma vez que o objetivo € que eles sejam capazes de ofertar todo o aporte
de nutrientes adequados para recuperacdo das condi¢des nutricionais. Outra
preocupacgdo existente, € o elevado indice de contaminag&o microbiolégica durante o
seu manuseio, devido falta de condi¢des higiénico-sanitarias essenciais no preparo,
armazenamento e administracdo (SANTOS; BOTTONI; MORAIS, 2013).

Os beneficios outrora apontados em razao de custos e logistica, fazem com
gue as formulas enterais artesanais sejam utilizadas tanto no ambiente hospitalar,
como domiciliar, nesse sentido a padronizagdo de procedimentos, principalmente
referente a salubridade no preparo, conservacdo e manipulacdo dos ingredientes,
atua atenuando ou impedindo o desenvolvimento microbiano, a ocorréncia de
contaminacgdes e garante que a utilizac&o desta terapia seja segura e eficaz (BAXTEE
et al., 2000; SANTOS; BOTTONI; MORAIS, 2013).

A prevaléncia de pacientes em uso de TNE domiciliar varia de 74,6/1 milhdo na
Espanha a 460/1 milhdo nos Estados Unidos da Ameérica. No Brasil, um estudo
realizado em Brasilia encontrou prevaléncia de 176 pacientes a cada 1 milhdo
(VILLARES, 2004; ZABAN et al., 2009).

Poucos estudos avaliaram a adequacdo nutricional e microbiolégica das dietas
enterais artesanais para que elas possam ser recomendadas com seguranca pelos
profissionais de saude. Embora tenham sido levantadas duvidas acerca da qualidade
microbioldgica das dietas enterais artesanais, as pesquisas recentes sobre o assunto
relatam altos niveis de contaminagdo tanto na artesanal quanto na industrializada
(BENTO et al., 2017). A propagacdo de microrganismos (MO) patdgenos na

alimentacao por sonda, deve-se a riqueza de macro e micronutrientes presentes nas
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dietas, conveniente para o aparecimento de complicacdes e a ampliagao de casos de
doencas infecciosas sobretudo imunodeprimidos, idosos e desnutridos, tendo assim
a necessidade de cuidado extenso com esse tipo de paciente (PEROTE; VIEIRA;
MEDEIROS. J. L. 2013).

Dada a extrema importancia de se ofertar uma dieta segura e livre de potenciais
contaminantes, as dietas manipuladas artesanalmente requerem controle higiénico
rigoroso durante todas as etapas da sua preparacdo, tendo como fatores
predisponentes ao crescimento de Escherichia coli, bolores e leveduras,
Staphylococcus aureus, coliformes totais e fecais, Salmonella sp, dentre outros; a
escolha inadequada dos alimentos, agua, temperatura da area manejo, conservacao
e armazenamento; ma higienizacdo dos utensilios e equipamentos utilizados no
preparo, bem como a auséncia de asseio pessoal dos manipuladores (FURLANETO-
MAIA, PANGONI, 2009).

A existéncia de microrganismos nos alimentos ndo remete diretamente a ma
gualidade ou risco direto a saude do consumidor (SILVA. M.C. 2002), no entanto,
considerando que as pessoas dependentes de nutricdo enteral ndo podem ser
consideradas completamente higidas, pretende-se por meio da adocao de protocolos
de higiene e preparo que os alimentos a elas ofertados néo configurem risco adicional
a saude e por este motivo a analise de férmulas enterais artesanais pode apontar
falhas nos processos convencionais de manipulacdo e permitir a sugestdo de

melhorias.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

> Avaliar a seguranca microbioldégica das formulas enterais artesanais
manipuladas no laboratorio de Técnica Dietética da UFT, antes e apés a
implementacdo das técnicas de Boas Préaticas de Preparacdo de Nutricdo

Enteral.

2.2 Objetivos Especificos

> Realizar a contagem de coliformes totais e termotolerantes;

> Realizar a contagem de bolores e leveduras;

> Realizar a contagem de microrganismos aerobios mesofilos, psicrotroficos,
Staphylococcus aureus e Salmonella spp, em placas;

» Comparar os resultados obtidos das analises em laboratorios, com o0s

parametros permitidos nas normas para alimentos de consumo humano.
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3. METODOLOGIA

Foram realizados testes microbiologicos em 5 preparagdes distintas, sendo:
férmula enteral artesanal para Diarreia, (F1); férmula enteral artesanal para Diabetes,
sem leite, (F2); formula enteral artesanal para Diabetes, com leite, (F3); férmula
enteral doce, receita fornecida pelo Hospital Geral de Palmas-TO — HGP, (F4); férmula
enteral salgada, receita fornecida pelo Hospital Geral de Palmas-TO — HGP, (F5). As
trés primeiras férmulas foram desenvolvidas pelo grupo de pesquisa em dieta enteral
artesanal da Universidade Federal do Tocantins e as duas ultimas desenvolvidas por
meio da orientacdo de alta de um hospital publico de Palmas — TO.

Os testes microbiolégicos foram realizados nas férmulas enterais artesanais
produzidas de acordo com o protocolo fornecido pelo setor de Nutricdo e Dietética do
Hospital Geral de Palmas e pelo grupo de pesquisa de Dietas enterais artesanais.

Os alimentos utilizados nas composicdes das dietas foram: arroz branco, arroz
integral, amido de milho, aveia em flocos, feijdo, leite desnatado, leite em pd, mucilon,
maltodextrina, peito de frango, ovo de galinha, banana macéa, batata inglesa, batata
doce, cenoura, couve-flor, azeite, 6leo vegetal, agucar e sal.

As dietas foram preparadas no laboratério de técnica dietética da Universidade
Federal do Tocantins e para sua manipulacdo foram inicialmente observados os

seguintes passos:

e Prender cabelos, colocar touca, jaleco higienizar as méaos;

e Preparar solucdo de hipoclorito para higienizacdo hortalicas frutas e
verduras (1 litro de agua + 1 colher de sopa de hipoclorito);

e Em um recipiente grande preparar solucdo de hipoclorito para
higienizacdo do liquidificador, peneiras, tabuas de corte e recipientes de medida de
volume;

e Lavar as frutas, hortalicas e verduras em &gua corrente para retirar as
sujidades visiveis;

e Colocar as frutas, verduras e hortalicas na solucdo de hipoclorito e
deixar por 15 minutos, bem como os utensilios no outro recipiente;

e Enqguanto aguarda o tempo de a desinfeccdo proceder a limpeza das
bancadas, pratos usados para pesagem, facas de corte e colheres com perfex e alcool
70%;
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e Ao final dos 15 minutos lavar os alimentos e utensilios em agua corrente
e deixar secar naturalmente;

O preparo das dietas envolveu o cozimento de todos os alimentos crus,
homogeneizacdo dos mesmos com os demais alimentos no liquidificador, peneiracao
e porcionamento da dieta nos frascos que foram entdo armazenados em geladeira por
cerca de 2 horas, até que fossem encaminhados para as testagens.

Para a realizagdo das andlises microbiologicas foram extraidos por meio de
pesagem na balanca de precisédo, 200g de amostras de cada preparo e repassados
para recipiente estéril de vidro, para que fossem obedecidas as orientacbes da
American Public Health Association (APHA) e da International Organization for
Standardization (ISO) apresentados por (SILVA et. al., 2017).

3.1 Preparo de amostras para analises

De acordo com as diretrizes da APHA:2015, conforme citado por Silva (2017,
p. 11) sdo necessarios o cumprimento de protocolos higiénico-sanitarios rigorosos
antes de dar inicio a qualquer processo, ressalta-se a observancia da limpeza do
espaco, bem como portas e janelas; a desinfeccdo das superficies de manejo;
esterilizacdo dos materiais e utensilios; lavagem correta das maos e uso de luvas
sempre que requerido; e a desinfeccdo de embalagens e superficies com etanol 70%.

Consideram-se trés fases importantes na preparacao das amostras. A primeira
€ a homogeneizacéo e retirada da fracdo de pesquisa, que é a quantidade que sera
utilizada nos ensaios. A segunda € a preparacdo da primeira diluicdo da unidade
analitica e a terceira, a preparacao das diluicées decimais seriadas para inoculacao
nos meios de cultura especificos para cada teste (SILVA et. al., 2017).

Em nosso estudo foram retirados dos 200g de amostra para a unidade analitica,
uma fracdo de 25g por meio de pesagem e dissolvidos 225mL de Agua Peptonada
0,1% (AP), diluente utilizado na homogeneizacdo de alimentos que possuem
necessidade de passar por avaliagcdo quantitativa de microrganismos, pois ha em sua
composicao peptonas como fonte de carbono, nitrogénio, vitaminas e minerais. Os
175g restantes foram congelados por 7 dias por resguardo, caso ocorressem

guaisquer imprevistos que tornassem necessario o reinicio dos testes.
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3.2 Contagem de coliformes totais e termotolerantes

O método mais utilizado para a contagem de coliformes totais e termotolerantes
em alimentos e agua € o de niumero mais provavel (NMP), método APHA 9:2015,
conforme citado por Silva (2017, p. 121) ou mais conhecida por técnica de mdultiplos
tubos.

Na testagem foram obedecidas as seguintes etapas apresentadas pela técnica
NMP:

1°) Teste de presuncdo: através de trés diluicdes da amostra, a diluicdo 107, a
aliquota de 1mL retirada da 10! e transferida para um tubo de ensaio contendo 9 mL
de diluente, a 102, e a aliquota de 1 mL extraida da 102 e novamente repassada para
outro tubo com a mesma quantidade de AP, a 103. Foram utilizadas trés séries
distintas com tubos de ensaio contendo 10mL de caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) e
tubos de Durhan invertidos, para inocular 1 mL de cada diluicdo que foram entdo
incubados na estufa com temperatura controlada de 35°C por um periodo de 24-48h.
A partir da observancia de formacao de gas nos tubos de Durhan, por intermédio da
lactose contida no caldo LST, considera-se possivel presenca de coliformes.

2°) Confirmagédo da presenca de coliformes totais e termotolerantes: para os
testes confirmativos foram repassadas uma alcada de cada amostra sob suspeita,
para duas séries de tubos com 10mL de caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB) e caldo
E. coli (EC), ambos com tubo de Durhan invertidos. Os tubos de VB retornaram para
estufa a 35°C por mais 24-48h e os de caldo EC foram armazenados em banho maria
com temperatura de 45,5°C por 24h. O crescimento e formacéao de gas no caldo VB e
caldo EC, ap6s o periodo de incubacdo, foram confirmativos para presenca de

coliformes totais e termotolerantes.

3.3 Contagem total de microrganismos aerobios mesoéfilos e psicrotroficos
em placas

O método de contagem total de mesofilos e psicrotréficos ndo distinguem os
tipos de bactérias, sua finalidade € como indicador geral qualidade sanitaria dos
produtos.

Para a contagem de aerdbios mesaofilos em alimentos e contagem de bactérias
psicrotréficas em alimentos, foram utilizados os métodos de plaqueamento em
superficie APHA 08:2015 e APHA 13.61:2015, conforme citado por Silva (2017, p. 77,
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p.81) respectivamente, ambos com uso do meio de cultura Agar Padrdo de Contagem
(PCA).

Para o plagueamento foram utilizadas 6 (seis) placas de petri com PCA para
mesofilos e 6 (seis) para psicrotréficos, sendo destinadas 2 (duas) placas para in6culo
de 0,1mL de cada diluicdo 101, 10?2 e 103, extraidos com micropipetador e com o
amparo da alca Drigalski para espalhar a unidade analitica sob a placa, até cobrir toda
a superficie. Apos intervalo de 15 minutos para secagem, as placas foram incubadas
de acordo com seu respectivo método, mesofilos na estufa com temperatura
programada de 35°C por 48h e psicrotréficos, no resfriador mantido em temperatura
de 7°C por 48 horas, uma vez que a manutencao por 10 dias, padronizada nao se faz
necessaria para um produto a ser utilizado em até 24 horas apds o preparo. Para
mesofilos e psicrotréficos, foram selecionadas as placas que apresentaram unidades
formadoras de colonias (UFC) e calculados UFC/mL da amostra, multiplicando o
namero de colbnias pelo inverso da diluicdo inoculada e pelo numero 10, conforme

recomendacdo para plagueamento em superficie (SILVA et. al., 2017).

3.4 Contagem de bolores e leveduras

Para contagem de bolores e leveduras foi utilizado o método de plagueamento
em superficie APHA 21:2015, conforme citado por Silva (2017, p. 93). Houve a
substituicdo do meio de cultura Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol que é
recomendado para alimentos com atividade de agua maior que 0,95, pelo Agar
Sabouraud também empregado no isolamento da microbiota fungica, acrescido do
solidificante 4gar-agar e antibidtico para inibir o crescimento bacteriano.

Com o auxilio do micropipetador, foi coletado 0,1mL de cada diluicdo 101, 102
e 103, na sequéncia inoculado em duas séries de placas de petri com meio de cultura.
A alca Drigalski foi manuseada para espalhar o material sob a placa, até cobrir toda a
superficie e ap0s intervalo de 15 minutos para secagem, foram incubados na estufa
com temperatura programada de 25°C por 5 dias. As contagens das coldnias foram

realizadas ap0s o periodo de incubacgéo.

3.5 Contagem de Staphylococcus aureus em alimentos

O método de plagueamento APHA 39.63:2015, conforme citado por Silva

(2017, p. 145) foi o procedimento utilizado na contagem de Staphylococcus aureus.
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O processo teve inicio a partir das diluicGes seriadas da amostra 101, 102 e 10
3 em séries duplas de placas de petri com Agar Baird-Park (BP) pré-enriquecidas com
substrato de gema de ovo pasteurizada para detectar a producédo de lecitinase e
atividade da lipase.

A partir da diluicdo 102, foi realizado o processo em duplicata da extracédo de
uma aliquota de 1mL da unidade analitica e distribuidos 0,3mL sequencialmente para
trés placas, mais uma quarta placa com 0,1mL restante. Nas demais dilui¢des,
também em duplicatas com transferéncia de 0,1mL do conteldo para as placas
adjacentes. A incubacéo ocorreu com as placas invertidas na estufa com temperatura
de 37°C por 48h. Para contagem apés o periodo de incubacao, foram selecionadas
as amostras que apresentaram colbnias tipicas, circulares, pretas ou cinzentas

escuras, lisas, convexas e com bordas perfeitas.

3.6 Presencae auséncia de Salmonella em alimentos

Na analise de presenga/auséncia de Salmonella em alimentos, foi utilizado o
método ISO 6579:2002, conforme citado por Silva (2017, p. 301) que se aplica a todos
os alimentos para consumo humano.

A amostra ap0s a homogeneizacao seguiu para pré-enriquecimento incubada
na estufa em temperatura controlada de 37°C por 20h. Posteriormente ao processo
da primeira incubacéo, foram transferidos em duas séries, 1mL de conteudo para
tubos de ensaios contendo caldo Tetrationato Muller Kauffmann Novobiocina (MKTTn)
e 0,1 mL para tubos com caldo Rappaport Vassilidis Soja (RVS) e novamente
acondicionados separadamente em temperaturas distintas. Os tubos com inéculos no
MKTTn, na estufa por 24h em temperatura de 37°C e aqueles com indculos no RVS,
na estufa com temperatura de 41,5°C por periodo de 24h. Na sequéncia ao periodo
de incubacéo, foi retirada uma al¢cada de cada cultura RVS e MKTTn e repassadas
para o plaqueamento em superficie por meio de movimentos estriados no Agar Xilose
Lisina Desoxicolato (XLD) e também para Agar Mac Conkey e novamente
acondicionados, ambos em temperatura de 37°C por 24h. Para identificar se houve
desenvolvimento de colnias tipicas de Salmonella, verificou-se no Agar XLD o
aparecimento de colonias cor de rosa escuro com O centro preto e uma area
avermelhada levemente transparente em volta. Ja no Agar Mac Conkey observou-se
a alteracdo da cor do meio de cultura para laranja ou ambar, com a presenca de

colénias incolores de dimensdes médias e grandes.
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4. RESULTADOS

Foram realizados testes microbiolégicos em 5 preparacdes distintas, sendo:
férmula enteral artesanal para Diarreia (F1); férmula enteral artesanal para Diabetes
sem leite (F2); férmula enteral artesanal para Diabetes com leite (F3); formula enteral
doce (F4); formula enteral salgada (F5).

A partir das primeiras analises realizadas com a técnicas microbiologicas,
observou-se o crescimento inesperado e fora da legislagdo para a maioria dos
parametros a serem analisados. Com esses resultados em maos, o protocolo de
preparo das dietas foi revisto e apés a revisdo dos procedimentos realizou-se a
segunda analise a partir de uma nova amostra.

Na tabela 1 observam-se os resultados calculados de acordo com as técnicas
basicas de contagem de microrganismos em placas e de contagem pela técnica de
namero mais provavel (NMP) conforme apresentado por Silva (2017, p. 36, p.55),
classificados com parametros de referéncia do Regulamento Técnico para Terapia de
Nutricdo Enteral — RDC 63/2000, Regulamento Técnico Sobre Padrbes
Microbiologicos para Alimentos — RDC 12/2001.

Tabela 1. (Continua) Analise microbiolégica da férmula enteral artesanal
manipulada para Diarreia (F1).

Microrganismos Legislacéo Resultados Resultados
RDC 63/00 1° andlise 2° anélise*
RDC 12/01

Coliformes 35° C (NMP/mL) <3 > 1,1 x10° <3

Coliformes 45° C (NMP/mL) <3 >1,1 x10° <3

B. aerdbias mesdfilas (UFC/mL) <10°% 3,1x10° <10

B. aerdbias psicrotréficas (UFC/mL) <10° <10 <10

Bolores e Leveduras (UFC/mL) <5x10 1x 102 <10
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Tabela 1. (Conclusdo) Analise microbiolégica da férmula enteral artesanal

manipulada para Diarreia F1.

Microrganismos Legislacéo Resultados Resultados
RDC 63/00 1° analise 2° andlise*
RDC 12/01

S. aureus (UFC/mL) <3 <3 <3

Salmonella spp (UFC/mL) Auséncia Ausente Ausente

Fonte: Dados da pesquisa

*Resultado apds revisdo do protocolo de boas préaticas de preparo; RDC Resolug¢édo de Diretoria
Colegiada; UFC Unidade Formadora de Coldnia; NMP Numero Mais Provavel; mL mililitro; < menor
gue o valor de referéncia; > maior que o resultado de referéncia.

O primeiro teste com a preparacdo F1 apresentou resultados elevados de
contaminacgdo, ultrapassando os limites toleraveis para o consumo. Conforme
revelado nas Figuras 1.A e 1.B houve turvacéo e formacao de gases nos tubos de
caldo EC e VB caracterizando a presenca de coliformes totais/termotolerantes. O
plagueamento em superficie no agar Man Conkey (Figura 1.C) apresenta incontaveis
UFCs sugestivas da presenca de E Coli. A Figura 1.D retrata a auséncia de gas nos

tubos de LST da nova analise, relatando a inexisténcia de coliformes.

Figura 1 — Crescimento microbiolégico da formula enteral artesanal manipulada para

diarréia F1.

A
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Fonte: Autores. A: Caldo Verde Brilhante com formacao de gas, indicando a presenca de coliformes
termotolerantes. B: Caldo Verde Brilhante com turbidez e formacao de gas, indicando a presenca de
coliformes termotolerantes (esquerda) e Caldo E. coli com turbidez e formacéo de gés, indicando a
presenca de coliformes totais (direita). C: Meio de cultura Agar Mac Conkey com crescimento de
colbnias rosadas sugestivas da presenca de E. coli. D: Caldo Lauril Sulfato Triptose sem crescimento
de microrganismos.

Tabela 2. Andalise microbiologica da férmula enteral artesanal manipulada para

Diabetes, sem leite F2.

Microrganismos Legislacéo Resultados Resultados
RDC 63/00 1° anélise 2° andlise*
RDC 12/01
Coliformes 35° C (NMP/mL) <3 9,3 x 10¢ <3
Coliformes 45° C (NMP/mL) <3 1,5x 10! <3
B. aerdbias mesdfilas (UFC/mL) <10° 1,8 X 102 <10
B. aerdbias psicrotroficas <10° <10 <10
(UFC/mL)
Bolores e Leveduras (UFC/mL) <5x10 <10 <10
S. aureus (UFC/mL) <3 <3 <3
Salmonella spp (UFC/mL) Auséncia Ausente Ausente

Fonte: Dados da pesquisa

*Resultado apos revisdo do protocolo de boas praticas de preparo; RDC Resolugdo de Diretoria
Colegiada; UFC Unidade Formadora de Col6nia; NMP NUmero Mais Provavel; mL mililitro; < menor
gue o valor de referéncia; > maior que o resultado de referéncia.

Na primeira analise da formulacéo F2, houve o crescimento de unidades formadoras
de colénias de microrganismo aerdbios mesofilos, e formacdo de gases nos tubos
de caldo EC e VB, indicativo da presenca de coliformes totais e termotolerantes.
Apresentou-se sem crescimento microbiologico para bactérias aerdbias
psicrotréficas, bolores e leveduras, S. aureus e Salmonela ssp, tanto no primeiro

guanto no segundo estudo das amostras.
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Tabela 3. Analise microbiolégica da formula enteral artesanal manipulada para
Diabetes, com leite (F3).

Microrganismos Legislacéo Resultados Resultados
RDC 63/00 1° anélise 2° analise*
RDC 12/01

Coliformes 35° C (NMP/mL) <3 <3 <3

Coliformes 45° C (NMP/mL) <3 <3 <3

B. aerdbias mesodfilas (UFC/mL) <103 <10 <10

B. aerdbias psicrotréficas <10° <10 <10

(UFC/mL)

Bolores e Leveduras (UFC/mL) <5x10 <10 <10

S. aureus (UFC/mL) <3 <3 <3

Salmonella spp (UFC/mL) Auséncia Ausente Ausente

Fonte: Dados da pesquisa

*Resultado apds revisdo do protocolo de boas préaticas de preparo; RDC Resolugdo de Diretoria

Colegiada; UFC Unidade Formadora de Colénia; NMP Numero Mais Provavel; mL mililitro; < menor

gue o valor de referéncia; > maior que o resultado de referéncia.

A formulacdo F3 ndo apresentou crescimento especifico de microrganismos

tipo: coliformes, aerébios mesdfilos, aerdbios psicrotroficos, Bolores e leveduras, S.
aureus e Salmonella nos testes da primeira amostra. No entanto, houve crescimento
de colbnias ndo caracteristicas no meio seletivo para S. aureus Figura 2.A, que ndo

persistiu no estudo da segunda amostra Figura 2.B.
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Figura 2 — Crescimento microbiolégico da formula enteral artesanal manipulada para

Diabetes, com leite (F3)

Fonte: Autores. A: Meio de cultura Agar Baird Parker seletivo para isolamento de Staphylococcus
aureus com presenca de coldnias amareladas sugestivo de aliquota ndo inoculada. B: Meio de cultura
Agar Baird Parker seletivo para isolamento de Staphylococcus aureus sem crescimento microbiolégico.

Tabela 4. Andlise microbioldgica da formula enteral artesanal doce, fornecida pelo
Hospital Geral de Palmas — HGP (F4).

Microrganismos

Coliformes 35° C (NMP/mL)
Coliformes 45° C (NMP/mL)

B. aerébias mesofilas (UFC/mL)
B. aerdbias psicrotréficas
(UFC/mL)

Bolores e Leveduras (UFC/mL)

S. aureus (UFC/mL)

Salmonella spp (UFC/mL)

Legislacéo
RDC 63/00
RDC 12/01
<3
<3
<103
<10°
<5x10

<3

Auséncia

Resultados
1° analise

4,6 x 102

1,1x10°

7 x 10t

<10

<10

<3

Ausente

Resultados
2° andlise*

<3

<3

<10

<10

<10

<3

Ausente

Fonte: Dados da pesquisa

*Resultado apds revisdo do protocolo de boas préaticas de preparo; RDC Resolugdo de Diretoria
Colegiada; UFC Unidade Formadora de Colbnia; NMP NUumero Mais Provavel; mL mililitro; < menor
gue o valor de referéncia; > maior que o resultado de referéncia.

Na primeira pesquisa da formulacdo F4, os resultados obtidos ultrapassaram

os limites permitidos para presencga de coliformes, e houve também crescimento de
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unidades formadoras de colbnias para aerébios mesdfilos Figura 3.A bem como o
desenvolvimento de colénias amareladas no meio seletivo para Salmonella Figura 3.C
insinuantes da presenca de E. coli. O segundo teste ndo apresentou crescimento

microbiolégico conforme evidenciado nas Figuras 4.B e 4.C respectivamente.

Figura 3 — Crescimento microbiologico da formula enteral artesanal doce, fornecida
pelo Hospital Geral de Palmas — HGP (F4).

— A v .

Fonte: Autores. A: Meio de cultura Agar Padrdo de Contagem com presenca de unidades formadoras
de coldnias de microrganismos aerobios mesofilos B: Meio de cultura Agar Padrdo de Contagem sem
crescimento de microrganismos. C: Meio de cultura Agar Xilose Lisina Desoxicolato seletivo para
isolamento de Salmonella com presenga de col6nias amareladas sugestivas da possivel presenca de
E. coli. D: Meio de cultura Agar Xilose Lisina Desoxicolato sem crescimento microbioldgico.

Tabela 5. (Continua) Andlise microbioldgica da férmula enteral artesanal salgada,

fornecida pelo Hospital Geral de Palmas — HGP (F5).

Microrganismos Legislacéo Resultados Resultados
RDC 63/00 1° andlise 2° andlise*
RDC 12/01
Coliformes 35° C (NMP/mL) <3 <3 <3
Coliformes 45° C (NMP/mL) <3 <3 <3

B. aer6bias mesofilas (UFC/mL) <108 <10 <10
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Tabela 5. (Conclusédo) Andlise microbiolégica da férmula enteral artesanal salgada,

fornecida pelo Hospital Geral de Palmas — HGP (F5).

Microrganismos Legislacéo Resultados Resultados
RDC 63/00 1° andlise 2° andlise*
RDC 12/01
B. aerd@bias psicrotréficas <10° <10 <10
(UFC/mL)
Bolores e Leveduras (UFC/mL) <5x10 <10 <10
S. aureus (UFC/mL) <3 <3 <3
Salmonella spp (UFC/mL) Auséncia Ausente Ausente

Fonte: Dados da pesquisa

*Resultado apos revisao do protocolo de boas praticas de preparo; RDC: Resolugéo de Diretoria
Colegiada; UFC: Unidade Formadora de Coldnia; NMP: Nimero Mais Provavel; mL mililitro; < menor
gue o valor de referéncia; > maior que o resultado de referéncia.

A formulacdo F5 ndo apresentou crescimento de microrganismos especificos
na amostra do primeiro estudo em questdo. No entanto, houve crescimento de
colénias opacas nao caracteristicas no meio seletivo para S. aureus Figura 4.A que
nao se repetiu nas andlises da segunda amostra Figura 4.B.

Figura 4 — Crescimento microbiol6gico da formula enteral artesanal salgada, fornecida
pelo Hospital Geral de Palmas — HGP(F5).

Fonte: Autores. A: Meio de cultura Agar Baird Parker seletivo para isolamento de Staphylococcus
aureus com presenca de col6nias opacas sugestivo de aliquota ndo inoculada. B: Meio de cultura Agar
Baird Parker seletivo para isolamento de Staphylococcus aureus sem crescimento microbiolégico.
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5. DISCUSSAO

Considerando a escolha dos alimentos, o ambiente de manipulacéo e a higiene
pessoal do manipulador, que juntos podem afetar diretamente na seguranca
microbiolégica das formulas enterais artesanais, verificou-se dentre as amostras
analisadas a predisposi¢ao para o crescimento de microrganismo aerébios mesdofilos,
coliformes totais e termotolerantes com resultados que ultrapassaram os limites
toleraveis de MO presentes em alimentos recomendados nas legislacdes. Os fatores
contribuintes para o acontecido podem estar relacionados com a combinacdo de
diferentes alimentos, a riqueza de macronutrientes e micronutrientes, PH e alta
atividade de agua tornando-os meios de cultura favoraveis para seus
desenvolvimentos (GALINDO, et. al. 2020).

O estudo realizado nas formulacdes enterais artesanais apontou contaminagao
por coliformes e bactérias aerébias meséfilos em 60% (n=3) das preparacbes na
primeira andlise, sendo elas: a férmula F1, F2 e F4, conforme evidenciado nas tabelas
de resultados.

A formula enteral artesanal F1 foi a primeira dieta executada pelo grupo de
pesquisa, utilizando o protocolo inicial de preparagdo das dietas enterais artesanais.
Suas andlises microbioldgicas obtiveram os mais elevados indices de contaminacao
por coliformes, tornando-a imprépria para consumo humano. Cabe ressaltar, que o
preparo das dietas foi realizado em ambiente controlado, o0 manejo foi executado por
pessoas treinadas e ainda assim nao impossibilitou crescimento microbiano.

Em uma pesquisa de avaliagdo microbiologica de vinte amostras de dietas
enterais preparadas em um hospital de Natal-RN, 25% apresentaram contaminag&o
por coliformes. No entanto chegaram a conclusao de que os resultados obtidos néao
sao evidéncias exclusivas da presenca de microrganismos patdgenos ou fezes, mas,
podem sinalizar a falta de ado¢&do de medidas higiénico-sanitarias adequadas, antes
e durante todo processo de manipulacéo das dietas (LIMA, et. al., 2005).

A contagem de microrganismos aerébios meséfilos obedeceu aos critérios
estipulados pela Resolucdo - RDC n° 63/2000. A formula F1 obteve resultados fora
dos padrbes estabelecidos na legislacdo, seguida da F2 e F4 que apresentaram
crescimento microbiolégico, mas apesar disso, mantiveram-se dentro dos padrdes

exigidos pelas normas.
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Os microrganismos aerébios psicrotroficos sdo bactérias que possuem um
otimo desenvolvimento em temperatura de 20° C. Porém, sdo capazes de crescer
visivelmente em um periodo de 7 a 10 dias em alimentos mantidos sob refrigeracéo
com temperatura que variante de 0 a 7° C (SILVA et. al.,, 2017). A avaliagcéo
microbiolégica da presenca de bactérias aerdbias psicrotréficas ndo faz parte dos
critérios estabelecidos no Regulamento técnico para terapia de nutricdo enteral,
tampouco no Regulamento técnico sobre padrdes microbiolégicos para alimentos. No
entanto, de acordo com estudo apresentado sobre a qualidade microbioldgica de
alimentos minimamente processados, sdo considerados improprios para consumo
aqueles que apresentem resultados superiores a 10° UFC/mL ou g (VITTI, et. al.,
2004). Na presente pesquisa foi executado o método de contagem de bactérias
aerdbias psicrotroficas em alimentos, por considerar o prazo de 24 horas de validade
da dieta enteral artesanal, havendo necessidade de armazenamento sob resfriamento
durante esse periodo. Nenhuma das amostras testadas apresentaram unidades
formadoras de coldnias.

Embora as legislagbes vigentes ndo determinem os limites de bolores e
leveduras para dietas enterais manipuladas, utiliza-se como referéncia 5 x10 UFC/mL
ou g, recomendado na RDC n°® 12/00 para dietas similares que ndo passam por
tratamentos térmicos, pois a contaminagdo pode interferir na qualidade das
formulacdes enterais artesanais e influenciar diretamente na saude do individuo
(MAURICIO, et. al., 2005). Dentre as amostras testadas, apenas a formula F1
apresentou crescimento de bolores 1x102 UFC/mL, de modo a ser considerada dentro
dos padrdes toleraveis. As formulas F2, F3, F4 e F5 ndo foram contaminadas.

Quanto as testagens microbiologicas para Staphylococcus aureus e Salmonella
spp, as amostras se mantiveram seguras de acordo com os padrées determinados
pela RDC n° 63/00, com auséncia de Salmonella spp e <3 UFC/mL de Staphylococcus
aureus, assim como o observado na pesquisa da qualidade microbiolégica das
férmulas enterais e da agua de um hospital particular de Fortaleza — CE (SANTOS,
2016).

Os resultados apresentados pela formula F1, apontaram de inicio a
necessidade da revisdo do protocolo de preparo e a adogcdo de medidas higiénico-
sanitérias a fim de controlar a contaminacdo nas analises seguintes. Por isso, ainda
na primeira etapa do estudo ficaram isentas de contaminag¢des por coliformes,

aerobios mesofilos e psicrotroficos, bolores e leveduras, S. aureus e Salmonela spp,
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a formula enteral artesanal para Diabetes, com leite (F3) e formula enteral artesanal
salgada (F5). Um fator que pode ter contribuido para o resultado positivo da férmula
F3 foi a substituicdo de um dos ingredientes, pois ao invés da agua utilizou-se leite
desnatado na sua preparacdo e o0 processo de pasteurizacdo UHT do leite pode
garantir uma seguranga maior para o alimento.

Ja a formula F5 pode ter sido beneficiada com um bom resultado na primeira
etapa em virtude da ordem de preparo, sendo ela a primeira execucao do dia, uma
vez que a manipulacdo da dieta enteral artesanal salgada (F5) e a dieta enteral
artesanal doce (F4) ocorreram na mesma data, uma sequencialmente a outra. Dado
gue tem potencial desfavoravel a formula F4, pois pode haver o relaxamento do uso
das técnicas de boas praticas de preparacao, justificando assim a sua contaminacao.

Embora possa-se afirmar a auséncia de crescimento dos microrganismos
analisados nas formulas F3 e F5, no método de plagueamento em superficie com
meio de cultura (Agar Baird Parker) especifico para isolamento e contagem de
Staphylococcus aureus aplicado nos testes, houve o desenvolvimento de col6nias
com aspectos, que segundo a ficha técnica de fabricagdo do meio de cultura, séo
indicativas de “meio n&o inoculado” figuras 2.A e 4.A. A ocorréncia foi a causa da
repeticdo dos testes microbioldgicos.

A primeira etapa do estudo evidenciou a importancia do manejo adequado das
dietas e reforcou a necessidade da revisédo do protocolo de preparo e implementacao
das medidas de boas praticas sanitarias, como a revisdo dos processos de higiene de
utensilios, bancadas e dos alimentos, a adocdo de &gua filtrada e fervida para o
preparo das férmulas, banho de gelo antes do acondicionamento em refrigeracéo, e
por fim, a implementacdo de uma ultima etapa de fervura apés o fim do processo de
manipulacéo

Apés a adaptacéo e inclusdo de medidas foi adotado o seguinte protocolo:

e Prender cabelos, colocar touca, jaleco higienizar as maos;

e Colocar agua para ferver (em torno de 5 litros), esta agua que sera
utilizada para todos 0s processos;

e Preparar solugdo de hipoclorito para higienizacao hortalicas frutas e
verduras (1 litro de agua + 1 colher de sopa de hipoclorito);
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e Em um recipiente grande preparar solucdo de hipoclorito para
higienizacdo do liquidificador, peneiras, tabuas de corte e recipientes de medida de
volume;

e Lavar as frutas, hortalicas e verduras em agua corrente para retirar as
sujidades visiveis;

e Colocar as frutas, verduras e hortalicas na solucdo de hipoclorito e
deixar por 15 minutos, bem como os utensilios no outro recipiente;

e Enquanto aguarda o tempo de a desinfec¢cdo proceder a limpeza das
bancadas, pratos usados para pesagem, facas de corte e colheres com perfex e alcool
70%;

e Ao final dos 15 minutos lavar os alimentos e utensilios em agua corrente
e deixar secar naturalmente;

O preparo da dieta envolve o cozimento de todos os alimentos crus,
homogeneizacdo dos mesmos com o0s demais alimentos no liquidificador e
peneiracao;

e Apés peneiracao, ferver a preparacdo por 2 minutos;

e Fazer o porcionamento da dieta nos frascos e dar um banho de gelo

antes acondicionar em refrigeracao.

Para efeito de comparacdo, os resultados extraidos da avaliacdo da segunda
amostra de cada dieta, foram satisfatérios em 100% (n=5) delas (tabelas 1, 2, 3, 4 e
5) obedecendo todos os critérios exigidos nas resolucdes e garantindo a seguranca

microbiologica.
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6. CONCLUSAO

A partir das primeiras analises das formulas de nutricdo enteral artesanal foram
constatados valores aumentados de contaminacao por coliformes e bactérias aerébias
mesofilas, em desconformidade com os padrées de seguranca alimentar
determinados pelas legislacdes vigentes, tornando-as improprias para consumo
humano e deixando clara a necessidade de aperfeicoamento do processo de
manipulagéo das dietas.

Protocolos de boas préaticas de preparo de dietas enterais artesanais sao
imprescindiveis para a qualidade e seguranca destas formulas e devem contemplar,
desde a avaliacdo da qualidade da matéria-prima, as condi¢cdes higiénico-sanitarias
do ambiente, manipuladores e os utensilios utilizados nos preparos das dietas. Com
base em nossas observacdes podemos afirmar que a utilizacdo de agua filtrada e
fervida para o cozimento dos alimentos, a adicdo de uma etapa de fervura por 2
minutos apos a férmula pronta e o banho de gelo apés o envase antes do
armazenamento na refrigeracdo, resultam em uma férmula microbiologicamente
segura para 0 consumo.

Dada a extrema importancia do quadro clinico dos pacientes que fazem uso da
terapia de nutricdo enteral artesanal hospitalar/domiciliar, este trabalho evidencia a
indispensabilidade da padronizacdo das técnicas de manipulacdo e preparo das
dietas, como sendo uma das ac¢des de contencao a proliferacdo de microrganismos,
seguida da criagdo de um instrumento que seja capaz de contribuir para escolha dos
alimentos de boa qualidade e a oferta de treinamento regular de boas praticas de
servicos de alimentacao para familiares, cuidadores e manipuladores da unidade de
preparagao.

Recomendamos, portanto, que seja implementado nas orientacdes de preparo
de férmulas enterais artesanais, o protocolo de preparo adaptado com as medidas

inclusas por este estudo, como forma de reduzir riscos a saude dos pacientes.
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