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RESUMO
Os vegetais frescos são altamente benéficos à saúde, mas podem ser fontes de transmissão de helmintos e protozoários 
provenientes do solo ou da água de irrigação contaminada, especialmente por esgotos sanitários. A identificação 
desses organismos é desafiadora, devido à sua diversidade no ambiente e aos diferentes estágios evolutivos. Este estudo 
avaliou a ocorrência de nematódeos em alface in natura e higienizada, realizando o diagnóstico diferencial com larvas 
de importância médica previamente definidas como padrões. Os nematódeos foram isolados por lavagem das folhas 
com solução de glicina 1 M, seguida de sedimentação espontânea, e analisados por microscopia, considerando critérios 
morfológicos e morfométricos para o diagnóstico diferencial em relação às larvas de Strongyloides spp., ancilostomídeos 
e Angiostrongylus spp. Foram isolados 872 nematódeos, 97% deles provenientes de amostras de alface in natura. Os 
exemplares identificados foram classificados predominantemente como de vida livre, sem compatibilidade morfológica 
e morfométrica com as larvas padrão. Embora nematódeos de vida livre não representem um risco direto, sua presença 
nos vegetais, indica um risco indireto à saúde do consumidor, pela possibilidade de atuarem como veículo de outros 
patógenos. Dada a similaridade entre os espécimes, ressalta-se a importância de critérios precisos de identificação na 
vigilância desses alimentos para o diagnóstico adequado.

Palavras-chave. Helmintos, Vegetais, Técnicas Investigativas, Inocuidade dos Alimentos, Vigilância em Saúde Pública.

ABSTRACT 
Fresh vegetables are highly beneficial to health, but they can serve as transmission sources of helminths and protozoa 
originating from soil or contaminated irrigation water, especially from sewage. The identification of these organisms is 
challenging due to their diversity in the environment and their different evolutionary stages. This study evaluated the 
occurrence of nematodes in raw and sanitized lettuce, performing a differential diagnosis with medically important 
larvae, previously defined as standards. Nematodes were isolated by washing the leaves with a 1 M glycine solution, 
followed by spontaneous sedimentation, and analyzed using microscopy based on morphological and morphometric 
criteria for differential diagnosis of Strongyloides spp., hookworms, and Angiostrongylus spp. larvae. A total of 872 
nematodes were isolated, 97% of which were from raw lettuce samples. The identified specimens were predominantly 
classified as free-living nematodes, with no morphological or morphometric compatibility with standard larvae. 
Although free-living nematodes do not pose a direct risk, their presence in vegetables may indicate an indirect risk to 
consumer health by potentially acting as vectors for other pathogens. Given the similarity between the specimens, the 
importance of precise identification criteria in food surveillance is emphasized to ensure accurate diagnosis.
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INTRODUÇÃO
O consumo de vegetais folhosos proporciona diversos benefícios à saúde, pois constituem uma 

importante fonte de fibras, vitaminas, minerais, entre outros nutrientes. No entanto, quando consumidos 
crus podem estar relacionados com a transmissão de doenças veiculadas por diversas espécies de 
helmintos e protozoários associados a agravos à saúde humana, incluindo sua implicação em surtos 
epidêmicos1,2. A alface (Lactuca sativa L.) é a hortaliça mais consumida no Brasil e no mundo devido ao 
sabor, facilidade de preparo e diversidade de cultivares. Seu cultivo ocorre em todo o país, principalmente 
próximo a regiões metropolitanas, geralmente em canteiros de terra, onde fica em contato direto com 
o solo. A contaminação pode ocorrer em diversas etapas da produção, sendo a qualidade da água de 
irrigação, o tipo de adubação e a presença de animais nas propriedades produtoras, algumas das principais 
possibilidades3-5. Processos inadequados de higienização e descontaminação dos vegetais, associados ao 
consumo na forma crua favorecem a transmissão dessas parasitoses6-8.

Na literatura há relatos da ocorrência de diversas formas evolutivas de Nemathelmintos e 
Plathelmintos de interesse médico em vegetais como alface9-11, salsa, coentro, cebolinha, agrião, hortelã, 
alho-poró, rúcula, entre outros12-17 e os nematódeos destacam-se entre os parasitas relatados com maior 
frequência nesse tipo de alimento, pelo fato de apresentarem alguma fase de seu ciclo de vida no solo, 
geralmente entre as mudanças de fases larvárias e transferência de hospedeiros8,18,19.

O ciclo biológico dos nematódeos compreende ovo, três ou quatro estágios juvenis (larvários) 
e a forma adulta (verme)20. Devido à sua diversidade no ambiente, com a ocorrência concomitante de 
fitonematoides, zooparasitas e nematódeos de vida livre, em diferentes estágios evolutivos, a identificação 
desses organismos em amostras ambientais é uma ação complexa, em especial das formas larvares, 
tornando-se necessária a adoção de métodos de maior especificidade, a fim de auxiliar na caracterização e 
diferenciação das espécies de nematódeos21,22.

Em vista disso, em amostras ambientais, o diagnóstico diferencial entre as principais larvas de 
nematódeos, infectantes e intermediárias, associados a agravos à saúde humana, constituiu uma importante 
abordagem metodológica, aplicada no monitoramento e controle de qualidade desses alimentos, 
subsidiando as ações da Vigilância Sanitária e Epidemiológica. Dessa forma, o objetivo do presente estudo 
foi avaliar a ocorrência de nematódeos em alface (Lactuca sativa L.) in natura e higienizada (pronta para 
o consumo) e realizar o diagnóstico diferencial, morfológico e morfométrico, dos nematódeos isolados 
em estágio larval com larvas padrões de importância médica (Strongyloides stercoralis, S. venezuelensis, 
ancilostomídeos, Angiostrongylus cantonensis e A. costaricensis).

MATERIAL E MÉTODOS
Foram analisadas 60 amostras de alface crespa de cultivo convencional, 30 in natura (IN) e 30 

higienizadas (HI), adquiridas aleatoriamente no comércio varejista das diferentes regiões da cidade de 
São Paulo, no período de janeiro a agosto de 2020. O isolamento dos nematódeos foi realizado, de acordo 
com Matosinhos et al23, com modificações. Aproximadamente 30 g de folhas de cada amostra foram 
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lavadas com 200 mL de solução de Glicina 1 M em saco plástico de primeiro uso e submetidas a agitação 
manual por 3 minutos. Em seguida, as folhas foram retiradas e descartadas com auxílio de uma pinça 
grande e o líquido de lavagem foi transferido para um cálice de sedimentação, onde permaneceu por 2 
horas. Após esse período, o sobrenadante foi descartado e 10 mL do sedimento foi transferido para um 
tubo cônico de 15 mL, para a centrifugação a 2.500 rpm por 5 minutos. Posteriormente, o sobrenadante 
do tubo foi descartado, e 1 mL do sedimento foi transferido para um vidro relógio e totalmente examinado 
em microscópio estereoscópio, marca Leica®, modelo MZ9.5, em aumento de 3,6 a 60 X. Todas as 
amostras foram analisadas em triplicata, totalizando 90 g por amostra. Os nematódeos detectados foram 
capturados e transferidos para outro vidro relógio contendo água destilada, com auxílio de micropipeta, 
onde foram fixados com solução de lugol. Após a fixação, os espécimes foram transferidos para lâminas, 
cobertas com lamínulas vedadas com esmalte de unhas e examinados individualmente ao microscópio 
óptico de campo claro, marca Zeiss®, em aumento de 100 a 400 X e optovar variando de 1.0 a 2.5.

Os nematódeos que se apresentaram íntegros para identificação foram fotografados com destaque 
para a região anterior, posterior e uma vista in toto do exemplar, utilizando o Programa Axio Vision LE e 
classificados de acordo com Andrassy24; Ferraz25; De Ley e Blaxter26 e Ferris27. 

Nematódeos em estágio larval foram selecionados para avaliação detalhada, para os quais foram 
obtidos os mesmos dados morfológicos e morfométricos utilizados por Pauli-Yamada e Pinto22 para larvas 
padrão de S. stercoralis, S. venezuelensis, A. cantonensis, A. costaricensis e ancilostomídeos. 

Os espécimes considerados sugestivos para Strongyloides stercoralis, Strongyloides venezuelensis e 
ancilostomídeos foram submetidos ao diagnóstico diferencial, por meio de avaliação morfológica e morfométrica 
comparativa, utilizando os intervalos de variação morfométricos das larvas padrão22 como referência de 
similaridade. As medidas registradas para cada um dos parâmetros morfométricos foram comparadas com o 
intervalo de variação máximo e mínimo dos mesmos parâmetros das larvas padrão em hipótese, para os quais 
foram atribuídos valores 0 (zero) ou 1 (um) como escore. O escore foi considerado 1 (um) quando a medida se 
encontrou dentro do intervalo de valores máximos e mínimos da larva padrão22, e 0 (zero) quando estava fora do 
intervalo de variação. A similaridade foi obtida a partir da somatória numérica dos escores, dividido pelo total de 
parâmetros avaliados e convertida em percentual, sendo considerada alta quando superior a 85%21,22.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Ocorrência de nematódeos em alface in natura e higienizada

Ao longo do estudo, foram isolados 872 nematódeos, vivos e mortos, em diferentes estágios evolutivos, 
sendo 97% provenientes de amostras in natura. Entre as amostras higienizadas, 43% (13/30) continham 
nematódeos, com a presença de exemplares vivos em quatro delas. Nas amostras in natura, apenas uma não 
apresentou nematódeos, enquanto em 16 foram identificados organismos vivos. A média de nematódeos 
isolados nas alfaces in natura foi de 28 por amostra, com uma variabilidade de 55,9, enquanto nas higienizadas, 
a média foi inferior a 1 (0,9). O intervalo de variação mais frequente foi de 1 a 10 nematódeos em ambos os 
tipos de amostras, sugerindo que essa seja a faixa mais provável de ocorrência (Figura 1).
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A frequência de nematódeos acima de 100 ocorreu exclusivamente em amostras in natura, sendo 
278 o número máximo de nematódeos isolados em um único produto. Nessas amostras, o número de 
nematódeos isolados apresentou alta variabilidade, e esse fenômeno foi observado também em relação às 
triplicatas, indicando que esse tipo de contaminação não apresenta distribuição homogênea na matriz, o 
que reforça a importância das replicatas para um resultado analítico mais representativo. 

Diferentes fatores ambientais estão diretamente relacionados com a distribuição e abundância de 
nematódeos ainda no campo e podem influenciar sua ocorrência nos alimentos, como a qualidade do solo 
e da água de irrigação, os sistemas de produção, tipo de adubação, temperatura, umidade e associações 
com outros seres vivos20,28. Além disso, o manejo, higienização e armazenamento nos demais setores da 
cadeia produtiva podem favorecer ou não a permanência desses micro-organismos e influenciar a sua 
ocorrência nos vegetais.

Nas amostras higienizadas, as contaminações por nematódeos, vivos e mortos, denota falhas nos 
procedimentos de limpeza e desinfecção desses alimentos, que possuem indicação para seu consumo cru, 
sem nenhum tratamento adicional. A sobrevivência dos nematódeos nessas amostras sugere a existência 
de um microclima favorável para o seu desenvolvimento e estabelecimento, com condições de temperatura 
e umidade adequadas e, provavelmente, com a presença de fungos ou bactérias. A reutilização de água de 
lavagem, por exemplo, é um fator que pode promover e ampliar as contaminações, portanto é importante 
manter um rigoroso controle de qualidade da água no processamento desses vegetais29.

Apesar do alto número de nematódeos isolados no estudo, cerca de 65% deles encontravam-se 
em processo de deterioração, impossibilitando a sua identificação. Entre os isolados foram encontrados 
nematódeos em estágios larvários (juvenis), machos (49) e fêmeas (68), entre elas algumas fertilizadas com 
ovos e dois exemplares de fêmeas contendo larvas em seu interior, em eclosão matricida.

Figura 1. Frequência de amostras de alface crespa in natura e higienizadas em relação ao número de nematódeos isolados
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Uma amostragem de 91 exemplares foi analisada, sendo identificados em grande maioria como 
nematódeos de vida livre. Com exceção de um exemplar fitoparasita da Subordem Tylenchida/Gênero 
Helicotylenchus e um onívoro da Ordem Dorylaimida, todos os demais espécimes identificados são formas 
bacteriófagas ou micófagas da Ordem Rhabditida (Figura 2).

A ocorrência de nematódeos em amostras de alface in natura é frequente9,10,30-32 e é favorecida pelo 
ambiente úmido e rico em matéria orgânica utilizado para o cultivo de hortaliças, que contribui para o 
desenvolvimento de micro-organismos saprófitas, como bactérias e fungos, principais fontes alimentares 
dos nematódeos de vida livre. O predomínio de nematódeos de vida livre em amostras de alface crespa foi 
observado também por Pacífico et al33, em um estudo com 100 amostras de alface coletadas na cidade do 
Rio de Janeiro, onde não foi observada diferença significativa entre as frequências obtidas nas amostras de 
cultivos tradicional e hidropônico.

Os nematódeos de vida livre agrupam a maioria dos espécimes existentes no solo, em 
ambientes aquáticos ou marinhos. É o grupo mais heterogêneo, cuja característica comum é o fato 
de se alimentarem de organismos microscópicos como bactérias e fungos20,28. Devido a esses hábitos 

Figura 2. A: Exemplar da Ordem Dorylaimidae. B: Exemplar da Ordem Rhabditida, Subordem Tylenchina, Família 
Aphelenchoididae. C e D: Exemplares da Ordem Rhabditida, Subordem Rhabditina, Família Rhabditidae (D, Gênero Rhabditis). 
E, F e G: Exemplares da Ordem Rhabditida, Subordem Tylenchina, Família Panagrolaimidae. Escala = 100 µm
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alimentares, diversos autores têm avaliado o potencial dos nematódeos de vida livre atuarem como 
reservatórios ou vetores de patógenos, como Salmonella, Escherichia coli e Listeria monocytogenes, 
Cryptosporidium parvum e Cyclospora cayetanensis, no meio ambiente, sugerindo que podem auxiliar 
na dispersão de patógenos humanos presentes no solo para as superfícies de frutas e vegetais crus34-36. 
As implicações decorrentes das interações entre nematódeos de vida livre e bactérias ou protozoários 
patógenos e a sua persistência nos produtos alimentícios precisam ser melhor estudadas, entretanto, em 
vista dos dados apresentados, a presença de nematódeos de vida livre nos alimentos pode representar 
um risco indireto à saúde, especialmente aos produtos considerados prontos para o consumo, como as 
alfaces higienizadas.

Diagnóstico diferencial com larvas de importância médica

Dentre as larvas isoladas em condições adequadas para identificação, 11 apresentaram características 
morfológicas sugestivas de larvas rabditoides de Strongyloides spp. (Figura 3) e 9 foram sugestivas de 
larvas rabditoides de ancilostomídeos (Figura 4), devido a semelhanças em relação ao tipo de esôfago, 
comprimento total, comprimento do vestíbulo bucal, tipo de cauda e do primórdio genital. Não foram 
detectadas larvas sugestivas do gênero Angiostrongylus spp.

Embora algumas larvas rabditoides tenham sido consideradas, a princípio, sugestivas de 
pertencerem aos gêneros Strongyloides e ancilostomídeos, por apresentarem características morfológicas 
gerais semelhantes a esses grupos, foram observadas determinadas particularidades morfológicas 
diferentes das larvas padrão, como estreitamento sutil da extremidade anterior, presença de papilas cefálicas 

Figura 3. Comparação morfológica detalhada de larvas rabditoides sugestivas para o gênero Strongyloides. A e B: extremidade 
anterior e posterior de larva rabditoide padrão de S. stercoralis. C e D: extremidade anterior e posterior de larva rabditoide 
padrão de S. venezuelensis. E a J: extremidades anteriores e posteriores de larvas isoladas de vegetais, sugestivas para o gênero 
Strongyloides. vb: vestíbulo bucal; c: corpo; i: istmo; b: bulbo
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Figura 4. Comparação morfológica detalhada de larvas rabditoides sugestivas para ancilostomídeos. A e B: extremidade anterior 
e posterior de larva rabditoide padrão de ancilostomídeo. C a J: extremidades anteriores e posteriores de larvas isoladas de 
vegetais, sugestivas para ancilostomídeos. vb: vestíbulo bucal; c: corpo; i: istmo; b: bulb

sobressalentes, formato e localização do primórdio genital, cauda demasiadamente alongada, entre outras 
características pouco perceptíveis. Além disso, a comparação morfométrica realizada entre os exemplares 
sugestivos que apresentaram todos os parâmetros mensurados (10 sugestivos de Strongyloides spp. e 4 
sugestivos de ancilostomídeos) e seus respectivos padrões demonstrou um percentual de similaridade 
inferior a 80% em todos os casos (Tabela), indicando baixa similaridade fenotípica22.

Portanto, ainda que alguns parâmetros morfológicos importantes tenham mostrado semelhança entre 
larvas de nematódeos isolados das amostras de alface e larvas de Strongyloides spp. e de ancilostomídeos, os 
parâmetros morfométricos utilizados não confirmaram a hipótese inicial.

Contudo, a literatura demonstra a ocorrência de nematódeos zoonóticos nos estudos parasitológicos 
com amostras de alface em diversas regiões do Brasil. Neres et al37 isolaram, entre outros enteroparasitas, 
larvas rabditoides de S. stercoralis e de ancilostomídeos e larvas filarioides de ancilostomídeos em amostras 
de alface crespa comercializadas em Anápolis (GO), assim como Soares e Cantos30 em Florianópolis (SC), 
Silva et al31 na Bahia e Esteves e Figuerôa32 em Pernambuco, que isolaram larvas de S. stercoralis. Também 
em Pernambuco, Rocha et al38 detectaram larvas de Strongyloides spp. em 100% das amostras de alface 
comercializadas em feira livre e Terto et al39 encontraram 30% de positividade para nematódeos, com um 
caso de Strongyloides spp. Novacki et al9 detectaram aproximadamente 15% de larvas de S. stercoralis e 6% 
de ovos e larvas de ancilostomídeos em alface crespa adquiridas em um feirão do município de Ji-Paraná, 
Rondônia; e Rodrigues et al16 em Belém (PA), detectaram larvas de ancilostomídeos e de Strongyloides 
stercoralis em amostras de alface e rúcula. Em todos esses estudos, a identificação dos nematódeos isolados 
foi realizada exclusivamente por análise microscópica, restrita a identificação morfológica.
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Hipótese Espécime

Características morfométricas Somatória 
de escores

Total de 
parâmetros 

%  
similaridadeCTC CE L DAC DPGC CVB LEA CPG LPG

Sugestivas para 
Strongyloides 
stercoralis 
(rabditoide)

IN 1 B _2 1 1 1 0 1 1 0 0 1 6 9 67
IN 1 B _6 0 0 1 1 0 0 1 1 0 4 9 44
IN1 B_13 0 0 0 1 0 0 1 1 0 3 9 33
IN1 B_14 0 0 1 1 0 1 0 1 0 4 9 44
IN1 B_22 0 0 0 0 0 1 0 0 1 2 9 22
IN1 B_23 0 0 0 0 0 1 0 0 1 2 9 22
IN1 B_27 0 0 0 1 0 1 0 1 0 3 9 33
IN 7_1 0 0 1 1 0 1 0 0 1 4 9 44
IN 21_1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 2 9 22
IN 28_2 0 0 0 1 0 0 0 1 1 3 9 33

Sugestivas para 
Strongyloides 
venezuelensis  
(rabditoide)

IN 1 B _2 1 1 1 0 1 1 0 0 1 6 9 67
IN 1 B _6 1 1 1 1 1 0 1 1 0 7 9 78
IN1 B_13 1 1 1 1 1 0 1 1 0 7 9 78
IN1 B_14 1 1 1 1 1 1 0 1 0 7 9 78
IN1 B_22 1 1 0 1 1 1 0 0 1 6 9 67
IN1 B_23 1 1 0 1 1 1 0 0 1 6 9 67
IN1 B_27 1 1 0 1 1 1 0 1 0 6 9 67
IN 7_1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 7 9 78
IN 21_1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 5 9 56
IN 28_2 1 1 0 1 1 0 0 1 0 5 9 56

Sugestivas para 
ancilostomídeos 
(rabditoide) 

IN 1 B _8 1 1 1 0 0 0 0 0 0 3 9 33
IN 14 _96 1 1 1 0 0 0 0 0 0 3 9 33
IN 15_50 0 1 0 0 0 1 0 1 1 4 9 44
IN 17_19 1 1 1 0 0 1 1 0 0 5 9 56

Tabela. Estudo de similaridade entre larvas rabditoides isoladas das amostras de alface e larvas rabditoides de S. stercoralis, S. venezuelensis 
e ancilostomídeos22
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Embora os relatos de diversas espécies de nematódeos de importância médica nesse tipo de amostra 
sejam frequentes, a identificação dos estágios larvares, infectantes ou intermediários, é um grande desafio. 
As referências e chaves de identificação disponíveis referem-se principalmente à morfologia de vermes 
adultos, tanto de vida livre como de interesse médico25,40,41. A complexidade na identificação de larvas de 
nematódeos estimulou outros autores a recorrerem à combinação de dados morfométricos como ferramenta 
para a diferenciação de espécies, especialmente em amostras biológicas. Little42, Teixeira43, Vieira et al44 e 
Miné45 compararam diversas espécies de Strongyloides em busca de critérios para identificação específica 
e demonstram a dificuldade, ou até mesmo a impossibilidade de determinação específica do gênero 
Strongyloides por meio de análise morfológica. 

Em amostras ambientais a presença de larvas de nematódeos de vida livre, que em alguns 
casos apresentam muita semelhança morfológica com as larvas parasitas, pode levar a identificações 
equivocadas; portanto, trabalhos que identificam espécies de Strongyloides em amostras ambientais 
precisam ser ponderados. Nestes casos, seria mais prudente e confiável realizar o diagnóstico em nível 
de gênero, como fez Rocha et al38 e Terto et al39, ainda que permaneça a dúvida se há importância 
médica no achado.

Deste modo, dada a diversidade de espécies existentes no solo, além de um minucioso exame 
microscópico das características morfológicas, observa-se a necessidade de adoção de critérios mais 
precisos de identificação por outros métodos, como a morfometria adotada neste estudo. A metodologia 
proposta ampliou a capacidade de identificação de larvas de nematódeos associados a agravos à saúde 
humana nos alimentos, com a perspectiva de utilizá-la como técnica de triagem direcionada para posterior 
confirmação por outros métodos, como os biomoleculares, com o objetivo de diminuir a imprecisão no 
diagnóstico aplicado na Vigilância Sanitária.

CONCLUSÃO
A ocorrência de nematódeos no estudo foi elevada, especialmente em alfaces in natura. Embora 

tenham sido isolados exemplares com características morfológicas semelhantes às larvas padrão de interesse 
médico, a análise morfométrica não confirmou essa suspeita.

A presença de nematódeos de vida livre, vivos e mortos, ainda que não represente um risco direto 
de infecção parasitária, pode indicar um risco indireto à saúde do consumidor, considerando as possíveis 
interações entre esses organismos e bactérias ou protozoários patógenos. No entanto, tais implicações 
necessitam de estudos mais aprofundados.

Diante da similaridade entre os espécimes, o diagnóstico diferencial morfológico e morfométrico 
em relação às larvas de nematódeos associados a agravos à saúde humana constituiu uma abordagem 
metodológica eficiente e essencial para a triagem dos exemplares isolados, sendo fundamental para o 
monitoramento e controle sanitário desses alimentos.
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