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RESUMO

As hortaligas possuem um potencial risco a saude, uma vez que podem conter cistos de protozoarios, ovos e larvas
de helmintos servindo como via de transmissao viavel para parasitos intestinais, especialmente consumidas cruas. Dentre as
consequéncias marcantes desencadeantes das enteroparasitoses estdo a diarreia, anemia, hemorragia, desequilibrios
nutricionais e em alguns casos raros levando ao 6bito. Estudos revelam que houve aumento de infecgdes alimentares
difundidas por hortaligas, sendo um dos principais veiculos disseminadores de estruturas infectantes. No que se referem as
técnicas parasitologicas, estas sao bastante antigas e ainda ndo conseguem ser téo eficazes, entretanto sdo consideradas de
baixo custo, simples de realizar e enfatizam os estudos de difusdo de enteroparasitos. Com base nestes aspectos e
considerando, sobretudo a caréncia de informagdes no municipio de Dourados-MS, buscou-se através do presente trabalho
analisar qualitativa e quantitativamente a presenga de ovos de parasitos em alfaces vendidas nas géndolas do supermercado
da cidade. Avaliaram-se 80 amostras de alfaces, os quais foram divididos ao meio, com o mesmo peso para ambos e entdo
utilizou-se duas técnicas metodoldgicas (centrifugo-flutuacdo e sedimentagdo espontanea), para comparagao de diagnéstico.
Foram encontrados ovos dos géneros: Ancylostomideos (21,87%), Ascaris sp. (53,32%), Balantidium sp. (2,34%),
Diphyllobothirum sp. (3,23%), Enterobius sp. (0,90%), Hymenolepis sp. (0,81%), Paragonymus sp.(0,30%), Shistosoma sp.
(14,56%), Taenia sp. (0,88%) e Trichuris sp. (1,63%). A técnica da sedimentagdo espontanea apresentou maior capacidade
de obtengéo de ovos de parasitos do que o método da centrifugo-flutuagao.
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ABSTRACT

The vegetables are a potential health risk, since they may contain protozoan cysts, helminth eggs and larvae serving
as a viable route of transmission for intestinal parasites, especially eaten raw. Among the striking consequences of triggering
the intestinal parasites are diarrhea, anemia, bleeding, nutritional imbalances and in some rare cases leading to death.
Studies show that increased infections spread by eating vegetables, being a major vehicle spreaders of infectious structures.
As referred to parasitological techniques, they are very old and still can’t be less effective, however, are considered to be low
cost, simple to perform and emphasize the diffusion studies of intestinal parasites. Based on these aspects and considering,
especially the lack of information in Dourados-MS, we attempted to work through this analyze qualitatively and quantitatively
the presence of parasite eggs in lettuce sold on the shelves of the supermarket in town. 80 samples were evaluated of
lettuces, which were divided in half, with the same weight and then used for both two techniques methodological (flotation and
sedimentation), for comparison of diagnosis. Eggs were found in the Genus: Ancylostomideos (21.87%), Ascaris sp. (53.32%),
Balantidium sp. (2.34%), Diphyllobothirum sp. (3.23%), Enterobius sp. (0.90%), Hymenolepis sp. (0.81%), Paragonymus sp.
(0.30%), Shistosoma sp. (14.56%), Taenia spp. (0.88%) and Trichuris sp. (1.63%). The sedimentation technique showed a
higher capacity for obtaining eggs parasites of the method of the centrifugal-flotation.

Key words: helminth, lettuce, intestinal parasites.
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As hortalicas de forma geral sdo ampla-
mente consumidas pela populagéo devido ao apre-
ciavel teor de vitaminas, sais minerais e fibras ali-
mentares que auxiliam na manutengdo da saude.
Entretanto, quando consumidas cruas tornam-se um
potencial risco a saude, pois aumentam a probabili-
dade da ingestédo de enteroparasitos (Simdes et al.,
2001).

Entre as infec¢cdes mais graves e prevalen-
tes do mundo, destacam-se aquelas causadas por
helmintos e enteroprotozoérios. O parasito, ao en-
contrar o seu hospedeiro encontra ambiente propi-
cio a sua sobrevivéncia, uma vez que tal organismo
parasitado dispbe de varios nutrientes essenciais,
além de protecdo para a reproducdo e abrigo
(Neves, 2010). As consequéncias ao hospedeiro
podem variar quanto a idade, carga parasitaria, es-
pécie do parasito, associagdes com outros vermes e
equilibrio nutricional, uma vez que além da redugéo
da ingestdo alimentar, pode haver prejuizos da ab-
sorgao intestinal, sangramento de mucosa, obstru-
¢ao intestinal e em casos mais graves prolapso retal
e/ou formagdo de abscessos (Rey, 2008; Santos &
Merlini, 2010).

No Brasil, as helmintoses assumem um
papel relevante pelos elevados niveis de contamina-
¢ao, diversidade de parasitos e prevaléncia, além
das implicagdes clinicas e sociais (Oliveira & Ger-
mano, 1992; Mesquista et al., 1999). As condi¢des
de cultivo de hortaligas, além dos cuidados basicos
para a manipulagdo, no que diz respeito a saude
publica, mostram-se essenciais para garantir a qua-
lidade do produto (Oliveira & Germano, 1992).

Estudos revelam que houve aumento de
infecgbes alimentares difundidas por hortaligas,
sendo este tipo de alimento um dos principais veicu-
los disseminadores de estruturas infectantes
(Oliveira & Germano, 1992; Guimaraes et al., 2003;
Nolla & Cantos, 2005; Silva et al., 2005). Este au-
mento pode ser resultante de varios fatores, entre
eles a expansao do comércio internacional de géne-
ros alimenticios, mudanga de habitos alimentares,
consumo extradomiciliar de refei¢gdes rapidas e pré-
preparadas e o crescimento populacional desorde-
nado nos grandes centros urbanos.

Como resultado do crescimento populacio-
nal e a exigéncia de alternativas de manejo susten-
tavel, frequentemente as verduras s&o irrigadas
com aguas contaminadas com matéria fecal e em
alguns casos adubadas com fertilizantes classifica-
dos como naturais, oriundos de residuos e ou deje-
tos de origem animal. Entretanto quando estes ma-
teriais sao utilizados sem o tratamento devido para
inviabilizar formas infectantes, pode agravar ainda
mais o risco de doengas causadas por enteroparasi-
tos, uma vez que alguns helmintos sdo extrema-
mente resistentes e continuam viaveis por varios
meses no ambiente (Carrijo & Biondi, 2008; Carrijo
Mauad & Silva, 2009). Soma-se a este fato o habito
alimentar de consumir hortaligas in natura, possibili-
tando a exposicdo de uma grande parcela da popu-
lagéo as formas infectantes de transmisséao (Oliveira
& Germano, 1992).

No que se referem as técnicas parasitologi-

cas, estas sdo bastante antigas e ainda ndo conse-
guem ser tao eficazes, entretanto sdo consideradas
de baixo custo, simples de realizar e enfatizam os
estudos de difusdo de enteroparasitas. A maioria
dos procedimentos visa a concentragdo de ovos e
larvas nas amostras, utilizando técnicas como a
sedimentagdo espontanea, centrifugagdo simples,
centrifugagéo simples associada a centrifugo flutua-
¢éo e ultracentrifugacao (Oliveira & Germano, 1992;
Urquhart et al., 1998).

Devido a semelhanga dos ovos e das lar-
vas das diferentes espécies de parasitos que infec-
tam o homem, animais e até mesmo nos vegetais,
além do acumulo de graos de pélen, particulas ve-
getais e contaminantes do solo nas hortalicas, a
aplicacdo complementar de algumas técnicas como
a incubacao do sedimento sdo essenciais para auxi-
liar na identificacédo e verificagdo da viabilidade dos
helmintos (Oliveira & Germano, 1922).

Com base nestes aspectos e consideran-
do, a caréncia de informagdes no municipio, o obje-
tivo do presente estudo foi avaliar a possivel pre-
sencga, assim como a diversidade de ovos e ou lar-
vas de parasitos em duas variedades de alface
(Lactuca sativa) através de diferentes técnicas para-
sitologicas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 80 amostras de alface
(Lactuca sativa) no total, sendo duas variedades: 40
de alface crespa e 40 de alface lisa. As amostras de
cada variedade foram divididas ao meio, totalizando
160 amostras avaliadas, ambas com o mesmo pe-
so, as quais foram submetidas a avaliagéo utilizan-
do duas técnicas parasitolégicas, centrifugo-
flutuagéo (Oliveira & Germano, 1922) e sedimenta-
¢ao espontanea (Montanher et al., 2007).

A colheita das amostras foi realizada em
agosto de 2011, proveniente de uma rede de super-
mercados da cidade de Dourados-MS. Diariamente,
no periodo da manha foram colhidas quatro amos-
tras sendo a variedade crespa a primeira analisada.
As amostras foram acondicionadas individualmente
em sacos plasticos, devidamente identificados e
transportadas ao Laboratério de Zoologia da Facul-
dade de Ciéncias Biolégicas e Ambientais, da Uni-
versidade Federal da Grande Dourados para avalia-
¢ao laboratorial.

Durante toda manipulagdo da espécie ve-
getal utilizou-se luvas de borracha para evitar conta-
minagdes. Para o processamento da técnica de
centrifugo-flutuagao, descrito por Oliveira & Germa-
no (1992), as amostras foram pesadas individual-
mente, sendo que as folhas manchadas e/ou danifi-
cadas e o talo foram retirados.

Em uma bandeja foi colocado 300 mL de
solugdo de detergente neutro (10 mL de Extran MA
02° diluidos em 2 L de solugao fisiologica) recém-
preparada, mergulhando as folhas da amostra. Pos-
teriormente, foi lavada toda a superficie das folhas,
com o auxilio de um pincel, deixando o material em
repouso por alguns segundos. As folhas foram le-
vantadas para que o liquido escorresse completa-
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mente e em seguida foram descartadas. Este pro-
cedimento foi repetido com as demais folhas, até
que todas as amostras fossem completamente lava-
das.

O liquido obtido foi filtrado através de uma
peneira com gaze e entdo recolhido em um frasco
cbnico, para sedimentagéo por 24 horas. A bandeja
foi lavada duas vezes com 10 mL de solugdo de
detergente, recolhendo o liquido no mesmo frasco.
Apo6s 24 horas o sobrenadante foi desprezado cui-
dadosamente, e em seguida transferiu-se o restante
para tubos de “falcon” de 50 mL. Posteriormente o
material foi centrifugado a 2.600 rpm durante um
minuto e novamente desprezado o sobrenadante.

O pelete solido obtido foi ressuspendido
com solugédo de sulfato de zinco (D=1,200 g/mL),
centrifugando novamente a 2.000 rpm durante um
minuto. Em sequéncia completou o recipiente com
solugéo de Sulfato de Zinco (33%), até a altura da
boca do tubo, quando transferiu-se 1mL da pelicula
sobrenadante para um segundo tubo de falcon (15
mL), o qual foi completado com agua destilada. Foi
realizada a centrifugagédo a 2.600 rpm, durante dois
minutos, desprezando o sobrenadante, o qual foi
transferido 1,5 mL eppendorf. Em seguida homoge-
nizou-se o sedimento com o auxilio de uma pipeta
de pasteur e por fim transferiu-se 0,05 mL do volu-
me final para uma l&dmina de vidro, corando com
solugdo de Lugol e coberto por uma laminula (24
x30 mm) para avaliagdo microscopica.

Na sedimentacdo espontanea foram frag-
mentadas as folhas das amostras e entao introduzi-
das com o auxilio de uma pinga em Becker de 500
mL contendo 100 mL de solugédo de NaCl a 0,9% e
0,5 mL de detergente neutro para auxiliar no des-
prendimento de possiveis parasitos, em seguida foi
necessario mexer com um bastdo de vidro por 15
minutos para melhor homegeinizagéo.

O liquido resultante dessa lavagem foi coa-
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do com auxilio de uma peneira plastica descartavel
prépria para técnicas parasitolégicas em calices
para a sedimentagdo do material (24 horas). Apos
descartou-se o sobrenadante e transferiu do conte-
udo de sedimento final com uma pipeta (0,05 mL)
sobre lamina de vidro, o material foi corado com
uma gota de Lugol para a avaliagdo microscopica
quantitativa e morfolégica. As anadlises foram feitas
em triplicata utilizando-se a objetiva de 10X. Percor-
reu-se todo o campo coberto pela laminula (24 x 30
mm). Utilizou-se a objetiva de 40X para a confirma-
¢do das estruturas e identificagdo dos parasitos
baseado na comparagao com ilustra¢des bibliografi-
cas de Foreyt (2005) e Silva et al. (2007) classifi-
cando os ovos encontrados até género.

A comparacgao entre as técnicas foi realiza-
da para analisar qualitativa e quantitativamente a
presenca de formas infectantes de helmintos na
espécie vegetal levando em conta os altos niveis de
contaminagdo observados em estudos anteriores
(Oliveira & Germano, 1992; Guimaraes et al., 2003;
Nolla & Cantos, 2005; Silva et al., 2005).

Os dados originais foram transformados
(X+0,5"%) e submetidos & analise de variancia, com
as médias comparadas pelo teste t ao nivel de 5%
de probabilidade. A identificagdo do género foi feito
através de comparacdo com atlas parasitologicos
(Foreyt, 2005; Silva et al., 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 160 amostras analisadas observou-se
que a maioria apresentou algum tipo de contamina-
¢ao. Foram encontrados ovos de helmintos de nove
géneros como: Ancylostoma sp., Ascaris sp.,
Diphyllobothirum sp., Enterobius sp., Hymenolepis
sp., Paragonymus sp., Shistosoma sp., Taenia sp. e
Thichuris sp. Dentre os protozoarios relevantes,
encontrou apenas o género Balantidium sp. (Tabela

1).

Tabela 1. Frequéncia de estruturas de parasitos presentes nas amostras, em alface tipo lisa e crespa,
avaliados pelo método da sedimentacéo e flutuagdo em supermercado de Dourados-MS.

Alface Crespa

Alface Lisa

Sedimentacao Flutuacido Sedimentacao Flutuacao
Géneros N° ab- % N° abso- % N° abso- % N° abso- %
soluto luto luto luto
Ancylostoma sp. 81 26,82 16 21,62 52 21,31 11 17,74
Ascaris sp. 157 51,98 46 63,01 110 45,08 33 53,22
Balantidium sp. 10 3,31 0 - 7 2,86 2 3,22
Diphyllobothirum sp. 6 1,98 0 - 15 6,14 3 4,83
Enterobius sp. 0 - 0 - 1 0,4 2 3,22
Hymenolepis sp. 0 - 0 - 8 3,27 0 -
Paragonymus sp. 0 - 0 - 3 1,22 0 -
Shistosoma sp. 41 13,57 11 15,06 33 13,52 10 16,12
Taenia sp. 2 0,66 0 - 7 2,86 0 -
Trichuris sp. 5 1,65 0 - 8 3,27 1 1,61
TOTAL 302 100 73 100 244 100 62 100
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Falavigna et al. (2005) atribuiu o elevado
numero de parasitos contaminantes as caracteristi-
cas morfolégicas das hortalicas, que no caso do
alface apresenta folhas largas, justapostas, aléem de
ser flexivel e compacto e ainda ao contato direto
com o solo na sua maneira de cultivo, o que facilita
a fixagédo das formas parasitarias.

Ao comparar a diversidade de géneros de
parasitos entre as variedades e as metodologias
empregadas, a alface lisa se destacou com a pre-
senca de 10 géneros em contraposicdo a sete na
crespa. Parasitos dos géneros Enterobius sp.,
Hymenolepis sp. e Paragonymus sp. foram obser-
vados somente na alface tipo lisa. Segundo Oliveira
& Germano (1992) em trabalho realizado com dife-
rentes hortalicas (alface crespa, alface lisa, agrido e
escarola) observou-se diferenga  significativa
(p<0,05) somente entre as hortalicas e ndo entre
variedades da mesma, corroborando com os resul-
tados da analise obtida neste trabalho.

Ao avaliar o numero absoluto de ovos pe-
los dois tipos de metodologias (Tabela 1) notou-se
que através da técnica de sedimentagdo esponta-
nea o numero total recuperados de ovos foi superior

em relagdo a centrifugo-flutuacdo para ambas as
variedades de alface, sendo 302 e 244 ovos recu-
perados para a crespa e lisa respectivamente. Ao
empregar tal técnica observou-se também maior
diversidade de género. Entretanto, as amostras
obtidas possuiam mais residuos, além de outras
estruturas nao identificadas, tais como ovos de pro-
tozoarios, acaros, polen, entre outros.

Ja a técnica de centrifugo-flutuagéo
apresentou melhor campo de visualizagéo para a
identificagdo das estruturas correspondentes aos
ovos de parasitos, uma vez que havia menor quanti-
dade de sujidade. Por outro lado, a quantidade de
ovos recuperados foi menor (Tabela 2 e 3). Acredita
-se que este fato se deve a capacidade desta meto-
dologia recuperar ovos/oocistos mais leves e os
géneros observados foram predominantemente dos
mais pesados. Dados estes que discordam dos
encontrados por Oliveira & Germano (1992), o qual
atribuiu melhor eficiéncia para a técnica de centrifu-
go-flutuagéo.

Tabela 2. Resultado da analise de variancia para género de ovos.

Fonte de variagao Ancylostomideo Ascaris sp Hymenolepis Taenia Shistosoma
Alface (A) ns * ** ns ns
Extracéo (E) o o ns - ok
AxE ns ns ns ns ns
C.V (%) 41,51 42,63 17,10 16,57 42,00

* e **: significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste t, respectivamente;ns: nao significativo pelo teste

Tabela 3. Resultado da analise de variancia para género de ovos.

Fonte de variagdo Diphyllobothirum  Trichuris  Enterobius  Paragonymus  Balantidium
Alface (A) ns ns ns ns ns
Extracéo (E) - ns ns Ns ok
AXxE ns ns ns Ns ns
C.V (%) 28,69 25,23 5,77 9,64 24,42

*

e **: significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste t, respectivamente. ns: nao significativo pelo teste t.

O género de enteroparasitos mais encon-
trado em ambas as variedades de alface foi o Asca-
ris, sendo a variedade crespa a mais infestada com
este tipo de ovo (p<0,005) e a técnica de sedimen-
tacdo a melhor para a obtengdo dos mesmos
(p<0,005) (Tabela 4). Os Ancilostomideos apresen-
taram-se relativamente constantes, entretanto hou-
ve diferenga somente quando comparadas as técni-
cas de recuperacao dos parasitos, sendo a de sedi-

mentagdo novamente a melhor (p<0,005) (Tabela
5). Ainda observando o desempenho da mesma
técnica conclui-se que foi melhor para os ovos do
género Taenia, Schistosoma, Diphyllobothrium, e
Balantidium (Tabela 2 e 3).
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Tabela 4. Obtencédo de parasitos das variedades de alface em relagdo as técnicas laboratori-

ais utilizadas.

Ascaris sp.

Centrifugo-flutuagao

Variedade Sedimentagao Média
Alface Lisa 2,75 0,83 1,79B
Alface Crespa 3,93 1,15 2,54A
Média 3,342 09% e

Tabela 5. Obtencdo de parasitos das variedades de alface em relagéo as técnicas laboratori-

ais utilizadas.

Ancylostomideo

Centrifugo-flutuagao

Variedade Sedimentagao Média
Alface Lisa 1,30 0,28 0,79
Alface Crespa 2,03 0,40 1,22
Média 1,672 0,34b

Em relacéo ao género Hymenolepis, a mai-
or quantidade recuperada foi na alface tipo lisa, ndo
havendo diferenca entre as técnicas utilizadas, o

que fortalece a diferenga significativa apenas entre
variedades distintas segundo Oliveira & Germano
(1992) (Tabela 6).

Tabela 6. Obtencdo de parasitos das variedades de alface em relagdo as técnicas laboratori-

ais utilizadas.

Hymenolepis sp.

Centrifugo-flutuagao

Variedade Sedimentagao Média

Alface Lisa 0,20 0,05 0,13A
Alface Crespa 0 0 0B

Média 0,10 003 e

O género Ascaris sp € o mais discutido
entre os nematddeos, por ser muito comum na es-
pécie humana, sendo as criangas, as mais acometi-
das. Ademais, esse grupo de risco apresenta reper-
cussdes clinicas mais significativas de infecgbes
(Campos et al., 2002). A prevaléncia elevada de
Ascaris sp. esta associada a precarias condigbes
sanitarias, constituindo importante indicador do es-
tado de saude de uma populagéo. Diversos fatores
sdo capazes de interferir em sua prevaléncia, como
nivel sécio- econdmico, acessibilidade a bens e
servigos, estado nutricional, idade e ocorréncia de
predisposicao a infeccdo parasitaria, sendo a espé-
cie A. lumbricoides, popularmente chamada de
“lombriga” a mais conhecida (Campos et al., 2002).

Ja os ancilostomideos sdo os responsaveis pela
enfermidade conhecida como “amareldo” em algu-
mas regides do pais, possuindo sinais clinicos e
prevaléncia semelhantes a ascaridiase.

Os dados refletem as condigbes higiénico
sanitarias inadequadas das praticas de cultivo,
transporte e armazenamento e a necessidade de
uma higienizacdo eficaz ao consumir alfaces das
duas variedades analisadas.

As metodologias empregadas mostraram-
se simples, de facil manuseio, baixo custo e rapidez
na obtencdo de resultados, assim como os demais
trabalhos realizados (Oliverira & Germano, 1992;
Montanher et al., 2007).

A identificacdo até género reflete nas se-
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melhangas morfoldgicas e estruturais dos ovos e ou
larvas, uma vez que observando em microscopio
6tico comum nao foi possivel reconhecimento espe-
cifico das estruturas dentro dos mesmos géneros
presente neste estudo. Entretanto, nota-se que ha
diferenga entre os géneros apresentados, devido
maior especificidade.

Cabe ressaltar o impacto desses géneros
na saude publica, no que se refere ao ciclo de vida
desses parasitos, no qual possuem estagios infec-
tantes em animais além de transmissédo humana.

CONCLUSAO
O género de enteroparasito mais encontrado
em todas as andlises foi o Ascaris seguido pelos
Ancilostomideos e Shistosoma, sendo todos de
importancia na saude publica e detectando assim a
necessidade do consumidor realizar boa e eficaz
higienizagdo para que possa ingerir hortalicas de

boa qualidade e seguranca alimentar.

A técnica da sedimentagdo espontanea
apresentou maior eficacia de recuperagédo de ovos
de parasitos do que o método da flutuagéo. A varie-
dade de alface ndo caracterizou maior concentra-
¢do ou presenca de ovos de parasitos, exceto para
os ascarideos.

Conclui-se que devida a ocorréncia de
enteroparasitos em hortalicas e a gravidade dos
resultados obtidos no presente estudo e a importan-
cia que apresenta para saude publica, ressalta a
necessidade de se realizar medidas de vigilancia
sanitaria, que propiciem uma melhoria da qualidade
higiénica desses produtos.

Minas Gerais. Revis-
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