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RESUMEN. La presencia de Cyclospora sp., Cryptosporidium sp., 
microsporidios y los niveles de coliformes fecales fueron 
determinados en lechuga, apio, cilantro, fresas y moras adquiridas 
en ferias del Agricultor del Valle Central de Costa Rica, con el fin de 
establecer el riesgo de transmisión de estos microorganismos y otros 
patógenos a partir del consumo de productos crudos. Durante el 
Segundo semestre del 2001 y primero del 2002, 50 muestras de cada 
producto fueron evaluadas, 25 durante la estación seca y 25 durante 
la estación lluviosa y provenientes de cinco diferentes ferias del 
Agricultor. El recuento de coliformes fecales fue realizado de acuerdo 
a la técnica recomendada por Vanderzant & Splittstoesser. La 
determinación de parásitos fue hecha utilizando las tinciones de Ziehl 
Nielsen y Weber a partir de un sedimento obtenido por el lavado de 
los productos mencionados, usando agua peptonada estéril 0,1 % y 
centrifugando a 900 G por 15 min. 100% de las muestras de vegetales 
presentaron coliformes fecales, y la mayor prevalencia fue obtenida 
durante la estación lluviosa. A pesar de que todos los vegetales 
presentaron coliformes fecales en altas concentraciones, la lechuga 
y cilantro presentaron diferencias estadísticamente significativas entre 
la estación lluviosa y la seca, siendo mayor durante la estación 
lluviosa. No se detectó coliformes fecales en fresas y moras 
probablemente debido a su bajo pH. Todos los productos evaluados 
presentaron, aunque sea una vez, Cyclospora sp., Cryptosporidium 
sp. y microsporidios, demostrando el riesgo que representan para la 
Salud Pública. Cryptosporidium sp. estuvo presente en todos los 
productos excepto fresas. Los microsporidios fueron aislados de 
todos los productos excepto moras y Cyclospora sp. únicamente fue 
aislado de lechuga durante la estación seca. Los resultados demuestran 
la importancia de introducir en el país las Buenas Prácticas Agrícolas, 
especialmente debido a la resistencia de Cyclospora  sp. y 
Cryptosporidium sp. a agentes desinfectantes.
P alabras clave: Cyclospora sp., C ryptosporidium  sp., 
microsporidios, coliformes fecales, vegetales, frutas.

INTRODUCCION

A ctualm ente el consum o de fru tas y vegetales es 
promovido como estrategia para reducir el riesgo de desarrollar 
diferentes tipos de cáncer (1). No obstante, debido a las

SUMMARY. Prevalence of Cyclospora sp., Cryptosporidium sp, 
microsporidia and fecal coliform determination in fresh fruit and 
vegetables consumed in Costa Rica. The presence of Cyclospora 
sp., Cryptosporidium sp. and microsporidia and the levels of fecal 
coliforms were determined in lettuce, parsley, cilantro, strawberries 
and blackberries acquired in local agricultural markets of the Cen­
tral Valley of Costa Rica, in order to establish the possible transmis­
sion risk of these microorganisms and other pathogens from the con­
sumption of these raw products. During the second semester of 2001 
and the first of 2002, 50 different samples of each product, 25 taken 
in the dry season and 25 in the rainy season and coming from five 
different local agricultural markets were evaluated. The fecal 
coliforms count was done according to the technique recommended 
by Vanderzant & Splittstoesser. The parasite determination was done 
using Zielh Nielsen and Weber staining techniques from a sediment 
obtained through the rinse of the mentioned products, using sterile 
peptonated water 0,1% and centrifuging at 900 G for 15 min. One 
hundred per cent of vegetable samples had fecal coliforms and the 
greatest prevalence was obtained during the rainy season. Although 
all vegetables presented fecal coliforms in high concentrations, let­
tuce and cilantro presented statistical difference between rainy and 
dry season, being greater during the rainy season. Fecal coliforms 
were not detected in strawberries and blackberries probablydue to 
its low pH. All products evaluated presented, at least once, 
Cryptosporidium sp., Cyclospora sp. and microsporidia, showing 
the risk they represent to Public Health. Cryptosporidium was present 
in all products but strawberries. Microsporidia was present in all 
products except blackberries and Cyclospora was only isolated from 
lettuce during the dry season. These results show the importance of 
introducing in the country Good Agricultural Practices, especially 
due to the resistance of Cryptosporidium and Cyclospora to disin­
fecting agents.
Key words: Cyclospora sp., Cryptosporidium sp., microsporidia, 
fecal coliforms, vegetables, fruits.

p rác ticas  segu idas d u ran te  su cu ltiv o , cosecha  y 
comercialización, tales alimentos pueden representar un foco 
de microorganismos patógenos. Bacterias como Salmonella 
sp., Aeromonas sp., Listeria monocytogenes, E. co/í'0157:H7, 
Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejun i y Bacillus

428



PREVALENCIA DE CYCLOSPORA SP., CRYPTOSPORIDIUM  SP., MICROSPORIDOS Y DETERMINACION 429

cereus, entre otras, han sido frecuentemente aisladas de frutas 
y vegetales e identificadas como responsables de brotes de 
gastroenteritis o listeriosis (2). Además virus como Hepatitis 
A, Norwalk y algunos parásitos como Lamblia intestinalis y 
Entamoeba histolytica han sido responsables de diversos 
cuadros infecciosos vinculados con el consumo de alimentos 
(2). Recientemente Cyclospora cayetanensis, Cryptosporidium 
sp. y los Microsporidios han emergido como importantes 
patógenos vinculados con alimentos (2 ).

Desde su descripción en 1986, Cyclospora cayetanensis, 
ha sido ampliamente reconocido como agente causal de 
diarrea. Los humanos son infectados por la ingestión de 
ooquistes esporulados y presentan las manifestaciones clínicas 
en un período que oscila entre 2  a 1 1  días después de la 
exposición al microorganism o (3). No obstante, se han 
reportado períodos de incubación de tan solo 12 a 24 horas
(4). A la fecha se desconoce la dosis infectante de este coccidio, 
sin embargo se presume que ésta debe ser baja (3).

La transmisión de Cyclospora cayetanensis por agua ha 
sido documentada en diversos estudios en los Estados Unidos 
y Nepal. (4-5). También se ha demostrado la transmisión de 
este coccidio por alimentos siendo la frambuesa, lechuga y 
albahaca, los más invo lucrados com o veh ícu los del 
microorganismo (3,6). Ningún brote ha sido asociado con 
alimentos congelados o cocinados.

Se ha observado una marcada estacionalidad de la infección 
por Cyclospora cayetanensis en diferentes países, a pesar de 
las diferencias climatológicas, lo cual aún está sin explicarse; 
sin em bargo parece estar re lac io n ad o  en p a rte  a las 
fluctuaciones en la tem peratura y la hum edad (3). Una 
situación similar se ha observado con Cryptosporidium sp. 
pues la mayor incidencia de infección con este parásito también 
ocurre durante los meses más calientes y húmedos (7).

Cryptosporidium sp. es un coccidio que parasita sobre las 
células de mucosa gastrointestinal de una gran variedad de 
vertebrados, incluyendo al hombre. La diarrea acuosa y 
profusa constituye  la p rin c ip a l c a ra c te r ís tic a  de la 
criptosporidiosis (8). Se ha sugerido que algunas personas 
pueden desarrollar la enfermedad después de la ingestión de 
tan solo un ooquiste (8). Esto explica la elevada tasa de ataque 
(mayor a 62%) observada en los diferentes brotes (9,10).

Un reciente informe identificó la cidra de manzana como 
la causa de una epidemia de criptosporidiosis (11). Según 
algunos autores, esto indica que las manzanas y otras frutas 
pueden ser potenciales vectores de diarrea (12). Además la 
elevada prevalencia de Cryptosporidium sp. en las aguas de 
irrigación de vegetales, sugiere fuertemente el papel de estos 
alimentos en la transm isión del parásito (13). Estudios 
realizados en Costa Rica han evidenciado una prevalencia del 
5% de este coccidio en cilantro, del 2,5% en lechuga y del 1 ,2 
% en pepino, rábano y zanahoria (14).

La presencia de C ryptosporidium  sp. y Cyclospora  
cayetanensis  en fru tas y vegetales es de considerable 
importancia para la salud pública, pues el lavado de estos 
alimentos y la desinfección de los mismos no logra eliminar 
ninguno de los dos microorganismos (13).

Los microsporidios son otros de los agentes emergentes 
responsables de brotes de diarrea. El número de microsporidios 
requerido para causar enfermedad en humanos se desconoce; 
no obstante, la inoculación de tan solo 1 0 0  esporas pueden 
causar enfermedad letal en individuos de laboratorio con 
deficiencia de células T (15).

A la fecha, no existe información disponible sobre la 
transmisión de microsporidios por alimentos. Sin embargo, 
estos parásitos han sido responsables de brotes de diarrea 
asociados al consumo de agua. Estos hallazgos han sido 
básicamente informados en Francia y en los Estados Unidos
(15).

Es abundante la evidencia científica que confirma la 
transmisión por agua de los tres parásitos antes mencionados. 
Esto es de vital importancia en Costa Rica, pues las aguas de 
irrigación utilizadas sobrepasan considerablemente los niveles 
sanitarios sugeridos por la Organización Mundial de la Salud 
(107 lOOmL coliform es fecales) (16). Por otro lado, la 
prevalencia de microsporidios y Cyclospora cayetanensis en 
vegetales frescos y frutas es desconocida, así como se carece 
de información sobre la prevalencia de Cryptosporidium sp. 
en estos productos. Sin em bargo, se ha reportado su 
aislamiento a partir de aguas superficiales costarricenses (17).

Dado lo anterior, se pretende con este trabajo determinar 
la prevalencia de Cyclospora sp., Cryptosporidium  sp., 
microsporidios y coliformes fecales en frutas y vegetales fres­
cos de consumo frecuente en Costa Rica.

MATERIAL Y METODOS 

Localización del proyecto
El estud io  se llevó  a cabo en los labora to rios de 

Microbiología de Alimentos y Aguas y de Protozoologia de 
la Facultad de Microbiología, Universidad de Costa Rica du­
rante un período que com prendió los meses de octubre, 
noviembre y diciembre del año 2001 (125 muestras); y enero, 
febrero y marzo del año 2002 (125 muestras).

Selección de los sitios de muestreo
Se utilizaron 5 diferentes Ferias del Agricultor previamente 

seleccionadas. Estas fueron determinadas por probabilidad 
proporcional al tamaño-entre aquellas que se realizan los 
sábados en el Valle Central. Las ferias se clasificaron de 
acuerdo al número de vendedores en las siguientes categorías:
1 . pequeñas, menos de 1 0 0 , medianas, entre 1 0 0 -2 0 0 , y 
grandes, más de 200. Las ferias seleccionadas fueron: Heredia, 
Tibás, Guadalupe, Naranjo y Desamparados.
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Muestras
Se analizaron 25 muestras de cada producto (lechuga, apio, 

cilantro, fresas y moras) durante la estación lluviosa del 2 0 0 1  

(agosto, setiembre y octubre) y otras 25 muestras durante la 
estación seca del 2002 (enero, febrero y marzo). Durante cada 
período de estudio se tomó, por feria, una muestra de 5 
unidades de cada producto, una por puesto de venta.

Análisis microbiológico
Las muestras se procesaron por la técnica de lavado (18), 

con 225 mL de agua peptonada al 0.1% siguiendo la técnica 
de recuento en placa para coliformes fecales recomendada por 
Vanderzant y Splittstoesser (18).

El líquido restante del enjuague se centrifugó a 900G por 
15 minutos. El sedimento se utilizó para la determinación de 
los parásitos de interés. El diagnóstico de Cryptosporidium 
sp. se efectuó empleando la técnica de Koster modificada (19) 
y la determinación de Cyclospora cayetanensis se llevó a cabo 
mediante la tinción de ZiehI-Nielsen modificada (20). Para la 
identificación de microsporidios se realizó con la técnica de 
W eber(21).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las enferm edades de origen  a lim en tario  han sido 
reconocidas a nivel mundial como de alta prioridad debido al 
elevado potencial que los alimentos poseen en la emergencia 
o reemergencia de amenazas microbiológicas para la salud
(22). Se estima que las enfermedades de origen alimentario 
causan  por año 76 m illo n es de en ferm o s, 325 .000  
hospitalizaciones y 5.000 mil muertes sólo en los Estados 
Unidos (23).

Los resultados microbiológicos obtenidos a partir del 
análisis de 250 muestras de hortalizas y frutas de consumo 
crudo en nuestro país reflejan que el 1 0 0 % de las muestras de 
hortalizas presentaron coliformes fecales en concentraciones 
superiores a 104 UFC/g, mientras que las frutas resultaron 
negativas para este parámetro (<10 UFC/g). Es importante 
considerar que los valores obtenidos en hortalizas no incluye 
la carga de coliformes fecales obtenidos en su raíz, ya que 
esta parte del producto fue eliminada antes de procesar las 
muestras.

La concentración prom edio de coliform es fecales en 
hortalizas fue mayor durante la estación lluviosa que en la 
estación seca (Tabla 1). Se encontró diferencia estadísticamente 
significativa (p< 0,05) para la lechuga y cilantro, al comparar 
la carga de coliformes fecales durante la estación lluviosa y la 
seca. Este dato es divergente a resultados de un estudio ante­
rior hecho en Costa Rica donde se determinó una mayor 
contaminación fecal en la estación seca (14). No obstante, 
esta diferencia resalta no sólo que en nuestro país la calidad 
sanitaria de las aguas utilizadas para la irrigación es inaceptable

(24), sino tam bién la in fluencia  de m uchos factores 
ad ic ionales, inc luyendo  cu ltiv o , tran sp o rte , manejo, 
almacenaje y prácticas agrícolas que acarrean contaminación 
a los productos. La importancia del incremento en la carga 
bacteriológica por factores ajenos a la producción y la 
irrigación, también ha sido demostrada por otros estudios, en 
los que se ha determinado mayores niveles de coliformes 
fecales en los productos que se encuentran en venta comparado 
con los que se analizaron directamente de las áreas de cultivo, 
demostrado así la importancia de la contaminación postcultivo
(23).

TABLA 1
Promedio de coliformes fecales/gramo en hortalizas y 

frutas de las Ferias del Agricultor del Valle Central durante 
la estación lluviosa 2 0 0 1  y seca 2 0 0 2 -

Producto Promedio UFC/g
Estación Lluviosa Estación Seca

(n= 25 ) (n= 25)

Lechuga 7,9x105 l,3xl05
Apio 3,4xl07 l,5xl06
Cilantro 6,0 x10 6 1 ,2 x 106
Fresas < 1 0 < 1 0

Moras < 1 0 < 1 0

Por otro lado, se debe destacar que para las fresas y mo­
ras, no se obtuvo ningún crecimiento de coliformes fecales, 
ni siquiera a partir de la solución inicial de lavado de las 
muestras. Esta ausencia de coliform es fecales pone de 
manifiesto la protección natural que estos productos poseen 
debido probablemente al bajo pH que presentan, siendo este 
de aproximadamente 3,86 para fresas y 2,86 para las moras, 
en contraste con los valores cercanos a pH neutro obtenido 
para la lechuga, culantro y apio en los cuales se favorecen el 
crecimiento bacteriano como se ha podido observar.

En cuanto a la prevalencia de Cryptosporidium  sp., 
Cyclospora cayetanensis y microsporidios en hortalizas y 
frutas, los resultados obtenidos evidencian el riesgo que existe, 
ya que en todos los productos se encontró al menos uno de 
estos microorganismos (Tabla 2).

Los microsporidios fueron aislados de todos los productos 
analizados excepto las moras. La lechuga fue el producto que 
presentó mayor porcentaje de positividad (32%), seguida por 
el cilantro (4%) y el apio y las fresas (2%). Estos resultados 
ponen de manifiesto la alta probabilidad de contaminación 
con este parásito en productos de consumo crudo. A pesar 
de que el número de microsporidios requerido para causar 
enfermedad en humanos se desconoce, se ha comprobado que 
la inoculación de sólo 1 0 0  esporas puede causar enfermedad 
letal en individuos con deficiencia de linfocitos T (15).
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TA BLA 2
Prevalencia de Microsporidios, Cryptosporidium  y 

Cyclospora cayetanensis sp. en hortalizas y frutas de las 
Ferias del Agricultor del Valle Central durante la estación 

lluviosa 2001 y seca 2002

Hortaliza/ Microsporidios Cryptosporidium sp. Cyclospora
Fruta cayetanensis

Seca Lluviosa Seca Lluviosa Seca Lluviosa
(n= 25) (n= 25) (n= 25) (n= 25) (n= 25) (n= 25)

Lechuga 32 % 32% 24% 4% 0 % 8%
Apio 0 % 0 % 4% 0 % 0 % 0 %
Cilantro 4 % 4% 4% 0 % 0 % 0 %
Fresas 0 % 4,3% 0 % 0 % 0 % 0 %
Moras 0 % 0 % 8% 4% 0 % 0 %

Tam bién, se debe c o n s id e ra r  que las espo ras de 
microsporidios son resistentes a condiciones ambientales y 
pueden perm anecer in fecc io sas  p o r m uchos años, 
particularmente si se encuentran protegidas de la desecación 
(26), lo cual podría explicar la alta prevalencia en las lechugas 
las cuales pueden ofrecer un microambiente más húmedo en­
tre sus grandes hojas.

Cryptosporidium sp. tam b:én fue aislado en todos los 
productos excepto en las fresas. La lechuga presentó el mayor 
porcentaje de positividad (24%) y se encontró diferencia 
estadísticamente significativa entre la estación lluviosa (24%) 
y la seca (4%) (a<  0,05).

Los resultados de prevalencia obtenidos para este parásito, 
muestran una variación importante al compararlos con los 
que se obtuvieron en un estudio similar realizado hace casi 
diez años en el país, en los que la prevalencia de criptosporidios 
encontrada para hojas de cilantro y lechuga fue de 5% y 2,5% 
respectivamente (14), mientras que los encontrados en este 
nuevo estudio (Cuadro 2), muestran una disminución de un 
3% en las hojas de cilantro, así como un considerable aumento 
de 11,5% en lechuga. También, dada la baja dosis infectante 
necesaria para causar infección observada en algunas perso­
nas, en los cuales un solo ooquiste es capaz de producir 
enfermedad (8), debe considerarse importante la prevalencia 
de 4% encontrada en las moras, y de 2% en apio y cilantro.

Es importante recalcar el papel que el agua ha tenido como 
fuente de contaminación y transmisión de este parásito, así 
como considerar el papel que juegan las heces de los animales 
en las que se puede encontrar este parásito (27). A la vez, 
debe considerarse la resistencia de este microorganismo al 
cloro (hipoclorito de sodio), incluso hasta concentraciones de 
80 ppm durante 30 min (15).

Cyclospora cayetanensis únicamente fue aislado a partir 
de la lechuga con una prevalencia del 4% durante la estación 
seca (Cuadro 2) y sin diferencia significativa entre estaciones

climáticas, lo cual sucede en otros países como Perú (28) y 
Egipto (29). No obstante, su aislamiento a partir de diversos 
alimentos frescos ha sido informado a nivel mundial (30-33).

Concluyendo y como análisis general del presente estudio, 
es importante destacar el alto nivel de contaminación fecal 
de los productos de consumo crudo seleccionados para esta 
evaluación, la cual pone de manifiesto que en el país la 
producción y com ercialización de vegetales y frutas se 
encuentra aún en niveles muy bajos de calidad sanitaria, y 
que existe un riesgo constante para la población costarricense 
a pesar de contar con un sistema de salud ubicado entre los 
mejores de América Latina.

En el caso de los microsporidios, Cryptosporidium sp. y 
Cyclospora cayetanensis, donde las técnicas de desinfección 
y lavado no son lo suficientem ente eficientes, se hace 
imprescindible aplicar las Buenas Prácticas Agrícolas con el 
fin de garantizar un producto inocuo a la salud humana.
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