Revista do
Instituto Adolfo Lutz 1N 1983-3814

https://doi.org/10.53393/rial.2025.v.84.41546 Artigo Original/Original Article

Ocorréncia de nematodeos em alface e desafios no diagnostico diferencial
com larvas de interesse médico: relevancia da identificacao precisa na
Vigilancia Sanitaria

Occurrence of nematodes in lettuce and challenges in differential diagnosis with
medically relevant larvae: importance of accurate identification in Sanitary Surveillance

Lais Fernanda de Pauli-Yamada' ([, Mércia Dimov Nogueira' {2/, Maria Aparecida Moraes Marciano® {2/, Pedro Luiz Silva Pinto?

! Nucleo de Morfologia e Microscopia, Centro de Alimentos, Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo, SP, Brasil. ®or
> Programa de Pés-Graduagio em Ciéncias, Coordenadoria de Controle de Doengas, Secretaria de Estado da Saude, Sao Paulo, SP, Brasil. ®or

*Autor de correspondéncia/Corresponding author: lais.yamada@ial.sp.gov.br
Recebido/Received: 14.04.2025 Aceito/Accepted: 26.05.2025 Publicagao/Publication: 29.05.2025
Editor Chefe/Editor-in-chief: Adriana Bugno

Os vegetais frescos sdo altamente benéficos a satide, mas podem ser fontes de transmissdo de helmintos e protozoarios
provenientes do solo ou da agua de irrigacdo contaminada, especialmente por esgotos sanitarios. A identificagdo
desses organismos ¢ desafiadora, devido a sua diversidade no ambiente e aos diferentes estagios evolutivos. Este estudo
avaliou a ocorréncia de nematddeos em alface in natura e higienizada, realizando o diagnoéstico diferencial com larvas
de importancia médica previamente definidas como padrdes. Os nematédeos foram isolados por lavagem das folhas
com solugdo de glicina 1 M, seguida de sedimentagao espontinea, e analisados por microscopia, considerando critérios
morfolégicos e morfométricos para o diagnodstico diferencial em relagdo as larvas de Strongyloides spp., ancilostomideos
e Angiostrongylus spp. Foram isolados 872 nematddeos, 97% deles provenientes de amostras de alface in natura. Os
exemplares identificados foram classificados predominantemente como de vida livre, sem compatibilidade morfologica
e morfométrica com as larvas padrdo. Embora nematddeos de vida livre ndo representem um risco direto, sua presenga
nos vegetais, indica um risco indireto a satide do consumidor, pela possibilidade de atuarem como veiculo de outros
patogenos. Dada a similaridade entre os espécimes, ressalta-se a importancia de critérios precisos de identificagao na
vigildncia desses alimentos para o diagnéstico adequado.

Palavras-chave. Helmintos, Vegetais, Técnicas Investigativas, Inocuidade dos Alimentos, Vigildncia em Saude Publica.

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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O consumo de vegetais folhosos proporciona diversos beneficios a saude, pois constituem uma
importante fonte de fibras, vitaminas, minerais, entre outros nutrientes. No entanto, quando consumidos
crus podem estar relacionados com a transmissao de doencgas veiculadas por diversas espécies de
helmintos e protozodrios associados a agravos a saude humana, incluindo sua implicagdo em surtos
epidémicos™?. A alface (Lactuca sativa L.) é a hortalica mais consumida no Brasil e no mundo devido ao
sabor, facilidade de preparo e diversidade de cultivares. Seu cultivo ocorre em todo o pais, principalmente
proximo a regides metropolitanas, geralmente em canteiros de terra, onde fica em contato direto com
o solo. A contaminagdo pode ocorrer em diversas etapas da produgao, sendo a qualidade da agua de
irrigacao, o tipo de adubagio e a presen¢a de animais nas propriedades produtoras, algumas das principais
possibilidades®”. Processos inadequados de higienizacao e descontaminagdo dos vegetais, associados ao
consumo na forma crua favorecem a transmissao dessas parasitoses®®.

Na literatura ha relatos da ocorréncia de diversas formas evolutivas de Nemathelmintos e

9-11

Plathelmintos de interesse médico em vegetais como alface®"!, salsa, coentro, cebolinha, agrido, hortela,

1217 e 0s nematddeos destacam-se entre os parasitas relatados com maior

alho-poro, rucula, entre outros
frequéncia nesse tipo de alimento, pelo fato de apresentarem alguma fase de seu ciclo de vida no solo,
geralmente entre as mudangas de fases larvarias e transferéncia de hospedeiros®'®".

O ciclo biolégico dos nematédeos compreende ovo, trés ou quatro estagios juvenis (larvarios)
e a forma adulta (verme)?. Devido a sua diversidade no ambiente, com a ocorréncia concomitante de
titonematoides, zooparasitas e nematodeos de vida livre, em diferentes estagios evolutivos, a identificacao
desses organismos em amostras ambientais ¢ uma agdo complexa, em especial das formas larvares,
tornando-se necessaria a adogdo de métodos de maior especificidade, a fim de auxiliar na caracterizacio e
diferenciagao das espécies de nematddeos*"*2.

Em vista disso, em amostras ambientais, o diagndstico diferencial entre as principais larvas de
nematddeos, infectantes e intermediarias, associados a agravos a saide humana, constituiu uma importante
abordagem metodolégica, aplicada no monitoramento e controle de qualidade desses alimentos,
subsidiando as a¢des da Vigilancia Sanitaria e Epidemioldgica. Dessa forma, o objetivo do presente estudo
foi avaliar a ocorréncia de nematddeos em alface (Lactuca sativa L.) in natura e higienizada (pronta para
o consumo) e realizar o diagnoéstico diferencial, morfolégico e morfométrico, dos nematédeos isolados
em estagio larval com larvas padrées de importancia médica (Strongyloides stercoralis, S. venezuelensis,

ancilostomideos, Angiostrongylus cantonensis e A. costaricensis).

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 regides da cidade de
Sao Paulo, no periodo de janeiro a agosto de 2020. O isolamento dos nematodeos foi realizado, de acordo

com Matosinhos et al*), com modificagées. Aproximadamente 30 g de folhas de cada amostra foram
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lavadas com 200 mL de solugdo de Glicina 1 M em saco plastico de primeiro uso e submetidas a agitagdo
manual por 3 minutos. Em seguida, as folhas foram retiradas e descartadas com auxilio de uma pinga
grande e o liquido de lavagem foi transferido para um calice de sedimenta¢ao, onde permaneceu por 2
horas. Apds esse periodo, o sobrenadante foi descartado e 10 mL do sedimento foi transferido para um
tubo conico de 15 mL, para a centrifuga¢do a 2.500 rpm por 5 minutos. Posteriormente, o sobrenadante
do tubo foi descartado, e 1 mL do sedimento foi transferido para um vidro reldgio e totalmente examinado
em microscopio estereoscopio, 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 nematddeos detectados foram
capturados e transferidos para outro vidro reldgio contendo agua destilada, com auxilio de micropipeta,
onde foram fixados com solucao de lugol. Apés a fixagao, os espécimes foram transferidos para laminas,
cobertas com laminulas vedadas com esmalte de unhas e examinados individualmente ao microscépio
Optico de campo claro, marca Zeiss®, em aumento de 100 a 400 X e optovar variando de 1.0 a 2.5.

Os nematodeos que se apresentaram integros para identificagdo foram fotografados com destaque
para a regido anterior, posterior e uma vista in toto do exemplar, utilizando o Programa Axio Vision LE e
classificados de acordo com Andrassy*; Ferraz**; De Ley e Blaxter®® e Ferris®.

Nematodeos em estagio larval foram selecionados para avaliagdo detalhada, para os quais foram
obtidos 0s mesmos dados morfoldgicos e morfométricos utilizados por Pauli-Yamada e Pinto?* para larvas
padrao de S. stercoralis, S. venezuelensis, A. cantonensis, A. costaricensis e ancilostomideos.

Os espécimes considerados sugestivos para Strongyloides stercoralis, Strongyloides venezuelensis e
ancilostomideos foram submetidos ao diagndstico diferencial, por meio de avaliagdo morfologica e morfométrica
comparativa, utilizando os intervalos de variagdo morfométricos das larvas padrao* como referéncia de
similaridade. As medidas registradas para cada um dos parametros morfométricos foram comparadas com o
intervalo de variagado maximo e minimo dos mesmos parametros das larvas padrao em hipédtese, para os quais
foram atribuidos valores 0 (zero) ou 1 (um) como escore. O escore foi considerado 1 (um) quando a medida se
encontrou dentro do intervalo de valores maximos e minimos da larva padrao®, e 0 (zero) quando estava fora do
intervalo de variacdo. A similaridade foi obtida a partir da somatéria numérica dos escores, dividido pelo total de
parametros avaliados e convertida em percentual, sendo considerada alta quando superior a 85%".

Ocorréncia de nematodeos em alface in natura e higienizada

Ao longo do estudo, foram isolados 872 nematddeos, vivos e mortos, em diferentes estagios evolutivos,
sendo 97% provenientes de amostras in natura. Entre as amostras higienizadas, 43% (13/30) continham
nematodeos, com a presenca de exemplares vivos em quatro delas. Nas amostras in natura, apenas uma nao
apresentou nematddeos, enquanto em 16 foram identificados organismos vivos. A média de nemat6édeos
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 variagdo mais frequente foi de 1 a 10 nematédeos em ambos os
tipos de amostras, sugerindo que essa seja a faixa mais provavel de ocorréncia (Figura 1).
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Figura 1. Frequéncia de amostras de alface crespa in natura e higienizadas em relag¢do ao niimero de nemat6deos isolados

A frequéncia de nematddeos acima de 100 ocorreu exclusivamente em amostras in natura, sendo
278 o nimero maximo de nematddeos isolados em um unico produto. Nessas amostras, o numero de
nematodeos isolados apresentou alta variabilidade, e esse fendmeno foi observado também em relagdo as
triplicatas, indicando que esse tipo de contaminagdo ndo apresenta distribuicao homogénea na matriz, o
que refor¢a a importancia das replicatas para um resultado analitico mais representativo.

Diferentes fatores ambientais estdo diretamente relacionados com a distribui¢do e abundéancia de
nematodeos ainda no campo e podem influenciar sua ocorréncia nos alimentos, como a qualidade do solo
e da dgua de irrigagdo, os sistemas de produgdo, tipo de adubagao, temperatura, umidade e associagdes
com outros seres vivos*>?®. Além disso, o manejo, higienizacao e armazenamento nos demais setores da
cadeia produtiva podem favorecer ou nao a permanéncia desses micro-organismos e influenciar a sua
ocorréncia nos vegetais.

Nas amostras higienizadas, as contamina¢des por nematddeos, vivos e mortos, denota falhas nos
procedimentos de limpeza e desinfec¢ao desses alimentos, que possuem indicagdo para seu consumo cru,
sem nenhum tratamento adicional. A sobrevivéncia dos nematddeos nessas amostras sugere a existéncia
de um microclima favoravel para o seu desenvolvimento e estabelecimento, com condi¢des de temperatura
e umidade adequadas e, provavelmente, com a presenca de fungos ou bactérias. A reutilizagao de agua de
lavagem, por exemplo, é um fator que pode promover e ampliar as contaminagdes, portanto é importante
manter um rigoroso controle de qualidade da agua no processamento desses vegetais®.

Apesar do alto nimero de nematddeos isolados no estudo, cerca de 65% deles encontravam-se
em processo de deterioragdo, impossibilitando a sua identificagao. Entre os isolados foram encontrados
nematddeos em estagios larvarios (juvenis), machos (49) e fémeas (68), entre elas algumas fertilizadas com

ovos e dois exemplares de fémeas contendo larvas em seu interior, em eclosdo matricida.
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Uma amostragem de 91 exemplares foi analisada, sendo identificados em grande maioria como
nematddeos de vida livre. Com excecdo de um exemplar fitoparasita da Subordem Tylenchida/Género
Helicotylenchus e um onivoro da Ordem Dorylaimida, todos os demais espécimes identificados sdo formas
bacteridfagas ou micéfagas da Ordem Rhabditida (Figura 2).

9103032 ¢ ¢ favorecida pelo

A ocorréncia de nematddeos em amostras de alface in natura é frequente
ambiente umido e rico em matéria organica utilizado para o cultivo de hortali¢as, que contribui para o
desenvolvimento de micro-organismos sapréfitas, como bactérias e fungos, principais fontes alimentares
dos nematddeos de vida livre. O predominio de nematddeos de vida livre em amostras de alface crespa foi
observado também por Pacifico et al**>, em um estudo com 100 amostras de alface coletadas na cidade do
Rio de Janeiro, onde nao foi observada diferenca significativa entre as frequéncias obtidas nas amostras de
cultivos tradicional e hidroponico.

Os nematdédeos de vida livre agrupam a maioria dos espécimes existentes no solo, em
ambientes aqudticos ou marinhos. E o grupo mais heterogéneo, cuja caracteristica comum ¢é o fato

de se alimentarem de organismos microscopicos como bactérias e fungos®>*®. Devido a esses habitos

Figura 2. A: Exemplar da Ordem Dorylaimidae. B: Exemplar da Ordem Rhabditida, Subordem Tylenchina, Familia
Aphelenchoididae. C e D: Exemplares da Ordem Rhabditida, Subordem Rhabditina, Familia Rhabditidae (D, Género Rhabditis).
E, F e G: Exemplares da Ordem Rhabditida, Subordem Tylenchina, Familia Panagrolaimidae. Escala = 100 pm
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alimentares, diversos autores tém avaliado o potencial dos nematdédeos de vida livre atuarem como
reservatorios ou vetores de patdgenos, como Salmonella, Escherichia coli e Listeria monocytogenes,
Cryptosporidium parvum e Cyclospora cayetanensis, no meio ambiente, sugerindo que podem auxiliar
na dispersao de patéogenos humanos presentes no solo para as superficies de frutas e vegetais crus®3¢.
As implicagdes decorrentes das interagdes entre nematddeos de vida livre e bactérias ou protozoarios
patdgenos e a sua persisténcia nos produtos alimenticios precisam ser melhor estudadas, entretanto, em
vista dos dados apresentados, a presenca de nematddeos de vida livre nos alimentos pode representar
um risco indireto a satude, especialmente aos produtos considerados prontos para o consumo, como as
alfaces higienizadas.

Diagndstico diferencial com larvas de importancia médica

Dentre as larvas isoladas em condi¢des adequadas para identificagdo, 11 apresentaram caracteristicas
morfoldgicas sugestivas de larvas rabditoides de Strongyloides spp. (Figura 3) e 9 foram sugestivas de
larvas rabditoides de ancilostomideos (Figura 4), devido a semelhancas em relagdo ao tipo de esdfago,
comprimento total, comprimento do vestibulo bucal, tipo de cauda e do primérdio genital. Nao foram
detectadas larvas sugestivas do género Angiostrongylus spp.

Embora algumas larvas rabditoides tenham sido consideradas, a principio, sugestivas de
pertencerem aos géneros Strongyloides e ancilostomideos, por apresentarem caracteristicas morfoldgicas
gerais semelhantes a esses grupos, foram observadas determinadas particularidades morfoldgicas
diferentes das larvas padrdo, como estreitamento sutil da extremidade anterior, presenga de papilas cefalicas

Figura 3. Comparagao morfolégica detalhada de larvas rabditoides sugestivas para o género Strongyloides. A e B: extremidade
anterior e posterior de larva rabditoide padrdo de S. stercoralis. C e D: extremidade anterior e posterior de larva rabditoide
padrdo de S. venezuelensis. E a J: extremidades anteriores e posteriores de larvas isoladas de vegetais, sugestivas para o género
Strongyloides. vb: vestibulo bucal; c: corpo; i: istmo; b: bulbo

®
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Figura 4. Comparag¢do morfoldgica detalhada de larvas rabditoides sugestivas para ancilostomideos. A e B: extremidade anterior
e posterior de larva rabditoide padrdo de ancilostomideo. C a J: extremidades anteriores e posteriores de larvas isoladas de
vegetais, sugestivas para ancilostomideos. vb: vestibulo bucal; c: corpo; i: istmo; b: bulb

sobressalentes, formato e localizagdo do primoérdio genital, cauda demasiadamente alongada, entre outras
caracteristicas pouco perceptiveis. Além disso, a comparagdo morfométrica realizada entre os exemplares
sugestivos que apresentaram todos os parametros mensurados (10 sugestivos de Strongyloides spp. e 4
sugestivos de ancilostomideos) e seus respectivos padroes demonstrou um percentual de similaridade
inferior a 80% em todos os casos (Tabela), indicando baixa similaridade fenotipica*.

Portanto, ainda que alguns parametros morfoldgicos importantes tenham mostrado semelhanga entre
larvas de nematodeos isolados das amostras de alface e larvas de Strongyloides spp. e de ancilostomideos, os
parametros morfométricos utilizados nao confirmaram a hipdtese inicial.

Contudo, a literatura demonstra a ocorréncia de nematddeos zoondticos nos estudos parasitolégicos
com amostras de alface em diversas regides do Brasil. Neres et al’” isolaram, entre outros enteroparasitas,
larvas rabditoides de S. stercoralis e de ancilostomideos e larvas filarioides de ancilostomideos em amostras
de alface crespa comercializadas em Anapolis (GO), assim como Soares e Cantos* em Floriandpolis (SC),
Silva et al’' na Bahia e Esteves e Figueroa®* em Pernambuco, que isolaram larvas de S. stercoralis. Também
em Pernambuco, Rocha et al*® detectaram larvas de Strongyloides spp. em 100% das amostras de alface
comercializadas em feira livre e Terto et al** encontraram 30% de positividade para nematddeos, com um
caso de Strongyloides spp. Novacki et al® detectaram aproximadamente 15% de larvas de S. stercoralis e 6%
de ovos e larvas de ancilostomideos em alface crespa adquiridas em um feirdo do municipio de Ji-Parana,
Rondénia; e Rodrigues et al'® em Belém (PA), detectaram larvas de ancilostomideos e de Strongyloides
stercoralis em amostras de alface e ricula. Em todos esses estudos, a identificagdo dos nematddeos isolados
foi realizada exclusivamente por analise microscdpica, restrita a identificagao morfologica.
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Tabela. Estudo de similaridade entre larvas rabditoides isoladas das amostras de alface e larvas rabditoides de S. stercoralis, S. venezuelensis
e ancilostomideos®

SI/8

Caracteristicas morfométricas

Somatoria  Total de %

Hipotese Espécime CTC CE L DAC DPGC CVB LEA CPG LPG deescores parametros similaridade
Sugestivas para IN 1B _2 1 1 1 0 1 1 0 0 1 6 9 67
Strongyloides  IN1B6 0 0 1 1 0 o 1 1 0 4 9 44
ﬁ‘;fgirfﬁfie) INIB13 0 0 0 1 0 o 1 1 0 3 9 33
INIB.14 0 0 1 1 0 1 0 1 0 4 9 44
~ INIB22 0 0 0 0 0 1 0 0 1 2 9 22
; INIB23 0 0 0 0 0 1 0 0 1 2 9 22
- INIB27 0 0 0 1 0 1 0 1 0 3 9 33
Zj IN7_1 0 0 1 1 0 1 0 0 1 4 9 44
S IN 21_1 0O 0 1 0 0 o 1 0 0 2 9 22
% IN 28_2 0o 0 0 1 0 0 0 1 1 3 9 33
& Sugestivas para IN1B_2 1 1 1 0 1 1 0 0 1 6 9 67
S Strongyloides  1N1B6 1 1 1 1 1 o 1 1 0 7 9 78
% (Vf:lfgf‘tzlf ;;)’S INIB_13 1 1 1 1 1 o 1 1 0 7 9 78
& INIB_14 1 1 1 1 1 1 0 1 0 7 9 78
2 INIB22 1 1 0 1 1 1 0 0 1 6 9 67
) INIB23 1 1 0 1 1 1 0 0 1 6 9 67
INIB27 1 1 0 1 1 1 0 1 0 6 9 67
IN7_1 11 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 IN 1B _8 1 1 1 0 0 0 0 0 0 3 9 33
ancilostomideos 1Ny 14 96 1 1 1 0 0 o 0 0 0 3 9 33
D (bditoide) o o 1 o o 0 10 1 1 4 9 44
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Embora os relatos de diversas espécies de nematddeos de importincia médica nesse tipo de amostra
sejam frequentes, a identificagdo dos estagios larvares, infectantes ou intermediarios, é um grande desafio.
As referéncias e chaves de identificacdo disponiveis referem-se principalmente a morfologia de vermes

adultos, tanto de vida livre como de interesse médico®>*%4!

. A complexidade na identifica¢ao de larvas de
nematddeos estimulou outros autores a recorrerem a combina¢ao de dados morfométricos como ferramenta
para a diferenciagdo de espécies, especialmente em amostras biologicas. Little*’, Teixeira®, Vieira et al* e
Miné** compararam diversas espécies de Strongyloides em busca de critérios para identificagdo especifica
e demonstram a dificuldade, ou até mesmo a impossibilidade de determinagdo especifica do género
Strongyloides por meio de analise morfologica.

Em amostras ambientais a presencga de larvas de nematddeos de vida livre, que em alguns
casos apresentam muita semelhanga morfoldgica com as larvas parasitas, pode levar a identificagoes
equivocadas; portanto, trabalhos que identificam espécies de Strongyloides em amostras ambientais
precisam ser ponderados. Nestes casos, seria mais prudente e confiavel realizar o diagndstico em nivel
de género, como fez Rocha et al*® e Terto et al*, ainda que permanega a divida se ha importancia
médica no achado.

Deste modo, dada a diversidade de espécies existentes no solo, além de um minucioso exame
microscopico das caracteristicas morfoldgicas, observa-se a necessidade de adogao de critérios mais
precisos de identificagdo por outros métodos, como a morfometria adotada neste estudo. A metodologia
proposta ampliou a capacidade de identificagdo de larvas de nematddeos associados a agravos a saude
humana nos alimentos, com a perspectiva de utiliza-la como técnica de triagem direcionada para posterior
confirmagdo por outros métodos, como os biomoleculares, com o objetivo de diminuir a imprecisdo no
diagnostico aplicado na Vigilancia Sanitaria.

A ocorréncia de nematddeos no estudo foi elevada, especialmente em alfaces in natura. Embora
tenham sido isolados exemplares com caracteristicas morfoldgicas semelhantes as larvas padrao de interesse
médico, a analise morfométrica nao confirmou essa suspeita.

A presenga de nematodeos de vida livre, vivos e mortos, ainda que nio represente um risco direto
de infecgdo parasitdria, pode indicar um risco indireto a saude do consumidor, considerando as possiveis
interagdes entre esses organismos e bactérias ou protozodrios patégenos. No entanto, tais implicagdes
necessitam de estudos mais aprofundados.

Diante da similaridade entre os espécimes, o diagnostico diferencial morfologico e morfométrico
em relagdo as larvas de nematddeos associados a agravos a saude humana constituiu uma abordagem
metodologica eficiente e essencial para a triagem dos exemplares isolados, sendo fundamental para o
monitoramento e controle sanitario desses alimentos.
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