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RESUMEN

Introduccioén: Las enfermedades parasitarias
transmitidas por alimentos representan un importante
problema de salud publica global, y las hortalizas de
consumo crudo pueden contaminarse con parasitos
durante su produccion, manipulaciéon y comercializacion,
constituyendo un riesgo para la salud humana. Ante esta
problematica, el objetivo de este estudio fue detectar ADN
de parasitos protozoarios en hortalizas de hoja verde

comercializadas en mercados de Encarnacion,
Paraguay, mediante qPCR en tiempo real.
Materiales y métodos: Estudio observacional

descriptivo-analitico de corte transversal. Se analizaron
60 muestras de hortalizas de hoja verde (lechuga, acelga,
perejil, albahaca) recolectadas de 15 mercados
municipales durante junio-agosto 2024. Se aplicaron tres
métodos diagnodsticos: sedimentacion por hisopo de placa
Jacobs (HPJ), flotacion en solucion salina saturada (SS)
y qPCR en tiempo real para deteccién de Giardia lamblia,
Cryptosporidium  spp., Entamoeba  histolytica 'y
Toxoplasma gondii.

Resultados: El 71,7% (43/60) de las muestras resultaron
positivas por qPCR. Se detecté G. lamblia en 33,3%
(20/60), Cryptosporidium spp. en 30% (18/60), E.
histolytica en 23,3% (14/60) y T. gondiien 1,7% (1/60). La
lechuga presentd la mayor prevalencia de contaminacion
(84,6%; 22/26). La qPCR demostré significativamente
mayor sensibilidad diagnéstica que los métodos
microscoépicos convencionales (p<0,001).

Conclusién: Se evidencio alta presencia de parasitos
protozoarios en hortalizas de hoja verde comercializadas
en Encarnacion, representando un riesgo significativo
para la salud publica y evidenciando la necesidad
urgente de implementar mejores practicas de higiene en
la cadena de produccién y comercializacion.
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ABSTRACT

Introduction: Foodborne parasitic diseases pose a major
global public health concern, and raw-consumption
vegetables can become contaminated with parasites
during production, handling, and marketing, thereby
posing a risk to human health. In response to this issue,
this study aimed to detect protozoan parasite DNA in
leafy green vegetables sold in markets in Encarnacion,
Paraguay, using real-time qPCR.

por

Materials and methods: Descriptive-analytical cross-
sectional observational study. Sixty samples of leafy green
vegetables (lettuce, chard, parsley, basil) collected from
15 municipal markets during June-August 2024 were
analyzed. Three diagnostic methods were applied: Jacobs
plate swab sedimentation (HPJ), saturated saline solution
flotation (SS), and real-time qPCR for detection of Giardia
lamblia, Cryptosporidium spp., Entamoeba histolytica,
and Toxoplasma gondii.

Results: 71.7% (43/60) of samples tested positive by
gPCR. G. /amblia was detected in 33.3% (20/60),
Cryptosporidium spp. in 30% (18/60), E. histolytica in 23.3%
(14/60), and T. gondii in 1.7% (1/60). Lettuce showed the
highest contamination prevalence (84.6%; 22/26). gPCR
demonstrated significantly higher diagnostic sensitivity
than conventional microscopic methods (p<0.001).

Conclusion: High prevalence of protozoan parasites was
evidenced in leafy green vegetables commercialized in
Encarnacion, representing a significant public health risk
and evidencing the urgent need to implement better
hygiene practices in the production and
commercialization chain.

Keywords: foodborne diseases, food safety, vegetables,
parasites.
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INTRODUCCION

Los microorganismos son los principales contaminantes
de alimentos, del aire, del agua, de las superficies
interiores de las casas, de las superficies de las industrias
(farmacéutica, alimentos, cosméticos y veterinaria) y
como patdégenos importantes para la salud humana (1).

Existen alrededor de 250 agentes causantes de
Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA), entre
los que se incluyen bacterias, hongos, parasitos, virus y
priones; la ingesta de alimentos contaminados por estos
agentes etiolégicos representa un problema de salud a
nivel mundial (2,3). Segun la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), la falta de inocuidad alimentaria transmite
alrededor de 200 enfermedades diferentes con sintomas
leves hasta letales. Una de cada diez personas en todo el
mundo enferma tras consumir alimentos contaminados,
de las cuales mueren 420.000, incluidos 125.000 nifios
menores de 5 afos (4).

En Paraguay, el mayor numero de brotes y afectados se
registr6 en 2019, con nueve brotes en seis regiones
sanitarias y 166 casos. Ese afio, en dos brotes se tomaron
muestras: en Paraguari se aislo E. coli en alimentos, y en
la Region Sanitaria Capital se identificaron coliformes
fecales, Salmonella spp. y Staphylococcus aureus. En
2021, el brote de mayor magnitud afectdé a 140 personas
en Bahia Negra (Alto Paraguay), por consumo de agua no
tratada, aislandose Salmonella spp. En 2022, en la mitad
de los brotes investigados se obtuvieron muestras,
detectandose E. coli en alimentos, Salmonella enteritidis
en heces y Salmonella spp. en alimentos (5).

Las ETA mantienen su vigencia como entidades
nosoldgicas en salud publica en diferentes partes del
mundo; sin embargo, las especies de agentes patégenos
varian respecto del lugar y época de estudio, causando
infecciones, principalmente por la contaminacion fecal de
productos agricolas, donde Ila mayoria de los
enteroparasitos viven y se multiplican dentro de un
reservorio animal, del cual dependen primordialmente
para su supervivencia y, de esta manera, son transmitidos
accidentalmente por contaminacién orofecal, causando
dafios de importancia clinica (3,6,7).

A su vez, Ospina (8) expone que, debido al aumento
demografico, la tala indiscriminada y el calentamiento
global, se ha disminuido la cantidad de agua potable a la
que se puede acceder, lo que genera que el uso de aguas
residuales como alternativa para riego sea mas
progresivo. Las granjas que utilizan heces de animales
como abono sin tratamiento previo, corren el riesgo de
incorporar formas parasitarias viables que resulten
infectantes para los consumidores, tal como los géneros
Toxoplasma, Criptosporidium, Cyclospora, Entamoeba,
entre otros (9). Al igual que el abono, el agua sin el
tratamiento adecuado significa la exposiciéon a parasitos
patdgenos para el ser humano.

El consumo de vegetales crudos, como las hortalizas y
frutas, sirven de vehiculos de transmision de parasitos
intestinales de interés médico-zoondtico (10). La
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Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura
y la Alimentacion (FAO) public6 un documento que
describe los principales parasitos transmitidos a las
personas a través del consumo de carne de cerdo,
pescado y crustaceos, verduras y agua contaminada, en
los que las medidas de seguridad alimentaria
desempenan un papel importante para su prevencion y
control (11).

La variabilidad de los agentes patdgenos, el porcentaje de
contaminacion en los vegetales y la diversidad de
regiones afectadas indican que se trata de un problema
con amplia distribucidn geografica y afecta tanto a las
zonas rurales como las metropolitanas, poniendo en
riesgo todos los dias la salud de cientos de personas (12).

Se ha descrito que los vegetales de superficies amplias y
rugosas, como los de hojas y las plantas rastreras, son
los que estan mas expuestos a la contaminacion (13).
Varios estudios coinciden en que la lechuga es la hortaliza
con mayor indice de contaminacién, con porcentajes
diferentes, tanto de contaminacién como del tipo de
microorganismo en cada region; seguida de la espinaca y
la acelga (13-15). Baculima Tenesaca et al. (16) realizaron
un estudio sobre la presencia de parasitos en hortalizas
de los mercados publicos de Cuenca y encontraron 44,4%
de presencia de parasitos en perejil y 38,9% en lechuga.
Asi también, Falcone (17) analizé 5 variedades de
hortalizas (lechuga, acelga, espinaca, rdcula vy
achicoria/radicheta) y report6 que todas presentaron
contaminacion parasitaria, de las cuales el 64,7% eran de
lechuga.

En la ciudad de Encarnacién, departamento de Itapua,
Paraguay al igual que otras ciudades del pais y del mundo,
existen conglomerados comerciales con venta masiva de
productos agricolas frescos, donde se visualizan
condiciones de expendio precarias y medidas de
salubridad rudimentarias, tal como se menciona en otras
investigaciones realizadas en México, Colombia, Peru y
Argentina, a lo largo de la ultima década (8,9,14,18,19).

Por ello, la deteccion oportuna de microorganismos con
potencial patogénico es esencial para prevenir brotes,
proteger la salud de los consumidores y mitigar pérdidas
econdmicas en la industria alimentaria. En este contexto,
los métodos diagnésticos tradicionales han demostrado
ser limitados, mientras que las técnicas moleculares
emergen como una solucién innovadora, capaz de
superar barreras histéricas en la identificacion precisa y
rapida de microorganismos, por lo que han surgido como
una alternativa revolucionaria. La reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) y sus
variantes, como la PCR en tiempo real (qPCR), se
destacan por su capacidad de detectar y cuantificar
microorganismos patdégenos con rapidez y alta
especificidad. Estas herramientas no solo ofrecen una
sensibilidad y especificidad superiores, sino que también
permiten el analisis simultaneo de multiples patégenos.
Esto es crucial para optimizar los diagndsticos en
entornos clinicos (20-22).
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En paralelo, estudios centrados en la deteccién de
parasitos en hortalizas, como el de Sena Barnabé et al.
(23), ilustran la relevancia continua de métodos
especificos como Hoffman, Pons y Janer (HPJ) y Faust
(F). Estos métodos, aunque menos avanzados
tecnolégicamente, son esenciales en entornos con
recursos limitados, donde la infraestructura necesaria
para implementar técnicas moleculares aun no esta
disponible. Asimismo, ofrecen una alternativa efectiva
para la deteccién de huevos, larvas y quistes en matrices
vegetales, con resultados que complementan las
capacidades moleculares en ciertas aplicaciones.

Como capital del departamento de Itapua, Encarnacioén es
un punto estratégico para la comercializacion de
productos horticolas, tanto producidos a nivel local como
desde otros puntos del departamento. El mercado
municipal de Encarnacion esta ubicado en la zona
céntrica de la ciudad y constituye una zona estratégica de
comercializacion de productos agricolas frescos,
proveniente de pequefios productores locales y de zonas
periurbanas. Debido a su alta concurrencia diaria y a sus
condiciones variables de manipulaciéon y exposicion de
alimentos, representa un entorno relevante para evaluar
el riesgo de contaminacion parasitaria en productos
horticolas de consumo masivo.

Teniendo en cuenta las caracteristicas descriptas, los
antecedentes y considerando la importancia de la
vigilancia epidemioldgica como herramienta esencial para
identificar problemas de saneamiento y prevenir riesgos
para la salud publica, el objetivo de esta investigacion fue
comparar el porcentaje de deteccion de parasitos en
hortalizas frescas comercializadas en un mercado
municipal de Encarnacion, Paraguay durante el primer
semestre del 2024 por técnicas diagnoésticas tradicionales
versus técnicas moleculares, con el fin de evaluar su
utilidad diagndstica en contextos de vigilancia alimentaria.
En este contexto, este estudio no solo aporta datos
actualizados sobre la contaminacién parasitaria de
hortalizas frescas consumidas crudas, sino también
evalua el rendimiento diagndstico de métodos
convencionales y moleculares, lo que permite proponer
enfoques integrados para mejorar la vigilancia sanitaria
en productos vegetales. Esta aproximacion representa un
avance metodolégico en el ambito de seguridad
alimentaria en Paraguay y puede servir como base para
futuras politicas de control sanitario a nivel regional.

MATERIALES Y METODOS

Estudio observacional descriptivo-analitico de corte
transversal, con muestreo no probabilistico por
conveniencia segun tipo de hortaliza (lechuga, repollo,
pereijil) y ubicacion de comercializacion (dentro y fuera del
mercado municipal), recolectandose 60 muestras
divididas entre muestras de adentro y afuera del mercado
municipal de la ciudad de Encarnacién durante el primer
semestre del afo 2024. Las hortalizas fueron puestas en
bolsas de polietileno, etiquetadas y transportadas al
laboratorio de la Facultad de Ciencias Quimicas y
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Farmacéuticas de la Universidad Autéonoma de

Encarnacion.

Para el tratamiento de las muestras, se deshojaron y
partieron en trozos 40 gramos. Se introdujeron en bolsa
plastica con cierre hermético que contenian 400 ml de
agua destilada y se rotularon con fecha, tipo de hortaliza
y zona de muestreo. Las bolsas fueron agitadas
vigorosamente por unos minutos y se dejaron en reposo
por 24 horas. Cada muestra se tratd por duplicado.

Transcurridas las 24 horas, se procedid mediante la
técnica de sedimentacion Hoffman, Pons y Janer (HPJ)
con modificaciones (23), para la cual, se retiraron los
restos de hojas dejando el agua resultante en reposo en
vasos de precipitado durante una hora. Posteriormente,
se decant6 9/10 partes de la solucion y el sedimento fue
colocado en tubos conicos, se centrifugaron por 10
minutos a 3000 r.p.m. y se descartaron los sobrenadantes,
quedando los sedimentos que se extendieron sobre
portaobjetos por goteo sobre una gota de solucion
fisioldgica al 0,95% y coloracién con Lugol para la
observacion al microscopio éptico, con objetivos de 10Xy
40X. Con esta técnica se identificaron como muestras
positivas aquellas que contenian quistes, huevos o larvas
de parasitos en diferentes estadios.

A partir de los sedimentos obtenidos con la técnica HPJ,
se procedid a aplicar la técnica de flotacién Sheather
Sugar (SS) con modificaciones (24) para confirmar la
presencia de huevos y quistes de parasitos. Se coloco6 en
un tubo cénico 1/3 del sedimento y 2/3 de agua, se
centrifugé a 1500 r.p.m. por 5 minutos hasta que el
sobrenadante se observe limpio. Se eliminé el
sobrenadante y se agrego solucién saturada de sacarosa
hasta 1 cm del borde del tubo. Nuevamente se centrifugd
a 2500 r.p.m. por 5 minutos, se dejé reposar en una
gradilla por 5 minutos y luego se tom6é como muestra la
pelicula formada en la parte superficial del tubo. Esta se
extendié sobre un portaobjeto con una gota de Lugol y se
realiz6 la observacion al microscopio optico en 10Xy 40X.
Los parasitos observados al microscopio 6ptico fueron
fotografiados para posterior identificacion segun el
manual de la Organizacion Panamericana de la Salud
(25).

Para la deteccion molecular se empled la técnica de
gPCR, para detectar e identificar la presencia de
patégenos gastrointestinales a partir de los sedimentos
restantes en el Laboratorio Privado de analisis clinicos RH
Positivo. Primeramente, se realizaron extracciones y
purificaciones para obtener acidos nucleicos por medio de
una extraccion semiautomatizada utilizando  kits
comerciales. Posteriormente, se realizaron las qPCR
basadas en 5  exonucleasa con sondas especificas
marcadas con fluoréforos y quencher, donde cada
producto de extraccion fue amplificado mediante los
fluoréforos especificos (FAM, HEX, Cy5, ROX) para la
deteccion de los patégenos seleccionados, para lo cual,
se utilizaron kits multiplex de la marca Viasure Panel
Gastrointestinal | (26) que permiten la identificacion
simultanea de multiples patégenos, incluyendo virus,
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bacterias y parasitos. Este kit detecta los siguientes
patégenos:  Campylobacter, Salmonella, Yersinia
enterolitica, Shigella/EIEC, Cryptosporidium, Entamoeba
histolytica, Gardia lamblia, Norovirus GI/Gll, Rotavirus,
Adenovirus, Astrovirus y Sapovirus.

Las condiciones de ciclados fueron las siguientes:

1. Etapa: Activacion inicial, Temperatura (°C): 95, Tiempo: 2 minutos, N° de ciclos: 1.

2. Etapa: Desnaturalizacion, Temperatura (°C): 95, Tiempo: 10 segundos, N° de ciclos:
45,

3.Etapa: Alineamiento y extension, Temperatura (°C): 60, Tiempo: 50 segundos, N° de
ciclos: 45.

Los datos de amplificacion se analizaron en funcion de los
valores de Ct (ciclo umbral) siguiendo los criterios del kit
comercial, donde el punto de corte para los Ct de cada
patégeno fue <40. Los resultados fueron procesados
mediante el software QGene9600, especializado para la
deteccion y analisis de los datos de qPCR, y se utilizaron
controles internos (Cl) para validar la calidad técnica de
las amplificaciones con valores de Ct <£35. Finalmente, los
resultados obtenidos fueron comparados con los
estandares de referencia y se realizdé un analisis de los
valores de Ct para evaluar la sensibilidad y fiabilidad de
las detecciones en cada muestra.

Los datos fueron tabulados segun los resultados
obtenidos mediante un analisis estadistico utilizando
estadistica descriptiva e inferencial. La estadistica
descriptiva incluyé el calculo de frecuencias absolutas,
relativas y porcentuales para las variables: tipo de
hortaliza (lechuga, repollo y perejil), lugar de
comercializacion (interior y exterior del mercado) vy
resultado diagnostico (positivos y negativos) para cada
técnica utilizada. Ademas, se realizaron analisis
comparativos por estadistica inferencial. Mediante la
prueba de chi-cuadrado de independencia se analizaron
las asociaciones entre muestras positivas y lugar de
muestreo (interior/exterior) considerando significancia
estadistica un valor p menor a 0,05. Para comparar el
nivel de detecciéon de las tres técnicas utilizadas, se
realizo la prueba binomial para evaluar la proporcion de
muestras positivas detectadas por cada técnica y si estas
diferian en la deteccion del 50% del total de muestras
recolectadas, y la prueba de McNemar para datos
pareados que permiti6 evaluar las diferencias
significativas entre dos métodos. Los andlisis estadisticos
fueron realizados por medio del software Jamovi version
2.6.44.0. Por ultimo, se identificaron cualitativamente los
tipos de parasitos mas frecuentemente
observados/detectados.

El estudio se realiz6 con muestras de hortalizas
comercializadas publicamente, por lo que no requirié
aprobacion de comité de ética institucional. Se respetaron
los principios de buenas practicas de laboratorio y se
mantuvo la confidencialidad de los datos de los
comerciantes.

RESULTADOS

De las 60 muestras analizadas, el 71,7% (n=43) presenté
contaminacion parasitaria (Tabla 1). De las 43 hortalizas
contaminadas, la lechuga mostré el mayor porcentaje de
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contaminacion (37,2%), seguida por el repollo (34,9%) y
el perejil (27,9%). Con respecto a la prevalencia de
parasitos en estos productos comercializados en el
interior y exterior del mercado municipal, se detectaron
parasitos en un 44,2% de las muestras tomadas en el
interior del mercado y del 55,8% de las muestras tomadas
en el exterior (Tabla 2). La prueba de chi-cuadrado fue de
0,07 (p=0,96); valores que no alcanzan significancia
estadistica (p=0,05), no encontrandose diferencias
estadisticamente significativas entre las hortalizas
contaminadas de acuerdo con el zona de
comercializacion.

Tabla 1. Resultados de deteccidon parasitaria en
hortalizas de hoja verde. Encarnaciéon, Paraguay,

2024 (n=60)
. Positivo Negativo Total
Hortaliza n (%) n (%) n (%)
Lechuga 16 (26,7%) 4 (6,7%) 20 (33,4%)
Repollo 15 (25%) 5(8,3%) 20 (33,3%)
Perejil 12 (20%) 8 (13,3%) 20 (33,3%)
Total 43 (71,7) 17 (28,3%) 60 (100%)

Tabla 2. Frecuencias de contaminacion segun lugar
de comercializacion en el mercado municipal de
Encarnacion, Paraguay (n=43)

Hortaliza Ubicacion de venta n %
Lechuga Interior 7 16,3
(n=16; 37,2%) Exterior 9 20,9
Repollo Interior 7 16,3
(n=15; 34,9%) Exterior 8 18,6
Perejil Interior 5 11,6
(n=12; 27,9%) Exterior 7 16,3
Total 43 100%

En cuanto a las técnicas utilizadas para la deteccion e
identificaciéon de contaminacién parasitaria, la técnica
gPCR detectd 43 muestras positivas, que representa el
mayor porcentaje de deteccion (71,7%), resultado que fue
estadisticamente significativo (p=0,001). Mientras que por
la técnica de sedimentacion HPJ se detectaron e
identificaron parasitos en un 38,3% (23) de las muestras
y con la técnica de flotacién de SS se pudo confirmar la
presencia de parasitos en 26 muestras (43,3%). Sin
embargo, en ambas técnicas los analisis estadisticos no
evidenciaron diferencias significativas (p=0,092 y p=0,36,
respectivamente) (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados positivos para presencia de
parasitos en hortalizas por tipo de método

Técnica Resultado n Proporcion p valor
qPCR Positivo 43 0.717 0.001
Sedimentacion HPJ Positivo 23 0.383 0.092
Flotacion SS Positivo 26 0.433 0.366

Con la prueba de McNemar para muestras pareadas se
observé una diferencia estadisticamente significativa
entre los resultados obtenidos con la técnica de qPCR y
de sedimentacion HPJ (p<0,001), asi como entre la gPCR
y flotacién SS (p<0,001), confirmando que la qPCR
detectd6 un numero significativamente mayor de
contaminacion que los métodos tradicionales. En cambio,
la comparacion entre sedimentacion y flotacion no mostré
diferencias estadisticamente significativas (p=0,083)
mostrando capacidad de deteccion similar de ambas
técnicas (Tabla 4).
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Tabla 4. Comparacidn de las técnicas utilizadas para la deteccién de parasitos en las hortalizas (n=60)

" o Negativo Positivo Total Prueba de McNemar
Comparacion Técnica _—_n
n n n Estadistico Valor p valor
A. gPCR vs HPJ
gPCR Negativo 17 0 17 X2 (gl=1) 20,00 <0,001
Sedimentacion HPJ gPCR Positivo 20 23 43 N 60 -
Total 37 23 60
B. qPCR vs SS
gPCR Negativo 17 0 17 X2 (g1=1) 17,00 <0,001
Flotacion SS gPCR Positivo 17 26 43 N 60 -
Total 34 26 60
C. HPJ vs SS
HPJ Negativo 34 3 37 X2 (g1=1) 3,000 0,083
Flotacion SS HPJ Positivo 0 23 23 N 60 -

Total 34

26

n=frecuencia; HPJ=Hisopo de placa Jacobs; SS=Solucién salina; gqPCR=PCR cuantitativa en tiempo real; gl=grados de libertad.

Las clases de parasitos identificados al microscopio
Optico mas frecuentemente por las té¢nicas de HPJ y SS
fueron trematodos y nematodos, sin embargo, se logré
observar mayor cantidad de protozoarios en las muestras.
Algunas especies identificadas en diferentes estadios
fueron Ascaris sp., Strongyloides sp., Entamoeba spp.,
Shistosoma mansoni, Trichuris trichura, Cryptosporidium
spp., Gardia spp., Ancylostoma spp. y Paramecium spp.

En cuanto a la identificacion molecular, se analizaron los
datos obtenidos de la amplificacion por qPCR
correspondientes a cada tipo de hortaliza (repollo, perejil
y lechuga), detectandose en la muestra de repollo la
presencia de Campylobacter sp. con un valor promedio
de Ct de 40,96. Los controles internos de calidad (ClI)
presentaron valores de Ct consistentes, oscilando entre
20,86 y 22,55. En la muestra de perejil se detectaron
Campylobacter sp. y Entamoeba histolytica, con valores
de Ct promedio de 36,30 y 39,67, respectivamente. Los
controles internos en esta muestra también mostraron
valores de Ct entre 21,39 y 24,37. En la muestra de
lechuga, se detectd la presencia de Cryptosporidium sp.
con un valor de Ct de 37,48 y Entamoeba histolytica con
un Ct de 35,56. Los valores de los controles internos en
esta muestra oscilaron entre 21,3 y 23,6.

Estos resultados muestran una baja carga genética de los
patégenos detectados en las muestras, lo que puede
estar relacionado con la minima cantidad de material
genético presente o la posible degradacion de este, sin
embargo, los valores del Cl confirman una adecuada
calidad técnica de la amplificaciéon y proporcionan la
confiabilidad técnica del ensayo.

DISCUSION

La prevalencia observada en este estudio (71,7%) en
considerablemente mayor que las reportadas en
investigaciones realizadas en otros paises de América
Latina. En Talca, Chile, en el afio 2019 se encontré que,
de las hortalizas analizadas, un 29% contenia parasitos,
siendo las hortalizas de tallo corto las mas contaminadas
en comparacion a los tomates y morrones, probablemente
porque el agua no llega directamente al fruto (27).
Mientras que, Cazorla et al. (10) en Coro, Venezuela ya
habian detectado una prevalencia global del 32,28%
(41/127), siendo el apio espafiol, el repollo y la lechuga
las hortalizas que presentaron mayores porcentajes de
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contaminacion parasitaria, del mismo modo que Rivera
Jacinto et al. (28) ya en el afno 2009, en su estudio
realizado en Cajamarca, Peru, habia encontrado mayor
contaminacion en pereijil y lechuga.

Las hortalizas que han sido asociadas a agentes
patégenos incluyen principalmente a las de tallo corto;
lechuga, espinaca, perejil, cebolla, cilantro, repollo,
rabano, etc. La lechuga es una de las verduras mas
consumidas en ensaladas frescas y son muy comunes
dentro de la dieta, por lo tanto, es el cultivo de mayor
preocupacion, ya que reportes latinoamericanos indicaron
que es una de las hortalizas de mayor susceptibilidad de
contaminacion, debido probablemente a que se riegan
con aguas con cierto grado de descarga residual
proveniente de las comunidades locales, lo que la hace
una de las posibles causas de alta incidencia de
enfermedades intestinales reportadas por las autoridades
de salud (28,29). Varios estudios coinciden en que la
lechuga es la hortaliza con mayor indice de
contaminacion, con porcentajes diferentes, tanto de
contaminacion como del tipo de microorganismo, en cada
region; seguida de la espinaca y la acelga (13—-17). En
este estudid, se detectdé mayor contaminacién en la
lechuga (37,2%).

Por otro lado, la ausencia de diferencias significativas (p
=0,96) en la contaminacion de las muestras de hortalizas
recolectadas dentro y fuera del mercado municipal
coinciden con las observaciones hechas por Valdés Leite
(27) y Cazorla et al. (10) quienes también concluyeron en
sus investigaciones que no habia una relacién entre la
presencia de parasitos y la procedencia de las hortalizas.
Esto sugiere que uno de los posibles factores
determinantes de contaminacion se origina en el campo,
durante el cultivo o el manejo previo a la comercializacion,
mas que en las condiciones de venta, sugiriendo que la
zona de venta no es un factor primario de contaminacion.

En investigaciones acerca de la contaminacion de aguas
de uso agricola en algunas zonas productivas
periurbanas de Lima y de otras importantes regiones
agricolas, incluyendo Cajamarca, se encontraron que no
solo se presentan indices de coliformes fecales por
encima de los estandares nacionales e internacionales
para aguas de riego, sino que se reportan
microorganismos entéricos como Escherichia coli,
Salmonella spp., Shigella spp., Giardia lambia, Ciclospora
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spp., Cryptosporidium spp. y otros potencialmente
patégenos (29). Ademas, existen mas de 15 géneros de
protistas capaces de infectar el tracto digestivo humano,
entre ellos, Amebozoa, siendo la Entamoeba histolytica la
Unica especie que causa enfermedad en humanos,
solamente un numero limitado de infecciones por este
parasito progresa hasta causar sintomas clinicos y, de las
15 especies de Cryptosporidium capaces de infectar
humanos, C. hominis y C. parvum son responsables del
90% de los casos reportados globalmente, mientras que,
existen mas de 340 especies de helmintos asociadas a
humanos, la mayoria son zoonéticos poco frecuentes y se
destacan a A. lumbricoides, A. duodenale, N. americanus
y Strongyloides stercoralis (clase Chromadorea) y
Trichuris trichiura (clase Enoplea) como principales
especies causantes de las geohelmintiasis en el ser
humano, a través de la ingesta de huevos infectantes o
por penetracion de larvas infectivas a través de la piel. Al
menos 80 especies de trematodos, muchos de ellos
zoonoticos se pueden transmitir por alimentos crudos o
poco cocinados que contienen las formas infectivas
(metacercarias), destacando a la Fasiola spp. como una
de las principales (22). En relacién con los tipos de
microorganismos identificados cualitativamente en las
hortalizas analizadas, se observaron al microscopio
Optico en diferentes estadios a Ascaris sp., Strongyloides
sp., Entamoeba spp., Shistosoma mansoni, Trichuris
trichura, Cryptosporidium spp., Gardia spp., Ancylostoma
spp. y Paramecium spp., lo que las vuelve vectores
importantes en la transmision de microorganismos
patégenos, especialmente cuando no se realiza una
higiene adecuada previa a su consumo.

En la deteccion molecular, los valores de Ct son
indicativos de una baja carga genética de los patégenos
detectados (Campylobacter sp., Cryptosporidium sp. y
Entamoeba histolytica) en las muestras analizadas, lo que
podria estar relacionado con la baja concentracion de
material genético o su posible degradacién debido al
manejo de las hortalizas, sin embargo, confirma la
presencia de  microorganismos observados al
microscopio y detecta otros que pasaron desapercibidos
por las técnicas convencionales, respaldado por los
valores de los controles internos de calidad (Cl), que
oscilaron entre 21,3 y 23,6, los que confirmaron que el
ensayo se realizd correctamente y con una calidad
técnica adecuada, validando la confiabilidad de los
resultados obtenidos (30).

En cuanto a las diferencias entre las tres técnicas
utilizadas para la deteccion e identificacion parasitaria, los
resultados confirmaron una alta sensibilidad diferencial
superior de la qPCR frente a las técnicas tradicionales,
resultados respaldados por estudios que destacan la
sensibilidad de la qPCR para detecta protozoos como
Giardia spp. y Entamoeba spp. en muestras de alimentos,
debido a su capacidad para amplificar ADN en bajas
concentraciones, incluso cuando la morfologia esta
degradada (31,32). La microscopia depende de la
integridad visual de los huevos o quistes y del
conocimiento del analista, mientras que la qPCR, al

50

Evaluacién de métodos diagndsticos tradicionales y moleculares para la
deteccion e identificacion de parasitos en hortalizas frescas comercializadas
en un Mercado Municipal de Encarnacioén, Paraguay

enfocarse en secuencias especificas, evita sesgos
operativos (31). Ademas, la compleja matriz vegetal
puede reducir la eficacia de los métodos tradicionales,
mientras que la extraccion de ADN adaptada a la qPCR
mejorar la recuperaciéon del material genético, ampliando
su limite de deteccion (33).

En conclusién, se detectd una alta prevalencia de
contaminacion por parasitos en las especies de lechuga,
repollo y perejil, siendo la lechuga la hortaliza con mayor
porcentaje de muestras positivas. No se observaron
diferencias significativas entre los comercios ubicados
adentro y afuera del mercado, lo que sugiere que la
contaminacion parasitaria es un problema generalizado.
Se confirmd estadisticamente que la técnica qPCR
detectd mayor porcentaje de contaminacién parasitaria
frente a las técnicas tradicionales, sin embargo, la
integracion de las tres técnicas permitié identificar una
amplia diversidad de parasitos, destacando la utilidad de
cada una para el diagndstico.

Es importante reconocer que el tamafo muestral pudo
limitar analisis estadisticos mas robustos para detectar
diferencias menores de contaminacion segun zona de
comercializacién y el disefio transversal de estudio sin un
analisis en diferentes estaciones del afio contemplando
otras variables como humedad y temperatura.

Estos resultados resaltan la necesidad de implementar
medidas de inocuidad alimentaria y realizar estudios mas
amplios para reducir los riesgos de asociacion de
Enfermedades Transmitidas por Alimentos al consumo de
hortalizas crudas. Ademas, sugieren la urgencia de
fortalecer la vigilancia alimentaria por medio de la
implementacion de protocolos de buenas practicas
agricolas y capacitaciones a productores y vendedores
sobre practicas de higiene durante la cosecha, el
transporte y la comercializacién de productos horticolas.
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