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Presencia de microorganismos patégenos en hortalizas
de consumo crudo en Costa Rica

Rafael Mongel , ¥ Maria Laura Arias®

RESUMEN. Seinforma sobrela presencia de seis microorganismos patogenos
en hortalizas que habitualmente se consumen crudos en Costa Rica. La
presencia de ooquistes de Cryptosporidium sp. se evidenciaron enel 5,2% (4/
80) de las muestras de hojas de culantro, 8,7% (7/80) de las muestras de la raiz
de ese vegetal y en el 2,5% (2/80) de las muestras de lechuga. Enel 1,2% de
las otras hortalizas estudiadas (zanahoria, pepino, rdbano y tomate) se
hallaron las formas de resistencia de ese coccidio. Cryptosporidium sp.no se
encontrd en repollo. Los quistes de Giardia intestinalis se encontraron en el
5,2% (4/80) y 2,5% (2/80) de las muestras de hojas y raiz de culantro,
respectivamente. Las formas quisticas de Entamoeba histolytica, se observa-
ronenel 6,2% (5/80) y 2,5% (2/80) de las muestras de hojas y raiz de culantro
respectivamente. Asimismo, este protozoarto se encontré en el 3,8% (3/80) y
2,5% (2/80) de las muestras de lechuga y rdbano. En las otras hortalizas
(zanahoria, pepino, repollo y tomate), estas amebas se evidenciaron en menos
del 2% de las muestras. Listeria monocytogenes fue aislada en el 20% (10/50)
de las muestras de ensalada de repollo. Virus de Hepatitis A y Rotavirus se
evidenciaron en tres de los 10 grupos de lechuga analizados, sugiriendo esto,
que al menos, tres muestras estaban contaminadas con tales particulas virales.

INTRODUCCION

Costa Rica, durante los ditimos afios ha experimentado un
cambio importante en el perfil epidemioldgico, resaltando el incre-
mento en las tasas de mortalidad por enfermedad cardiovascular y
cancer(1). Comoestrategia parala prevencion de estas enfermedadas
crénicas, se ha promovido el consumo de hortalizas, a fin de mejorar
la ingestidn de fibra y agentes antioxidantes como vitamina C y B~
carotenos.

No obstante hortalizas como apio, lechuga, repollo y otras que
habitualmente se consumen crudas, han sido identificadas en diver-
s0s brotes de diarreay listeriosis como vehiculos de Vibrio cholerae,
Shigelia sp. Listeria monocytogenes, virus de Hepatitis A, Rotavirus,
Norwalk y otros microorganismos patdgenos (2-6).

Asimismo, en esos alimentos se ha evidenciado 1a presencia de
huevecillos de Ascaris lumbricoides y Trichuris trichuria, asf como
quistes de Entamoeba histolyrica y Giardia intestinalis (8), confir-
mando el importante papel que las hortalizas desempefian en la
epidemiologia de las parasitosis.

En Costa Rica, para 1995 1a tasa de enfermedad diarreica fue de
20 por 1000 habitantes (9). Sin embargo, el nimero de casos
asociados a microorganismos propagados por alimentos se descono-
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SUMMARY. Occurence of some pathogenic microorganisms in fresh
vegetables in Costa Rica. This study reports the occurrence of some
pathogenic microorganisms in vegetables consumed on a daily basis by Costa
Ricans. Cryptosporidium sp. oocysts were found in 5,2% (4/80) of cilantro
leaves, in 8,7% (7/80) of cilantro roots and 2,5% of lettuce samples. A 1,2%
(1/80) incidence was found in other vegetables samples (carrot, cucumber,
radish and tomatoe). Qocysts of this parasite were absent in cabbage. Giardia
intestinalis was only detected in 5,2% (4/80) of cilantro leaves and in 2,5% (2/
80) of cilantro roots. Entamoeba histolytica cysts were found in 6,2% (5/80)
of cilantro leaves, in 2,5% (2/80) cilantro roots, in 3,8% (3/80) lettuce and in
2,5% (2/80) radish samples. At least a 2% incidence of this amoeba was found
in other vegetable samples (carrot, cucumber, cabbage and tomatoe). Listeria
monocytogenes was isolated in 20% (10/50) of the samples of cabbage salad.
Hepatitis A virus and Rotavirus were evidenciated in three of the lettuce
pooles, suggesting that at least three of the samples were contaminated with
these viruses.

ce, pues en el pais no existe un programa de vigilancia de enferme-
dades transmitidas por alimentos.

Considerando lo anterior y dado que el tiempo de sobrevivencia
de los microorganismos patégenos puede ser tan prolongado como
para alcanzar en forma viable al consumidor (10), este estudio se
propuso determinar la presencia de Crytosporidium, Giardia
intestinalis, Entamoeba histolytica, Listeria monocytoneges,
Rotavirus y Virus de Hepatitis A en hortalizas que habitualmente se
consumen crudas en Costa Rica.

MATERIAL Y METODOS

Muestras: La determinacién de Cryptosporidium, Giardia
intestinalis 'y Entamoeba histolytica se realizé en 80 muestras de
cada una de las hortalizas que mds frecuentemente se consumen
crudas en Costa Rica: repollo (Brassica oleracea), tomate
(Lycopersicon esculentum),lechuga (Latuca sativa), pepino (Cucumis
sativus), zanahoria (Daucus carota), rébano (Raphanus sativus) y
culantro (Coleandrum sativum). Las muestras fueron obtenidas du-
rante un afio, en ocho mercados abiertos (ferias del agricultor) del
areametropolitana de San José. Posteriormente en esos mismos sitios
se obtuvo 80 muestras de lechuga para la determinacién de virus de
hepatitis A y Rotavirus.

La presencia de Listeria monocytogenes se estudié en 50 mues-
tras de repollo picado preempacado y expendido en supermercados
de la capital costarricence. El muestreo se efectué durante cuatro
meses consecutivos.



PRESENCIA DE MICROORGANISMOS PATOGENOS

Andlisis microbioldgico:

a. Identificacién de protozoarios: Las muestras se procesaron
por la técnica de lavado (11), con un volumen de solucién salina
(NaCl 0,85%) equivalente al doble del peso de cada hortaliza. El
liquido de lavado se centrifugé a 500 G por 30 min y se observo el
sedimento en lugol para evidenciar las formas quisticas de Entamoeba
histolytica. Asi mismo, una porcién del sedimento se utilizé parala
identificacién, mediante inmunofluorescencia, de Giardiaintestinalis.
Para esto se us6 un anticuerpo monoclonal marcado con fluoresceina
(Biovar, Lote # 901). El diagnéstico de Cryptosporidium sp.. se
efectué aplicando la tincién de Koster modificada (12) auna alicuota
del sedimento.

b. Determinacién de particulas virales: Se formaron dieciséis
grupos compuestos por cinco unidades de lechuga cada uno y se
procesaron por la técnica de lavado. El liquido se centrifugd a 2000
G por 20 minutos y el sobrenadante se ultracentrifugé a 100000 G por
una hora. El sedimento obtenido fue resuspendido en agua destilada
hasta obtener un volumen final cercano a los 250 Ol.

Para evidenciar la presencia de rotavirus cada sedimento fue
analizado por pruebas inmunoabsorventes de enzimas conjugadas
(ELISA) (13) y para la determinacién de virus de Hepatitis A se
utilizé6 radio inmunoensayo (RIA) (14) y la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) (15).

c. Aislamiento de Listeria monocytogenes: Luego de
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homogeneizar la muestra, 25 gramos de esta se agregaron a 225 ml
del caldo de enriquecimiento UVM (University of Vermont Modified
Medium) modificado y se incubé a 30 °C por 24 + 2 horas. Transcu-
rrido este tiempo, 0,1 ml del caldo UVM se transfirié a 10 ml de caldo
Fraser y se incub6 a 37 °C por 26 + 2 horas. Posteriormente, de los
tubos que mostraran oxidacién de la esculina, se tom¢6 una asada y se
sembré por rayado en placas de agar Oxford. Estas se incubaron por
24-48 horas a 37 °C, después de lo cual fueron evaluadas para la
determinacién de las colonias tipicas de Listeria.

El aislamiento de Listeria monocytogenes, se confirmé por luz
de Henry, morfologfa, tincién de Gram, movilidad, propiedades
hemoliticas, CAMP-Staphylococcus aureus y utilizacién de Xilosa
y Rhamnosa.

RESULTADOS

El porcentaje de positividad de las hortalizas segin tipo de
microorganismo evidenciado se presenta en la Tabla 1. Las formas
quisticas de Entamoeba histolytica, fueron evidenciadas en el 6,2%
(5/8) v 5,2% (4/80) de las muestras de hojas y raiz de culantro
respectivamente. Asi mismo, este protozoario se encontréenel 3,8%
(3/80)y 2,4% (2/80) de 1as muestras de lechuga y rébano. En las otras
hortalizas (zanahoria, pepino, repollo y tomate), estas amebas se
evidenciaron en menos del 2% (2/80) de las muestras.

TABLA 1
Porcentaje de positividad de las hortalizas seglin microorganismos evidenciado

Microorganismo Culantro Lechuga Tomate Pepino Rébano Repollo Zanahoria
hojas raiz entero? picado® "
Cryptosporidium? 5,2 8,7 23 1,2 1,2 1,2 0 NI 1,2
G. intestinalis? 2,5 52 0 0 0 0 0 NI 0
E. histolytica® - 6,2 52 3,8 0 0 2.4 1,3 NI 0
L. monocytogenes NI NI NI NI NI NI NI 20 NI
Hepatitis A© NI NI 2 NI NI NI NI NI NI
Rotavirus® NI NI 2 NI NI NI NI NI NI

=180, P n=50, © n=80
NI = No investigado

Los quistes de G. intestinalis se observaron en el 2,5% (2/80) y
5,2% (4/80) de las muestras de hojas y rafz de culantro, respectiva-
mente y los ooquistes de Cryptosporidium sp en el 5,2% (4/80) y
8,7% (7/80) de 1as muestras de hojas y raiz de ese mismo vegetal. En
menos del 3% (2/80) de las otras hortalizas estudiadas se hallaron las
formas de resistencia de ese coccidio. Cryptosporidium sp no se
encontrd en repollo.

La presencia de rotavirus y virus de Hepatitis A se demostré en
tres de los grupos de lechuga, sugiriendo esto que al menos un 2% (3/
80) de las muestras estaban contaminadas con esas particulas virales.

Listeria monocytogenes se aislé del 20% (10/50) de las muestras
repollo picado preempacado.

DISCUSION

Varios investigadores han concluido que el uso de materia fecal
como fertilizante, asf como la utilizacién de aguas residuales para la
irrigaci6n constituyen las principales fuentes de contaminacién de
hortalizas (10,16).

En Costa Rica, un alto porcentaje de las aguas utilizadas para
irrigacién, no satisface la recomendacién sanitaria dictada por la
FAO/OMS (17), que establece como aceptable un nivel méximo de
103 coliformes fecales/ 100 ml (2). Esta situacion podrfa ser la causa
mds importante de contaminacién en los productos horticolas evalua-
dos, pues el uso de materia fecal como fertilizante no es una practica
comiin en el pafs.

Aun cuando el origen de los microorganismos patégenos halla-
dos, es sumamente dificil de definir, la presencia de estos pone en
evidencia el peligro potencial que las hortalizas representan para la
salud piblica, pues se ha demostrado que las formas quisticas de
Criptosporidium sp, provenientes de animales domésticos como
perros, gatos, ganado bovino y caprino y de animales silvestres como
castores, ratones y ratas almizcleras, pueden causar diarreas impor-
tantes en humanos, principalmente en aquellos inmunosupresos (18-
20). Una situacién similar ocurre con las formas quisticas de E.
histolytica provenientes de gatos y perros (21) y con los quistes de G.
intestinalis derivados de perros, castores y ganado vacuno y caprino
(22,23).
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La presencia de Listeria monocytogenes podria explicarse en
torno a su amplia distribucién en la naturaleza (24) o bien a su
presencia en las aguas de irrigacién, pues esta bacteria ha sido
aislada de las heces de diferentes animales domésticos y silvestres
(25). No obstante, independientemente de su origen, cada cepa de
L. monocytogenes es considerada capaz de causar,
meningoencefalitis, sepsis, granulomatosis infantiséptica e infec-
ciones durante el embarazo (26).

Considerando que los pat6genos mencionados han sido aislados
de diversos mamiferos, se podria asumir que la contaminacién
hallada obedece a la presencia de materia fecal animal en las aguas
de irrigacion; sin embargo la presencia de rotavirus y virus de
Hepatitis A en lechuga, sugiere una importante asociacién con
excretas humanas, ya que solamente los primates son reservorios de
estas particulas virales (26).

Ante nuestros resultados y dada la alta resistencia de L.
monocytogenes, asi como de las formas quisticas de G. intestinales,
E. histolytica'y Cryptosporidium sp al cloro (26-29), agente quimico
usualmente utilizado en la desinfeccién de vegetales, es necesario
considerar la omisi6n de hortalizas de consumo crudo en los planes
de alimentacién de pacientes con céncer, sindrome de
inmunodeficiencia adquirida u otras patologias o tratamientos
farmacolégicos que conlleven a una depresién del sistema
inmunolégico.

Por otro lado, es necesario promover en mujeres embarazadas el
consumo de vegetales hervidos, al menos hasta que esté claramente
definidaladosis infectante y laruta de infeccién de L. monocytogenes,
pues el tratamiento térmico elimina al microorganismo (26), sin
afectar radicalmente el valor nutritivo del alimento, debido a que la
aplicacién de calor aumenta la biodisponibilidad del B caroteno, asi
como el contenido de fibra dietética (30,31). Esta recomendacién
también es vélida para la eliminacién de las formas quisticas de G.
intestinales, E. histolytica 'y Cryptosporidium sp (26).

Ademds, es necesario fomentar la adecuada manipulacién de las
hortalizas, para evitar la contaminacién cruzada con las superficies y
utensilios de trabajo, asf con alimentos que se consumen crudos o
cocidos.
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