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RESUMEN

INTRODUCION: la contaminacion de los vegetales es un persistente problema de salud. Las diferentes técnicas de diagndstico y de
procesamiento dificultan determinar qué técnica es mas eficiente y sensible. OBiETIVO: efectuar una comparacion entre la
sensibilidad de las técnicas parasitologicas en muestras de vegetales. METODOS: se recogieron 30 muestras de vegetales -lechuga
(Lactuca sativa), racula (Eruca sativa) y berro (Nasturtium officinale)- y se investigaron por las técnicas de Hoffman, Pons y
Janer (HPJ) y Faust (F). Los datos fueron analizados utilizando la prueba de Bland-Altman para evaluar la correlacion y la prueba
de Mann-Whitney para comparar las medianas. ResuLtapos: de las muestras analizadas, 46,6 % resulto positivo, se observo
Balantidium coli (20,0 % de la contaminacion), Entamoeba coli (21,6 %), Entamoeba histolityca (5,0 %), Trichuris trichiura
(3,3 %) y Strongyloides stercoralis (2,5 %). La prueba de Bland-Altman mostr6 correlacion significativa entre los métodos
examinados. Hubo una diferencia significativa (p< 0,05) entre los resultados, al evaluar individualmente el promedio. CONCLUSION:
este estudio demostro que la técnica HPJ fue mas eficaz en la deteccion de huevos, larvas de helmintos y quistes de protozoos en

las plantas estudiadas.
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INTRODUCCION

Las infecciones parasitarias se encuentran
entre los trastornos mas generalizados que afec-
tan a los niflos en edad escolar y los residentes
de las zonas pobres de los centros urbanos.! Se
estima que en los afios 90, 23,7 % de todas las

enfermedades que habian alcanzado los nifios en
los paises subdesarrollados, resultaron por causa
de las infecciones por helmintos.? La facilidad
de la contaminacion, la falta de saneamiento y las
politicas estructurales que se centraron en la
vigilancia de las enfermedades parasitarias contri-
buyeron a esta situacion.
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La infeccién alimentaria por protozoos y
helmintos transmitidos por la ingestion de vegeta-
les que se comen crudos, es uno de los factores
que conducen a la propagacion de estas enferme-
dades. Segtin Falavigna y otros,? este aumento
se debe a varios factores, entre ellos la expansion
del comercio internacional de productos alimenti-
cios,>* los cambios en los habitos alimentarios, el
consumo fuera del hogar de comidas rapidas y
preparadas con anterioridad,>® y el crecimiento
desordenado de la poblacion en centros urbanos,
donde no siempre hay disponibilidad de agua
potable y tratamiento de aguas residuales y resi-
duos solidos como consecuencia del crecimiento
tan rapido.

El agua contaminada por materia fecal de
origen humano, a menudo es utilizada para el riego
de jardines y la contaminacion de los alimentos por
manipuladores infectados también puede ser una
de las causas de contaminacion de vegetales.>¢

Varios estudios indican la importancia de la
contaminacion por parasitos en los vegetales para
el consumo humano.!*%%13 La variabilidad de los
agentes patogenos, el porcentaje de contaminacion
en los vegetales y la diversidad regional, indican
que se trata de un problema con una amplia distri-
bucién geografica y afecta tanto a las zonas rura-
les como las metropolitanas, que pone en riesgo
todos los dias la salud de cientos de personas.

A pesar de ser un factor de riesgo, no hay un
enfoque legislativo en cuanto a la contaminacion
parasitaria en verduras, frutas y otros vegetales
para el consumo humano, lo cual puede reflejar un
descuido de los productores en la cadena de pro-
duccidn y, en consecuencia, la distribucion de ali-
mentos previamente contaminada por la falta de
normas de salud sobre el tipo de fertilizantes, el
riego, la manipulacion y el transporte.

En Brasil, las técnicas de examen parasito-
l6gicas de los alimentos estan atin sin desarrollar.®
La mayoria de los procedimientos busca la con-
centracidon de huevos y larvas en las muestras, las
técnicas de centrifugacion y sedimentacion es-
pontanea simple, relacionadas con la centrifugo-
flotacion® adaptada de las técnicas convencionales,
para la deteccidon de huevos de parasitos en mues-
tras de heces.

Similares estudios que evaluaron la con-
taminacion parasitaria en vegetales, usaron las

adaptaciones de las técnicas utilizadas para la
sedimentacion Hoffman, Pons y Janer (HPJ) y
centrifugo-flotacion o técnica de Faust (F)."'* Sin
embargo, la amplia variacion en los resultados,
los métodos usados y las formas de procesa-
miento de los exdmenes en relacion con la varie-
dad de plantas y las distintas partes examinadas,
han llevado a una dificil eleccion de cudl técnica
seria mas apropiada para esta situacion.

Montaher y otros'* en el analisis de la lechuga
en restaurantes de autoservicio en Curitiba, obser-
varon que la técnica HPJ se aplica como la mejor
en funcion de su eficiencia en la deteccion de un
mayor nimero de formas parasitarias, mas alla de
la simple aplicacion y bajo costo. Ademas, en un
estudio realizado en Niteroi (RJ), los analisis afir-
man que la técnica F fue mas eficaz en la detec-
cion de parasitos en 16 muestras de vegetales.

Basados en esta situacion, el objetivo de este
estudio es una comparacion entre la técnica de
sedimentacion (HPJ), y la técnica de Faust (F), en
relacion con la sensibilidad en la deteccidn de pa-
rasitos en muestras de lechuga (Lactuca sativa),
rucula (Eruca sativa) y berro (Nasturtium
officinale), que son ejemplos de vegetales de
consumo popular.

METODOS

Se recolectaron 10 muestras de lechuga, 10
de berro y 10 de rucula en los mercados libres y
supermercados en la region oeste de la ciudad de
Sao Paulo. Los vegetales se habian envasado en
bolsas individuales de plastico, desechables, sin uso
previo y sin contacto manual; se enviaron al La-
boratorio de Analisis Clinico de la Universidad
Nueve de Julio. Fueron determinadas como unidad
de muestra para los vegetales, hojas enteras, que
en el laboratorio se separaron en 2 lotes, integras y
fragmentadas.

La investigacion fue iniciada con la fragmen-
tacion parcial de las 10 muestras de cada uno de
los vegetales en duplicados, se termin6 con 30
muestras para la técnica HPJ y 30 para la técnica F.
Posteriormente, fueron sumergidos en agua desti-
lada y dejados en reposo para la sedimentacion
durante un periodo de 24 h.>"" El resto de las
muestras se considero intacto, porque no se



quitaron los tallos y las hojas mantuvieron su
integridad. Para realizar la técnica HPJ y F se
dejaron las hojas en remojo durante 24 h, en
1 000 mL (30 pies en total) de agua destilada
dentro de un recipiente (30 muestras para HPJ y
30 para F).

Después de este proceso, para proceder al
analisis de la técnica F, se recogieron 10 mL de lo
separado de cada una de las muestras, el material
fue pasado a tubos de 13 x 100 mm y centrifugado
a 2 500 rpm durante 1 min por 4 veces; la parte
superior fue desechada. En el ltimo lavado, se
afadieron 3 mL de solucion de sulfato de zinc
(33 %).2°

Poco después, se recogio con una espatula de
platino una pelicula que se formo en la superficie
del tubo, para después pasarla a placas de vidrio y,
a continuacion, tefiirla con lugol.?

Para realizar la técnica de HPJ, después de
que el resto se recogid con una pipeta de 0,5 mL
de la parte inferior de la taza de sedimentacion
(fragmentado) y la parte inferior de las bolsas
(entero), se transfirieron a placas de vidrio, para
después tefiirlas con lugol.

Después de los procesos de separacion y
centrifugo-flotacion, las muestras fueron numera-
das e identificadas segun el tipo de planta y téc-
nica utilizada. Todas las muestras se analizaron por
triplicado durante 3 min en un microscopio optico,
tanto las fragmentadas como las integras de las 2
técnicas llegaron a un total de 360 lecturas. Las
muestras positivas fueron contadas en numeros de
quistes, huevos y larvas, verificados por campo
para los andlisis estadisticos.
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ANALISIS DE LOS DATOS

Los datos se agruparon y se analizaron me-
diante porcentajes. Una metodologia grafica de
analisis propuesta por Bland y Altman (de Bland-
Altman analisis grafico)'” fue utilizada para eva-
luar la concordancia entre los 2 métodos de
analisis, que marc¢ las diferencias entre los valo-
res obtenidos con las pruebas en contra de las
medias de ambos valores. Los limites de estas con-
cordancias estan contenidos en el intervalo entre
la diferencia media del promedio observada entre
uno y otro métodos, mas o menos de 1,96 desvia-
ciones estandar (diferencia media 1,96 + DE). La
prueba de Mann-Whitney fue utilizada para
comparar el promedio de cuenta de los parasitos
dentro de cada grupo de muestras. Los resultados
se expresaron como media + desviacion estandar.

Todas las pruebas estadisticas fueron realiza-
das, se observé un nivel de significacion de p< 0,05
y el nivel de confianza de 95 % se estableci6é como
apropiado. En las muestras positivas se exponen
los resultados en porcentaje de la cantidad de
parasitos y el grupo de plantas que son testigos.

RESULTADOS

De las muestras analizadas por triplicado
(n= 120), 46,6 % presento resultados positivos
para algln tipo de parasito. Las muestras de le-
chuga fueron las mas contaminadas con 52,5 %
(tabla 1), seguido por la racula con 45,0 % (tabla
2) y, por ultimo, el berro con 42,5 % (tabla 3).

TABLA 1. Resultados encontrados en las muestras de lechuga y los tipos de parasitos encontrados en al menos uno de los 3 analisis

Lechuga integra HPJ Lechuga integra F

Lechuga fragmentada HPJ Lechuga fragmentada F

Muestra/Resultado Muestra/Resultado
B. coli Negativo

B. coli Negativo

B. coli Negativo

B. coli B. coli

Negativo Negativo
Negativo Negativo

B. coli, Entamoeba coli Negativo

B. coli, E. coli Negativo

B. coli, Entamoeba histolytica Negativo

B. coli B. coli

Muestra/Resultado Muestra/Resultado
E. coli Negativo
B. coli Negativo
B. coli Negativo
B. coli B. coli
Negativo Negativo
B. coli, E. histolytica Negativo
E. coli Negativo
E. coli Negativo
B. coli Negativo
B. coli B. coli
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TABLA 2. Resultados encontrados en las muestras de rucula y los tipos de parasitos encontrados en al menos uno de los 3 analisis

Rucula integra HPJ Rucula integra F Rucula fragmentada HPJ Rucula fragmentada F
Muestras/Resultado Muestras/Resultado Muestras/Resultado Muestras/Resultado
E. coli E. coli E. coli E. coli
Negativo Negativo Negativo Negativo
B. coli Negativo Negativo Negativo
E. histolytica B. coli E. hystolitica E. hystolitica
Negativo B. coli E. coli E. coli
B. coli Negativo Negativo Negativo
Negativa Negativo Negativo Negativo
B. coli Negativo Negativo Negativo
Negativa Negativo Negativo E. coli
B. coli Negativo Negativo B. coli

TABLA 3. Resultados encontrados en las muestras de berro y los tipos de parasitos encontrados en al menos uno de los 3 analisis

Berro integro HPJ Berro integro F Berro fragmentado HPJ Berro fragmentado F
Muestra/Resultado Muestra/Resultado Muestra/Resultado Muestra/Resultado
E. coli Negativo E. coli E. coli
B. coli , T. trichiura y
S. stercoralis (larva) Negativo Negativo E. coli
Negativo Negativo Negativo Negativo
E. histolytica Negativo Negativo Negativo
E. coli Negativo E. coli E. coli
E. coli T. trichiura E. coli E. coli
Negativo Negativo Negativo Negativo
T. trichiura Negativo Negativo E. coli
E. coli Negativo Negativo Negativo
Negativo T. trichiurai T. trichiura E. coli

TABLA 4. Promedio porcentual de la carga de parasitos en cada planta, medido en cada una de las muestras (nimero de quistes/huevos

contados por campo por cada 3 analisis de cada técnica)

Meétodo
Planta diagnostico Promedio Desviacion Valor p*
Lactuca sativa (lechuga) integra HPJ 4,3 4,1 0.001
F 0,7 1,9 K
fragmentada HPJ 7,4 5,9
F 0,7 1,3 0,002
Eruca sativa (rtcula) integra HPJ 3.4 3,9 0.14
F 1.4 2,5 ’
fragmentada HPJ 1,4 2,5 0.12
F 5,3 8,7 ’
Nasturtium officinale (berro) integro HPJ 4,3 5,3
0,05
F 0,5 1,1
fragmentada HPJ 3,0 4.6
F 1,7 2,8 0,97

* Valor p de la prueba Mann Whitney.

Entre los contaminantes observados, hubo un
predominio de Balantidium coli, positivo en 24
muestras en total, que representa 20,0 % de la con-
taminacion de los lotes en general y cuando se
evaluaron por separado especies de plantas, el
porcentaje resultod de 45,0 % de la contaminacion
de la lechuga, 15,0 % de la contaminacion de la
ruculay 2,5 % de contaminacion del berro.

La presencia de quistes de Entamoeba coli
fue encontrado en 21,6 % del total de los lotes
(estructura mas frecuente), con 12,5 % en la le-
chuga, 17,5 % en los berros y 27,5 % en la racula.
La Entamoeba histolityca se detectd en 5 % de
los lotes, con frecuencia de 7,5 % en la lechuga,
7,5 % en la racula y en el berro. En cuanto a los
helmintos, el analisis revel6 la presencia de huevos
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Fig. Analisis de Bland Altman de los valores entre las diversas especies de plantas estudiadas.

de Trichuris trichiura en 4 muestras de berro
(3.3 % de los lotes y 10,0 % del total de la conta-
minacion de ese vegetal), y larvas de Strongyloides
stercoralis (identificados de acuerdo con la clave
dicotémica de Valada'®) se verificé también en
las mismas muestras de berro (2,5 % del total).

Las comparaciones por el método de Bland-
Altman (Fig.) mostraron que existe una concor-
dancia entre los 2 métodos de verificacion de
parésitos, cuando se compararon las diferencias
entre las cantidades de los organismos vistos con-
tra el promedio de ellos, porque la mayoria de las
muestras que se evaluaron permanecié dentro de
los limites de concordancia de &+ 1,96 DE.

Si se evalua individualmente el promedio de
los cargos dentro de cada grupo, hay una diferen-
cia significativa (p< 0,05) entre los resultados con
las técnicas HPJ y F en las muestras de lechuga,
tanto completo como fragmentado (4,3 + 4,1
frente a 0,7 £ 1,9, 7,4 £ 5,9 frente a 0,7 + 1,3,
respectivamente) y en las muestras intactas de
berro (4,3 +5,3vs.0,5+1,1), como se muestra en
la tabla 4.

DISCUSION

El gran nimero de protozoos encontrado en
las muestras es un indicador importante, porque
las condiciones de salud de la tierra cultivable, las
practicas de cultivo y la calidad del agua de riego
son factores importantes en la cadena epide-
miologica de las enfermedades parasitarias. La
constante presencia de Balantidium coli en mues-
tras de lechuga puede significar contaminacion en
el proceso de fecundacion y fertilizacion de la tie-
rra o la contaminacion del agua en caso de cultivo
hidropénico.

A pesar de que Entamoeba coli no es consi-
derada un parasito patéogeno, su presencia en el
complejo de ameba encontrado es importante, por-
que con la Entamoeba histolytica comparten los
mismos modos de transmision y también la libera-
cion fecal.

Los helmintos encontrados son patdégenos de
importancia y presentan similitud con los resulta-
dos vistos en otros estudios.” Si bien un analisis
comparativo de los métodos propuestos por Bland
y Altman'” ha demostrado que existe similitud
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entre la sensibilidad de ambas técnicas, la compa-
racion estadistica de la media de cuenta de los pa-
rasitos dentro de cada grupo de plantas estudiadas
no corrobora estos resultados.

Las variaciones en los resultados pueden
estar justificadas por las diferencias morfoldgicas
de los vegetales analizados. Silva y otros’ encon-
traron el analisis de 3 especies de vegetales (le-
chuga, acelga y berro) en la ciudad de Recife, PE.

En la lechuga se vio el mayor niumero de
quistes de protozoarios (tanto completa como
fragmentado). En esta situacion, el método HPJ
fue mas sensible que el método F, por causa tal
vez, del ancho de las hojas de lechuga, sobre-
puestas y flexibles, que pueden tener contacto con
el suelo durante el cultivo, lo que lleva a un mayor
indice de contaminacion.!

Takayanagui y otros,'® asi como Silva y otros’
verificaron que la lechuga también prevalecid
como el vegetal mas contaminado en los estudios
(entre 14,5y 33,0 % de la contaminacion, respec-
tivamente, para algin tipo de parasito), con la utili-
zacion de la técnica de centrifugo-flotacion para el
diagnostico.

En el berro, la técnica HPF fue mas sensible
que la F solo en las muestras integras. Este vege-
tal, por tener multiples hojas y separadas, permite
una mayor fijacion de los quistes;’ la inmersion de
todas las hojas (muestras integras) en agua desti-
lada por 24 h, debe haber sido un factor importan-
te para este resultado. Otro factor importante en
este vegetal fue la presencia de huevos de
Trichuris trichiura. Los estudios demostraron
que estos huevos pueden sobrevivir mas tiempo
en el medio acuatico.”! Este hecho podria expli-
car la frecuencia encontrada en el berro, cuyo cul-
tivo requiere suelo permanentemente himedo, este
fue verificado por Silva y otros.’

La gran cantidad de muestras positivas
mostré la necesidad de desinfeccion antes de su
consumo, la persistencia de microorganismos y
parasitos en este y en otros estudios refuerzan la
idea de que el riesgo de contaminacion humana
por los alimentos sigue siendo evidente; los pro-
gramas de educacion para la salud y la formacion
de los manipuladores deben centrarse en el uso de
productos detergentes contra microorganismos en
el caso de vegetales y frutas.

En este sentido, Massara y otros? realizaron
la prueba en 16 detergentes y desinfectantes de

uso doméstico y de laboratorio, en la embriogénesis
de los huevos de Ascaris lumbricoides. Solo uno
de estos productos ha inhibido completamente la
embriogénesis en todo momento y diluciones
probadas; 5 productos inhiben la embriogénesis en
menos de 50,0 %, y 3 no tenian ningtn efecto
sobre los huevos. Por otra parte, un tinico pro-
ducto llevé al aumento del porcentaje de huevos
sobre el control.

Teniendo en cuenta este hecho, con la finali-
dad de establecer las normas de la ley de cultivo,
tipo de fertilizacion y la calidad del agua de riego,
se deben poner como prevencion primaria de en-
fermedades parasitarias; es un factor crucial para
reducir la incidencia de estas enfermedades.

Los quistes de protozoarios son transmitidos
por el agua y sobreviven en condiciones adversas
de temperatura y humedad fuera del cuerpo hu-
mano; pueden ser transportados facilmente a los
alimentos.? El importe de las muestras positivas se
observo mayor con el uso del método HPJ.

Para la investigacion en analisis de vegetales,
es recomendado hacerlo en su totalidad, por el
lavado y la recogida de los sedimentos del agua de
enjuague o de inmersion. La fragmentacidén no
revela toda la situacion relacionada con el riesgo
de transmision de parasitos, como el contacto con
el suelo (factor importante en la cadena de trans-
mision de las larvas).

Este estudio demostro que la técnica de sedi-
mentacion HPJ es la adecuada para el analisis en
las plantas, es mas eficaz en el diagndstico de los
huevos, larvas y quistes. Por lo tanto, los autores
del presente trabajo recomiendan que en el anali-
sis de la contaminacion de las plantas se utilicen
técnicas de sedimentacion, por causa de una ma-
yor previsibilidad; puede vincularse y complemen-
tarse con las técnicas de flotacidon de centrifugas y
otros.

Comparative analysis of parasite detection methods in
vegetables for human consumption

ABSTRACT

INTRODUCTION: vegetable contamination is a persistent health
problem. The different methods of processing and diagnosis
make it difficult to determine the most effective and sensitive
technique. OBJECTIVE: a comparative analysis of parasitological
technique sensitivity in vegetable samples. METHODS: a total of
30 samples were harvested —lettuce (Lactuca sativa), rocket



(Eruca sativa) and watercress (Nasturtium officinale)— and later
analyzed using Hoffman, Pons, and Janer (HPJ) and Faust (f)
techniques. Data were analyzed, using the Bland-Altman test to
evaluate the correlation and the Mann-Whitney test to compare
the medians. ResuLts: of the analyzed samples, 46.6 % were
positive for intestinal parasites; Balantidium coli, accounting
for 20 % of contamination, Entamoeba coli (21.6 %) and
Entamoeba histolityca (5 %), Trichuris trichiura (3.3 %) and
Strongyloides stercoralis (2.5 %) The Bland-Altman test showed
significant correlation between the analyzed methods. When
evaluating the averages separately, there was significant difference
(p= 0.05) among the results. ConcLusions: this study proved that
the HPJ technique was more effective for the detection of eggs,
helminth larvae and protozoan cysts in the plants under study.

Key words: parasitism, vegetables for human consumption,
diagnosis.
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