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DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO E PARASITOLOGICO EM ALFACE (Lactuca
sativa L.) COMERCIALIZADA EM MUNICIPIO DO SEMIARIDO BRASILEIRO

RESUMO

A alface (Lactuca sativa L.) destaca-se como a folhosa mais popular e consumida no Brasil,
apresentando importancia em satde publica tanto pelo seu aporte nutricional, como pela
possibilidade de transmissdo de doengas, uma vez que ¢ comumente consumida sem cocgao e
pode estar contaminada por parasitos e/ou micro-organismos patogénicos. Erros durante a
manipulagdo e a contaminagdo ambiental ocasionada, por exemplo, pela falta de saneamento
basico podem contribuir para a disseminagdo das doengas transmitidas por alimentos,
evidenciando a importancia social da investigagdo parasitaria € microbiana, que podem
fornecer dados sobre as condi¢des higiénico-sanitarias envolvidas na produgdo,
armazenamento, transporte e manuseio dos alimentos. Neste contexto, o objetivo desse
trabalho foi diagnosticar a qualidade microbiana e parasitaria de alfaces comercializadas no
municipio de Mossord, Estado do Rio Grande do Norte. O estudo foi conduzido com amostras
coletadas por compra direta em bancas de feira livre e supermercados da cidade. Para a
analise microbioldgica foi aplicada a técnica de Numero Mais Provavel (NMP) para
determinacgdo de coliformes totais e coliformes termotolerantes, além de verificada a presenca
Salmonella sp. Ja para a andlise parasitologica, foram utilizados o método de sedimentagao
espontanea de Hoffman com modifica¢des, e o0 método de centrifugo-flutuacdo de Faust, A
analise estatistica foi executada aplicando o teste ¥ e teste exato de Fisher, com nivel de
significancia de 5%. Para as analises microbioldgicas foram analisadas uma amostra por
estabelecimento, onde verificou-se que 100% (12/12) apresentaram contaminagdo por
coliformes totais, 25% (3/12) coliformes termotolerantes acima do permitido e auséncia de
Salmonella sp. Quanto a contaminacdo parasitaria, 62,5% (45/72) estavam contaminadas,
sendo diagnosticado os parasitos: ancilostomideos 40,3% (29/72), Strongyloides sp. 29,2%
(21/72), Ascaris sp. 1,4% (1/72), Entamoeba histolytica/dispar 1,4% (1/72), Endolemax nana
1,4% (1/72) e Entamoeba coli 2,8% (2/72). Outro achado de relevancia foi a contaminagdo
fisica com o diagnostico de insetos em 19,4% (14/72), além de larvas de Oesophagostomum
sp. 16,7% (12/72) e outras larvas de nematoides de vida livre sem importancia em satde
publica. Entretanto ndo houve diferenca na qualidade parasitaria e microbiana entre os locais
de comercializacdo deste estudo. Assim, fica evidenciada a presenca de contaminagao
microbiana e parasitaria, determinando a baixa qualidade higiénico-sanitaria das alfaces
estudadas e o potencial risco a satide ao qual a populagdo fica exposta.

Palavras-chave: Contamina¢do alimentar. Hortalica. Enteroparasito. Coliformes.



MICROBIOLOGICAL AND PARASITOLOGICAL DIAGNOSIS IN LETTUCE (Lactuca
sativa L.) COMMERCIALIZED IN BRAZILIAN SEMI-ARID MUNICIPAL

ABSTRACT

Lettuce (Lactuca sativa L.) stands out as the most popular hardwood and consumed in Brazil,
presenting importance in public health for its nutritional contribution as well as for the
possibility of disease transmission, since it is commonly consumed without cooking and can
contaminated by parasites and / or pathogenic micro-organisms. Errors in handling and
environmental contamination caused, for example, by lack of basic sanitation can contribute
to the spread of foodborne diseases, highlighting the social importance of parasitic and
microbial research, which can provide data on the hygienic-sanitary conditions involved in the
production, storage, transport and handling of food. In this context, the objective of this work
was to diagnose the microbial and parasitic quality of lettuce commercialized in the city of
Mossoro, State of Rio Grande do Norte. The study was conducted with samples collected by
direct purchase in public street market stalls and supermarkets in the city. For the
microbiological analysis, the Most Probable Number (MPN) technique was applied for the
determination of total coliforms and thermotolerant coliforms, in addition to the presence of
Salmonella sp. For the parasitological analysis, we used the Hoffman spontaneous
sedimentation method with modifications, and the Faust centrifugal-flotation method.
Statistical analysis was performed using the x2 test and Fisher's exact test, with a significance
level of 5%. For the microbiological analyzes, a sample per establishment was analyzed,
where 100% (12/12) showed contamination by total coliforms, 25% (3/12) thermotolerant
coliforms above the allowed and absence of Salmonella sp. Regarding parasitic
contamination, 62.5% (45/72) were contaminated, and the parasites were diagnosed:
hookworms 40.3% (29/72), Strongyloides sp. 29.2% (21/72), Ascaris sp. 1.4% (1/72),
Entamoeba histolytica | dispar 1.4% (1/72), Endolemax nana 1.4% (1/72) and Entamoeba
coli 2.8% (2/72). Another finding of relevance was the physical contamination with the
diagnosis of insects in 19.4% (14/72), in addition to Oesophagostomum sp. 16.7% (12/72) and
other free-living nematode larvae in public health. However, there was no difference in
parasite and microbial quality among the commercialization sites of this study. Thus, it is
evidenced the presence of microbial and parasitic contamination, determining the low
hygienic-sanitary quality of the studied lettuce and the potential health risk to which the
population is exposed.

Key words: Food contamination. Vegetable. Enteroparasite. Coliforms.
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1 INTRODUCAO

Manter uma alimentagao saudavel ¢ essencial para uma boa qualidade de vida, sendo
as hortalicas amplamente recomendadas pela sua composicdo de vitaminas, sais minerais €
fibras (BARBOSA et al., 2016). A Organizacio Mundial de Saude (OMS) recomenda o
consumo de frutas e verduras como prioridade das politicas nutricionais, porém o consumo
desses alimentos no Brasil ainda ¢ baixo quando comparado a outros paises (WHO, 2003;
JAIME et al., 2009).

As hortalicas podem ser consideradas de importancia para satde publica, tanto pelo
seu aporte nutricional, como pela possibilidade da transmissdo de doencas, uma vez que sao
amplamente consumidas sem coc¢do e podem estar contaminadas com ovos, larvas, cistos de
parasitas (GREGORIO et al., 2012; EZATPOUR et al., 2013), além de bactérias patogénicas,
tornando-se importante via de dissemina¢do de enteroparasitoses e gastroenterites. As
parasitoses sdo comuns em paises em desenvolvimento como o Brasil devido ao acesso
limitado aos servicos de saude, falta de saneamento basico, além de baixo nivel
socioecondmico, educacional e cultural da populacdo, que influenciam decisivamente nas
condig¢des de saude da populacdo (IVO DE CARVALHO, 2013; LIMA et al., 2013; HOTEZ;
FUJIWARA, 2014).

Dentre as hortalicas, a alface (Lactuca sativa L.) destaca-se como um dos vegetais
folhosos mais populares e de consumo in natura (HAN et al., 2018). Esse vegetal pode ser
cultivado pelo método convencional, organico e hidropdnico, sendo que os primeiros,
realizados diretamente no solo, ficam mais expostos a contaminacdo (DRISSNER;
ZUERCHER, 2014). As hortaligas folhosas sdo facilmente contaminadas por conterem maior
superficie de contato, folhas justapostas e flexiveis que favorecem o acumulo de residuos,
além de serem cultivadas diretamente em contato com o solo, facilitando a contaminagdo por
micro-organismos (ARBOS et al., 2010; TEFERA et al., 2018).

Dentre as principais parasitoses de importdncia médica prevalentes no Brasil e que
podem acometer alimentos consumidos in natura, citam-se a giardiase, amebiase, teniase,
ancilostomiase e ascaridiase (ROBERTSON et al., 2014; DAVID et al., 2015; ALMEIDA et
al., 2017). Estes parasitos podem ocasionar doengas debilitantes com quadros agudos de
diarreia e desnutricdo, com o comprometimento do desenvolvimento fisico e intelectual,
principalmente na parcela mais jovem da populacdo, além de gerar complicagdes que podem

culminar com o obito (LUDWIG et al., 1999; NEVES et al., 2016). Enquanto as bactérias
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representaram 95,9% dos agentes conhecidos causadores de Doencas Transmitidas por
Alimentos (DTAs) no Brasil em 2016-2017 (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A contaminac¢do das hortalicas pode acontecer em varios momentos, seja durante o
plantio, pelo uso de agua contaminada na irrigacdo, na utilizagdo de adubos organicos
contendo dejetos fecais, durante o transporte e comercializagdo, como também na
manipulacdo pelo produtor, vendedor e consumidor final (TEFERA et al., 2018). Devido a
falta de condicdes estruturais e de higiene, a comercializagao de produtos crus em feiras livres
ocasiona uma maior exposi¢do aos patdogenos contaminantes, podendo comprometer a
qualidade dos alimentos e colocar em risco a saiude dos consumidores. Entretanto os
supermercados também apresentam prevaléncia de contaminacdo das hortalicas por
enteroparasitos (ESTEVES; FIGUEIROA, 2012; NASCIMENTO; ALENCAR, 2014).

Estudos tém demonstrado a contaminagdo da alface produzida em diversas partes do
Brasil e do mundo por micro-organismos e parasitas (BARBOSA et al., 2016; MAFFEI et al.,
2016; MRITUNJAY; SCHERER et al., 2016; KUMAR, 2017), assim, devido ao alto
consumo dessa hortalica na dieta da populacdo, e dado o risco de contaminagao bioldgica
como problema de satide publica, considerando ainda a inexisténcia de estudos locais que
mensurem a qualidade da alface comercializada, o objetivo desse trabalho foi de diagnosticar
a qualidade microbiana e parasitdria em alfaces (Lactuca sativa L.) comercializadas no

municipio de Mossor6, Estado do Rio Grande do Norte.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Hortalicas na alimentacio

Hortaligas e frutas sdo componentes importantes nas refeicdes didrias em razdo do
aporte nutricional, como auxilio a uma alimentacdo equilibrada e sauddvel. Uma dieta
adequada deve ser capaz de fornecer os nutrientes e energia necessarios para suprir as
necessidades do consumidor, devendo ser composta de alimentos de diferentes grupos
nutricionais (BVENURA; SIVAKUMAR, 2017).

Nesse sentido, a ingestdo de hortaligas ¢ amplamente recomendada pela sua
composi¢ao de vitaminas, sais minerais e fibras (BARBOSA et al., 2016). A Organizagao
Mundial de Saude (OMS) recomenda o consumo de frutas e hortalicas como prioridade das
politicas nutricionais, como fator importante na preven¢do de doengas cronicas nao
transmissiveis (DCNT), entre elas o diabetes, cancer, obesidade, acidente vascular cerebral,
infarto e hipertensao arterial (WHO, 2003; BVENURA; SIVAKUMAR, 2017; LELONG et
al., 2017; MINISTERIO DA SAUDE, 2011; TANG et al., 2017).

Apesar disso, o consumo de hortaligas ainda ¢ baixo. A OMS recomenda a ingestao
diaria de pelo menos 400g de frutas e hortali¢as, ou cinco por¢des diarias (WHO, 2003),
porém estudos mostram que a aquisi¢do e consumo destes itens podem estar relacionados a
diversos fatores, como nivel de escolaridade, habitos e conscientizacao com a saude, além da
facilidade de acesso aos alimentos na regido residente (SILVA; COELHO, 2014). Estima-se
que 78% da populagdo de paises de baixa e média renda, incluindo o Brasil, consomem menos
do que o minimo recomendado de porcdes diarias de frutas e vegetais (HALL et al., 2009),
apesar do apelo das politicas publicas ante a alimentagdo saudavel como fator de promogao a
saude e prevengdo de doencas (FERREIRA; CHIARA; CAETANO, 2007; JAIME et al.,
2009).

2.1.1 Alface

Dentre as hortaligas, a alface (Lactuca sativa L.) destaca-se como a folhosa mais
popular e consumida no Brasil (HENZ; SUINAGA, 2009). Pertencente a familia Asteracea, se
desenvolve bem em climas amenos, podendo ser cultivada durante todo o ano a um baixo

custo de producao, estando bastante presente nas hortas domésticas (SCHERER et al., 2016).
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Do ponto de vista nutricional, possui grande variedade de micronutrientes, como
calcio, ferro, potassio, vitaminas C e E, compostos antioxidantes como polifendis e
carotenoides, além de possuir baixo valor calorico, o que demonstra sua popularidade nas
dietas (NICOLLE et al., 2004; BARBOSA et al., 2016; SCHERER et al., 2016).

Atualmente, existe uma grande variedade de cultivares no mercado, em diferentes
cores, formatos e tamanhos, sendo as mais consumidas no Brasil as variedades crespa,
americana e lisa (SUINAGA et al., 2013). Segundo Sala; Costa (2012), nas tltimas décadas o
consumo da alface tipo crespa superou os demais por vantagens de adequagdo aos sistemas de
transporte e distribui¢do, contribuindo para reducdo de perdas. A alface tipo crespa apresenta
folhas flabeladas, bordos foliares ondulados, folhas tenras, flexiveis ¢ de coloragdo verde
claro (SALA; COSTA, 2012). Por apresentar curta vida pos-colheita, as zonas produtoras
comumente estdo localizadas proximas aos grandes centros metropolitanos brasileiros
(HENZ; SUINAGA, 2009), tendo carater de distribui¢ao regional.

Esse vegetal pode ser cultivado pelo método convencional, organico e hidroponico,
sendo que os primeiros, realizados diretamente no solo, ficam mais expostos a contaminagao
por micro-organismos e estruturas parasitarias (DRISSNER; ZUERCHER, 2014). Os cultivos
tradicional e organico consistem na transferéncia de mudas diretamente para o solo com
aporte adequado de dgua e nutrientes; entretanto o método organico visa produzir alimentos
mais sauddveis e nutritivos sem a utilizacdo de substancias quimicas, como fertilizantes e
agrotoxicos (GOMIERO, 2017). J& na hidroponia, a cultura do solo ¢ substituida por suportes
elevados, contendo solug¢do nutritiva de d4gua com nutrientes minerais dissolvidos de forma
balanceada, sendo utilizada com bastante produtividade no cultivo da alface (BARBOSA et

al., 2016).

2.2 Contaminagao biolégica e seguranca alimentar dos vegetais

Nos ultimos anos, vem crescendo a preocupacdo da populacdo com a qualidade e
seguranca dos alimentos. Estes devem ser produzidos seguindo boas praticas € normas que
garantam produtos seguros para a populagdo. A qualidade do alimento esta diretamente
relacionada a seguranca alimentar e nutricional, que consiste no acesso regular e permanente
aos alimentos, em quantidade suficiente as necessidades humanas, e tendo como base a
promocado do estado de saude daqueles que os consomem (BRASIL, 2006; SILVA et al.,
2011). Assim, entende-se que ndo havera uma alimentagdo segura se o consumidor tiver

acesso a alimentos contaminados e que ocasionem agravos a saude.
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Ao falar de hortalicas, deve-se levar em consideracdo que estes itens apresentam
grande exposi¢do ao meio ambiente, o que lhes proporciona uma contaminagdo por
microbiota compativel com o solo em que esses vegetais foram cultivados, assim, apesar dos
mecanismos intrinsecos de muitas frutas e hortalicas, como camada protetora e pH abaixo do
limite de crescimento de muitos micro-organismos, ainda ¢ comum o estabelecimento de
bactérias ndo patogénicas que posteriormente poderdo participar da deterioragdo dos mesmos
(JAY, 2005).

Diversos mecanismos podem, entretanto, propiciar a contaminacao destes alimentos
por micro-organismos patogénicos, desde a contaminacdo do solo ou agua para irrigagdo,
utilizagcdo de adubos organicos contendo dejetos fecais, presenca de animais (domésticos e/ou
selvagens) no cultivo, processamento dos vegetais com manuseio inadequado, erros de
manejo alimentar durante transporte e comercializagdo, como também na manipulacao pelo
vendedor e consumidor final (BARBOSA et al., 2016; TEFERA et al., 2018). Além disso, as
hortalicas folhosas sdo facilmente contaminadas por conterem maior superficie de contato,
folhas justapostas e flexiveis que favorecem o acimulo de residuos, além de serem cultivadas
diretamente em contato com o solo, facilitando a contaminag¢ao microbioldgica (ARBOS et
al., 2010; DRISSNER; ZUERCHER, 2014).

A contaminagdo das hortalicas se agrava em razdo do habitual consumo sem cocgao,
devendo assim ser considerada de importancia para saude publica, tanto pelo seu aporte
nutricional desses alimentos, como também pela possibilidade da transmissdao de doengas. A
contaminagio pode ocorrer pela forma de ovos, larvas e cistos de parasitos (GREGORIO et
al., 2012), além de bactérias, representando importante via de disseminagdo de

enteroparasitoses e gastroenterites.

2.3 Qualidade microbiolégica dos alimentos

As frutas e hortaligas sdo fundamentais na dieta em qualquer parte do mundo. Os
avangos nas tecnologias de producao, conservagao, distribuicao e marketing vém permitindo a
industria de alimentos oferecer quase todos os tipos de frutas e hortalicas frescos a
consumidores em qualquer parte do mundo (ROBERTSON et al., 2014). Entretanto, essas
mesmas tecnologias aumentam o risco de DTAs, podendo facilitar a propagacdo de doencas
infecciosas, uma vez que pode expor a populagdo a uma ampla gama de micro-organismos

patogénicos (BEUCHAT, 1995).
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Neste sentido, a incidéncia de agentes microbianos reflete a qualidade higiénico-
sanitaria da produgdo, processamento e comercializacdo dos vegetais (JAY, 2005). Diversos
autores t€ém demonstrado a presenca de micro-organismos € enteroparasitos patogénicos
nestes alimentos, destacando a importancia do estudo para saude publica (BELETINI;
TAKIZAWA; TAKIZAWA, 2014; RODRIGUES et al., 2014; COLLI et al., 2015; MAFFEI
et al., 2016; MRITUNJAY; KUMAR, 2017; SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2017). Dentre
os agentes infectantes, as bactérias representaram 95,9% dos patogenos conhecidos
causadores de DTAs no Brasil em 2016-2017, com destaque para Escherichia coli e
Salmonella sp. como as principais diagnosticadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A legislagdo brasileira através da RDC/Anvisa n° 12/2001, estabelece limites
microbiologicos de at¢ 100 NMP/g de coliformes termotolerantes e auséncia de Salmonella
sp. nas hortalicas in natura (BRASIL, 2001). A Resolu¢ao-CNNPA n° 12/1978 preconiza

ainda a inexisténcia de sujidades, parasitas e larvas (BRASIL, 1978).

2.3.1 Coliformes

Os coliformes representam um grupo de bactérias utilizadas como indicadores de
contaminagdo fecal, sendo utilizados a mais de cem anos como parametro bacteriano, na
caracterizacdo ¢ avaliagdo da qualidade de alimentos e agua (MARTIN et al., 2016). Sao
representados de forma geral por quatro géneros da familia Enterobacteriaceae: Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia e Klebsiella (JAY, 2005) e podem ainda ser divididos
laboratorialmente em coliformes totais e coliformes termotolerantes (SOUSA, 2006).

Com relacao aos coliformes totais, sua deteccdo em agua e alimentos ndo representa
necessariamente contaminacgdo fecal, uma vez que os micro-organismos desse grupo tem
capacidade de colonizagdo ambiental e ndo tem origem exclusivamente entérica, podendo ser
encontrados na dgua, solo, vegetacdo, insetos, dentre outros (MARTIN et al., 2016).
Laboratorialmente, os coliformes totais compdem um grupo de bactérias gram-negativas, nao
formadoras de esporos e capazes de fermentar a lactose, produzindo acido e gas a 35-37°C
(FRITTOLI; RODRIGUES, 2014). Enquanto que os coliformes termotolerantes sao bactérias
de origem comprovadamente fecal por sua baixa capacidade de colonizagdo ambiental
(SOUSA, 2006). Eles produzem acidos e gazes, suportando temperaturas entre 44-46°C. A
principal representante ¢ a Escherichia coli, considerada como o melhor indicador de

contaminagao fecal (JAY, 2005).
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Dessa forma, a detec¢do de coliformes totais indica falhas nas condi¢des higiénicas de
produ¢do do alimento, enquanto que os coliformes termotolerantes sdo utilizados como
indicadores da qualidade sanitaria do alimento, indicando a presenca de E. coli dentre outros
(FENG et al., 2002).

E. coli ¢ considerado um micro-organismo comensal, estando presente em grande
nimero no intestino humano, mas também pode se comportar como patdégeno-oportunista,
uma vez que pode causar doengas gastrointestinais e extraintestinais (FENG; WEAGANT;
JINNEMAN, 2002). Varios sorotipos virulentos dessa bactéria tém sido implicados em
doengas diarreicas, surtos de gastroenterites, infeccdes do trato urinério e sepse, constituindo
um grave problema de saude publica. As cepas podem ser classificadas por mecanismos de
patogenicidade (adesinas e exotoxinas), subdividindo-se em cinco grupos principais:
enterotoxigénica, enteropatogénica, enteroagregativa, enterohemorragica e enteroinvasiva
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014).

Estima-se que E. coli patogénica seja responsavel por 780-900 milhdes de casos de

diarreia por ano no mundo, e pelo menos 300 mil mortes (TORRES, 2009).

2.3.2 Salmonella sp.

Salmonella ¢ uma espécie de bastonetes gram-negativos, ndo esporulado, amplamente
distribuido na natureza e que pode usar o homem ou animais como reservatorio (JAY, 2005).
Seu habitat primario € o intestino de aves, répteis, roedores, gado, animais domésticos e
homem, perfazendo um ciclo fecal-oral. Existem mais 2500 sorotipos da Salmonella enterica
ja descritos, sendo a Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi altamente adaptadas ao homem
(ENG et al., 2015).

Estima-se que haja 21 milhdes de infec¢des por S. Typhi por ano, com 200 mil mortes
em todo o mundo (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014). A maioria das infecgdes ¢
resultante de agua e alimentos contaminados, incidindo principalmente sobre criangas e
maiores de 60 anos. As fontes domésticas mais comuns sdo as carnes de aves, ovos, laticinios
e alimentos preparados em superficies contaminadas, como tdbuas de corte (ANDINO;
HANNING, 2015).

A baixa dose infectante para infecgdes por S. Typhi permite também a transmissao
pessoa-pessoa, adicionalmente esse micro-organismo tem capacidade de multiplicar-se
intensamente em alimentos acondicionados inadequadamente, em temperatura ambiente,

inclusive hortalicas (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014). O quadro clinico
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resultante varia entre coloniza¢do assintomatica, gastroenterite, febre entérica até septicemia

(ANDINO; HANNING, 2015).

2.4 Enteroparasitos

A globalizagdo vem mudando os habitos de consumo e comércio de alimentos,
causando um impacto global também na disseminagao de infecgdes alimentares causadas por
parasitos (ORLANDI et al., 2002; ROBERTSON et al., 2014). Estima-se que 107 espécies
possam ser transmitidos por alimentos e causar doengas no homem (ORLANDI et al., 2002),
sendo de suma importancia o monitoramento da prevaléncia desses em hortalicas e alimentos
comercializados (GOMES NETO et al., 2012).

O parasitismo pode ser definido como uma forma de interacdo entre seres vivos, onde
ha unilateralidade de beneficios, sendo um dos associados prejudicado pela associagdo. Deste
modo, o parasito ¢ considerado agressor, € o hospedeiro ¢ espoliado, fornecendo nutrientes e
abrigo para o primeiro (NEVES et al., 2016). Dentre os de acometimento intestinal
patogénicos mais comuns no Brasil, citam-se a Entamoeba histolytica/dispar, Giardia
lamblia, Ascaris lumbricoides, Taenia sp., Strongyloides stercoralis, Ancylostoma sp.,
Toxocara sp., Trichuris trichiura, dentre outros (MINISTERIO DA SAUDE, 2010; LIMA et
al., 2013; OLIVEIRA; SILVA, 2016).

2.4.1 Entamoeba histolytica/dispar

E. histolytica ¢ o agente etioldgico da amebiase, doenca de grande impacto em saude
publica, por causar cerca de 100 mil ébitos por ano no mundo, e apesar desses nimeros,
grande parte da populagdo ¢ assintomatica, o que sugere a infec¢@o por E. dispar (NEVES et
al., 2016). Indistinguiveis visualmente, estes apresentam-se como parasitos unicelulares, com
ciclo bioldgico relativamente simples e dividido entre a fase movel (trofozoito) e de
resisténcia, infectante (cisto) (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014).

Sua transmissdo se da pela ingestdao dos cistos infectantes, excretados junto as fezes,
que ocorre principalmente pela contaminagdo de agua e alimentos em localidades de
condicdes sanitarias precarias, apresentando ocorréncia mundial (PRAKASH; BHIMIJI,
2017).

A amebiase pode apresentar-se assintomatica, intestinal ou extraintestinal dependendo

da viruléncia da cepa, causando dores abdominais, colites diarreicas, € podendo gerar danos
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teciduais graves com formacao de abcessos (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014;
PRAKASH; BHIMII, 2017).

2.4.2 Giardia lamblia

Giardia lamblia (ou G. duodenalis, ou G. intestinalis) € um protozoario flagelado de
distribuicdo mundial, destacando-se como um dos mais frequentes parasitos encontrados nos
exames parasitologicos, especialmente nos paises subdesenvolvidos (NEVES et al., 2016).
Tem ciclo fecal-oral, onde os cistos sdo a forma infectante, e uma vez liberados junto as fezes,
podem se disseminar no ambiente, contaminando agua, alimentos e objetos, enquanto as
formas trofozoitas e mdveis, colonizam o duodeno e jejuno, dividindo-se por fissdo bindria, e
tem a caracteristica de fixar-se nas vilosidades das células intestinais, causando inflamagao
local (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014).

E comum a ocorréncia de surtos em locais de aglomeragio humana (principalmente
creches e escolas), sendo fatores de risco a exposicdo a condigdes sanitarias inadequadas,
viagens a areas endémicas e consumo de agua nao tratada (MURRAY; ROSENTHAL,;
PFALLER, 2014). Na giardiase at¢ 40% dos infectados podem permanecer assintomaticos,
entretanto pode ocorrer diarreia de moderada a autolimitada, além de sindrome de ma
absor¢do com perda de peso, podendo ser observadas formas mais graves em pessoas

imunodeficientes (CAMA; MATHISON, 2015; REY, 2017).

2.4.3 Ascaris lumbricoides

E popularmente conhecido como lombriga. Pertence a classe Nematoda e possui
ampla distribuicdo mundial, variando de frequéncia pelas condi¢des climaticas, ambientais, e
principalmente pelo desenvolvimento socioeconémico da populagio (NEVES et al., 2016). E
estimada como a helmintiase mais comum no mundo, infectando mais de um bilhdo de
pessoas (CORVINO; BHIMJI, 2017). E muito prevalente em paises subdesenvolvidos, onde o
saneamento € precario (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014).

A fase adulta caracterizam-se pela forma longa, robusta e cilindrica, podendo medir
até 40 cm, onde as fémeas podem depositar até 200 mil ovos por dia, sendo estes muito
resistentes no meio ambiente além de apresentarem uma membrana externa mamilonada que

lhes confere aderéncia e facilita sua disseminagao (NEVES et al., 2016).
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Sua transmissdo se da pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados com ovos do
parasito. Muitos autores relatam a contaminagdo de hortalicas com ovos de Ascaris
lumbricoides, que ocorre provavelmente pela irrigagdo de hortas com agua servida
(ESTEVES; FIGUEIROA, 2012; BELETINI; TAKIZAWA; TAKIZAWA, 2014; BARBOSA
etal., 2016).

A intensidade dos sintomas clinicos depende do ntimero de parasitos presentes no
hospedeiro, podendo haver desde infec¢des assintomaticas até casos graves com obstrucao do
lumen intestinal. A migracao das formas larvar e adulta pelo corpo podem ocasionar danos

teciduais diversos (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014).

2.4.4 Ancylostomatidae

A familia Ancylostomatidae apresenta varios nematoides, sendo os mais importantes
pela patogénese humana Ancylostoma duodenale e Necator americanos (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2014), além do Ancylostoma caninum, espécie hospedeira de
caes, que pode causar infeccdo autolimitada em humanos, geralmente causando a sindrome de
larva migrans (VELHO et al., 2003). Sao transmitidos pelo solo contaminado, sendo mais um
exemplo de doenca negligenciada, atingindo areas de pobreza com deficiéncia de estrutura
sanitaria e servicos de saide (NEVES et al., 2016).

Sao parasitas cilindricos e hematéfagos, apresentando como principal caracteristica
morfologica uma capsula bucal com presenca de lancetas ou dentes cortantes. Seu ciclo se
inicia na eclosdo dos ovos no solo, originando larvas L1 e L2 rabditoides, que sofrem
posterior muda para larva L3, filaridide infectante. Esta forma pode penetrar na pele integra
humana, chegando a circulagdo, passando por um ciclo pulmonar e chegando finalmente ao
intestino, onde depositam de 10 a 20 mil ovos por dia (MURRAY; ROSENTHAL,;
PFALLER, 2014).

A infeccdo pode ser leve, sem sintomas, porém prurido, coceira, fezes sanguinolentas
e dor abdominal podem aparecer na infecg¢ao por ancilostomideos. Pode ocorrer ainda anemia
e prejuizo ao crescimento devido a deficiéncia de vitaminas e desnutricao (SAHIMIN et al.,

2017).
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2.4.5 Strongyloides stercoralis

A estrongiloidiase ¢ mais uma helmintiase transmitida pelo solo, ocorrendo
principalmente em regides tropicais e subtropicais onde o saneamento deficiente facilita a
transmissdo por contaminagdo fecal (NUTMAN, 2017). O género Strongyloides contempla
pelo menos 52 espécies, sendo o Strongyloides stercoralis o principal responsavel pelas
infeccdes em humanos, podendo ocorrer também em caes, gatos e primatas (NEVES et al.,
2016).

Apesar das semelhancas epidemiologicas e morfoldgicas com os ancilostomideos, S.
stercoralis tem algumas particularidades no ciclo biolégico, como a possibilidade de
desenvolvimento de um ciclo de vida livre ndo parasitario fora do hospedeiro (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2014). No ciclo de desenvolvimento direto as larvas infectantes
penetram ativamente na pele do hospedeiro, entrando na circulacdo e fazendo o curso
pulmonar, sendo posteriormente deglutidas e completando o desenvolvimento no intestino
(REY, 2017). Posteriormente as fémeas adultas pdem seus ovos na mucosa intestinal,
eclodindo em larvas rabditoides que sao eliminadas junto as fezes, podendo continuar o ciclo
direto, transformando-se em larvas filaridides infectantes, ou se desenvolver em vermes
adultos de vida livre em um ciclo indireto. Neste Gltimo caso, apds sucessivas geracdes, novas
larvas evoluem finalmente a filaridides infectantes, voltando ao parasitismo (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2014).

As manifesta¢des clinicas sdo variaveis, podendo ocorrer irritagdes na pele, tosse ou
irritagdo traqueal na fase aguda, enquanto que na fase cronica ¢ frequentemente assintomatica.
As principais complica¢des ocorrem com a autoinfec¢do e hiperinfec¢do, principalmente em
imunodeficientes, podendo levar a lesdes gastrointestinais, pulmonares e sepse (NUTMAN,

2017).

2.4.6 Toxocara sp.

Os parasitas do género Toxocara também pertencem a classe Nematoda, contendo as
espécies Toxocara canis e Toxocara cati, que sdo parasitas naturais de cdes e gatos
respectivamente, podendo infectar humanos acidentalmente e causar doengas como a

sindrome da Larva Migrans Visceral (LMV), Larva Migrans Cutanea (LMC) e Larva Migrans
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Ocular (LMO), dependendo de sua localizagdo (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER,
2014; NEVES et al., 2016).

A infeccdo pode se dar pela penetracdo ativa das larvas L3 na pele integra humana,
que neste caso migra por semanas no tecido subcutaneo, deixando um rastro popularmente
conhecido como “bicho geografico” (NEVES et al., 2016). Porém, assim como acontece com
outras zoonoses dos helmintos, as larvas destas espécies ndo conseguem amadurecer até a fase
adulta no hospedeiro humano, causando normalmente inflamagao local limitada (ZIBAEI,
2016).

Menos comumente as larvas podem ser ingeridas e vagar por tecidos e 6rgaos,
principalmente pulmdes, figado, miocéardio, rim, sistema nervoso central e globo ocular
(LMO), resultando em manifestacdes clinicas como sangramentos, formagdes de granulomas
e pontos de necrose (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014).

Neste contexto, a contaminacdo ambiental por enteroparasitas € micro-organismos
patogénicos, ocasionada pela falta de saneamento basico pode contribuir para a disseminacao
das doencas transmitidas por alimentos, cujas complicacdes podem determinar relevante
problema de saude publica. Fica evidenciada entdo a importancia social da investigacao
parasitaria e microbiana, uma vez que estes dados podem fornecer informagdes sobre as
condig¢des higi€nico-sanitarias dos alimentos, sendo fundamental para a garantia da qualidade

dos alimentos, preven¢do de doengas e seguranca alimentar.
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral:
Realizar diagnostico microbioldgico e parasitoldgico da alface (Lactuca sativa L.)

comercializada no municipio de Mossor6, Estado do Rio Grande do Norte.

Objetivos especificos:

— Realizar andlise microbiologica de alfaces (Lactuca sativa L.) comercializadas em
bancas de feiras livre e supermercados, para deteccao de Salmonella sp. e
determinagdo do nimero mais provavel de coliformes totais e termotolerantes.

— Realizar andlise parasitologica de alfaces (Lactuca sativa L.) comercializadas em
bancas de feira livres e supermercados;

— Realizar inspe¢@o visual qualitativa nos estabelecimentos, quanto as normas de boas
praticas em servigos de alimentagao;

— Avaliar a qualidade higiénico-sanitaria de alfaces (Lactuca sativa L.) in natura

comercializadas em Mossoro-RN.
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4 METODOLOGIA

O estudo foi conduzido no municipio de Mossoro (05°11'15"S 37°20'39"W), Estado do
Rio Grande do Norte (RN), localizado no semiarido Brasileiro, com temperatura média de
28°C e pluviosidade de cerca de 835 mm/ano, concentrados entre os meses de fevereiro e
maio (INMET, 2018). As coletas foram realizadas em bancas de feira livre e supermercados
da regido urbana da cidade, que comercializavam alfaces de cultivo convencional na ocasido

do estudo.
4.1 Determinacio da populacio

O presente estudo foi o primeiro do género realizado em Mossor6-RN considerando a
abrangéncia total do municipio, logo ndo eram conhecidas caracteristicas como média e
desvio padrao da populagdo, bem como a propor¢do de eventos que se desejava estudar.
Portanto, foi feito uso da recomendacao de Levine; Berenson; Stephan (2000) que substitui os
valores das propor¢des bt por 0,5.

O municipio de Mossor6o-RN possui cerca de 250.000 habitantes (IBGE, 2013),
categorizando-se como uma populacao infinita (>10000 individuos), ndo necessitando de

correcao do n amostral (MIOT, 2011). Desta forma, foi utilizada a seguinte equagao:

nzzix/z'p'q
E

Sendo: n = Numero de individuos na amostra; Z,2 = Valor critico, indicando o nivel
de confian¢a adotado (90% neste caso); E = Margem de erro maxima da estimativa; p =
Proporcao de individuos que pertencem a categoria em estudo; q = Propor¢ao de individuos
que ndo pertencem a categoria em estudo, sendo que: q=1—p.

Realizando os célculos para o nivel de confianga de 90% e erro maximo de 10% temos
o n = 68. Portanto, foram coletadas 72 amostras da hortalica, sendo 36 para supermercados e

36 para feiras livres.
4.2 Coleta das amostras

As coletas foram realizadas mediante compra direta nos estabelecimentos, no periodo

de dezembro/2017 a abril/2018, e ocorreram em 6 (seis) supermercados de redes aleatorias,
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distribuidos nos bairros mais populosos (IBGE, 2013) e em diferentes pontos da cidade
(Figura 1), e 3 (trés) bancas de feira livre cadastrada junto a prefeitura do municipio. Em cada
coleta foram adquiridas 6 (seis) amostras aleatérias, de alface tipo crespa provenientes de
cultivo convencional, que foram acondicionadas separadamente em sacos plasticos de

primeiro uso, identificadas e transportadas em caixas isotérmicas para o laboratorio.

Figura 1 — Mapa regido urbana de Mossor6o-RN — Distribuicdo dos pontos de coleta em

supermercados, em diferentes locais da cidade.

, ) i { egIMyMap W, &,
Fonte: Google My Maps e <http://www.viagemdeferias.com/natal/rio-grande-do-norte/mossoro/>
(canto superior esquerdo) acesso em 17/07/18.

4.3 Analises microbiologicas

Para a analise microbiologica, foram analisadas uma amostra por estabelecimento,
onde foi determinado o Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e coliformes
termotolerantes e verificada a presenca ou auséncia de Salmonella sp. Para tanto,
primeiramente 25 gramas de cada amostra de alface foram pesados e homogeneizados em 225

mL de agua peptonada 0,1% para obteng@o da primeira dilui¢ao (Figura 2).
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Figura 2 — Etapas da analise de coliformes em alfaces comercializadas em supermercados e

bancas de feira livre de Mossoro-RN.

Legenda: A — Pesagem das amostras para posterior homogeneiza¢do em agua peptonada 0,1%; B —
Incubagdo das amostras em banho-maria; C — Tubos de amostras em caldo LST com presenga de gas.
Fonte das imagens: Autoria propria.

A andlise de coliformes foi realizada pela técnica de NMP, onde foram aplicados
testes presuntivo e confirmativo. No primeiro, a partir da primeira dilui¢ao, procederam-se
diluigdes seriadas até 10, As trés dilui¢des foram inoculadas em tubos contendo caldo lauril
sulfato triptose (LST) e incubados por 24-48 horas a 35+0,5°C em banho-maria. Os tubos que
apresentaram produgdo de gés e/ou turvagao foram considerados positivos e passaram para o
teste confirmativo por transferéncia de uma algada para tubos com caldo verde brilhante bile
2% (VB) e incubados a 35+0,5°C por 24-48h. As amostras com producdo de gis e/ou
turvacdo foram consideradas positivas para coliformes totais e foram entdo inoculadas em
caldo Escherichia coli (EC) a 45,5+0,2°C por 24-48h, em banho-maria para quantificagdo de
coliformes termotolerantes. A sequéncia de tubos positivos de cada diluigao foi registrada e os
valores de coliformes totais e termotolerantes foram determinados usando tabelas de NMP
(SILVA et al., 2007).

Para o teste de Salmonella sp., as amostras da primeira dilui¢io (10!) foram incubadas
a 36°C durante 24 horas, em estufa bacteriologica, na etapa de pré-enriquecimento.
Posteriormente, foi feito o enriquecimento seletivo, onde aliquotas de 1 mL de cada amostra
pré-enriquecida foram transferidas para trés caldos diferentes (Rappaport Vassiliadis, Selenite
Cystine e Tetrathionate) e incubadas durante 24 horas a 41°C. Em seguida, em plaqueamento
diferencial foram inoculados em agar Eosin Methylene Blue (EMB) e agar Salmonella
Shigella (SS) em placas de Petri e incubadas invertidas a 36°C. Apds 24 horas, foi verificada

a formagdo ou ndo de coldnias tipicas que passaram por testes bioquimicos confirmatorios,
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como descarboxilagdo de lisina, fermentacdo de lactose e/ou sacarose e a producao de H»S

(SILVA et al., 2007) (Figura 3).

Figura 3 — Etapas da analise de Salmonella sp. em alfaces comercializadas em supermercados

e bancas de feira livre de Mossordo-RN.

Legenda: A — Incubagdo em estufa bacteriolégica; B — Placa com colonias visiveis em Agar EMB. C —
Placa com coldnia visiveis em agar SS; D — Tubos inoculados em meio TSI (amarelo no fundo e
vermelho no bisel) e LIA (roxo escuro). E — Tubos inoculados em meio com uréia. Fonte das imagens:
Autoria propria.

4.4 Analises parasitologicas

Foi utilizada metodologia descrita por Hoffman; Pons; Janer (1934), com
modificacdes propostas por Takayanagui et al. (2001), onde ocorreram as desfolhas manuais,
lavagem e sedimentagdo espontdnea, com pesagem de 100g de cada amostra e
homogeneizacao com 250 mL de agua destilada por 30 segundos. O liquido obtido foi filtrado
através de gaze cirirgica dobrada 8 vezes e recolhido em frascos de sedimentacdo, onde
permaneceram em repouso por 24 horas. Apos esse periodo, o liquido sobrenadante foi
desprezado e o sedimento resultante foi analisado em triplicata através de exame direto com
microscopio otico, com lamina corada com solucao de lugol, utilizando objetivas de 10 e 40x
para pesquisa de ovos ou larvas de helmintos (Figura 4).

O restante do sedimento foi analisado segundo o método de centrifugo-flutuacao de
Faust, com adaptagdes, onde 15 mL do sedimento foram postos em tubo Falcon,
centrifugados a 2500 rpm durante um minuto (Figura 5), desprezando o sobrenadante. O
sedimento obtido foi entdo ressuspendido em solucio de sulfato de zinco a 33%, novamente
centrifugado e a pelicula sobrenadante resultante examinada em microscopio Optico (40x)

para pesquisa de ovos leves e cistos de protozoarios (NASCIMENTO; ALENCAR, 2014).



30

Figura 4 — Etapas da andlise parasitologica — método de sedimentacdo espontdnea — em

alfaces comercializadas em supermercados e bancas de feira livre de Mossord-RN.

Legenda: A — Anadlise e desfolha das amostras; B — Pesagem; C — Acondicionamento em sacos
plasticos para homogeneizacdo; D — Filtragdo em gaze cirtrgica; E — Sedimentacdo espontidnea em
calices de sedimentagdo; F — Lamina montada com o sedimento; G — Leitura de laminas em
microscopio otico. Fonte das imagens: Autoria propria.

Figura 5 — Etapas da analise parasitologica — método de centrifugo-flutuacdo — em alfaces

comercializadas em supermercados e bancas de feira livre de Mossor6-RN.

Legenda: A — Tubos centrifugados com o restante do sedimento da sedimentag@o espontanea; B —
Tubos centrifugados com adicao de solucao de sulfato de zinco 33,3%, com detalhe para a pelicula
sobrenadante. Fonte das imagens: Autoria propria.

4.5 Avaliacao das condi¢oes higiénico sanitaria dos estabelecimentos

As bancas de feira livre e os supermercados estudados tiveram suas areas publicas

analisados visualmente, de forma qualitativa, quanto as boas praticas em servigos de
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alimentacdo. Foram observadas as condicdes fisicas e higienizagdo das instalagdes, moveis e

utensilios conforme disposto na Resolugao n® 216/2004 (BRASIL, 2004).

4.6 Analise estatistica

Os dados categoricos foram analisados aplicando o teste ¥ e teste exato de Fisher,
sendo considerado o nivel de significancia de 5%. Os dados foram analisados em planilha
eletronica e os testes executados no programa PAST v2.17 (HAMMER; HARPER; RYAN,
2001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises microbioldgicas

Verificou-se que 100% (12/12) das amostras de alface analisadas apresentaram
contaminagdo por coliformes totais, enquanto que 25% (03/12) apresentaram coliformes
termotolerantes em contagem acima de 100 NMP/g, sendo 16,7% (01/06) das amostras de
bancas de feira livre e 33,3% (02/06) de supermercados, entretanto nao houve diferenga
significativa na qualidade microbiologica entre os dois locais de comercializagdo (p=0,505)

(Tabela 1).

Tabela 1 — Resultados das andlises microbiologicas em alfaces de supermercados e bancas de

feira livre de Mossor6-RN (NMP/g).

Coliformes Totais Coliformes Termotolerantes
Amostra Feira livre ~ Supermercado  Feira livte =~ Supermercado
1 >1100 >1100 20 120
2 >1100 21 23 <3,0
3 >1100 >1100 120 150
4 >1100 >1100 20 9,2
5 >1100 93 20 15
6 >1100 >1100 23 35

Fonte: Autoria propria.

A contagem de coliformes a 35°C variou entre 21 e >1100 NMP/g nas amostras dos
estabelecimentos selecionados, sendo maxima (>1100 NMP/g) em todas as provenientes de
bancas de feira livre. Apesar de expressivos, a detec¢do destes coliformes em 4agua e
alimentos ndo representa necessariamente contaminacdo fecal, uma vez que os micro-
organismos desse grupo tém capacidade de colonizacdo ambiental, podendo ser encontrados
na agua, solo, vegetacao, insetos, dentre outros (MARTIN et al., 2016).

A detecgdo de coliformes totais indica falhas nas condi¢des higiénicas de producao do
alimento, enquanto que os coliformes termotolerantes sdo utilizados como indicadores da
qualidade sanitaria do alimento, indicando a presenca de Escherichia coli (SOUSA, 2006),
unico indicador confidvel de contaminagao fecal (MARTIN et al., 2016).

Os niveis de coliformes totais encontrados foram semelhantes aos obtidos em estudos

desenvolvidos em mercados publicos de Macei6 (Alagoas) (SILVA et al., 2005) e feiras livres
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de Vitoria (Espirito Santo) (FERREIRA; ALVARENGA; SAO JOSE, 2015). Entretanto,
inexistem parametros ou limites estabelecidos para detec¢@o de coliformes totais na legislacao
brasileira. A Resolucdo n° 12/2001 da ANVISA (BRASIL, 2001), estabelece limites
microbiologicos de at¢ 100 NMP/g de coliformes termotolerantes e auséncia de Salmonella
sp. nas hortalicas in natura.

Quanto aos coliformes termotolerantes, verificou-se que 25% (03/12) das amostras de
alface analisadas apresentaram contagem acima do permitido. As fontes de contaminacao de
frutas e vegetais por agentes patogénicos sao inimeras, ¢ podem ser classificadas em pré-
colheita e pos-colheita (BEUCHAT, 1995).

Os fatores pré colheita incluem contaminag¢do no solo, dgua de irrigacdo, esterco de
animais compostado inadequadamente, presenga de animais domésticos ou selvagens na
plantagdo, poeira, insetos ou ainda a manipulagdo humana (MAFFEI et al., 2016;
SSEMANDA et al., 2018). Ja entre os fatores pds-colheita podem ser citados a contaminagdo
de equipamentos de colheita / processamento / embalagem, veiculos de transporte, dgua de
enxague, armazenamento inadequado, contaminagdo cruzada com outros alimentos, e
novamente, a manipulacdo humana (agricultor, comerciante e consumidor) (BEUCHAT,
1995; TEFERA et al., 2018).

Outros estudos também ja demonstram a contaminacdo da alface por micro-
organismos: em Teresina (Piaui) 60% das amostras apresentavam alto teor de coliformes
termotolerantes (BARBOSA et al., 2016) e em Natal (Rio Grande do Norte) a contaminagao
foi de 83,3% em amostras de hortalicas folhosas, sendo a alface a mais contaminada
(NASCIMENTO; ALENCAR, 2014). Numeros diferentes foram obtidos em propriedades
rurais do Vale do Taquari (Rio Grande do Sul), onde ndo foram detectadas amostras com
contaminag¢do acima do limite estabelecido (SCHERER et al., 2016).

Em relacdo a Salmonella sp., foi constatada sua auséncia em todas as amostras
analisadas. Esses dados corroboram com os de Abreu et al., (2010); Gomes Neto et al.,
(2012); e Santana et al., (2006), que também ndo diagnosticaram este patogeno em alfaces de
diferentes sistemas de cultivo agricola. Ainda assim este patdogeno merece destaque por ser
um dos agentes etiologicos mais identificados em surtos de Doencas Transmitidas por
Alimentos (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Entretanto, a presenca de Salmonella sp. em folhas de alface ja vem sendo
demostradas em diversos estudos no Brasil e no mundo (ARBOS et al., 2010; BARBOSA et
al.,, 2016; MAFFEI et al., 2016; SCHERER et al., 2016). Traoré¢ et al., (2015) verificou a

contaminagdo de 50% das amostras de alface em Ouagadougou, Burkina Faso, e associou sua
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presenga com a concomitante positividade de 23% das amostras de dguas superficiais e 24%
dos peixes analisados, sugerindo que a contaminacao das hortalicas pode ocorrer pela dgua

usada na irrigagdo e também na utilizacao de esterco animal como fertilizante.

5.2 Analises parasitologicas

Verificou-se de forma geral que 62,5% (45/72) das amostras de alface analisadas
estavam contaminadas com parasitos, estando em desacordo com regulamentagdo brasileira,
que através da Resolucado-CNNPA n° 12/1978 preconiza a inexisténcia desse achado em
hortalicas in natura (BRASIL, 1978). Quanto aos locais de comercializacao, 61,1% (22/36)
das amostras de supermercados apresentaram contamina¢do, enquanto 63,9% (23/36) das
amostras de bancas de feira-livre da cidade de Mossor6-RN estavam contaminadas com

formas transmissiveis de enteroparasitos (Grafico 1).

Grafico 1 — Frequéncia de contaminacdo parasitaria em alfaces comercializadas em

supermercados e bancas de feira livre de Mossor6-RN.
100% A A
80% - 39% 36%
60%
40%

20%

0%
Supermercado Feira

o Presente Ausente

Legenda: Letras acima do grafico representam igualdade estatistica. Para essa andlise realizou-se o
teste do qui-quadrado, y~ = 0,059259 e valor p = 0,80767, para o nivel de significancia igual a 5%.
Fonte: Autoria propria.

r

Um dos fatores que podem influenciar a taxa de contaminacdo ¢ o local de
comercializacdo. As feiras livres, devido a frequente falta de condicdes estruturais e de
higiene, ocasionam uma maior exposi¢do dos alimentos aos patdgenos contaminantes,
podendo comprometer a qualidade dos alimentos e colocar em risco a satde dos

consumidores (ESTEVES; FIGUEIROA, 2012).
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A frequéncia de formas transmissiveis de enteroparasitos encontradas esta de acordo
com estudos de Silva et al., (2017), com 85,4% de alfaces de servigos de alimentagdo fast
food em Crato ¢ Barbalha (Ceard) contaminadas, e Silva; Santos; Ferreira (2017), que
encontraram 90% de amostras de feira livre com contaminagdo parasitaria em Governador
Valadares (Minas Gerais).

Apesar da semelhanga nesses nimeros, a frequéncia de achados de enteroparasitos em
hortalicas ¢ bastante variavel na literatura. Estudo de Beletini; Takizawa; Takizawa (2014),
por exemplo, apresentou somente 11,6% de positividade nas alfaces analisadas de Cascavel
(Parand). Entretanto, apesar da variagdo, fica demonstrado o potencial risco de transmissao de
doengas que esta hortalica oferece a saude da populagdo, principalmente se consumida na
forma in natura, sem cuidados no preparo.

No presente estudo ndo houve diferenga significativa entre os achados parasitologicos
entre os estabelecimentos comerciais (p=0,808). Diferente de Nascimento; Alencar (2014),
que mostrou que entre as alfaces analisadas que apresentaram qualidade insatisfatoria para
consumo, 30% eram de supermercados e 70% provenientes de feiras livres, sendo a alface a
hortalica com maior carga parasitaria. Dados semelhantes foram obtidos por Vieira et al.
(2013), onde 20% das amostras de supermercados encontravam-se contaminadas por
enteroparasitos, enquanto 38% das vendidas em feiras livres estavam positivas, com diferenca
estatisticamente significativa.

Dentre as amostras contaminadas, verificou-se ainda que 73,3% (33/45) estavam
contaminadas com apenas uma espécie de enteroparasito, enquanto que 26,6% (12/45)
apresentavam parasitismo multiplo. Quando analisadas por estabelecimento, foi visto que a
maior parte das amostras contaminadas por mais de uma espécie de parasito eram
provenientes de bancas de feira livre (30,4%), em comparagdo com 22,7% das amostras de
supermercados (p=0,559).

Na feira livre foram notorias as falhas estruturais e de higiene caracteristica de pais em
desenvolvimento. Apesar de ser um comércio consolidado na cidade, na zona urbana e com
espago proprio e definido, a falta de investimento e fiscalizagdo constante contribuem para
praticas ndo adequadas.

Nesse sentido foi possivel observar vérias inconformidades quanto as boas praticas em
servigos de alimentagdo, dispostas na Resolugdo n® 216/2004 (BRASIL, 2004). As bancas da
feira livre analisadas eram em maioria de estrutura fixa, porém algumas estavam dispostas de
forma improvisada, com estrutura de madeira removivel, forradas com lonas ou materiais nao

impermeaveis e de dificil higieniza¢do (Figura 6). Foi possivel observar também lixeiras
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abarrotadas e lixo disposto no chdo, o que favorece o aparecimento de vetores e pragas
(FERREIRA; ALVARENGA; SAO JOSE, 2015). Adicionalmente os comerciantes

manipulavam dinheiro e alimentos concomitantemente, sem antissepsia das maos.

Figura 6 — Feira livre em Mossoro-RN.

Legenda: A — Aspecto geral dos corredores da feira livre; B — Lixo acumulado no chao, ao lado dos
alimentos expostos ao sol; C — Banca improvisada de venda de alface, com superficie irregular e lixo
no chio proximo. Fonte: Autoria propria.

Estrutura precaria e manipulagdo inadequada, associadas a livre exposi¢ao ao sol,
insetos e poeira propiciam a proliferacdo de micro-organismos patogénicos, podendo
promover contaminagdes e disseminagdo de doencas de origem alimentar (FERREIRA;
ALVARENGA; SAO JOSE, 2015). Infelizmente esse ambiente inadequado em feiras livres é
situagdo rotineira no Brasil, o que compromete a qualidade e seguranca dos alimentos
oferecidos a populagdo (CAVALCANTI et al., 2014).

Ja os supermercados, em hipdtese apresentam melhores condi¢des estruturais e de
controle sanitario sobre os alimentos. Apesar disso, ndo houve diferencas significativas em
relagdo a contaminagao microbiologica e parasitologica entre este estabelecimentos e bancas
de feira livre. Nos supermercados visitados ndo foram observadas inadequacdes nas
instalacdes publicas, a maioria apresentava equipamentos, moéveis e utensilios limpos e
hortalicas sob condi¢des controladas de temperatura. Entretanto foram verificadas excegodes

como na Figura 7.
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Figura 7 — Condicdes de venda de hortalicas em supermercados de Mossord-RN.

Legenda: A — Prateleiras de supermercados com hortalicas expostas a venda em condi¢des adequadas.
B — Prateleiras de supermercados com sujidades aparentes. C — Promocgao de hortalicas em exposicao
inadequada, sem controle de temperatura ¢ com possibilidade de contaminagdo cruzada com outros
alimentos.

Outro fator que pode estar relacionado a taxa de contaminacao dos vegetais ¢ a forma
de cultivo, ja que a alface pode ser cultivada pelos métodos convencional, organico e
hidropdnico, sendo que os primeiros, realizados diretamente no solo, ficam mais expostos a
contaminagdo por micro-organismos e estruturas parasitdrias (DRISSNER; ZUERCHER,
2014). Neste estudo todas as amostras de alface analisadas foram provenientes de culturas
tradicionais, entretanto, alguns estudos ja desenvolvidos que tentaram associar a qualidade
microbioldgica e parasitologica em relagdo aos tipos de cultivo de alface das hortalicas nao
evidenciaram diferencgas significativas de contaminacdo (BARBOSA et al., 2016; GOMIERO,
2017).

As chuvas também tem potencial para influenciar na contaminagao, entretanto este
estudo nao detectou diferenca significativa quando comparados os totais de parasitas
encontrados nas amostras durante o periodo menos chuvoso (dezembro/2017 — mar¢o/2018),
e o periodo maior média pluviométrica (abril/2018) na regido de Mossoro6 (p=0,537) (Grafico
2) (EMPARN, 2018). As gotas de agua ao cair no solo, podem fazer com que particulas
carreando sujidades e estruturas parasitarias sejam respingadas nas plantas e acabem se

alojando entre as folhas da alface (ARBOS et al., 2010; TEFERA et al., 2018). Simdes e
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colaboradores (2001) demonstraram em seu estudo que os parasitos foram significativamente
mais frequentes em hortalicas na estagdo chuvosa, associando a chuva a sobrevivéncia de

parasitas em hortaligas.

Grafico 2 — Frequéncia de amostras de alface contaminadas com enteroparasitos em relagdo

ao periodo chuvoso de Mossord-RN.
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Legenda: Letras acima do grafico representam igualdade estatistica. Para essa andlise realizou-se o
teste do qui-quadrado, y*= 0,38095 e valor p= 0,53709, para o nivel de significancia igual a 5%. Fonte:
Autoria propria.

Quanto aos parasitos patogénicos diagnosticados (Tabela 2), as maiores frequéncias se
deram aos ancilostomideos com 40,3% (n=29) e Strongyloides sp. com 29,2% (n=21),

seguido de Ascaris sp. 1,4% (n=1) e Entamoeba histolytica/dispar 1,4% (n=1) (Figura 8).

Tabela 2 — Frequéncia de amostras de alface de supermercados e bancas de feira livre de

Mossor6-RN com parasitas € outros contaminantes.

Parasitos Supermercados Feira Livre Total
n (%) n (%) n (%)
Ancilostomideos 15 (20,8%) 14 (19,4%) 29 (40,3%) 0,810
Strongyloides sp. 8 (11,1%) 13 (18,1%)  21(29,2%) 0,195
Ascaris sp. 1 (1,4%) 0 1 (1,4%) 1
Endolemax nana 1 (1,4%) 0 1 (1,4%) 1
Entamoeba histolytica/dispar 1 (1,4%) 0 1 (1,4%) 1
Entamoeba coli 0 2 (2,8%) 2 (2,8%) 0,493
Larvas de vida livre 4 (5,6%) 14 (19,4%) 18 (25,0%) 0,013*
Oesophagostomum sp. 1 (1,4%) 11(15,3%) 12 (16,7%) 0,003*
Inseto 1 (1,4%) 13 (18,1%) 14 (19,4%) 0,001*
Protozoario ciliado 1 (1,4%) 2 (2,8%) 3 (4,3%) 1

Legenda: * Significancia estatistica (p < 0,05). Fonte: Autoria propria.
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Figura 8 — Parasitos patogénicos encontrados em amostras de alface comercializadas em

supermercados e bancas de feira livre de Mossor6-RN.

Legeda: Ovo de ancilostomideo; B — Ovo de A4scaris sp.; C — Larva de Strongyloides sp. Fonte:
Autoria propria.

A alta prevaléncia de contamina¢des por ancilostomideos e Strongyloides sp. nesse
estudo podem ser consequéncia de adubacdo organica (FERNANDES et al., 2015). A
pecuaria e acesso de animais as terras agricolas também representam uma potencial forma de
contaminagdo das lavouras, podendo contribuir para a disseminacdo de patdgenos
(DRISSNER; ZUERCHER, 2014). Estudos utilizando técnicas moleculares ja relataram a
ligacdo entre os elos da cadeia epidemiologica de animais domésticos, seres humanos e
legumes na cadeia de transmissao de enteroparasitos (COLLI et al., 2015).

Infecgdes por ancilostomideos em humanos adultos normalmente sdo assintomaticas,
mas podem causar erupg¢des cutaneas, dor abdominal, sangue nas fezes, anemia, deficiéncias
de vitaminas e atrasos no desenvolvimento (SAHIMIN et al., 2017). Ancilostomideos
zoonoticos, particularmente os caninos e felinos, normalmente nao desencadeiam infecgdes
mais sérias que a sindrome de larva migrans (LOUKAS et al., 2016).

Ja a estrongiloidiase, causada pelo Strongyloides stercoralis ¢ normalmente
assintomatica em sua fase cronica, mas em pessoas imunodeficientes pode levar a
complicagdes sérias como a hiperinfeccdo, desencadeando lesdes gastrointestinais,
pulmonares e até sepse (NUTMAN, 2017).

Outro helminto encontrado foi Ascaris sp. Apesar da baixa prevaléncia nas amostras
analisadas (1,4%), a ascaridiase merece destaque por ser considerada a helmintiase mais
comum do mundo (CORVINO; BHIMIJI, 2017). Muitos autores relatam a contaminagdo de
hortalicas com ovos de Ascaris lumbricoides, que ocorre provavelmente pela irrigacdo de
hortas com 4gua servida (ESTEVES; FIGUEIROA, 2012; BARBOSA et al, 2016;
BELETINI; TAKIZAWA; TAKIZAWA, 2014). A infeccdo por A. lumbricoides pode

ocasionar sintomas clinicos dependente do numero de parasitos presentes no hospedeiro,
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podendo haver desde infec¢Oes assintomadticas até casos graves com obstrucdo do lumen
intestinal (NEVES et al., 2016).

Estudo brasileiro de Gomes Neto et al. (2012), mostrou nimeros semelhantes aos
encontrados neste trabalho, onde diagnosticou 70% de contaminacdo por Strongyloides
stercoralis nas amostras de alface organica de Jodo Pessoa (Paraiba), além de Entamoeba coli
e Endolimax nana que foram os protozoarios mais prevalentes nas amostras analisadas. Ja
estudos internacionais em vegetais crus nao lavados, incluindo alface, mostraram numeros
diferentes, com baixas taxas de contaminagdo por ancilostomideos (2.9%) no Iram
(ROSTAMI et al, 2016), enquanto que no Suddo foram baixas as frequéncias de
Strongyloides stercoralis (8,6%) e ovos de ancilostomideos (5,7%) além de maiores
prevaléncias de E. histolytica/dispar (42,9%) e G. lamblia (22,9%) (MOHAMED et al.,
2016).

As diferengas de frequéncia entre os helmintos transmitidos pelo solo nos estudos
citados podem ocorrer devido a diferencas regionais, variagdes nas técnicas de analises, tipos
de agua usada na irrigagdo além dos métodos de manuseio pos-colheita dessas hortaligas
(MOHAMED et al., 2016). Relata-se ainda dificuldades na identificagdo entre espécies
devido a semelhangas morfologicas entre os ovos e larvas de ancilostomideos, Strongyloides
sp. e outros nematoides (SIMOES et al., 2001; SAHIMIN et al., 2017) de animais ou de vida
livre.

Em relagdo aos protozoarios, no presente trabalho foram encontrados cistos de
Entamoeba histolytica/dispar (1,4%), Endolemax nana (1,4%) e Entamoeba coli (2,8%). A
presenca desses agentes bioldgicos pode estar relacionada a dgua utilizada na irriga¢do, que
pode ser veiculadora de formas evolutivas infectantes de protozoarios, larvas e ovos de
enteroparasitos (ALVES; CUNHA NETO; ROSSIGNOLLI, 2013). Nesse sentido, as hortalicas
folhosas sdao facilmente contaminadas por conterem maior superficie de contato, folhas
justapostas e flexiveis que favorecem o acumulo de residuos e dgua, além de serem cultivadas
diretamente em contato com o solo, que também facilita a contaminagdo por micro-
organismos (ARBOS et al., 2010; TEFERA et al., 2018).

E. histolytica/dispar tem grande potencial patogénico pois causa a amebiase, doenga
de grande impacto em saude publica, ocasionando cerca de 100 mil 6bitos por ano no mundo
(NEVES et al., 2016). A amebiase pode apresentar-se assintomadtica, intestinal ou
extraintestinal dependendo da viruléncia da cepa, causando dores abdominais, colites
diarreicas, ¢ podendo gerar danos teciduais graves com formagdo de abcessos hepaticos

(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014; PRAKASH; BHIMJI, 2017).
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Ja E. nana e E. coli ndo sdo patogénicos, entretanto sdo importantes por compartilhar
as mesmas vias de transmissdo da E. histolytica (BARNABE et al., 2010). Outros autores
relatam maiores achados em relagdo aos protozodrios, como Mohamed et al., (2016) que
detectou altas prevaléncias de E. histolytica/dispar (42,9%), G. lamblia (22,9%) e E. coli
(14,3%), sendo os vegetais folhosos (alface e agrido) os mais contaminados.

Quando contabilizados todos os parasitas, larvas e outros contaminantes fisicos,
verificou-se 73,6% (53/72) das amostras de alface analisadas apresentavam alguma
contaminagdo. Em relacdo aos locais de comercializagdo, 63,9% (23/36) das amostras de
supermercados apresentaram contaminantes, enquanto 83,3% (30/36) das amostras de bancas
de feira-livre da cidade de Mossoro-RN estavam contaminadas, ndo havendo entretanto,

diferenca significativa na aquisi¢ao da alface entre estes locais (p=0,061) (Grafico 3).

Grafico 3 — Frequéncia de amostras de alface de supermercados e bancas de feira livre de

Mossor6-RN com parasitas larvas e outros contaminantes.
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Legenda: Letras acima do grafico representam igualdade estatistica. Para essa andlise realizou-se o
teste do qui-quadrado, = 3,5035 e valor p= 0,06124, para o nivel de significancia igual a 5%. Fonte:
Autoria propria.

Em amostras das bancas de feira livre foram encontradas sujidades aparentes,
inclusive particulas de solo (Figura 9). Nas andlises executadas foram encontrados ainda
minhocas, lesmas e pequenos insetos e dcaros contaminantes na microscopia, além de larvas
de Oesophagostomum sp. e outras larvas de nematoides de vida livre sem identificagdo
(Figura 10), que sugerem contaminacao por fezes de animais de producdo, possivelmente em

sua utilizagdo como adubo.
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Figura 9 — Sujidades aparentes em alface comercializada em bancas de feira livre da cidade de

Mossoro-RN.

Legenda: A — Sujidades nas folhas externas da hortaligca; B — Sujidades na base, parte interna das
folhas da alface. Fonte: Autoria propria.

Figura 10 — Achados macroscopicos e microscOpicos na analise de alfaces comercializadas

em supermercados e bancas de feira livre de Mossoro-RN.

e
S LT

Legenda: A — Michoca; B — Larva de Oesophagostomum sp.; C — Lesma; D — Perna de inseto; E —

Inseto; F — Larva ndo identificada. Fonte: Autoria propria.

As frequéncias de achados de insetos, Oesophagostomum sp. e larvas de vida livre
foram significativamente maiores nas amostras compradas nas bancas da feira livre (p<0,05),
devido provavelmente a utilizagdo inadequada de adubacdo organica, além disso, citam-se

também as falhas estruturais e exposicdo inadequada nestes locais de comercializagao
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(FERREIRA; ALVARENGA; SAO J OSE, 2015). As amostras de supermercados mostravam-
se aparentemente ser mais limpas, por serem possivelmente lavadas antes de serem postas a
venda.

Foram encontrados também protozodarios ciliados, semelhantes a espécies do género
Balantidium (Figura 11). Estes podem ser encontrados em numeroso hospedeiros vertebrados,
sendo que a espécie que parasito o porco ¢ morfologicamente indistinguivel da que contamina
o homem (REY, 2017). Balantidium coli ¢ o maior dos protozoarios parasitas do homem,
porém sdo raros os registros na literatura médica. Sua sintomatologia pode variar de casos
assintomaticos a quadros desintéricos cronicos, determinando lesdes do tipo necrdtico
semelhantes a amebiase (REY, 2017). Outros estudos ja evidenciaram a presenga deste
protozodrio em vegetais in natura (BARNABE et al., 2010; ALVES; CUNHA NETO;
ROSSIGNOLI, 2013).

Figura 11 — Protozodrio ciliado, semelhantes a espécies do género Balantidium, encontrado na

analise de alfaces comercializadas em supermercados e bancas de feira livre de Mossor6-RN.

Fonte: Autoria propria.

Neste contexto, fica evidente o risco de transmissao de doengas alimentantes aos seres
humanos pelo consumo da alface, devendo esta sempre ser preparada previamente para o
consumo, seja por desinfeccdo ou cocgao. Como meio de promover a seguranga alimentar no
consumo destes produtos, o Ministério da Saude brasileiro recomenda que a populacao
sempre lave frutas, legumes e verduras com solugdo clorada antes do consumo in natura
(MINISTERIO DA SAUDE (BRASIL), 2006). Lavagem comum com agua da torneira &
ineficiente para reduzir a carga bacteriana das folhas (BENCARDINO; VITALI; PETRELLI,
2018). A aplicagdo de sanitizantes populares, como o acido acético e hipoclorito de s6dio em
folhas de alface sdo capazes de reduzir a contagem de coliformes termotolerantes para dentro
dos limites recomendados pela legislacdo brasileira (GOMES NETO et al., 2012), sendo o

hipoclorito de sddio 1% bem mais eficiente que o acido acético 6,6%, tanto para a remogao de
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parasitas, como também coliformes totais e coliformes termotolerantes (NASCIMENTO;
ALENCAR, 2014).

Assim, a alta taxa prevaléncia de patdogenos encontradas evidencia um importante
problema de satde publica, principalmente quando consideramos que a alface ¢ comumente
consumida in natura. E necessario entdo, um maior rigor na fiscalizagdo pelos oOrgios
reguladores e uma maior aten¢do quanto as boas praticas de produgdo, visando um maior

controle higiénico nos processos de produgao, distribui¢ao e comercializacao da alface.
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6 CONCLUSOES

Este estudo detectou contaminacdo parasitaria em 62,5% das amostras, ¢ 25%
apresentava altas taxas de coliformes termotolerantes, o que estd em desacordo com os
parametros minimos exigidos. Entretanto foi verificada a auséncia de Salmonella sp. nas
amostras analisadas.

Foram detectadas altas taxas de contaminagdo parasitdria nas bancas de feira livre,
além de maiores diferencas quanto a multiparasitismo e sujidades neste local de
comercializagdo. Apesar disso ndo foram constatadas diferengas significativas quanto a
contaminagdo microbioldgica e parasitaria entre supermercados e feira livre.

Com base nos resultados obtidos, evidenciou-se a baixa qualidade higi€nico-sanitaria
da alface comercializada em Mossord e o potencial risco a satide da populagao que o consumo

desta hortalica in natura oferece.
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