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Deteccao de Cryptosporidium parvum em alfaces frescas para
consumo cru. Estudo de caso: Teresépolis, Rio de Janeiro, Brasil

Resumo

Cassia R. A. PEREIRA'
Aldo P. FERREIRA?
Rosalina J. KOIFMAN?

A criptosporidiose humana surgiu como importante infecgio gastrintestinal como resultado da ingestao de vegetais
in natura ou contato de pessoa a pessoa, ambos contaminados pelo Cryptosporidium parvum. Este patégeno tem especial
significado clinico por causar um quadro diarréico profuso, em pessoas imunodeprimidas, incluindo pacientes com
AIDS e pacientes com cancer que recebem quimioterdpicos sob regimes toxicos medicamentosos. O emprego de dgua
contaminada, ndo potavel, para a producao de hortalicas, especialmente alface, pode representar importante fonte
potencial de sua presenca. Este artigo analisou a incidéncia de C. parvum em alface frescas para consumo cru, através
de estudo de caso em Teresépolis, R], Brasil. Conclui-se que a ingestio de hortalicas contaminadas por estruturas
parasitdrias é uma via importante de transmissio de enteroparasitoses, necessitando a adog¢io de medidas, por parte
dos 6rgaos de vigilancia sanitaria, que resultem em uma melhoria da qualidade higiénica desses produtos.
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Abstract

DETECTION OF CRYPTOSPORIDIUM PARIV'UM IN FRESH LETTUCE FOR RAW
CONSUMPTION. CASE STUDY: TERESOPOLIS, RIO DE JANEIRO, BRAZIL Human cryptosporidiosis
has emerged as an important gastrointestinal infection which results from the ingestion of vegetables in nature or by
person to person contact, both contaminated by Cryptosporidium parvum. This pathogen has special clinical significance
for causing a profuse diarrheic spectrum in immunocompromised persons, including AIDS patients and cancer
patients receiving toxic chemotherapy under drug regimens. Employment of non-drinkable, contaminated, water, in
the production of vegetables, particularly lettuce, may represent an important potential source for the presence of
this pathogen. This article analyzed the incidence of C. parvum in raw lettuce, by means of a case study in Teres6polis,
RJ, Brazil. It was concluded that the intake of vegetables contaminated by parasitic structures is an important route
of transmission of enteric diseases, requiring the adoption of health measures by professional monitoring boards,
which will result in an improvement of the hygienic quality of these products.

KEY WORDS: Human cryptosporidiosis; public health; Cryptosporidium parvum; contaminated water and

vegetables.

Introducao

O parasitismo é uma relagdo direta e estreita entre
dois organismos, geralmente bem determinado: o
hospedeiro e o parasita, que levam a producio de doengas
parasitarias, as quais As parasitoses sdo responsaveis
por consideravel morbidade e mortalidade em todo o
mundo e, freqiientemente, estdo presentes com sinais e
sintomas ndo especificos (Costa et al., 2001). As aguas
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destinadas a irrigac¢do de hortaligas sdo fontes originais
de contamina¢io quando comportam grande quantidade
de microrganismos como coliformes fecais, Aeromonas,
Salmonelas e Cryptosporidium spp. (Pacheco etal., 2002; Heller
et al., 2004; Ferreira et al., 2008).

A necessidade de protecio e tratamento adequado da
agua de consumo humano relaciona-se, diretamente, com
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os diferentes surtos epidémicos onde microrganismos
acometem a popula¢ao por via hidrica. Recentemente, varios
patégenos novos e patégenos emergentes tém evidenciado
problemas. Dentre outros, ressalta o Cryprosporidium parvum
que foi primeiramente descrito em 1907, reconhecido
como patdgeno animal em 1955, mas somente a partir
da década de 80, caracterizado como patégeno humano
(Szewzik et al., 2000). O C. parvum pertence ao reino
Apicomplexa, classe Sporozoa e a familia Cryptosporidiidae. ¥
um ser parasito coccideo entérico obrigatério, que infecta
o trato gastrintestinal, sendo um dos patégenos entéricos
mais importantes dentro do género Cryptosporidinm.

A veiculacio hidrica do Cryptosporidium é facilitada pelo
longo perfodo que o oocisto permanece viavel no ambiente
e pelo tamanho reduzido (2-5 pm). Hospedeiros infectados
eliminam pelas fezes em torno de 10° a 10" oocistos
(Smith & Rose, 1998), que podem ser transmitidos pelas
rotas individuo-individuo, animal-individuo, ou ainda pela
ingestio de agua e alimentos contaminados. Os oocistos
de Cryptosporidium sao altamente infectantes e a ingestao
de até 30 oocistos podem resultar em infec¢oes humanas
(Dupont et al., 1995).

A criptosporidiose ¢é caracterizada através de diarréia
severa acompanhada por perda fluida, febre e dor
abdominal. A transmissdo ocorre pela rota fecal-oral por
contamina¢io de nascentes, contaminaciao de alimentos
in natura ou contato de pessoa-a-pessoa. Animais, como
gado, podem eliminar um numero grande de oocistos (a
fase do ciclo de vida que ¢ excretado no ambiente) em
aguas supetficiais. Individuos imunodeprimidos como,
por exemplo, aqueles com sindrome de imunodeficiéncia
adquirida sdo facilmente acometidos por este patégeno
(Harwood, 2001; Heller et al., 2004).

No Brasil, as parasitoses intestinais ainda constituem
um sério problema de saude coletiva, apresentando maior
prevaléncia em populacdes de nivel sécio-econdémico
mais baixo e condi¢bes precarias de saneamento basico,
resultando em altos indices de morbidade. Em criancas,
principalmente com idades entre 0 e 5 anos, por
apresentarem, normalmente, habitos higiénicos mais
precarios ou a auséncia de imunidade de re-infecces,
o parasitismo intestinal torna-se mais freqiiente e
relevante, inclusive pela possibilidade de redugio da
absorcio intestinal, podendo influenciar no crescimento
e desenvolvimento, podendo levando a diminui¢io da
imunidade, anemia, subnutricio, desnutricio e até a morte
(Uchoa et al., 2001; Heller et al., 2004).

Com base nos estudos desenvolvidos nos anos 90
ficou estabelecido que o Cryptosporidium spp. nio é espécie-
especifico e que linhagens de uma espécie animal podem
infectar um amplo espectro de outras espécies. Linhagens
isoladas do homem, de bezerros, cordeiros, cabritos e
cervos foram transmitidos por via oral a cordeiros, bezerros
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e leitdes, nos quais causaram diarréia. Potros, frangos e
animais de laboratério contaminados produziram infeccio
assintomatica (Uchoa et al., 2001). Esse resultado indica que
os hospedeiros e reservatorios sdo maltiplos na natureza e
que uma espécie animal pode contrair a infeccdo de outra
(Acha & Szyfres, 1997; Silva et al., 2005).

Os vegetais sio amplamente recomendados como
parte da alimentacdo didria por seu apreciavel conteido em
vitaminas, sais minerais e fibras alimentares. Tem crescido o
interesse, principalmente, por aqueles que apresentam em
sua composicdo substancias com atividade antioxidante,
a exemplo dos carotendides, vitamina C e flavonéides,
que os caracterizam como alimentos funcionais. As
doencas transmitidas por alimentos sdo resultantes
predominantemente do ciclo de contaminagio fecal / oral
e seu controle tem recebido cada vez maior atencio em
todo o mundo (Souto, 2005). Geralmente, tanto nas areas
rurais quanto urbanas dos paises de Terceiro Mundo devido
as mas condicGes sanitarias, as parasitoses intestinais sdo
amplamente difundidas, sendo as hortalicas citadas como
um dos veiculos de suas estruturas infectantes (Rolim &
Torres, 1992; Slifko et al., 2000; No6brega, 2002; Souto,
2005).

A alface (Lactuca sativa) é a hortalica folhosa mais
comercializada no Brasil, seu baixo valor calérico a qualifica
para diversas dietas, o que favorece o seu consumo sob a
forma crua. E cultivada durante o ano inteiro, em canteiros
de terra, de maneira que as touceiras ou pés permanecem
por todo o periodo de desenvolvimento em contato com
o solo (Filgueira, 2000; Falavigna et al., 2005).

A principal forma de contaminacio das hortalicas se da
pela agua contaminada por material fecal de origem humana,
utilizada na irrigacdo das hortas. Varios autores mencionam
a possibilidade de transmissdo de parasitoses a0 homem por
meio da ingestdo de frutas e verduras consumidas cruas,
provenientes de areas cultivadas contaminadas por dejetos
fecais (Silva et al., 1995; Mesquita et al., 1999; Takayanagui
et al., 2000; Souto, 2005).

Sob os aspectos qualitativos, a seguranca alimentar
pode ser entendida como a aquisicio pelo consumidor
de alimento de boa qualidade livte de contaminantes
quimicos, bioldgicos e fisicos, ou qualquer substincia que
possa acarretar problemas a saude (Silva et al., 2005). Nesse
aspecto, enquadra-se a importancia sanitaria da pesquisa do
Cryptosporidium spp. em hortalicas como a alface.

Padroes Sanitarios

A importancia do estudo sobre a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. no ambiente aquatico foi reforcada
pelas citagbes da portaria n° 518, de 25 de marco de 2004
do Ministério da Satde (Brasil, 2004), que recomenda
a inclusdo da pesquisa deste patéogeno para se atingir o
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padrio de potabilidade da dgua. Atualmente, recomenda-
se, mundialmente, o monitoramento de Cryptosporidium em
sistema de dgua potavel que abastecem cidades entre 10.000
e 100.000 habitantes (Franco et al., 2001).

Como um patégeno em evidéncia, o C. parvum possui
implicacGes significativas a vigilancia sanitaria (satde publica
e 4dgua). Tem sido encontrado em fonte de 4dguas nio
tratadas, causando substanciais surtos de graves doencas,
onde testes de 4gua e métodos de tratamento foram falhos
para detecti-los ou remové-los. Dados mais recentes
sugerem que mesmo doses baixas (cerca de 10 oocistos)
podem causar infeccio (Gostin et al., 2000; Heller et al.,
2004).

Estudos epidemiolégicos tém demonstrado que
infec¢bes por C. parvum sio mais comuns e amplas
que previamente se pensava, entretanto, muitos casos
registrados tém sido limitados a hospedeiros individuais
sofrendo severa doenca clinica (Heller et al., 2004; Falavigna
etal.,, 2005; Silva et al., 2005). Embora a verdadeira extensao
de infeccoes por Cryprosporidinm spp. permaneca conjectural,
a importancia como patégenos animais e humanos tem se
tornado mais reconhecida através do numero crescente e
diversificado de casos clinicos registrados através do mundo
(Cook et al., 2000).

Agua de Cultivo

A 4gua ¢ essencial a vida, porém muitas vezes atua como
veiculo de doencas ao homem, o que torna primordial a
avaliacdo de sua qualidade microbiolégica antes de ser
utilizada, com largo espectro de uso, com destaque na
irrigacdo (Uchoa et al., 2001; Nébrega, 2002).

Geralmente, a agua utilizada na irrigacdo ¢ proveniente
de rios, corregos, lagos ou pogos adjacentes as hortas,
sendo raramente encontrada a utilizacdo de agua de
abastecimento publico, devido principalmente ao seu alto
custo, uma vez que a demanda exigida para este proposito
¢ bastante elevada. Portanto, a agua destinada a irrigacdo
¢ transportada através de bombas ou canais desde o rio
e riacho até as hortas, sem qualquer tratamento prévio,
podendo vir a ser uma fonte potencial de enteropatégenos
para o vegetal que sera irrigado (Oliveira & Germano,
1992; Nébrega, 2002). Freqiientemente se observa a
disposi¢do inadequada de esgotos domésticos, como
também a deficiéncia de saneamento bdsico em alguns
locais, contribuindo efetivamente para a contaminagio
das colecoes hidricas, inclusive dos lengdis freaticos, por
matéria organica (Talayanagui et al., 1996; Guimaries et
al., 2003).

Entretanto, alimentos que estdo em contato direto com
aguas contaminadas e sdo consumidos crus constituem
fontes provaveis desses microrganismos e merecem especial
atencdo, principalmente nos paises em desenvolvimento,
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onde o estado nutricional da populaciao é precario,
interferindo diretamente nas condi¢Ges imunolégicas
dos individuos. Criangas, imunodeprimidos e debilitados
sdo considerados grupos susceptiveis, favorecendo o
aparecimento dessas enfermidades (Mesquita et al., 1999;
Pacheco et al., 2002).

No meio rural, o risco de ocorréncia de surtos de
doencas veiculadas pela d4gua é bastante alto, principalmente
em funcio da possibilidade de contaminacdo bacteriana
de aguas que muitas vezes sdo captadas em pogos,
inadequadamente vedados e préximos de fontes de
contaminagdo, como fossas e areas de pastagem ocupadas
por animais (Guimaries et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi avaliar parasitologicamente
a qualidade de hortalicas consumidas cruas provenientes
de locais de producio e comercializadas no municipio de
Teresopolis, Rio de Janeiro.

Metodologia

Local de Estudo

O municipio de Teresépolis foi criado em 06 de julho
de 1891 e faz parte da Regido Serrana do Estado do Rio
de Janeiro estando distante da capital 90 km. Apresenta
os seguintes municipios como limitrofes: Petrépolis, Sao
José do Rio Preto, Sumidouro, Nova Friburgo, Cachoeiras
de Macacu e Guapimirim, e corresponde a 11,1% da area
da Regido Serrana. Ocupa uma area de 772,4 km?* e tem
altitude da sede de 871 m. Suas coordenadas variam de:
22°06’ 52” 2 22° 28’ 38” de latitude e 42° 42’ 17”7 2 43° 03’
19” de longitude.

De acordo com o Censo Demografico do IBGE (2000),
o Municipio de Teresépolis apresenta um total de 138.081
habitantes com 115.198 (83,5%) habitantes na zona urbana
e 22.883 (16,5%) habitantes na zona rural, apresentando
uma densidade demogtifica de 158,7 hab/km? e taxa de
urbanizacao de 83,9%.

Esse municipio é servido por duas estradas federais,
a BR-116, que acessam Guapimirim ao sul e Sdo José do
Vale do Rio Preto ao norte, e a BR-495, estrada serrana
que alcanga Petrépolis, a oeste. A rodovia estadual RJ-130
acessa Nova Friburgo, a leste sendo denominada Circuito
“Teré-Fri” pelo clima favoravel a exploracgdo turistica dos
recursos naturais e pelo poélo agricola de importante aporte
no Estado do Rio de Janeiro.

Segundo dados do Tribunal de Contas do Estado do
Rio de Janeiro (2004) no setor primario, a horticultura
(alface, couve-flor, tomate, repolho, salsa, entre outros) é
responsavel por 81% da produgao agricola do municipio, o
qual é o principal produtor dessa cultura no Estado.
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Preparo e coleta de amostras

Foram utilizadas 50 amostras de alface lisa (Lactuca
sativa), coletadas em trés locais distintos, entre os meses
de marco a setembro de 2007, perfazendo 15 do primeiro
produtor, 15 do segundo produtor e 20 do terceiro
produtor. As hortalicas foram coletadas aleatoriamente, no
petiodo da manha, e foram acondicionadas individualmente
em sacos plasticos limpos e descartaveis. Cada amostra foi
representada por 100g de cada hortali¢a. No laboratério,
utilizando luvas cirtrgicas, as folhas deterioradas foram
descartadas. As demais folhas foram selecionadas em dois
grupos: um contendo as folhas da base e outro as do meio
do pé.

Todas as folhas foram submetidas a lavagem pela técnica
de lavagem descrita por Silva et al. (2005), sendo lavadas
com 450ml de solugio salina (NaCl 0.85%), esfregando-se
com pincel chato n° 16 num recipiente plastico estetilizado e
deixadas em repouso por 5 minutos, sendo, entdo a solu¢io
de lavagem submetida a pesquisa de C. parvum.

Deteccédo de C. parvum

A deteccao de C. parvum foi realizada conforme o
método de coloragao de Ziehl-Nieelsen Modificado (UK
National Reference Method, 2006) onde os dados obtidos
sugerem a necessidade da ado¢do de medidas educativas aos
produtores e do monitoramento da forma de cultivo dessas
hortalicas, evitando-se problemas de saude coletiva.

Um volume de 50 ml da solucdo de lavagem foi
submetido a centrifugacio a 900 RPM por 30 minutos
(Silva et al., 2005). Para confeccao dos esfregacos foi
utilizado um volume de 20 ml do sedimento coletado apds
centrifugacdo, em triplicata, num total de 60 ml por amostra.
Através de suc¢do com pipeta automatica os sedimentos
foram medidos tendo em média 0,25 ml de sedimento
final por amostra e feito esfregaco em laminas limpas e
desengorduras.

Para a coloragdo dos esfregacos foi utilizada a técnica
de Ziehl-Nielsen Modificado (Rigo & Franco, 2002;
UK National Reference Method, 20006). Utilizando o
concentrado obtido, fez-se um esfregaco delgado e
homogéneo em laminas de microscopia. Apos isso, foi
deixado secar ao ar e postetiormente fixado em metanol por
5 minutos, deixando secar a temperatura ambiente. A seguir,
foi corado com carbolfucsina por 5 minutos e processadas
as lavagens, utilizando primeiramente alcool etilico a 50%
e depois agua corrente. Descorar a lamina mergulhando-a
em alcool-acido a 1% (4cido cloridrico concentrado em
alcool etilico 95%). Lavar novamente em agua corrente ¢
contracorar com azul de metileno por 1 a 5 minutos. Lavar
em 4gua corrente e deixar as laminas secarem ao ar. Para o
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calculo do nimero total de oocistos na amostra utilizou-se
a metodologia de Oliveira & Germano (1992).

Resultados

Das 50 amostras de alface, os 50 esfregacos obtidos das
folhas provenientes da base do pé apresentaram 100% de
presenca de oocistos. Das demais 50 amostras provenientes
das folhas do meio das alfaces, 38% apresentaram presenca
de oocistos (Tabela 1).

Oocistos Cryptosporidium parvum Positivas Negativas
F % F %

Nas folhas da base 50 1000 0 00

Nas folhas do meio 19 380 31 62,0

Tabela 1. Ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium parvum em 50 amostras
de alfaces lisas (Lactuca sativa) coletadas no municipio de Teresépolis, RJ.
Manguinhos, FIOCRUZ, 2007.

Legenda
F=freqUéncia

A Figura 1 denota oocistos presentes nas amostras
pesquisadas. A leitura e contagem dos oocistos foram
realizadas utilizando-se microscopia éptica, com objetiva

de imersio, percorrendo-se todo o esfregaco.

Figura 1. Oocistos de C. parvum nas amostras positivas analisadas (aumento
1000x).

Discussao

O estudo investigativo de parasitas intestinais tem por
objetivo determinar as principais doencas e seus respectivos
agentes etiologicos que se encontram distribuidos por todo
o mundo, de forma endémica ou epidémica, observando
as areas de maior incidéncia ou prevaléncia e os fatores
que favorecem a proliferacdo dessas parasitoses, para
que possam ser diagnosticadas e utilizados programas de
controle e de tratamento.

Essa pesquisa comprovou 100% de contaminagio nas
folhas da base dos pés de alface, provavelmente devido
ao contato estreito de tal parte do vegetal com o solo
que pode abrigar agua contaminada e fezes de animais de
sangue quente (Acha & Szyfres, 1997; Gostin et al., 2000).
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A presenga dos oocistos em 38% das folhas do meio do pé
de alface demonstrou uma forma de contaminacio, talvez,
relacionada a 4gua contaminada, uma vez que em seu habitat
natural a alface apresenta uma formagdo folhosa densa e
fechada ao miolo (Rolim & Torres, 1992), havendo apenas
a suposicdo de que a agua de irrigacio, sem controle prévio
pode ser potencial fonte de surto de doengas (Gostin et al.,
2000; Pacheco et al., 2002).

Outro fator importante a ressaltar, e que explicaria os
resultados encontrados, é o fato de no Brasil se utilizar
estrume (fezes de animais) como fertilizantes para
hortalicas, que ¢ uma fonte de contaminacio, bem como a
dgua que irriga essas plantacoes, muitas vezes sdo otiundas
de rios ou nascentes contaminadas, possibilitando a chegada
a mesa do consumidor alimentos contaminados (Pacheco
et al., 2002).

As doencas causadas por parasitos intestinais ndo tém
sido prioritarias em programas de saide publica. Algumas
explicagGes para a falta de interesse das autoridades podem
ser a caréncia de estudos epidemiolégicos em varias regides
do pais, assim como as altas taxas de reinfec¢do e a rapidez
com que ocorrem apos o tratamento.

E interessante enfatizar que verminose nio é somente
um problema que afeta criangas de baixa renda, mas ocorre
em todo o pafs. Para mudar este quadro é necessario que
haja transformacdo nas condutas de higiene, e se deve
propor medidas sanitdrias mais sérias tanto no saneamento
basico, mais também no refinamento e controle sanitirio de
restaurantes, bares, lanchonetes, escolas, agricultura e tudo
que se relacione a veiculagio de agua em alimentos.

Conclusoes

Esta pesquisa, embora tenha utilizado pequena
amostragem de hortalicas, revela que elas podem estar
sendo cultivadas em solos poluidos, ou que a dgua de
irrigacio utilizada esteja contaminada com material fecal, ou
ainda, que no cultivo desses vegetais esteja sendo utilizado
adubo animal (suino, bovino), que podem carrear ovos e
larvas de helmintos, bem como cistos de protozoarios,
podendo causar enteroparasitoses.

Fator importante na mitigacdo do problema pode
ser a implantacdo de politicas sanitarias aliadas ao
tratamento das pessoas infectadas, bem como o fomento
a programas educacionais junto as populacées do meio
rural para conscientizacdo desse problema de carater
coletivo ja que muitos casos sdo assintomaticos, nao
existe tratamento efetivo e pode ser fatal em individuos
imunocomprometidos.

Conclui-se que a ingestdo de hortalicas contaminadas
por estruturas parasitarias ¢ uma via importante de
transmissao de enteroparasitoses, necessitando a ado¢io
de medidas, por parte dos 6rgaos de vigilancia sanitaria,
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que resultem em uma melhoria da qualidade higiénica
desses produtos. Adicionalmente, torna-se importante o
uso de instalacido de fossas sépticas e redes de esgoto para
impedir que o solo venha a se contaminado, bem como da

agua para irrigacao.
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