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Abstract The stu dy was carried with the aim to
evaluatethe occurren ce of enteroparasites in veg-
et a bles commercialized and consumed in natural
form in the state of Pernambu co, Brazil. Horti-
cultural samples purchased from supermarket
and free market: 40 from lettuce (Lactuca sativa),
40 from watercress (Nasturtium dficinale) and
20 from chard (Beta vulgaris) were analyzed.
Cryptosporidium spp. detection was realized fol-
lowing Mo n ge and Arias methodology, using two
staining processes (Koster modified and Ziehl-
Nielsen). Parasitological analysis was determined
by the spontaneois sedimentation te chnique (Gelli
et al.), and total coliformes and Escheri chia coli
following Andrews. The distribution of parasitic
ontamination was lettuce 60%, wa tercress 30%
and chard 20%, with evidence of helminthes (As-
caris lumbricoides, Strongyloides stercoralis
Ancylostana duodenale) and protozoas (Co m-
plex Entamoda histolytica/Entamoeba dispar,
Cryptosporidium spp. and Entamoeba coli).
Lettuce showed greater contamination of total co-
liformes and Escherichia coli in samples from su-
permarket and watercress in samples from free
market. These data suggest the need of adoption
of educative programs for horticulturalists and
monitoration of the water used in horticulture
was in evidence as future needs.

Key words Cryptosporidiumspp., Escherichia
coli, Enteroparasites, Vegetables, Water

Resumo O objetivo deste estudo foi verificar a
ocorréncia de enteroparasitas em hortalicas co-
m ercializadas e consumidas em Pernambuco. Fo-
ram utilizadas 100 amostras de hortalicas: 40
amostras de alface lisa (Lactuca sativa), 40 de
agrido (Nasturtium officinale) e 20 de acelga
(Beta vulgaris), provenientes de fei ras livres e su-
permercados. A detecgdo de Cryptosporidium
s pp. foi realizada conforme Mo nge e Arias sendo
utilizado dois métodos de coloragio, Koster modi-
ficado e Ziehl-Nielsen. Foi usada a técnica de se-
dimentagdo espontinea de Gelli et al. para a and-
lise parasitoldgica. As andlises de coliformes totais
e Escherichia coli foram realizadas de acordo
com Andrews. Os resultados obtidos mostraram
um percentual de contaminagio parasitdria em
60% de alface, 30% de agrido e 20% de acelga,
destacando-se o Ascaris lumbricoides, Strongy-
loides stercoralis e Ancylostoma duodenale den-
tre os hdmintos, e o Cryptosporidium spp., En-
tamoeba coli e 0 com plexo Ent am oeba histo lyti-
ca/Entamoda dispar, dentre os protozo d rios com
maior freqiiénda. As hortalicas mais contamina-
das por coli fo rmes totais e E sch erichia coli foram
alfacenas amostras de su perm ercado e agrido em
feiralivre. Esses dados sugerem a necessidade da
adogdo de medidas educativas aos produtores, e
do monito ramento das dguas destinadas a irri ga-
¢do das hortas.

Palavras-chave Cryptosporidium spp., Esche-
richia coli, Enteroparasitas, Hortalicas, Agua
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Introduc¢ao

Os vegetais sdo amplamente recomendados co-
mo parte da alimentagdo didria por seu apre-
cidvel conteddo em vitaminas, sais minerais e
fibras alimentares. Tem crescido o interesse,
principalmente, por aqueles que apresentam
em sua com posi¢do substancias com atividade
antioxidante, a exemplo dos caro tendides, vita-
mina C e flavonéides, que os caracterizam co-
mo alimentos fundonais.

As doencas transmitidas por alimen tos sdo
resultantes predominantemente do ciclo de
contaminagdo fecal/oral e seu controle tem re-
cebi do cada vez maior aten¢do em todo o mun-
do. Geralmente, tanto nas dreas rurais quanto
urbanas dos paises de Terceiro Mundo devido
as mas condi¢des sanitarias, as parasitoses in-
testinais sdao amplamen te difundidas, sendo as
hortali¢as citadas como um dos veiculos de
suas estruturas infectantes (Slifkoet al., 2000).
A principal forma de contaminagdo dessas hor-
talicas se déd pela d4gua contaminada por mate-
rial fecal de origem humana, utilizada na irri-
gacdo das hortas. Vdrios autores mencionam a
possibilidade de transmissdo de parasitses ao
homem por meio da ingestdo de frutas e ver-
duras con sumidas cruas, provenientes de dreas
cultivadas contaminadas por dejetos fecais (Sil-
va et al., 1995; Me s quita et al., 1999; Takayana-
gui et al., 2000; 2001).

O diagndstico laboratorial de parasitas de
ocorréncia em humanos presentes em hortali-
cas é de grande importéncia para a saide pu-
blica uma vez que forn ece dados sobre as con-
di¢oes higiénicas envolvidas na produgao, ar-
mazenamento, transporte e manuseio desses
produtos e, portantg sobre os risces de conta-
minagdo dos seus consumidores.

Dentre tantos parasites que infectam o ho-
mem, o Cryptosporidium spp. atualmente se
apresenta como um patégeno oportunista fre-
quenteprincipalmente em pacientes imunode-
primidos. Este parasitocosmopolita de caréter
zoon é tico é en contrado em todos os continen-
tes, tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento nas 4reas urbanas e rurais ( L i-
ma, 2001; Silva et al., 2002; Lima & Stamford,
2003).

Diversos trabalhos tém sido realizados para
pe s quisar en teroparasitas em hortalicas, porém
poucos tém enfatizado a contaminagdo destas
com o Crypto sporidium spp. E de ex trema rele-
vancia a pesquisa deste parasito em virtude de
sua importincia na saide publica e, principal-

mente, pelo grande impacto da criptosporidio-
se em pacien tes imunodeprimidos.

O presenteestudo teve como objetivo veri-
ficar a ocorréncia de Cryptosporidium spp. e
outros enteroparasitas em hortalicas comercia-
lizadas na regido metropolitana do Recife(PE),
além de avaliar a contaminagao por coliformes
totais e Esch erichia coli.

Métodos

Foram utilizadas cem unidades de hortalicas
distri buidas em 40 amostras de alface lisa (La c-
tuca sativa) , 40 de agrido (Nasturtium officina-
le) e 20 de acel ga (Beta vulgaris) en tre os meses
de maio a julho. Do total de hortali¢as coleta-
das, 50% foram provenien tes de trés diferentes
fei ras livres e 50% de trés diferen tes supermer-
cados, ambos localizados na regido metropoli-
tana do Recife.

Durantea coleta, as hortalicas foram acon-
dicionadas, individualmente, em sacos pldsti-
cos e levadas ao laboratério para serem anali-
sadas.

Preparo das amostras

As folhas das hortaligas foram selecionadas,
excluindo-se as danificadas, e pesadas antes de
serem submetidas a lavagem com dgua destila-
da para retirada de sujidades. Posteriormente,
foram processadas pela técnica de lavagem des-
crita por Monge e Arias (1996), onde 50 g de fo-
lhas foram lavadas com 450 ml de solugio sali-
na (NaCl 0.85%), esfregando-se com pincel cha-
to n° 16 num recipien te plasti co e deixadas em
repouso por 5 minutos. A seguir as folhas fora m
desprezadas e a solu¢do de lava gem submetida
as andlises microbiologicas e parasitologicas.

Anilises microbiolégicas

Foram utilizadas placas Petrifilm™ para
contagem de coliformes totais e Esch erichia co-
li de acordo com a metodologia de Andrews
(1993).

Pesquisa de Cryptosporidium spp.
* Preparodaslaminas

Um vo lume de 50 ml da solugdo de lava gem

foi submetido a centrifugagdo a 900 rpm por
30 minutos (Mon ge & Arias, 1996). Para con-



feccdo dos esfregacos foi utilizado um volume
de 20 ml do sedimento coletado ap6s cen trifu-
gacdo, em triplicata, num total de 60 ml por
amostra. Todas as ldaminas foram confecciona-
das em duplicata para aplicagao de dois méto-
dos de wloracdo, resultando em 200 laminas
com 600 esfregacos. Através de suc¢do com pi-
peta automédtica os sedimentos foram medidos
ten do em média 0,25 ml de sed i m en to final por
amostra.

Processo de coloragao

Paraa coloragdo dos esfregacos foram utili-
zadas as técnicas de Koster modificada (Ka ge-
ruka et al., 1984) e a técnica de Ziehl-Nielsen
(Luna, 1968) modificada pelo uso da fucsina
fenolada.

Leitura e contagem dos oocistos

Aleitura e a contagem dos oocistos foram
realizadas utilizando-se microscopia 6ptica
com objetiva de imersao, percorren do-se todo
o esfregaco. Observou-se a caracteristica dos
oocistos referente a forma, cor e estruturas in-
ternas em ambos os métodos de colorag¢io (On-
gerth & Stibbs, 1987; Bennet et al., 1999).

Para o cdlculo do niimero total de oocistos
na amostra utilizou-se a metodologia descrita
por Oliveira & Germano (1992a).

Pesquisa de en teroparasitas

O restante da soluc¢do de lavagem passou
por um processo de sedimentagdo em cdlices
conicos durante 24 horas. Para cada amostra fo-
ram utilizads trés esfregacos com cerca de 1 ml
do sedimento cada, posteriormente corado com
lu gol e analisado ao microscépio 6ptico, inves-
tigando-se a pre s enca de formas contaminantes
de enteroparasitas (Gelli ef al., 1979).

Analise estatistica

Os dados foram avaliados através da anélise
de varidncia (ANOVA), sendo aplicado o Teste
de Tuckey e a correlagdo de Pearson (r) no ni-
vel de 5% de significancia. As andlises estatisti-
cas foram realizadas através do programa Sta-
ti stica Soft for Windows 6.0.

Resultados e discussao

Os percen tuais de contaminagdo por en terop a-
rasitas nas trés variedades de hortalicas estuda-
das foram 60% para alface lisa, 30% para agrido
e 20% para acelga. Vale ressaltar que o Crypto s-
poridium ssp. foi detectado apenas nas amos-
tras de alface lisa, portanto o percentual de
contaminacdo, excluindo-se este parasita, foi
de 30% neste vegetal. Através desses resultados
observamos que apesar das limitagdes dos mé-
todos empregados, o nivel de contaminac¢ido
encon trado foi bastante el evado.

Takayanagui et al. (2001), analisando 139
amostras de alface, detectaram 33% de conta-
minagdo parasitdra, resultado considerado se-
melhanteao nosso, quando comparado as amos-
tras sem os valores de Cryptosporidium spp.
Guilherme et al. (1999) na cidade de Maringa
(PR) constataram 21,4% de contaminagdo pa-
rasitdriapara alface lisa e 100% para agrido, en-
quantoque Ol ivei ra & Germano (1992a, 1992b)
eviden ciaramem Sdo Paulo vérios tipos de hel-
mintos em 32% das amostras de alface lisa e
em 66% de agrido, e na pesquisa de protozoa-
rios detectaram 18% e 60%, respectivamente.
Estes resultados contrastam com os baixos ni-
veis de contaminagdo por estruturas parasité-
rias relatados nas cidades de Niterdi e Rio de
Janeiro (R]), onde apenas 3,9% de alface e
2,3% de agrido apresentaram contaminagao
por enteroparasitas. Os autores sugerem que
esses resultados, possivelmente, indicam uma
melhoria na qualidade higiénica no plantio, ir-
rigacao, armazenagem e distribui¢do de horta-
ligas (Mesquita et al., 1999).

E possivel que a estrutura fisica natural das
h ortalicas estu d adas con tribua para a ocoréncia
de diferengas nos percen tuais de contaminagdo
observados en tre as trés variedades. Isto se apli-
ca, s obretu do, aos re sul tados obti dosemrelagd o
a alface e a0 agrido, que se mostram maiores que
os obti dos para acelga. O agrido, por po s suir fo-
lhas multiplas e separadas, permite maior fixa-
¢do dos cistos. A alface possui folhas largas, jus-
tapostas e flexiveis poden do ocorrer contato com
o solo durante o cultivo levando a um maior in-
dice de contaminacio, depen den do das condi-
¢des de cultivo. A acelga assemelha-se a alface
por po s suir folhas largas e justapostas, porém ri-
gidas, prom oven do ao vegetal uma forma fecha-
da e firme que dificulta seu contatocom o solo,
diminuindosua carga decontaminacao.

No nosso ex perimen to, a acel ga apresentou
um nivel de contaminagio de 20%, sendoa hor-
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talica que mostrou menor percentual entre as
amostras estudadas. Ndo foram encontrados
na literatura estudos abordando a contamina-
¢do da acelga por enteroparasitas, nao permi-
tindo comparagdes.

A anilise das freqiiéncias de cada tipo de
en teroparasita (Tabela 1) mostrou predom inin-
cia de protozodrios no total de amostras anali-
sadas (complexo Entamoeba histolytica/Enta-
moeba dispar (14,0%), Cryptosporidium spp.
(12,0%) e Entamoeba coli (10,0%) em compa-
ra¢do com os helmintos (Ascaris lumbricoides
(5,0%), Strongyl o ides stercoralis (3,0%) e Ancy-
lostoma duodenale (3,0%)). Entre os enterop a-
rasitas encontrados com menor freqiiéncia in-
cluiram-se Gidrdia lambia (1,0%), Trichuris
trichuras (1,0%) e Hymenol epis nana (1,0%). A
menor freqiiéncia de enteroparasitas foi detec-
tada nas amostras deacel ga.

Devido a dificuldade de fazer a distin¢do
por micro s copia entre Entamoeba histolytica e
Entamoeba dispar, estas foram dassificadas co-
mo Complexo Entam oeba histolyticalEntam oe-
ba dispar, ressaltando que Entamoeba histolyti-
ca provoca doenga intestinal conhecida como
amebiase e a Entamoeba dispar nao causa doen-
¢a (Gomes et al., 1999; Freitas et al., 2004).

De acordo com diversos autores, as condi-
¢Oes sanitdrias do ambiente em que as hortali-
¢as sdo cultivadas, as préticas de cultivo utiliza-
das e a sua estrutura fisica possielmentejusti-
ficam as diferencas entre os percentuais de con-
taminac¢do nas variedades de hortaligas (Mes-
quita et al., 1999; Coelho et al., 2001; Takaya-
nagui et al., 2001). Deste modo, os menores
percentuais de contaminagdo observados nas
amostras de acel ga podem ser atribuidos, en tre
outros fatores, as suas melhores condi¢des de
cultivo. Diversos estudos comprovam que os
ovos de helmintos podem sobreviver por pe-
riodos de tempo mais prolongados no meio
aquatico (Slifkoet al., 2000). Este fato poderia
justificar a freqiiéncia encontrada no agrido,
cujo cultivo exige terrenos permanen temente
dmidos.

Com relagdo aos enteroparasitas, todos sao
de importancia para a satide publica. A maio-
ria indica contaminacio fecal de ori gem huma-
na e/ou animal, tal como ocorre com Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichumas, Hymenolepis
nana, Strongyloides stercoralis e Ancylostoma
duodenale, uma vez que acom etem o homem e
outros animais (Cimerman et al., 1999; Slifko
et al., 2000). H4, portanto, similaridade entre
estes resultados e os abservados por outros au-

tores no pais quando relacionados a contami-
nagdo por enteroparasitas em vegetais (Olivei-
ra & Germano, 1992a; 1992b; Guilheme et al.,
1999; Takayanagui et al., 2000), embora tenha
ocorri do va riagdo na freqiiéncia das espécies de
parasitas quando comparada aos trabalhos ci-
tados anteri ormente.

Alguns autores consideram, no entanto,
que a ordem de freqiiéncia dos enteroparasitas
nas hortalicas ndo é necessariamente a mesma
en contrada na populagdo humana do local es-
tudado, devido, sobretudo, as diferencasnacar-
ga parasitdria e na elimina¢do didria dos ovos
pelos hospedeiros, varidveis para cada tipo de
parasita (Rey, 1991; Sifkoet al, 2000).

E provavel que a contaminacao das hortali-
gas por oocistos de Crypto sporidium spp. e ou-
tros parasitas seja proveniente, pincipalmente,
das condic¢des sanitdrias do ambiente em que
sdo cultivadas, das praticas de cultivo, da quali-
dade da dgua utilizada tanto na irriga¢do quan-
to na higienizacio antes de serem comerciali-
zadas em su permercados. SegundoKori ch et al.
(1990) o Cryptosporidium spp. é resistente ao
tratamento conven cional de d4guas de abasteci-
men to utilizando-se cloro.

As médias das contagens de coliformes to-
tais e de Escherichia coli obtida nas amostras
analisadas en con tram-se na tabela 2. Com rela-
¢30 a contagem de colifarmes totais nas amos-
tras provenien tes de su permercados, houve di-
ferenca significativa entre alface e agrido. Nas
amostras provenientes de fei ras livres houve di-
ferenca significativa entre alface e acelga e en-
tre agrido e acelga. O mesmo nao foi constata-
do na contagem de Escherichia coli em nenhu-
ma das amostras provenien tes de supermerca-
dos, porém nas amostras oriundas de feira li-
vre, observamos uma diferenca significativa
(p<0,05) entre as amostras de agrido e acelga.
Os dados obtidos revelaram que as amostras de
alface adquiridas de supermercados foram as
mais contaminadas tanto para coliformes to-
tais como E. coli quando comparadas as outras
hortaligas e nas amostras de feiras livres a mais
contaminada foi a do agrido.

Entre as localidads s6 houve diferenca sig-
nificatva nas amostras de agrido, tanto para a
populacdo de colifarmes totais como para a de
E. coli (Tabela 2). Estes dados mostram que a
higienizagao aplicada as hortalias antes de es-
ta rem ex postas & venda nos su permerc ados nao
é eficaz na diminui¢do de bactérias contami-
nantes em vegetais como alface e acelga. Po-
rém, este procedimento demonstrou eficiéncia



Tabela 1
Freqiiéncia e percentual de enteroparasitas por tipo de hortaliga estudada.
Espécie de Enteroparasita Alface lisa Agriao Acelga Total
N=40 N=40 N=20 N=100

F % F % F % F %
*Cryptospo ridium spp. 12 30,0 0 - 0 - 12 12,0
Entamoeba coli 1 2,5 8 20,0 1 5,0 10 10,0
Complexo Entamoda histolytica/ 7 17,5 4 10,0 3 15,0 14 14,0
Entamoeba dispar
Giardia lambia 0 - 1 2,5 0 — 1 1,0
Trichuris trichiura 1 2,5 0 - 0 — 1 1,0
Ascaris lumbricoides 2 5,0 3 7,5 0 — 5 5,0
Strongyloides stercoralis 1 2,5 1 2,5 1 5,0 3 3,0
Hymenolepis nana 1 2,5 0 - 0 - 1 1,0
Ancylostana duodenale 0 0 3 7,5 0 0 3 3,0

* Valor obti do combinando-se os resultados das duas metodologias investigadas.

N= numero de amostras

F= freqiiéncia

Tabela 2
Médias da contagem e desvio padrao de cliformes totais e Escherichia coli nas amostras oriundas de diferen tes localidades.
Localidades
Su perm erc ados Feiras livres
Alface lisa* Agriao* Acelga** Alface lisa* Agriao* Acel ga**
Coliformes totais (UFC/g) 1 7,5ac+0,6 6,1b+1,4 6,3bct1,4 7,5ac+0,8 8,08a+1,3 5,3b+1,4
Escherichia coli (UFC/g) 1 1,0ab*1,4 0,3b+0,9 0,6bct1,9 1,7act1,3 2,4at2,2 0,0bc%0,0

* Média de 20 amostras com trés repeti¢es.

** Média de 10 amostras com trés repeticoes.

1 Média da con tagemrepresentada pela fungao “Logaritmo Neperiano (LN)

»

Na mesma linha letras iguais nao diferem estatisticamen te ao nivel de 5%.

nas amostras de agrido onde aquelas prove-
nientes de supermercados apresentaram resul-
tados mais baixos tanto para cliformes totais
como para E. coli.

Um percen tual de contaminagdo de 100%
paracliformes totais foi verificado nas amos-
tras analisadas e foi confirmada a presenga de
Esch erichia coli em 50% das amostras de alface,
37,5% de agriao e 5% de acelga. Estes resulta-
dos demonstram um grau de contaminagao se-
melhanteaos verificados para os enteroparasi-
tas citados anteriormente. Mon ge et al. (1996)
detectaram 50% de amostras de alface conta-
minadas com coliformes totais onde em 42%
foi confirmada a presenca de Escherichia coli.
Takayanagui et al. (2000), numa fiscalizagao de
hortas produtoras de verdu ras no municipio de
Ribeirao Preto (SP), detectaram a presenga de

elevada populac¢do de coliformes fecais em 22
das 129 hortas fiscalizadas.

Foi verificado que houve fraca correlagdo
entre a quantidade de oocistes de Crypto spori-
dium spp. e Escherichia coli nas amostras de al-
face adquiridas em supermercado e feira livre.
Foram utilizados os valores para o Cryptospori-
dium spp. obtidos com a utiliza¢do do método
de coloragao de Koster modificado, pois este
apresentou melhor eficdcia na detec¢do deste
pro tozoario.

Marzochi (1977) relata que a contaminagio
dos produtos vegetais por enteroparasitas de-
pende da con centragdo de matéria orgénica de
origem fecal nas dguas de irrigacdo provenien
tes da dren a gem de esgotos domésticos. Mon ge
et al. (1996), analisando hortalicas consumidas
cruas em Costa Rica, verificaram correlagdao
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positiva entre a ocorréncia de parasitas intest-
nais e coliformes fecais.

Na avalia¢do da qualidade microbiolégica
de dgua e alimen tos incluindoas hortaligas, as
bactérias do grupo coliformes sdo utilizadas
como micror ganismos indicadores, portanto a
pre s enga de colifames fecais su gere a presenga
de patdgenos intestinais, porém Harich et al.
(1999) citam que os coliformes ndo sdo bons
indicadores para protozodrios patogénicos, s en-
do de fundamental importancia sua pesquisa
em alimentos.

Considerando-se os resultados obti dos nes-
te estudo, bem como o risco a saude que as hor-
talicas podem apresentar quando contamina-
das por parasitas intestinais, ressalta-se a neces-
sidade da adogdo de medidas que propiciem
uma melhoria do quadro apresentado, através
de a¢des educativas destinadas aos produtores e
do monitoramento laboratorial das dguas desti-
nadas a irrigagdo das hortas.

A desinfecc¢do das hortalicas, previamente
ao consumo, pode apresentar relevancia consi-
derével no sentido de minimizar os riscos de
transmissao de en teroparasitoses através desses
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alimentos, uma vez que a lavagem simples ndo
reduz a contaminagdo por cistos. Um método
simples e eficaz consiste na imersdo das folhas
em agua aquecida a 60°C, por dez minutos
(Oliveira & Germano, 1992b). Este procedi-
mento, pela maior facilidade de execu¢do no
nived doméstico, deve ser especialmen te consi-
derado na formula¢do de programas educati-
vos direcionados a populagdo consumidora
desses alimentos.

Conclusoes

A ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium
spp. nas amostras de alface lisa vem alertar so-
bre o risco de infecgdo pela populagdo huma-
na, podendo provocar graves danos a saide. Os
demais enteroparasitas, coliformes totais e E.
coli foram en contrados em todas as variedades
de hortalicas estudadas, comprovando assim a
necessidade de agdes voltadas para a melhoria
da qualidade na producéo das hortalicas como
da dgua utilizadana irrigacdo.
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