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RESUMEN

Objetivo: Determinar la frecuencia de enteroparasitos potencialmente patdgenos en
lechugas comercializadas en un mercado de abasto. Materiales y métodos: Se
analizaron un total de 300 muestras de Lechuga (Lactuca sativa), proveniente de la
Provincia de Canta, Cafiete, valle de Chillon y distrito de Huacho. Se evalud la
actividad antinematoda con extracto hidroalcohodlico de dos tipos de plantas, hojas
de guandbana (Annona montana) y matico (Piper aduncum) en contra con los
huevos y larvas de Strongyloides stercoralis. Resultados: De las muestras
analizadas fueron positivas a protozoos y neméatodes el 55%. Acanthamoeba
spp.11% y Strongyloides stercoralis 16%. Se utilizé el método de directo y el método
de centrifugacion. La actividad antihelmintica con dos tipos de hojas, los extractos
de Piper aduncum y Annona montana a concentraciones altas mostraron ser
eficaces a 50%, 25% y 12,5% en la prueba de eclosion de huevos, mientras que en
la prueba de motilidad de las larvas a las concentraciones 50%, 25% y 12,5% en el
extracto de hoja de Piper aduncum fueron completamente inmovilizados a las 14
horas, en los extractos de Annona montana mostraron su eficacia inmovilizando las
larvas pasadas las 12 horas de exposicion. Conclusiones: El enteroparasitos
potencialmente patégenos encontrado en los diferentes tipos de lechugas fue quiste
de Acanthamoeba spp. y huevos, larvas de Strongyloides stercoralis, también se
encontraron amebas y ciliados de vida libre, pero ninguno otro parasito de
importancia médica. Los lugares de procedencia con mayor indice de pardsitos
fueron las provenientes del norte provincia de Canta 70%, seguido del distrito de
Huacho 23% y los provenientes de Lima este del valle Chillon 7%. EI volumen de
lavado se establecié en huevos / Litro, encontrdndose 9 huevos de Strongyloides
spp. que representa el 82% que provienen de la provincia de Canta, seguido del
recojo de hojas del suelo con un promedio de 2 huevos / litro 18%, el resto de
lugares no se encontraron huevos de parasitos.

Palabras clave: Guanabana; matico; actividad antihelmintica; Strongyloides

stercoralis.



ABSTRACT

Objective: To determine the frequency of potentially pathogenic intestinal parasites in
lettuce sold in a meat market. Materials and Methods: A total of 300 samples of
lettuce (Lactuca sativa), from the Province of Canta, Cafete, Chillon Valley and
Huacho district were analyzed. the antinematoda activity was evaluated with aqueous
alcoholic extract two types of plants, leaves soursop (Annona montana) and matico
(Piper aduncum) against the eggs and larvae of Strongyloides stercoralis.Results: Of
the samples tested were positive for protozoa and nematodes 55%. Acanthamoeba
spp. 11% and Strongyloides stercoralis 16%. Direct method and the centrifugation
method was used. The anthelmintic activity with two types of blades, Piper aduncum
extracts Annona montana and showed high concentrations to be effective to 50 %,
25 % and 12.5% in egg hatch test , while in testing motility larvae at concentrations
50 %, 25 % and 12.5 % in the leaf extract of Piper aduncum were completely
immobilized at 14 hours , in extracts of Annona montana showed its effectiveness
larvae immobilizing past 12 hours exposure Conclusions: The potentially
pathogenic intestinal parasites found in different types of lettuce was cyst
Acanthamoeba spp. and eggs, larvae Strongyloides stercoralis, amoebas and free-
living ciliates were also found, but none other medically important parasite. The
places of origin with the highest rate of parasites were from the northern province of
Canta 70 %, followed by Huacho district and 23 % from this Lima Chillon Valley 7%.
The wash volume was established in eggs / liter, being nine eggs Strongyloides spp.
representing 82% coming from the province of Canta, followed by pickup of leaves on
the ground with an average of 2 eggs / liter 18%, the remaining places no parasite

eggs were found.

Keywords: Soursop; matico; anthelmintic activity; Strongyloides stercoralis.
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INTRODUCCION

El consumo de hortalizas es vital para la salud humana puesto que poseen
innumerables propiedades alimenticias, son fuente Inagotable de vitaminas,
minerales, fibra y energia. Sin embargo, por sus caracteristicas fisicas, algunos de
estos productos estan expuestos a contaminacion de tipo bioldégico y quimico.
(Chaidez y col., 2002).

Las enfermedades transmitidas por los alimentos contaminados, representan un
grave problema de salud publica. Las infecciones por trematodos transmitidos por
los alimentos se encuentran entre las enfermedades tropicales mas desatendidas.
Hay poco interés por parte de las autoridades politicas para establecer programas
de salud y control de algunas enfermedades tropicales por el Ministerio de Salud.
(FAO/OMS.2009)(13).

El déficit de agua potable estd aquejando al planeta y compromete cada dia mas la
reutilizacion de aguas residuales en el mundo. El agua usada por los agricultores
ha generado un mayor rendimiento en los campos de cultivo, pero se ha observado
un riesgo en las hortalizas, el origen del agua de la irrigacion debe ser conocido. El
agua debe ser tratada pero, si no lo es, esto permite que los microorganismos se
preserven en las areas mas humedas de las plantas y permanezcan protegidos
(Tananta y col, 2002).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estima que mas de dos mil millones de
personas en todo el mundo, principalmente nifios y mujeres embarazadas, estan
infectados por enteroparasitos debilitantes, constituyendo uno de los problemas de
salud mas persistentes que causan anemias en lactantes, mal nutricion y retraso en
el crecimiento.( OMS 2014).

La OMS sitia dentro de las diez principales causas de muerte a la entero
parasitosis, especialmente en paises en vias de desarrollo que mantienen endemias
altas debido a las deficientes condiciones de saneamiento ambiental, a la pobreza y
a la falta de medidas de control y prevencion adecuadas.

12



Los estudios sobre Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) sefalan las
hortalizas y frutas consumidas crudas, como un factor en la diseminacion de
enteroparasitos. Las buenas practicas agricolas garantizan la obtencion de frutos de
alta calidad, la proteccion del medio ambiente, la salud de los trabajadores y la
inocuidad de los productos agricolas ya que algunos de estos productos por sus
caracteristicas fisicas estan mas expuestos a contaminacion y por lo tanto son

portadores de agentes causales de enfermedades. (OPS/OMS Peru, 2010).

Estos factores, incluyendo enfermedades tropicales desentendidas a esto el acceso
de antihelmintico en las zonas de escasos recursos, nos impulsé a evaluar la utilidad

de los extractos de hojas de Annona montana y Piper aduncum como antihelmintico.

El objetivo de este estudio fue determinar la frecuencia de enteroparasitos
potencialmente patdgenos en lechugas comercializadas en un mercado de abasto,
adicionalmente se realizo su actividad in vitro antiparasitaria de los extractos de
hojas de Annona montana y Piper aduncum contra los huevos y larvas de
Strongyloides spp. en lechugas que se expende en el Ex — Mercado Mayorista de la

victoria, con el fin de aportar datos de interés de salud publica.

13



INDICE

A R AT U L A e 01
HOJA DE APROBACION........coiiiiitiiiiiteteteie sttt 03
DEDIC AT ORI A . e 04
AGRADECIMIENTO. ... e e 05
RESUMEN . .. 06
AB ST R A C T . e o 07
LISTADE FIGURAS . ... e e 08
LISTA DE TABLAS .. . e 09
LISTADE GRAFICOS. ... .ottt 10
LISTADE ABREVIATURAS . ... 11
INTRODUGCCION. ...ttt ettt e e e e e e et e e e e e e e e e e e e 13

CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del Problema..............coooiiiiii i 17
1.2. Formulacion del Problema............coooiiiiiiiii e, 18
1.2.1. Problema General..........ccoviiniiii i e 18
1.2.2. Problema ESpecCifiCO.......ccoouiiiiiiii i 18
1.3, OV, et 18
1.3.1. Objetivo General..........cooiiiiiiii 18
1.3.2. Objetivo ESPeCIfiCO.....c.oviniiii i 18
1.4, JUSHTICACION. ... 19

CAPITULO IlI: MARCO TEORICO

2.2, ANECEABNIES. ... s 20
2.2.1. Antecedentes Internacionales.............cocooiiiii i 20

2.2.2. Antecedentes Nacionales...........ccoov i 24

2.3, BASES TEOMCAS. .. vt e 26
2.3.1. Generalidades. .........ooueiirii i 25
2.3.1.1. Nematodo.......oouiiiiii e 27

2.3.1.2. HiStOra. .. e e 27

2 T8 G TR - 3'(o ] o (o 1 ¢ 1 - 28

2.3.2. Genero Strongyloides stercoraliS...........ccocoiiiiiiiiiii i 29
2.3.2.1. Morfologia.......ccoiiiiii 29

2.3.2.2. Ciclo bIOIOGICO ... 30

2.3.2.3. Cuadro cliniCo ......oiieeiii i 31

2.3.2.4. Meétodos serolégicos y moleculares........................ 32

2.3.2.5. Meétodos parasitolOgiCoS.........covveieiiiiiiiiiiiiieanes 33

CAPITULO lll: METODOLOGIA

14



3.1.

3.2.
3.3.
3.4.
3.5.

3.6.

DiseNO del EStUAIO. ... . e 36

3.1.1Tipo de INVeSstigacion...........o.iiiii i 36
PODIaCION. ... 36
MUBSIIA. .. e e 36
Operacionalizacion de Variables.............ccoiiiiiiiii e, 36
ProcedimientoS Y TECNICAS. ... .cuiiriieii e 38
3.5.1 METOAOS. ...t 38
3.5.1.1. Recolecciény transporte de muestras.......................... 38
3.5.1.2. Estandarizar el lavado de hojas.............cccocviiiiiiiiennn. 38
3.5.1.3. Siembra en medio Agar NUtritivo.............cc.cooeiiieininnne. 39
3.5.1.4. Resiembra en medio Agar nutritivo...................ooeene. 40
3.5.1.5. Conteo huevos y larvas Strongyloides spp. actividad
antihelmintica iN Vitro.............coooiiiiic 41
3.5.1.6. Preparacion del extracto Hidroalcohdlico....................... 42
3.5.1.7. Preparacion del extracto de Piper aduncum................... 43
3.5.1.8. Preparacion del extracto de Annona montana................ 44
3.5.1.9. Dimetil SUfOXIdO........ouiieiiiii e 45
3.5.2. Procedimientos. .......c.oiiiiiiii e 45
3.5.2.1. Obtencidndelamuestra............ccceoeiiiiiiiiiiiiiinienn, 45
3.5.2.2. Areas de eStudio..............veeuneiiieiieii e 45
3.5.2.3. Placa de microdiluCion............cccooiiiiiiiiiii e, 45
3.5.2.4. Prueba de eclosion de huevo...............ccooooiiiiiiiiinnn.. 47
3.5.2.5. Prueba de motilidadde larvas ...............cccooiiiiiiinn 48
3.5.2.6. Volumen carga parasitaria huevo / litro......................... 48
3.5.2.7. Larvas Strongyloides stercoralis en medio de cultivo....... 48
Plan de Analisis de Datos..........ccouiuiiiiiii e 49

CAPITULO IV: RESULTADOS ESTADISTICOS

4.4.

RESUIAAOS. . ..ot e 51
4.4.1. Enteroparasitos potencialmente patégenos en lechugas................. 51
4.4.2. Tipos de enteroparasitos potencialmente patdgenos en lechugas....... 52
4.4.3. Enteroparasitos potencialmente patdgenos en lechugas segun lugar de
(O] ToT=To 1= o o = T PP 53
4.4.4. Volumen carga parasitologica huevo / litro............ccoooviiiiiiinnnne 56
4.4.5. Actividad antihelmintica de los extractos de Annona montana y Piper
= 10 (1] o 0 o o 57
4.45.1. Prueba de eclosion de huevos Piper aduncum.................. 57
4.4.5.2. Prueba de motilidad de larvas Piper aduncum................... 58
4.4.5.3. Prueba de eclosion de huevos Annona montana................ 60
4.4.5.4. Prueba de motilidad de larvas Annona montana................ 61



4.5. Discusiones de reSUlAdOS. .....cooveiiii e, 63

A4.6. CONCIUSIONES. ... 65
A4.7. RECOMENUACIONES. ...t e 66
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ...ttt ittt et et et eaeaea e e e eea e e s s rneeaeararnrns 67

ANEXOS. ... e e e 76



CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1

Planteamiento del Problema

Segun la OMS 2015, la incidencia anual de diarrea estimada en el mundo es de
1.500 millones de casos, se ha descrito que el 70% de las diarreas se originan
por la ingestion de alimentos contaminados con microorganismos 0 sus toxinas.
Alrededor de 250 son los agentes causantes de ETA, entre los que se incluyen
bacterias, virus, hongos, parasitos, priones, toxinas y metales (1). El 24% de la
poblacién mundial, esta infectada por helmintos transmitidos por el suelo. Mas de
270 millones de nifios en edad preescolar y mas de 600 millones en edad escolar
viven en zonas con intensa transmision de esos parasitos y necesitan tratamiento
e intervenciones preventivas (2).

Por lo menos 46 millones de nifios de las Américas corren el riesgo de padecer
infecciones parasitarias. La salud de estos nifios se ve afectada ademas por las
limitaciones en el acceso a la atencion médica, a agua segura y saneamiento
adecuado, y a la seguridad de los ingresos econdémicos al hogar. En el caso de
los nifios infectados, los parasitos intestinales causan anemia, deficiencia de
vitamina A, retraso en el crecimiento, malnutricién, y trastornos del desarrollo
fisico y cognitivo (3).

En el Peru, donde solo el 38% de hogares tienen acceso a agua, las ETAS son
indudablemente un importante problema de salud publica. Las cuales a menudo,
ocurren como brotes, por lo que la vigilancia epidemiolégica es de vital
importancia, mediante el sistema de vigilancia epidemioldgica (SVE), en el afio
2014 se han reportado 61 brotes de ETA por afio y en Il trimestre 2015, 27
brotes (1). Las infecciones transmitidas por los alimentos se encuentran entre las
enfermedades tropicales mas desatendidas. Es escasa la atencion que les
prestan los ministerios de salud y la comunidad médica en general (4).Se estima
que el 4% del total de muertes en el mundo se deben a problemas relacionados

al agua, desagtie e higiene (5).
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1.2. Formulacién del Problema

1.2.1. Problema General

¢, Cuanto es la frecuencia de enteroparasitos potencialmente patdégenos en lechugas

comercializadas en un mercado de abasto?

1.2.2. Problema Especifico

¢, Cudles son los tipos de enteroparasitos potencialmente patdogenos en
lechugas comercializadas en un mercado de abasto?

¢ Cudl sera la frecuencia de enteroparéasitos potencialmente patdégenos en
lechugas comercializadas en un mercado de abasto, segun el lugar de
procedencia?

¢Cuéles seran los volimenes de lavado para establecer la carga

parasitologica en las lechugas comercializadas en un mercado de abasto?

¢Cudl seré la actividad in vitro de los extractos de hojas de Annona
montana y Piper aduncum en parasitos aislados de lechugas

comercializadas en un mercado de abasto?

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Determinar la frecuencia de enteroparasitos potencialmente patdgenos en

lechugas comercializadas en un mercado de abasto.

1.3.2. Objetivo especifico.

Determinar la frecuencia de los tipos de enteroparasitos potencialmente
patogenos en lechugas comercializadas en un mercado de abasto.

Determinar la frecuencia de enteroparasitos potencialmente patdgenos en
lechugas comercializadas en un mercado de abasto, segun el lugar de

procedencia.

18



e Calcular los volumenes de lavado para establecer la carga parasitologica
en las lechugas comercializadas en un mercado de abasto.

e Evaluar la actividad in vitro antiparasitaria de los extractos de hojas de
Annona montana y Piper aduncum en parasitos aislados de lechugas

comercializadas en un mercado de abasto.

1.4. Justificacion.

La parasitosis es considerada un problema de Salud Publica. El Pera es uno de
los paises de Sudameérica endémico en parasitosis u otras entidades
microbianas, algunas de las enfermedades parasitarias suelen ser transmitidas
por alimentos (EPTA) por un mal manejo en cualquier fase de la cadena de
produccion.

Este mecanismo de transmision ha sido poco estudiado en nuestro pais, al
menos 6 publicaciones peruanas se han hallado usando el motor de busqueda
Pubmed y Scielo. Nuestro estudio pretende establecer la tasa de parasitosis en
las hortalizas y evaluar la susceptibilidad In Vitro de extractos de dos tipos de
hojas, contribuir con el desarrollo de productos fitoterapéuticos que podria ser
mas accesible seguro y rentable y proporcionar un menor riesgo de resistencia,

por ello creemos que es importante.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.2. Antecedentes

2.2.1. Antecedentes Internacionales:

Un estudio realizado en 2004-2006, la Paz Bolivia, determino la presencia de
enteroparasitos de 477 hortalizas de 14 especies (13), con un 85% solo de
parasitos, siendo la quilquifia, cebolla verde, acelga y el berro presentaron 100% de
parasitos y el de menor grado lechuga, tomate y locoto. Blastocystis hominis 21,6%,
Balantidium coli 7,1%, Endolimax nana 2,3%, Entamoeba coli 1%, Crytosporidium
spp. 0,6%, Giardia spp. 0,6%, Strongyloides spp. 8,4%, Ascaris sp. 7,3%,
Hymenolepis nana 0,4%, Fasciola hepatica 0.4%. Mufoz V, Laura N y col, 2008.

La Investigacion se desarroll6 en 2004, ciudad de Corrientes, Argentina,;
demostrando la existencia de Enteroparasitos con un 30% de las 94 muestras de
hortalizas (14). La escarola, la mas contaminada 50%, y en la lechuga lisa al 19%, la
menos contaminada, Blastocystis hominis 7%, Amebas sp. 3%, Strongyloides spp.

3%, Ascaris sp. 3% y Uncinarias sp. 7%. Rea M, Fleitas A, Borda E y col, 2004.

Un estudio evalué la contaminacion parasitolégico de las verduras que se consumen
crudos y comercializados en Gaza 2006. Se estudiaron 216 muestras de seis
vegetales, Petroselinum crispum (Perejil), Anethum graveolens, Eruca sativa
(Rucula), Cucumis sativa (Pepino), Brassica oleracea (Coliflor) y Portulaca oleracea.
La prevalencia de los parasitos fue de 37.0% Entamoeba histolytica 37.5%, Giardia
lamblia 28.7%, Strongyloides spp. 7.5% y Ascaris lumbricoides 20.0% fueron los
parasitos mas frecuentemente aislados (15). Se puede concluir que los parasitos son
comunes en las verduras que se comen crudas con frecuencia. Al-Shawa Ry M
wafy S. 2006.

20



Un estudio enero-abril 2006, se evalué 127 muestras, de 10 especies de hortalizas,
en mercados y supermercados Coro, Venezuela. Se detectd una prevalencia
parasitaria 32,28%, siendo el apio, el repollo y la lechuga las hortalizas mas
contaminadas. Los parasitos fueron: Ascaris sp. 11,81%, Cyclospora sp. 8,66% y
Cryptosporidium sp. 5,51% (16). No se encontré una relacion significativa entre
establecimiento publico o privado. Cazorla D, Morales P, Chirinos M y Acosta
M.2006.

Una investigacion determino la contaminacion parasitolégica de verduras para
ensaladas Tripoli — Libia 2005-2006. Un total de 126 muestras obtenida de
mercados. Tomate, pepino, lechuga, berro se detectaron Helmintos Ascaris spp.
Toxocara cati., Toxocara canis., Taenia spp., Echinococcus spp. Protozoos Giardia
spp. (17). La contaminacion parasitolégico en Tripoli puede suponer un riesgo para
la salud de los consumidores. Amal A, Mohamed N, Nuri M, Mohamed S and Khalifa
G. 2009

Un estudio evalué la contaminacion parasitaria de vegetales comestibles en Qazvin
2006-2007. De 150 muestras de diferentes verduras incluyendo puerro, perejil,
lechuga, cilantro, rabano, cebolla de verdeo, estragén, albahaca, menta, y berro. El
35,3% de contaminacion parasitaria helmintos 8,6% y la larva rabditoide 21,4 % en
los vegetales (18). Shahnazi M, Sharifi M, Kalantari Z, Allipour M y Agamirkarimi N.
20009.

Un estudio en Sao Paulo, Brasil en el 2009.Comparo la sensibilidad de las técnicas
parasitolégicas en muestras de vegetales (19), de 30 muestras lechuga (Lactuca
sativa), rucula (Eruca sativa) y berro (Nasturtium officinale) las técnicas de Hoffman,
Pons y Janer (HPJ) y Faust (F). Las muestras analizadas, 46,6 % resultd positivo:
Balantidium coli 20,0%, Entamoeba coli 21,6%, Entamoeba histolityca 5,0%,
Trichuris trichiura 3,3% y Strongyloides stercoralis 2,5%. Se demostro que la técnica
HPJ fue mas eficaz. Sena A, Ribeiro R, Carvalho E, Clayton R, Brassea G, Zabeu M
y col, 20009.
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Una investigacion disefiada para determinar la presencia de parasitos intestinales en
verduras frescas (20), Irak 2009-2010. 60 muestras de tres hortalizas Apium
graveolense (Apio), Lepidiu maucheri y porrum del allium (Poro). La tasa de
contaminacion global 67.3% Echinococcus spp. 50% Oxyuris equi y Habronema spp.
45%. Esto plantea una amenaza para la salud publica. Hadi A. 2011.

Este estudio tuvo como objetivo detectar la contaminacion parasitaria en algunos
vegetales crudos Alejandria, Egipto 2010-2011. Cinco tipos de verduras de 300
muestras 60 de cada una estudio lechuga (Lactuca sativa), cohete (Eruca sativa),
perejil (Petroselinum hortense), puerro (Allium porrum) y la cebolla verde (Allium
ascalonicum) (21). 31,7 % los parasitos incluidos Cyclospora spp. 21,3%, A.
lumbricoides 20,3%, Toxocara spp. 19%, Giardia spp. 6,7% y H. nana 2,6%. Se
detecté muestras contaminadas en cohete 46,7 %, mientras el menor cebolla verde
13,3 %, considerados alta prevalencia de pardsitos detectados. Estos hallazgos
tienen implicaciones importantes para la seguridad alimentaria mundial. El Said D.
2012.

Un estudio tuvo como objetivo evaluar la tasa parasitoldgica ciudad de Mekelle 2011.
190 muestras vegetales examinados en 2 areas, 32.41 % ciudad de Mekelle y 30,49
% Mariam Dahan. Lettuce, Swiss chard, Onion, Cabbage y Tomato, contenian al
menos un contaminante parasitario (22). Strongyloides stercoralis, Taenia spp. y
Entamoeba spp. fueron los de mayor frecuencia parasitaria en la acelgas, esto
plante riesgos para la salud publica de las comunidades campesinas. Zewdneh T
and Dawit K. 2011.

Un estudio Habana 2009-2011, determind la calidad microbioldgica de hortalizas, se
estudiaron 100 muestras de vegetales en 26 areas y el agua de regadillo. La
presencia de parasitos Giardia lamblia y Cryptosporidium spp. (23), fue 6% vy
Bacterias Escherichia coli 18,0%, mayor frecuencia lechuga, berro y espinaca.

Potencialmente patdgenas en las hortalizas, lo que estuvo asociado principalmente
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al uso de agua de regadio no tratada. Puig Y, Leyva V, Rodriguez A, Carrera J,
Molejon P y col. 2013.

El estudio determino la contaminacion de enteroparasitos en hortaliza. Venezuela,
en el 2012 se evalud 115 muestras lechuga 40, perejil 40 y berro 35. El 53,04 %
presentaron contaminacion parasitaria (24), siendo el perejil la hortaliza mas
prevalente con 72,50 %. Entamoeba histolytica, Entamoeba coli y Balantidium coli
Necator americanus, Ascaris lumbricoides y Enterobius vermicularis. Encontrandose
un mayor porcentaje de Balantidium coli. en las 3 hortalizas, principalmente en berro
con 71,42 %. Rivas M, Venales M, Belloso G. 2012.

El objetivo del trabajo de investigacion, fue deteccion de elementos parasitarios en
Rabanitos (25), de 36 atados lavados con solucion tween 80 al 1%, encontrandose
Blastocystis spp. larvas de nematodes a coloracion de Kinyoun no confirmaron la
presencia de coccidios. en el mes de Setiembre, La Plata Buenos Aires. Sosa L,
Cardozo M, Kozubsky L, Costas M, Magistrello P y col, 2013.

El presente estudio se llevo a cabo para determinar la contaminacion parasitologico
de las verduras que se venden en diferentes mercados de la ciudad de Erbil
Kurdistan Regién-lraq (21). 72 muestras seis tipos de verduras (apio, cohete, perejil,
puerro, el eneldo y el berro. 68.05% fueron positivos y 31,94% eran negativos. Los
parasitarios: huevos Echinococcus granulosus 22,4%, Ascaris sp. 18,3%,
Hymenolepis nana 10,2%, Hymenolepis diminuta 4,0%, Toxocara sp. 12,2%,
Trichostrongylus sp. 8,1%, Enterobius vermicularis 4,0% y Dipylidium caninum 6,1%,
Entamoeba histolytica 20,4%, Entamoeba coli 22,4%, Giardia sp. 16,3%,
Toxoplasma gondii 18,3% y Isospora sp. 12,2%. Saida L and Nooraldeen K.2013.

Este estudio evalué el grado de contaminacién parasitaria de hortalizas que se
comercializan en Benha, Egipto. Incluia 530 verduras: lechuga, berro, perejil, cebolla
verde, y el puerro. Estos resultados indican una significativa estacional variacién, con

mayor prevalencia en verano 49 % y la mas baja en invierno 10,8 %. Giardia lamblia
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8,8%, Entamoeba spp. 6,8%, Enterobius vermicularis 4,9%, Hymenolepis nana
2,8%, Hymenolepis diminuta 2,1%, y Ascaris lumbricoides 0,6%. La verdura lechuga
45,5%, berro 41,3%, perejil 34,3%. Estos resultados proporcionan evidencia por el
alto riesgo de contraer la infeccion parasitaria por el consumo de vegetales crudos
(27). Septiembre 2012 a Agosto 2013. Ahmad M, Mostafa S, El-Sayed M,
Mohammed A, Salah Ay col, 2014.

El objetivo del estudio fue comparar la prevalencia y la diversidad de parasitos
patdogenos, Ghana 2014 y comparar tres técnicas de lavado. 168 Muestras col,
pimiento dulce, zanahoria, lechuga, tomate y cebolla. La contaminacion: lechuga y la
col 61% y tomate 18%. Los mercados al aire libre fue de aproximadamente diez
veces mayor que la de los supermercados. Strongyloides stercoralis 43 % vy
Cryptosporidium parvum ooquistes 16 %. Entamoeba histolytica, Entamoeba coli,
Giardia lamblia, ooquistes de Cyclospora cayetanensis, Enterobius vermicularis.
Estos resultados actian como una fuente importante de las enfermedades
parasitarias transmitidas por los alimentos (28). Duedu K, Yarnie E, Tetteh-Quarcoo
P, Attah S, Donkor E and Ayeh-Kumi P y col, 2014.

2.2.2. Antecedentes Nacionales:

Se investigaron las lechugas para determinar el grado de contaminacion por
enteroparasitos en verduras crudas expendidas en establecimientos de consumo
publico de alimentos del Distrito de Cercado de Lima, Perl. Se recolectaron al azar
105 muestras de lechuga (Lactuca sativa) de restaurantes, cebicherias y pollerias
de la zona, la técnica de sedimentacion y centrifugacion tincion Ziehl-Neelsen
modificada. 1.9 % Giardia sp, 3.81% Isospora sp, 6.67 % Cryptosporidium parvum.
Tananta |. 2002.

El presente estudio tuvo como finalidad determinar el grado de contaminacién por
enteroparasitos en muestras de agua (acequias y pozos) y alimentos cocidos y

crudos. Trujillo (5), Peru entre los afios 2005 — 2006. Se recolectaron 352 muestras
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hortalizas y moluscos, técnicas flotacion de Willis, Sheater o Ritchie y tinciéon de
Giemsa y Ziehl-Neelsen modificada. Permitieron aislar parasitos como G. lamblia
100.1%, Cyclospora spp. 10.0%, Endolimax nana 17.4%, lodamoeba butschlii
16.7%, B. hominis 6.7%, Fasciola hepatica 18.1% y Ascaris lumbricoides 18.2%.
Pérez G, Rosales M, Valdez R, Vargas F, Cordova O y col. 2006.

Un estudio evalu6 60 muestras de lechugas, tomadas al azar en los mercados de La
Parada (La Victoria) y Caqueta (San Martin) Lima 2010. De las 60 muestras de
lechuga evaluadas, 63,3% presentaron contaminacion con larvas de Strongyloides
spp., en fases de larvas filariforme y rabditoide, este fue el entero parasito detectado
con mas frecuencia entre los protozoos y helmintos (10). Guerrero C, Garay A 'y
Guillén A.2011.

Investigaron la contaminacion por endoparasitos en lechuga americana, lechuga
organica, cebolla china y culantro un total de 126 muestras en el distrito de la
Victoria, Independencia, Los Olivos, San Martin y cercado de Lima (Peru),
encontraron 30% contaminados por enteroparasitos 34,21% mercados populares
22,72% supermercados, encontraron las siguientes: Entamoeba coli, 10%;
Strongyloides stercoralis 3,33% y 18,18%, Balantidium coli 9,2%, Endolimax nana,
9,09% (47). Morillo R. y col, 2011.

El presente estudio se realiz6 en Tacna. El objetivo fue evaluar la contaminacion de
hortalizas por enteroparasitos. Se analizaron 522 muestras correspondientes a
cuatro especies de hortalizas, 131 lechugas, 131 espinacas, 129 repollos, 131
rabanitos procesadas por los métodos de sedimentacion, observacion directa y por
la técnica de coloracién de Ziehl-Neelsen modificado. Encontrandose; Isospora sp.
17,06%, Cryptosporidium parvum 2,48% y Giardia sp. 1,71%. Las hortalizas de
mayor contaminacion fueron la lechuga 6,13%, rabanito 5,55% y repollo 5,59% (30).

Contreras y col, 2012.
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Se estudio determinar la prevalencia de protozoos y nematodos en tubérculos que
se consumen crudos, expendidos por los agricultores del distrito de Ate Lima (Perq).
Se analizaron 80 muestras correspondientes a 20 campos de cultivo, método directo
y método de centrifugacién, Beta vulgaris, ‘beterraga’, Brassica napus, ‘nabo’,
Daucus carota, ‘zanahoria”’, Raphanus sativus, ‘rabano’. Se encontr6 un 78,75%
positivo a protozoos y nematodos: Acanthamoeba sp. 4,77%, Balantidium coli
12,7%, Naegleria sp. 3,18%, Strongyloides stercoralis 4,76%, Toxocara canis 7,94%
y amebas de vida libre (48). Sifuentes D. 2012.

El trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar la presencia de
enteroparasitos en lechuga (Lactuca sativa) Huacho, Provincia de Huaura 2012. De
28 muestras de lechuga, 23 presentaron presencia de enteroparasitos 82,1% (31).
Se utilizé tres técnicas Takayanagui 83,4% protozoarios y 16,6% helmintos, Lutz
67,5% protozoarios 32,4% a helmintos y Sheather escasos protozoarios no se
detectaron huevos de helmintos. Blastocystis hominis, Entamoeba coli, Giardia

lamblia, Ascaris lumbricoides y Trichuris trichiura. Huayna L y col, 2013.

2.3. Bases Tedricas.
2.3.1. Generalidades
2.3.1.1. Nematodo.

Estos organismos se los reconoce por presentar un cuerpo cilindrico con extremos
adelgazados, poseen un sistema digestivo completo, son de sexo separados y
presentan un dimorfismo sexual, siendo el macho generalmente de menor tamafo
gue las hembras.

Algunos poseen un ciclo biolégico directo o monoxénico ocupando solo un
hospedero donde alcanza su desarrollo y diferenciacion sexual, otros poseen un
ciclo biolégico heteroxénico utilizando invertebrados, especialmente copépodos o
cangrejos y peces donde se desarrollan los estadios larvarios. Los dafos

patolégicos varian considerablemente dependiendo de su localizacién.
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2.3.1.2. Historia.

En 1876, el médico francés Louis Normand, del Hospital de St. Mandrier en
Toulon, Francia, fue el primero en describir las larvas de Strongyloides stercoralis,
hasta ese momento no identificado, en la materia fecal de soldados que regresaban
de la Cochinchina (sudeste asiatico, hoy Vietnam). Inicialmente se lo
denomind Anguillula stercoralis.

Es un parasito de caracteristicas muy particulares pues es el Unico nematode que
parasita al hombre, que puede reproducirse dentro de este huésped y permanecer
en él durante largos periodos, como lo demuestra el hallazgo de S. stercoralis en
individuos que habian abandonado las zonas endémicas hacia 20 6 30 afios.
Ademas, debido a su capacidad de desarrollar ciclos de vida libre, permite la
formacion de reservorios en el suelo, que favorecen el establecimiento de zonas

endémicas.

2.3.1.3. Taxonomia.
2.3.2. Género Strongyloides stercoralis.

Es un geo-helminto que se localiza en el intestino delgado en el humano, el huésped
principal. Existen alrededor de 52 especies de Strongyloides, las cuales infectan un
amplio rango de huéspedes. Ademas, perros, gatos y otros mamiferos pueden
actuar como reservorios de S. stercoralis.

La infeccion puede cursar asintomatica, pero existe una gran morbimortalidad en
personas inmunocomprometidas, en sujetos desnutridos y pacientes con otras
enfermedades que pueden desarrollar hiperinfecciones; el parasito tiene el potencial
de producir autoinfeccién interna y multiplicarse en los seres humanos.

La estrongiloidiosis se encuentra en la lista de enfermedades tropicales
desatendidas; se estima que existen 30 - 100 de millones de personas infectadas a
nivel en el mundo y un nimero no determinado en riesgo de infeccion, aunque estas
cifras se manejan desde hace mas de una década. En algunas publicaciones se

menciona que la cifra podria alcanzar 100 millones de afectados.
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Este nematodo es endémico en regiones geograficas tropicales, subtropicales y
hasta templadas donde se dan las condiciones adecuadas para su desarrollo
(temperatura, humedad, materia organica y condiciones sanitarias deficientes), y se

carece de informacion sobre su prevalencia.

FIGURA N°1: larva de Strongyloides spp. Suspension del lavado de hojas con agua

destilada izquierda, montaje con lugol derecha. Diciembre del 2014.

2.3.2.1. Morfologia

Strongyloides stercoralis es un nematode, verme cilindrico, que presenta diversos
estadios o formas parasitarias: hembra adulta parasitaria, larvas rabditoide, larvas
filariformes y machos y hembras de vida libre. La hembra parasitaria adulta es
filiforme, transparente y mide 2 mm de largo por 40-50 u de diametro. Presenta un
esoOfago cilindrico, muscular, que ocupa su tercio anterior, que se continla en un
intestino y termina en un orificio anal. Posee dos Uteros que contienen pocos huevos

de 50-55 p por 35 u siendo su potencial biético de 40 huevos/dia’/hembra.

La hembra de vida libre es de menor tamafio que la anterior, pues mide 1 mm de
longitud por 50-75 u de diametro.

El macho de vida libre mide 700 u de largo por 40-50 p de diametro; su extremidad
caudal estd curvada ventralmente y posee dos espiculas cortas que facilitan la

copula.

Las larvas rabditoide o L1 que emergen del huevo son muy moviles, miden
aproximadamente 250-300 u de largo por 15 p de diametro. El extremo cefalico es
romo y el caudal, agudo. La cavidad bucal es corta y estrecha. Presentan un
es6fago muscular con bulbo posterior y un istmo bien marcado en la parte media. El
primordio genital es muy evidente en el tercio posterior de la cara dorsal. Se

alimentan de detritus del suelo.
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Las larvas filariformes o L3, infectantes, son mas finas y alargadas que las L1. Miden
500-700 p por 20 y; presentan un esofago cilindrico, sin bulbo muscular, que ocupa
la mitad del cuerpo y su extremo posterior tiene una terminacion bifida caracteristica.

No se alimentan y son capaces de resistir hasta 50 dias en el suelo.
FIGURA N°2: Caso de dimorfismo sexual.
2.3.2.2. Ciclo biolégico

El ciclo de vida de S. stercoralis es muy singular, por presentar una alternancia entre
una generacion homogonica y partenogenética en el intestino del hospedador y una

generacion heterogonica de vida libre en el exterior.

La generacién dioica (hembra: 2n; macho: 1n) vive en el medio ambiente y pone
huevos embrionados de cascara fina, de los que eclosionan larvas de tipo rabditoide
(L1). Estas se transforman, tras realizar las correspondientes mudas, en larvas
Ls infectantes, que invaden a sus hospedadores por via percutanea, penetrando por
la piel intacta. Migran a través de los capilares y linfaticos en forma pasiva hasta el
corazén derecho, llegan hasta los pulmones, rompen el endotelio capilar y la pared
de los alvéolos, ascienden por bronquiolos, trdquea y laringe, alcanzan la faringe,
son deglutidas hasta el intestino delgado, se alojan en la lamina propia del duodeno
donde la hembra partenogenética ovipone a partir del 17° dia post-infeccion. Los
huevos presentan diferentes dotaciones cromosomicas 1n, 2n y 3n, y de estos
huevos salen larvas rabditoide 1n; 2n y 3n, que son muy moviles incluso a bajas

temperaturas.
Larvas 3n:

a) Experimentar una muda cuando estan aun en el intestino y transformarse en

larvas filariformes que vuelven a invadir la mucosa (autoendoinfeccion).

b) Experimentar la muda en las cercanias del ano, pero en el exterior, y penetrar

después (autoexoinfeccion).
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c) Experimentar la muda después de un periodo cuya duracion es funciéon de las

condiciones de temperatura y de humedad del medio ambiente (desarrollo directo).
Larvas 2n:

Se convierten en hembras adultas fecundables de vida libre (desarrollo indirecto).
Larvas 1 n: se convierten en machos adultos de vida libre.

Los estudios in vitro han demostrado que la evolucién de estos huevos depende de
factores externos (sustrato, pH, relacion O,/CO;) que actian modificando la
actividad de los genes o el equilibrio de las hormonas sexuales. Los adultos de vida
libre pueden repetir este ciclo en el medio ambiente por varias generaciones,

produciendo finalmente larvas filariformes, infectantes para el hombre.

Tan sélo un 1-4% de las larvas puestas por las hembras partenogenéticas son 1ny
2n dando la generacion dioica. Este proceso es dependiente del sustrato y del
estado inmunoldgico del hospedador. Se ha observado, por ejemplo, que el nUmero
de larvas que se desarrollan en el exterior dando la generacion dioica es mucho mas
elevado cuando el hospedador esta altamente inmunizado. Las hembras
partenogenéticas, que viven aproximadamente 1 afio, ponen diariamente unos 40
huevos, mientras que las de vida libre ponen Unicamente unos pocos centenares de

huevos en un lapso de dos semanas.
FIGURA N° 3: Ciclo biolégico Strongyloides stercoralis.
2.3.2.3. Cuadro clinico:

Las presentaciones clinicas de las estrongiloidiosis difieren segun se trate de un
huésped Inmunocompetente o] inmunocomprometido. En pacientes
inmunocompetentes, si la intensidad de la parasitosis es leve, el cuadro clinico
puede ser oligosintomatico e incluso asintomatico. Segun las diferentes etapas

evolutivas del parasito en el hombre, se pueden presentar distintas
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manifestaciones, con signos y sintomas que involucran piel, pulmones y tracto

digestivo.

Las lesiones cutaneas suelen ser las primeras, provocadas por la penetracion y
migracion larvaria a través de la piel. Generalmente consisten en dermatitis
pruriginosas en diferentes zonas, segun los distintos puntos de penetracion y
pueden presentar sobreinfeccion bacteriana debido al rascado. En algunos casos

se presenta como una verdadera larva currens o larva migrans cutanea.

El paso larvario por los pulmones puede producir tos, expectoracion, fiebre y
bronquitis en las parasitosis intensas. Estas manifestaciones son indiferenciables

del sindrome de Léeffler provocado por otras etiologias.

Las principales caracteristicas de la afeccion intestinal son: diarrea, dolor
abdominal y menos frecuentemente nauseas, vomitos, pérdida ponderal,
constipacién. En casos de infecciones severas pueden presentarse sindromes de

malabsorcién y enteropatias perdedoras de proteinas.

La eosinofilia se presenta en la mayoria de los casos con valores de hasta 60%.
La persistencia de la infeccion parasitaria durante largos periodos se debe a la

autoinfeccion.

El parasito y el huésped alcanzan un estado de equilibrio donde ninguno es dafiado
severamente. Si ese equilibrio se quiebra por alguna razén, como una situacion de
inmunocompromiso, la infeccion prolifera con la produccién de gran ndmero de
larvas que pueden diseminarse. La posibilidad de hiperinfecciones puede darse en
individuos con leucemia, enfermedad de Hodgkin, linfomas, enfermedades renales
cronicas, desnutricibn avanzada, tuberculosis, lupus eritematoso sistémico,
alcoholismo cronico, etc. Aparentemente, existiria una asociacion importante entre
la infeccion con HTLV 1y la estrongiloidiosis diseminada. Actualmente se minimiza
el caracter oportunista de S. stercoralis en pacientes con SIDA. Las terapias
prolongadas con corticoides son particularmente importantes ante la posibilidad de

hiperinfecciones.
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En pacientes inmunocomprometidos los cuadros son mas severos y generalmente
son el resultado de la hiperinfecciones. En esos casos se encuentran involucrados
pulmones, higado, tracto biliar, cerebro, bazo, rifiones, ovarios, pancreas, glandulas
adrenales, tiroides, ganglios linfaticos, corazén, etc. En el tracto digestivo, ademas
del intestino delgado, puede existir compromiso colénico con sintomatologia similar
a la colitis ulcerosa o la enfermedad de Crohn, e incluso ileo paralitico.
El cuadro pulmonar se puede presentar con disnea, hemoptisis, bronconeumonia y

abscesos pulmonares.

Puede haber eosinopenia, lo que se considera de mal prondstico.
La infeccion de cerebro o meninges puede ser mortal. La sepsis bacteriana se

asocia a la migracion larvaria que arrastra bacterias intestinales.

2.3.2.4. Métodos seroldgicos y moleculares:

Existe una gran variedad de técnicas que son utilizadas en el diagnéstico de la
parasitosis, parasitologicas, serolégicas y moleculares, con ventajas y desventajas

propias, varias de las cuales no estan disponibles en las zonas endémicas.

ELISA, cuya sensibilidad oscila entre 84 - 95%, de especificidad controvertida en
zonas endémicas de geo helmintos. Pueden dar lugar a que se sobrestime la
prevalencia de la parasitosis debido a la reactividad cruzada con otros
nematodos. La serologia se considera una herramienta de utilidad en estudios

epidemioldgicos y en casos individuales.

IFAT. Inmunofluorescencia directa con anticuerpos monoclonales. De mayor
sensibilidad y especificidad que ELISA; inmunoblot, precipitacion con el sistema de
luciferasa (LIPS)

PCR: Se requiere mayor estudio de la biologia molecular de este parasito: estudios
de gendmica fundamental, proteémica y metabolémica, que ofrezcan bases

aplicadas para la prevencion y tratamiento.
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2.3.2.5. Métodos parasitoldgicos:

El diagnoéstico de laboratorio se basa fundamentalmente en la busqueda de larvas
del parasito en materia fecal. Debido al bajo potencial bidtico parasitario y a que la
eliminacion de larvas rabditoide no es constante, es necesario, especialmente en
infecciones leves o moderadas, la realizacion de andlisis seriados 0 repetidos en
heces. Por ejemplo, la deteccion puede ser sélo del 30%, 50% y 70% para 1, 3 6 10
muestras, respectivamente. Los métodos bifasicos empleados habitualmente en los
analisis coproparasitolégico tienen baja sensibilidad y, en consecuencia, son utiles

sélo en casos de parasitosis con alto nUmero de vermes.

Para aumentar la sensibilidad se pueden utilizar métodos que aprovechan algunas

propiedades biolégicas del parasito como son los de concentracion y cultivo.

El método de Baermann: de concentracidbn, se basa en el termotropismo,
geotropismo e hidrotropismo positivos de las larvas rabditoide. En este
procedimiento se dispone de un embudo, en cuya parte superior se ubica una malla
metélica que actia como soporte de una gasa donde se coloca materia fecal fresca
(recolectada sin conservantes ni refrigeraciéon). El vastago del embudo se continla
con una tubuladura de goma que se cierra con una pinza de Mohr. El vastago se
llena con agua templada (35-37 °C) y se deja incubar una hora. Al cabo de ésta se
recolecta el contenido de la tubuladura en un tubo de centrifuga, se centrifuga y se
observan las larvas al microscopio. En general, se veran larvas rabditoide, pero en

casos de hiperinfeccion pueden detectarse incluso las filariformes.

El método de Harada-Mori: reproduce en el laboratorio parte del ciclo de vida libre
del parésito. Utiliza materia fecal en fresco, que se esparce en un papel de filtro y se
coloca en un tubo de ensayo o conico que contenga suficiente cantidad de agua
como para embeber al papel por capilaridad, pero que no entre en contacto con la
materia fecal. Se incuba a 30 °C durante 7 a 10 dias, lapso en el cual las larvas
rabditoide o L1 evolucionan a filariformes o L3. Se centrifuga y se observa al
microscopio. Es importante tener en cuenta el caracter altamente infectivo de este
material dado que las L3 pueden penetrar por la piel.
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Cultivo en placas de agar: tiene mayor sensibilidad que los anteriores y que segun
algunos autores es del 96%. Generalmente se utiliza un agar nutritivo en placas de
Petri donde se siembra la materia fecal fresca y se incuba durante 2 a 3 dias a 30°C.
Las larvas mdviles arrastran bacterias y dejan trazos o huellas visibles sobre el
sustrato sélido. Estas larvas pueden observarse con un microscopio invertido.
También puede lavarse la superficie del agar con solucién formolada, que se

centrifuga y el sedimento se analiza microscopicamente.

Este método si bien es mas sensible que los anteriores, es mas costoso y laborioso.
En todos los casos es necesario diferenciar las larvas de S. stercoralis de las de
uncinarias (Necator americanus y Ancylostoma dudenale), teniendo en cuenta las

similitudes epidemioldgicas y evolutivas de estos parasitos.

Las L1 de S. stercoralis tienen la cavidad bucal mas corta y un primordio genital mas
prominente que los de uncinarias. Las L3 de S. stercoralis poseen un extremo

caudal con una muesca o bifurcacion, mientras que en las uncinarias es aguzado.

En algunos casos en que el transito intestinal esta acelerado, pueden aparecer
huevos en materia fecal, que son muy similares a los de las uncinarias y a los de S.

fulleborni (parasito de monos, de rara presentacion en humanos).

Debido a que es necesario efectuar multiples exdmenes de materia fecal para
realizar un diagnostico correcto, es importante remarcar que la falta de hallazgo de

larvas, no es indicacion de ausencia de infeccion.

A pesar de que algunos autores consideran que el examen del liquido duodenal es
muy sensible para la busqueda de L1, por ser invasivo se recomienda sélo cuando

sea necesario demostrar rapidamente la presencia del parasito.

En los casos de hiperinfecciones con diseminacion, las larvas pueden buscarse en

esputo, lavado bronqueo alveolar, liquido pleural, liquido cefalorraquideo, orina, etc.

Se debe recalcar la importancia de los estudios para detectar o descartar la infeccion
por S. stercoralis antes de iniciar cualquier terapia inmunosupresora, especialmente
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en pacientes de areas endémicas o de riesgo, aun cuando las hayan abandonado
hace mucho tiempo. También deben realizarse estudios parasitolégicos como control
post-tratamiento durante un periodo de 3 a 7 meses.

FIGURA N°4: Video 4126 de larvas en medio de cultivo.
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CAPITULO lll: METODOLOGIA

3.1. Disefio de lainvestigacion

Estudio descriptivo de tipo transversal.

3.2. Poblacion

Todas las lechugas, que se expenden en los puestos de la Av. 28 de Julio del distrito

de La Victoria en Lima, Peru (ex-Mercado Mayorista La Parada); durante el mes de

Julio del 2015.

3.3. Muestra

Se recolectaron 300 muestras de planta de Lactuca sativa (lechuga), las cuales

fueron recolectadas en los puestos de comerciantes de ventas de hortalizas que se

expende en la Av. 28 de Julio del Ex — Mercado Mayorista La Parada. Se empleo el

tipo de muestreo no probabilistico por conveniencia.

3.4. Operacionalizacion de Variables

- - - 7 - - - 7 ESCaIa
_ Definicion Definicion Forma de
Variable ) de _
Conceptual Operacional . Registro
Medicion
Principal: Deteccion e )
. L Método de
identificacion _ .
) Filtrado ¢ Quiste, huevo
de quistes _
o Simple. de............
Enteroparasitos | y/o huevos o
Método de Binaria ¢ No se observa

de parasitos
intestinales
presentes en

hortalizas.

concentracion
por flotacion

de sheather.

quiste, huevo de

parasitos.
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¢ Quiste de

Acanthamoeba
, Spp.
_ Morfo tipo de
Secundarias: o e Huevos de
_ parasito _ ) _ _
Tipo de Microscopia Nominal Strongyloides
o presente en _
enteroparasitos _ stercoralis.
hortalizas.
e Larvas de
Strongyloides
stercoralis.
e Provincia
Cultivos en Canta.
donde e Distrito
animales Huacho.
Lugar de . Ficha de . e Ve. Chillén
_ insectos y el recoleccion de | Nominal Lima.
procedencia. o
hombre datos. e Provincia
pueden canet.e. |
taminarl e Recojo hojas
contaminarlo del suelo.
Volumen de
liguido para ;
Carga . ) . e Centimetros
o el lavado de | Microscopia Discreta .
parasitaria cubicos.
cada
lechuga.
e Prueba de
Extractos - eclosion de
o o Hemocitometro
Actividad liofilizados o huevos.
_ o _ de neubauer. | Binaria
antiparasitaria de hojas de _ ) e Prueba de
Microscopia -
plantas motilidad de
larvas
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3.5. Procedimientos y Técnicas
3.5.1. Métodos

3.5.1.1. Recoleccion y transporte de muestras:

La recoleccion se realizo con el uso de guantes descartables y bolsas estériles, para
evitar la contaminacion entre estas y para identificarlas se us6 un plumoén indeleble
se colocé el nombre del lugar de procedencia, segun los vendedores que expende el
producto en el cruce de las avenidas Nicolas Ayllon con 28 de Julio La Parada.
Luego de recolectar las muestras estas fueron transportadas al Centro de Salud
Santa Magdalena Sofia, MR ATE |Ill, lugar donde se procedi6 a realizar los
procedimientos de este proyecto de investigacion.

3.5.1.2. Estandarizar el lavado de hojas:

Se hall6 el volumen de agua destilada para cada lechuga en milimetros cubicos que
se empled para el lavado, se realizé una medicion indirecta como la lechuga es un
cuerpo de forma irregular he medido el volumen por el método de desplazamiento de
liquido (Principio de Arquimedes), lo que se pretende es con la cantidad de volumen
empleado estaré reportando por milimetro cubico la carga parasitaria huevos / litro.
Procedimiento:

1- Se sumergi6é la lechuga en un recipiente completamente lleno de agua,
causando que se derrame. Entonces, se recoge el agua derramada y se mide
su volumen, cada lechuga se lavo en un fuente con agua destilada con la
cantidad de 350ml, se cogi6 cuidadosamente las hojas externas que estén en
contacto con la tierra, y con un pincel plano nimero 24 se pasa sobre la
superficie de la hoja.

2- Del lavado se filtr6 a través de una gasa doblada para eliminar el exceso de
suciedad y se dej6é en reposo por 6 horas.

3- Luego se cogio con una pipeta Pasteur del sedimento una pequeia cantidad
una gota aproximadamente 50ul, se observo al microscopio con el objetivo de

40x para realizar el conteo de larvas por ciudad de procedencia.
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4- También se cogié 1ml con una pipeta automatica del sedimento para la
siembra en medio de cultivo.

5- Se siguio los pasos para establecer el volumen de carga parasitaria, pag. 47.
Se aplicé la formula analisis de agua — medicion del nimero de huevos de
helminto en aguas residuales y residuales tratadas por observacion
microscoépica - método de prueba 2012.

Las muestras recolectadas durante el periodo de investigacion segun el lugar de
procedencia fueron:

- Provincia de Canta.

- Distrito de Huacho.

- Valle de Chillon Lima.

- Provincia de cariete.

- Recojo de hojas del suelo.

El tipo de lechuga que se recolectaron fueron:

- Lechuga Trocadero. (Canta, Huacho)

- Lechuga Butterhead. (Canta, Huacho)

- Lechuga Batavia. (Canta, Huacho y Chillon)
- Lechuga Iceberg. (Chillon, Cafiete)

- Lechuga Escarola. (Chillon, Cafiete)

- Lechuga Curly. (Chillon, Cafiete y Huacho)

FIGURA N° 6: Lavado de las hojas de lechuga.
FIGURA N° 7: Reposo de la suspensién por 6 a 8 horas.

3.5.1.3 Siembra en medio Agar Nutritivo:

Los métodos de diagnosticos para Strongyloides stercoralis en el Perd. Luis M,
Marcos C, Angélica T. (2010). Se cogieron placas de Agar Nutritivo de la suspension
obtenida del lavado de las hojas de lechuga de esta se cogié con una pipeta Pasteur
aproximadamente 1ml y se afiadi6 en la parte central del medio, a estas cantidades
la recuperacién y su reproduccion de las larvas son muy buenas, una vez terminada
el proceso de sembrado son selladas con una tira de parafilm para su manipulacion

y no permitira la contaminacion de insectos, se incuba a 30°C, el medio en su
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primera fase se colocaran tal como se encuentra sin invertir la placa, solo luego

después de la resiembra segunda fase se invertira el medio.

FIGURA N° 8: Siembra en Agar Nutritivo.

FIGURA N° 9: Cultivo contaminados por mosquitos.

3.5.1.4 Resiembraen medio Agar nutritivo:

Se trasladan los microorganismos a partir de la primera siembra, hasta otros medios
de cultivo. Conviene hacerlo luego de una semana, se observa todos los dias al
microscopio con el objetivo de 40x, en los bordes del primer siembra de la muestra,
de ahi es donde se encuentra mayor cantidad tanto de larvas como de huevos, se
cogio una asa de siembra de 10ul, se coge una pequefia cantidad y es llevado a otra
placa de agar nutritivo en esta se coloca una buena cantidad en 5 puntos cuatro a
los costados y uno al medio, las larvas hacen el resto ellas migran llevando las
bacterias a su paso, estas dejan huellas serpentiginosas visibles sobre el sustrato
sélido (Strongyloides stercoralis en el Peru. Luis M, Marcos C, Angélica T). Se sellan
los bordes con parafilm y las placas se invierten, se espera por 4 a 7 dias para que
las larvas rhabditiformes macho y hembra de vida libre y los huevos ocupen en todo
el medio se puedan recolectar conforme pasan los dias.

Se pueden observar las larvas de vida libre, las hembras muestran generalmente
una hilera de huevos dentro del Gtero y la vulva estd en la mitad del cuerpo muy
sobresalida; en algunas veces se observa hasta 2 huevos que viajan juntos
adherida, el macho al observar tiene el extremo posterior curvo y provisto de dos
espiculas copulatrices este migra buscando a las hembras, al entrar en contacto con
una larva el macho realiza un movimiento con las espiculas copulatrices recorriendo
varias veces el contorno de la hembra y no siempre copula solo si esta es una

hembra ya adulta.

FIGURA N° 10: Imagenes de los bordes de la primera siembra pasado los 7 a 10

dias de incubacion.
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FIGURA N° 11: Resiembra en Agar Nutritivo, con un asa de siembra 5 o 10 pul se
coge una pequeiia cantidad y colocados a los extremos y la parte central del medio
de cultivo.

FIGURA N°12: Video 4243-4245 después de 4 a 7 dias de incubacion se obtienen
larvas de Strongyloides spp. y una gran cantidad de huevos.

3.5.1.5 Conteo Huevos y larvas Strongyloides spp.

Las camaras de recuento se utilizan para determinar el niamero de particulas por
unidad de volumen de un liquido. Las particulas leucocitos, eritrocitos, trombocitos,
bacterias, esporas, polen etc. se cuentan visualmente con un microscopio con la

ayuda de una camara de Neubauer, McMaster o Sedgwick-Rafter.

Solo cuento con la cAmara de Neubauer y debido a las diferentes férmulas u técnica
cuantitativa parasitolégica empleada, se pudo obtener resultados diversos, pudiendo
observarse variaciones entre un 30 a 75% en los contaje de huevos y larvas en la
camara de neubauer, en este proyecto no cuento con el empleo de una camara de
Sedgwick-Rafter que se utiliza en medicina veterinaria para el conteo de huevos y

larvas de helmintos el conteo se realiz6 de la siguiente manera:
Conteo de Huevos de Strongyloides spp. Actividad Antihelmintica in vitro.

En la cAmara de Neubauer se pudo contabilizar en una suspensién de 8ml contando
los 5 cuadrados grandes que equivale a 5ul un promedio de 3 huevos. Muy aparte
se utilizé una asa de siembra de 5ul y se cogi6 de la misma suspension de huevos

los resultados fueron iguales después de repetirlo unas 10 veces.

Para el conteo: obtenido los huevos por el método de concentracion por flotacion de
sheather, de esta suspension se afiadié agua destilada y se afiadié a un tubo cénico
con capacidad de 8 mililitros se homogenizo y se retir0 con una pipeta automatica
120 pul para luego colocarlo en una lamina porta objeto, esta lamina se le hizo un
circulo con un lapiz de ceda para que contenga la suspension, se dejo secar al aire
libre por 10 minutos para luego contabilizar un promedio de 57 huevos en 120 ul por

pocillo, 475 huevos/ml.
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FIGURA N°13: Huevos de Strongyloides spp. video 3743, 3770

Conteo de Larvas de Strongyloides spp. Actividad Antihelmintica in vitro.

Para la obtencion de larvas L3 y rabditoide se recuperaron por migracion espontanea
usando la técnica de Harada y Mori entre 7 a 10 horas, la suspension se coloco en
un tubo cénico de 8 ml, se homogenizo y se extrajo con una pipeta automética 120
pl para luego colocarlo en una lamina porta objeto, se afiadié lugol parasitolégico
para evitar que las larvas se muevan y facilitar su conteo, se pudo contabilizar un

promedio de 20 larvas en 120 pl que fueron distribuidos en placas de micro dilucion.
FIGURA N° 14: Conteo larvas Strongyloides spp.

3.5.1.6 Preparacion del extracto hidroalcohdlico:

Las plantas, hojas de guanabana (Annona montana) se recolectaron del Distrito de
Santa Cruz de Flores que se encuentra en la provincia de cafete departamento Lima
latitud 12°37'13" S y longitud 76°38'29" W a 85 m.s.n.m. Las hojas de matico (Piper
aduncum), se obtuvieron de la compra en la avenida Aviacién N° 284 La Victoria
Lima, que provienen de la zona central de selva, el costo por cada atado fue de 1.50
soles, se extrajo solo las hojas y se pesoO para luego ser llevadas a desecacion a
40°C por separados por 7 dias aproximadamente, cumplida la semana cada dia se
pesd hasta que el peso sea constante y luego tras la desecacidn estos fueron
colocados en un molino de cuchillas hasta convertirlo en polvo fino, se almaceno en
frasco color &mbar hasta completar los 800 a 900 gramos de polvo fino de cada hoja.
Luego se prepar6 en un frasco aparte el volumen de Etanol 70% — Agua, 80: 20 vlv,
esto se le afladié al envase de vidrio &mbar junto con polvo fino de las hojas para ser
almacenado durante siete dias en lugar fresco, mediante el método de maceracion
en frio, luego con la ayuda de un papel filtro se separa las muestras para obtener un
liguido oscuro pero sin turbidez, se utilizo 500ml de cada hoja y se llevé a la USAQ
en Facultad de Quimica e Ingeniera Quimica de la universidad de San Marcos un

evaporador al vacio o liofilizador, se pesé y se almaceno.
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FIGURA N° 5: Preparacion del extracto hidroalcoholico.

Para evaluar las concentraciones de las drogas, se pes6 el producto 0,1g
(liofilizado), con 1ml de agua destilada solucion madre, luego realizar diluciones
finales al 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.125% y 1.5625%.

3.5.1.7 Preparacion del extracto de Piper aduncum.

El liofilizado de las Hojas de P aduncum, se pes6 0.1 gramos y se disolvié en 1 ml de
agua destilada de esta se preparé diluciones finales en 50%, 25%, 12.5%, 6.25%,
3.125% y 1.5625%.

TABLA N°1: Calculo diluciones seriadas P aduncum:

Extracto de Piper aduncum W.D
0,1g extracto + 1ml diluyente agua destilada. Sol. W
1ml sol W.D + 1ml diluyente agua destilada. 1/2
1ml sol (1/2) + 1ml diluyente agua destilada. 1/4
1ml sol (1/4) + 1ml diluyente agua destilada. 1/8
1ml sol (1/8) + 1ml diluyente agua destilada. 1/16
1ml sol (1/16) + 1ml diluyente agua destilada. 1/32
1ml sol (1/32) + 1ml diluyente agua destilada. 1/64

3.5.1.8 Preparacion del extracto de Annona montana.

El liofilizado de las Hojas de A montana, se disolvié con dimetil sulfoxido, un pesoé
0.1 gramos y se disolvié en 1 ml de agua destilada de esta se preparo diluciones
finales en 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.125% y 1.5625%.

TABLA N°2: Calculo soluciones seriadas de A montana;
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Extracto de Annona montana
Sol. W.D + 1ml agua destilada
1ml sol W.D + 1ml diluyente agua destilada. 1/2
1ml sol (1/2) + 1ml diluyente agua destilada. 1/4
1ml sol (1/4) + 1ml diluyente agua destilada. 1/8
1ml sol (1/8) + 1ml diluyente agua destilada. 1/16
1ml sol (1/16) + 1ml diluyente agua destilada. 1/32
1ml sol (1/32) + 1ml diluyente agua destilada. 1/64
3.5.1.9 Dimetil sulféxido:

El liofilizado de A montana no se disuelve con agua destilada, se tuvo que trabajar
con 200 pl de dimetil sulféxido hasta que se disolviera por completo, disuelto se le
agrego 1ml de agua destilada. Se realizdé un control a diferentes concentraciones
seriadas para observas si la concentracion del dimetil sulféxido es viable con las

larvas, con 200 ul se observo la viabilidad de estas.

TABLA N°3: Calculo de disolucion con dimetil sulféxido y el extracto de hoja A
montana. (W.D)

Disolucién con dimetil sulféxido W.D

0,1g extracto + 200 pl dimetil sulfoxido + 1ml agua

destilada, solo para extracto de Annona montana. |Sol. WD

FIGURA N°15. Distribucion a diferentes concentraciones de los extractos de hojas.
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3.5.2 Procedimiento:

3.5.2.1 Obtencidon de la muestra

3.5.2.2 Areas de estudio.

El estudio se realizé en el distrito de la Victoria en el cruce de las avenidas 28 de
Julio y Nicolas Ayllon en el ex mercado mayorista La Parada, en el departamento de
Lima, a 133 msnm, longitud sur: 12° 13' 54", longitud oeste: 76° 01' 52", region
natural costa, las lechugas que se compraron en los diferentes puestos al azar que

provienen de diferentes lugares.

3.5.2.3 Placade microdilucioén:

Una placa de microtitulacién, o microplaca es una placa con multiples pocillos que se
utilizan como pequefos tubos de ensayo. La microplaca se ha convertido en un
utensilio estandar en la investigacion analitica y clinica en microbiologia, y en

laboratorios de diagnéstico.

e Se utilizé6 2 placa de microdilucion de 96 pocillos uno para la prueba de
eclosion de huevo y el otro se utilizé para la prueba de motilidad de larvas de
Strongyloides spp.

e Se dispenso 120ul del extracto de hojas a diferentes concentraciones mas
120ul de la suspension de huevos o de larvas en total 240ul, por
cuadruplicado por cada pocillo, de igual manera se trabajaron los controles
negativos y positivos.

e Se incubo las placas tanto de huevos como de larvas a 30°C para luego ser
observadas al microscopio, la placa de huevos cada 6, 12, 24, 48y 72 horas y
la placa de larvas cada 4, 6, 8, 10, 12, 14, 24, 36, 48 y 72 horas.

e EI conteo se realizé en la misma placa de microdilucién con el microscopio

convencional a objetivo de 40x, recorriendo todos los pocillos.
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e En la placa para las prueba de eclosion de huevos se contaron la motilidad
larvas L; que habian en estos pocillos.
e En la placa de la prueba de motilidad se contaron las larvas L3 y rabditoide

hasta que en los pocillos no hubiera movimiento alguno.

FIGURA N°16: Distribucién en la placa de Microdilucion. Extractos de hojas de Piper
aduncum o Annona montana mas la suspension de muestra huevos o larvas de

Strongyloides spp.

TABLA N°4: Dispensar en la placa de microdilucién:

DISPENSAR EN PLACA MICRODILUCION POR CUADRUPLICADO.
SOLUCION DE LOS SUSPENSION CONTENIDO
FILA| EXTRACTOS DE HOJAS MUESTRA HUEVOS O FINAL DEL
POR CUADRUPLICADO LARVAS POCILLO
A 120 pl solucion (1/2) 120 pl 240 pl
B |120 pl solucion (1/4) 120 pl 240 pl
C |120 pl solucién (1/8) 120 pl 240 ul
D |120 pl solucion (1/16) 120 pl 240 pl
E |120 pl solucion (1/32) 120 pl 240 pl
F [120 pl solucién (1/64) 120 pl 240 pl
G (120 pl de agua destilada. 120 pl 240 ul
H |240 pl de agua destilada. - 240 pl
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A OOOO 1/2
B OOOO 1/4
C OOOO 1/8
o O OO e
- OOOO] v
F OOOO 1/64

3.5.24 Pruebade eclosion de huevos:

Métodos de diagndsticos para Strongyloides stercoralis en el Perd. Luis M, Marcos
C, Angélica T. (2010), al microscopio con objetivo de 40x, las placas de cultivo con
mayor cantidad de huevos observados son separados, se utiliz6 el método de
concentracion por flotacion de sheather, a las placas de cultivo se le afadié una
pequefia cantidad de agua destilada 2.5 ml y con la ayuda de un pincel chato
pequefio se paso6 por el medio y esto se colocd en un beaker con una gasa doblada
en cuatro para eliminar el resto de excedente, a esta muestra se centrifugo 2 minuto
a 2000 rpm se elimind el excedente de agua y se resuspende, al sedimento se
afadio la solucion sobre saturada de azUcar se homogeniza bien y se deja reposar
en 5 a 10 minutos para luego recolectar con una pipeta el sobrenadante y lavar 3 a 4
veces con agua destilada centrifugando 2 minuto a 2000 rpm. Del lavado se observa
al microscopio y se pueden observar los huevos y algunas larvas muy pequefas u

otros artefactos.

El conteo en lamina porta objeto en 120ul se pudo contabilizar un promedio de 57
huevos en 120 ul por pocillo 475 huevos/ml de estos no todos eclosionaran (figura
10y 11 video 3743, 3770).

Parte experimental:
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De la camara de micro diluciones por cuadruplicado se afadié la suspension de
huevos se homogeniza bien y se coloca 120 pl en cada pocillo un promedio de 57
huevos, 32 pocillos para Piper aduncum y 39 pocillos para Annona montana 7 mas
de este como controles a diferentes diluciones del dimetil sulféxido. Para las pruebas
de la actividad antihelmintica se prepararon del extracto de las 2 hojas de plantas a
diferentes diluciones finales 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.125% y 1.5625%, luego ser
observada al microscopio 6, 12, 24, 48 y 72 horas.

3.5.25 Pruebade motilidad de larvas:

Para la evaluacion de la motilidad, las larvas rhabditiformes se cultivaron inicialmente
por los métodos de diagndsticos para Strongyloides stercoralis en el Perud. Luis M,
Marcos C, Angélica T. (2010), técnica de cultivo en placas de agar nutritivo, hasta
qgue las larvas lleguen a su etapa de vida libre, para luego ser recuperada por
migracién espontanea usando la técnica de Harada y Mori entre 7 a 10 horas, la
suspension contiene un promedio de 20 larvas en 120 pl que son distribuidos en
placas de micro dilucién por cuadriplicado 32 pocillos para Piper aduncum y 39 para
Annona montana 7 mas de este como controles a diferentes concentraciones del
dimetil sulfoxido. Para las pruebas de la actividad antihelmintica se prepararon del
extracto de las 2 hojas de plantas a diferentes diluciones finales 50%, 25%, 12.5%,
6.25%, 3.125% y 1.5625%, la placa se incubo a 30°C, para luego ser observada al
microscopio a 40x cada 4, 6, 8, 10, 12, 14, 24, 48 y 72 horas el numero de larvas
moviles y no moviles se conté centrandose especialmente en la presencia o

ausencia de movimiento sinusoidal:

- F: fuerte (gran cantidad de larvas con movimientos muy rapidos)
- S:suave ( larvas con movimiento dificultoso)

- A ausente (sin movimiento).
3.5.2.6 Volumen Carga Parasitaria Huevos / Litro.

Se asume que todos los huevos estan uniformemente distribuidos en la etapa final
del proceso de lavado de hojas de lechuga. El paso de la multiplicacién por lo tanto

se usa para convertir el numero de huevos basados en huevos por litro. El nimero
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de muestras positivas para larvas es mucho mas significativa por la cantidad
encontrada frente a los huevos de Strongyloides spp. En su mayoria se encontraron
larvas en diferentes estadios y con una motilidad muy fuerte.

El método de concentracion y lavado cuantitativo que se utilizé para el conteo de

huevos de Strongyloides spp.

1. Se lavd 10 plantas de lechuga 3,500ml, se utiliz6 como colador una gaza
doble para eliminar el excedente, se dejo reposar por 3 horas.

2. Para las hojas que se recolect6 del suelo se peso el equivalente a 10 plantas
de lechuga.

3. Se eliminod el sobrenadante cuidadosamente, se afiadi6 agua destilada y se
homogeniza para luego ser llevados a varios tubos de 15 ml centrifugados a
2,300 rpm durante 2 minutos. Se repitié por tres veces.

4. Del sedimento obtenido por este procedimiento de centrifugacién y lavado se
divide en 2 técnicas, la de sedimentacion el que se lleva a cuantificar a través
de la camara de Sedgwick-Rafter y la técnica de flotacion cualitativa se utilizd
esta Ultima por la falta de camara.

5. Se afiadi6 al sedimento 5 volumenes de solucién de Sulfato de Zinc (ZnS0O4)
por 1ml del sedimento, hasta llenar los tubos, homogenizar y centrifugar a
2300 rpm durante dos minutos.

6. Se tomo el sobrenadante de todos los tubos con una pipeta Pasteur y colocar
en un tubo aparte, lavar con H,Od y centrifugar 3 veces a 2300rpm eliminar el
sobrenadante y llevarlo a una ldmina porta objeto para el conteo.

7. Se cogio la formula andlisis de agua — medicion del niumero de huevos de
helminto en aguas residuales y residuales tratadas por observacion
microscopica - meétodo de prueba 2012, Expresar el resultado en numero de

huevos por litro (Numero entero) segun la siguiente formula:
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Donde:

H es el numero de huevos contados en la muestra.

HL es el nUmero de huevos por litro.

5 es el volumen de la muestra.
En el caso de que el resultado de la formula anterior sea menor de 1, se debe
reportar 1 H/L.
En caso de que existan fracciones mayores a 1 H/L se deber& redondear al entero

inmediato superior.

3.5.2.7 Larvas de Strongyloides stercoralis en medio de cultivo.

Tras observas directamente a los medios de cultivos con objetivo de 40x se pudieron
grabar videos donde los machos con su extremo posterior donde se encuentra su
espicula copulatriz recorre la hembra varias veces para luego llegar a cupular, en
otras se pudieron observarse larvas que contenian en su interior gran cantidad de
huevos, el fendbmeno que se pudo observar larvas hembras ya muertas en su interior
no se observa ningun érgano pero se encontraban con huevo estas seguian su
proceso de maduracion eclosionando los huevos, las larvas L; no pueden salir del
recubrimiento que posee la hembra. Las larvas que emergen dentro recorren toda la
larva tratando de salir. Este fendmeno se pudo observar varias veces y es que por
cada medio de cultivo se pudo observar, no se encontré ninguna informacién en la
web a cerca de ello es por eso que es necesario continuar con dicho estudio.

Fotos: 3858, 3859, 3860, 3861. y videos 3:862, 3863, 3864, 3865.

3.6 Plan de Andlisis de Datos

Los datos obtenidos fueron comparados utilizando hojas de calculos estadisticos en
formato Microsoft Office Excel Professional Plus 2010, SPSS para luego ser

plasmados en cuadros resumidos en el presente trabajo de investigacion.
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CAPITULO IV: RESULTADOS ESTADISTICOS

4.4. Resultados
4.4.1. Enteroparasitos potencialmente patdogenos en lechugas.

Protozoos y nematodos patégenos encontrados en 300 muestras de los diferentes

tipos de lechugas que se expenden en la Av. 28 de Julio.

TABLA N°5: Resultado de 300 muestras de lechugas analizadas parasitos

patogenos:
300 Muestras Numero de lechugas Porcentaje de
analizadas analizadas lechugas
Paréasitos patdégenos 164 55%
Parasitos no patégenos 136 45%
Total 300 100%

GRAFICO N°1: Prevalencia de parasitos patdogenos en 300 muestras de lechuga

gue se expenden en los diferentes puestos de la Av. 28 de Julio.
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En la tabla numero 5 y grafico 1 se observa que en las 300 muestras estudiadas

fueron positivas a protozoos y nematodos patdégenos para los seres humanos.
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4.4.2. Tipos de enteroparasitos potencialmente patégenos en lechugas.

Prevalencia de protozoos y nematodos en lechugas que son consumidos crudos,

expendidos en los puestos de la Av. 28 de Julio, segun especies.

TABLA N°6: Protozoos y nematodos patégenos para los seres humanos en 300

muestras de lechugas analizadas:

Especies de protozoos y nematodos Cantidad %
Protozoos patdgenos Acanthamoeba spp. 73 11
Amebas de vida libre 197 34

protozoos no patégenos Cilios de vida libre 212 36
Paramecium spp. 83 14

Nematodos patdégeno Strongyloides stercoralis 91 16
Nematodos no patégeno 0 0

GRAFICO N°2: Presencia de protozoos y nematodos en lechugas, que se expende

en los puestos de la Av. 28 de julio.

Presencia de protozoos y nematodos en
—__lechugas

En la tabal 6 y grafico 2 se observa la prevalencia de protozoos patdgenos

Acanthamoeba spp.11%, nematodo patdogeno para
Strongyloides stercoralis con un 16 %.

los seres

humanos,
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4.4.3. Enteroparasitos potencialmente patdogenos en lechugas segun lugar de

procedencia.

En el estudio se analizaron de un total de 300 lechugas, de seis tipos los cuales

cumplieron con los criterios de procedencia de Canta, Huacho, Chillén y Cafiete. La

distribucion de las muestras segun area de procedencia se observa en los siguientes

cuadros:

TABLA N°7: Larvas de Strongyloides stercoralis, en 1 lechuga segun ciudad de

procedencia:

En 50 pl
Ciudad de procedencia suspension %
Provincia de Canta. 20 69%
Recojo hojas de lechuga del suelo. 5 17%
Distrito de Huacho. 3 10%
Valle de Chillon Lima. 1 4%
Provincia de Cafiete. 0 0%

En la tabla 7, en 1 lechuga por lugar de procedencia la cantidad en una gota de

suspension del lavado de hojas.

GRAFICO N°3: Porcentaje de larvas por lechuga segun ciudad de procedencia.
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Larvas de Strongyloides stercoralis, por 1 lechuga
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La tabla 7 y grafico 3, la provincia de Canta 69%, seguida del recojo de hojas del

suelo con un 17% en ambas muestras se pudo observar a las larvas en diferentes

estadios con movilidad muy fuerte, el Distrito de Huacho registra un 10% vy el valle de

Chillén con 4% en estas ultimas se observaron larvas sin movilidad y deterioradas en

sus Organos principales.

TABLA N°8: Larvas de Strongyloides stercoralis, segun el tipo de lechuga de 300

muestras:
Lugar de deteccion
Procedencia TIPOS DE LECHUGAS Cantidad parasitos %
- Lechuga Trocadero. 43
Canta - Lechuga Butterhead. 97 21 70
- Lechuga Batavia. 14
Huacho - Lechuga Curly. 69 7 23
- Lechuga Iceberg. 0
Valle de - Lechuga Escarola. 71 0 7
Chillon - Lechuga Batavia. 2
Lima - Lechuga Curly. 4
- Lechuga Curly. 0
- Lechuga Iceberg. 63 0 0
Canfete - Lechuga Escarola. 0
- Lechuga Batavia. 0
GRAFICO N°4: Deteccién de larvas en 300 lechugas segun lugar de procedencia.
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En la tabla 8, grafico 4, el lugar de mayor prevalencia de larvas de Strongyloides
stercoralis, provienen de la provincia de Canta con un 70%, seguido del distrito de
Huacho 23% y el valle de Chillobn con 7%, la provincia de Cafiete no registra ningun
tipo de parasito patégeno.

Los seis tipos de lechugas compradas al azar de los diferentes puestos de la
avenida 28 de julio y fueron:

TABLA N°9: Porcentaje de larvas segun el tipo de Lechuga:

Cantidad deteccidn

TIPOS DE LECHUGAS 300 parasitos %
- Lechuga Trocadero. 58 43 47
- Lechuga Butterhead. 39 21 23
- Lechuga Batavia. 44 16 18
- Lechuga Curly. 47 11 12
- Lechuga Iceberg. 59 0 0
- Lechuga Escarola. 53 0 0

GRAFICO N°5: Deteccién de parasitos en diferentes tipos de lechuga.

deteccion de parasitos en diferenetes
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Los tipos de lechugas reporatron Trocadero 47%, Butterhead 23% y Batavia 18%
estas provienen del norte de Lima, Canta y Huacho le siguen Curly 12%, Iceberg 0%
y Escarola 0% estas provienen de Chillon, Cafiete y Huacho estas ultima no

mostraron ningun tipo de quiste huevo o larva de parasitos, estas ultimas son tipo
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repollo y sus hojas no estan en contacto con la tierra y si la estan estas son quitadas

en el proceso de seleccion.

4.4.4. Volumen carga parasitaria huevo / litro.
Tras realizar el conteo en lamina porta objeto, se obtuvieron los siguientes

resultados en litros, por medio de regla de tres simple se obtuvo huevo / 350ml.

TABLA N°10: Porcentaje volumen carga parasitaria Huevo / Litro:

Huevos/ Huevos

Lugar de procedencia Litro 350ml %
Provincia de Canta. 9 3.1 82
Recojo de hojas del suelo. 2 0.7 18
Distrito de Huacho. 0 0 0
Valle de Chill6n Lima. 0 0 0
Provincia de cafiete. 0 0 0

GRAFICO N°6: Volumen carga parasitaria huevos / Litro.
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La tabla 10 grafico 6 los volimenes de lavado para establecer la carga parasitaria en
las lechugas comercializadas en un mercado de abasto fueron se encontré 9 huevos
de Strongyloides spp. que representa el 82% que provienen de la provincia de

Canta, que representa 3 huevos por cada lechuga, seguido del recojo de hojas del
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suelo con un promedio de 2 huevos / litro. Los demas lugares de procedencia no se

observo ningun otro quiste o huevo de parasito.

4.4.5. Actividad antihelmintica de los extractos de hojas Piper aduncum y Annona
montana.

4.45.1 Prueba de eclosion de huevos Piper aduncum:

TABLA N°11: Prueba de eclosién de huevos Piper aduncum.

GRAFICO N°7: Prueba de eclosion de huevos Piper aduncum.
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El conteo de larvas L; se realizO en la misma placa de microdilucion, con el
microscopio a 40x, solo se contaron las que estan viables con motilidad. En las tres
primeras diluciones al 50%, 25% y 12.5% indicaron una actividad significativa del
extracto de hojas de P aduncum, no se observaron larvas L;, demostraron ser
eficaces en el desarrollo inicial del embrién, al 6.25% en sus primeras 24 horas la
eclosion es escasa pero a las 48 horas se estabiliza y decae a partir de 72 horas
como en todas las diluciones finales, 3.125% y 1.5625% hay larvas L;.

Se observo la mayor actividad en la eclosion de huevos estuvo dentro de las 48
horas, en el control positivo decay6 a las 72 horas como en las otras diluciones.

4.45.2 Prueba de motilidad de larvas Piper aduncum:

TABLA N°12: Prueba de motilidad de larvas Piper aduncum.

10
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GRAFICO N°8: Prueba de motilidad de larvas, Piper aduncum.
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Las larvas en su mayoria expuestas a altas concentraciones del extracto de hojas de

Piper aduncum al 50%, 25% y 12.5% van decayendo en numero de motilidad a partir

de las 10 y 12 horas el movimiento es lento y hasta al veces se observa con

dificultad. A las 14 horas se observé que no hay ningin movimiento en las tres

primeras diluciones, al 6.25% entre las 10 y 14 horas decae su numero de

movimiento 48 horas después estas pierden su motilidad, al 3.125% después de las

24 horas la motilidad se vuelve lenta. Solo la dilucién al 1.5625% se mantiene al

igual que el control positivo pero se puede observar que entre las 48 y 72 horas hay

larvas L;.
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4.45.3 Prueba de eclosidon de huevos Annona montana:

TABLA N°13: Prueba de eclosién de huevos Annona montana:

GRAFICO N°9: Prueba de eclosion de huevos Annona montana.
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Los resultados indicaron una actividad significativa del extracto de hojas de Annona
montana en la prueba de eclosion de los huevos en las diluciones al 50%, 25% y
12.5%, donde no se observd ninglin movimiento pasada las 72 horas, solo las que
estuvieron a concentraciones de 6.25% eclosionaron los huevos con las larvas ya
desarrolladas, pero fueron decayendo pasando las 96 y 120 horas no habia
movimiento. En 3.125% y 1.5625% estas siguieron el proceso de crecimiento y solo
decayeron a las 72 horas.
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4454 Prueba de motilidad de larvas Annona montana:

TABLA N°14: Prueba de motilidad de larvas Annona montana:

HORAS

4 0

6 0

8 0
10 0
12 0
14 0
24 0
36 0
48 0
72 0

GRAFICO N°10: Prueba de motilidad de larvas Annona montana.
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La actividad del extracto de hoja de Annona montana en las diluciones 50% y 25% a
las 14 horas inhibieron la motilidad de larvas L3 y rabditoide, entre las 6 hasta las 12
horas disminuyen significativamente en nimero de movimiento, lentos y con gran
dificultad al movilizarse, en 12.5% lo hace entre las 14 y 36 horas y se mantiene
estable al igual en 6.25% se mantiene con movimiento muy lento hasta las 72 horas
y las ultimas diluciones 3.125% y 1.5625% se mantuvieron con un movimiento fuerte

e incluso se pudo observas eclosion de larvas L, entre las 48 'y 72 horas.

En el control de larvas con el dimetil sulféxido las larvas se mantienen constantes,
con un movimiento estable y fuerte, diferente al control positivo de larvas conforme

pasan las horas va decayendo en numero y la motilidad se vuelve lenta.
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Discusion de resultados
45 Discusiones:

En los estudios la prevalencia de protozoos y nematodos en lechugas que se
consumen crudos, expendidos en los mercados de abastos de la Av. 28 de Julio ex
mercado La Parada, en el mes de Julio del 2015. Se analizaron 300 muestras que
corresponde a cuatro Distritos y Provincias de Lima. Se encontraron un 55% del total
de muestras positivas para protozoos y nematodos, de estos el 70% corresponde a
larvas de Strongyloides stercoralis segun el lugar de procedencia la Provincia de
Canta, coincidiendo con Guerrero C y col. Que realizaron un estudio a las larvas de
Strongyloides spp. en lechugas de los mercados de la Victoria y Caqueta (Lima
Marzo del 2011) de 60 muestras el 63% presento contaminacion con larvas de
Strongyloides spp. en fase de filariforme y rabditoide'®, no concordando con
Contreras y col, 2012.(Tacnha). Se analizaron 522 muestras correspondientes a
cuatro especies de hortalizas, procesadas por los métodos de sedimentacion,
observacion directa y por la técnica de coloracién de Ziehl-Neelsen modificado.
Encontrandose; Isospora sp. 17,06%, Cryptosporidium parvum 2,48% y Giardia sp.
1,71%. Las hortalizas de mayor contaminacion fueron la lechuga 6,13%, rabanito
5,55% y repollo 5,59%.%

Las especies de protozoos y nematodos encontrados en los diferentes tipos de
lechuga fueron: amebas, ciliados de vida libre quiste de Acanthamoeba spp. vy
huevos y larvas de Strongyloides stercoralis, pero ninguno otro parasito patdégeno
para el ser humano. Pese a esto, no se encontraron especies de protozoos y
nematodos similares, con Huayna L y col, 2013. Su investigacion tuvo como objetivo
evaluar la presencia de enteroparasitos en lechuga (Lactuca sativa) Huacho,
Provincia de Huaura 2012. De 28 muestras de lechuga, 23 presentaron presencia de
enteroparasitos 82,1%. Las técnicas Takayanagui, Lutz y Sheather detectd
helmintos y protozoarios intestinales Blastocystis hominis, Entamoeba coli, Giardia
lamblia, Ascaris lumbricoides y Trichuris trichiura®'.

Los extractos de hojas de Annona montana segun los trabajos de investigacion los
efectos antiparasitarios de plantas del genero Annona y de acetogeninas

encontradas se han informado en investigaciones anteriores a partir de semillas de
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Annona squamosa, causa inhibicion de la eclosion de huevos en un 90% en
Haemonchus contortus. Souza et al. (2008)**. No se conocen los mecanismo de
accion de los extractos de las plantas de la familia Annonaceae, pero los estudios
han sugeridos que el mecanismo de inhibicion de la eclosiéon de huevos y el
desarrollo de las larvas de diferentes parasitos se relaciona con la inhibicién de la
divisién celular y por consecuencia a la formacién de estructuras vitales del parasito
Gallardo et al. (1998). Esto refleja en algo esta investigacién en la eclosion de
huevos y la inhibicion de larvas de Strongyloides spp. en la concentracién al 6.25 %
las larvas L3 y rabditoide a las 24 horas decae en numero de motilidad y en los
huevos de Strongyloides spp. a las 24 horas se produce la eclosién de larvas L; pero
estas pasadas las horas pierden su motilidad, se refleja la poca cantidad solo
eclosionaron los huevos que en su interior ya estaban formado las larvas. Pasada

las 96 y 120 horas no hay movimiento en 6.25%.

El aceite de Piper aduncum contiene 22 sustancias que se distribuyen en
monoterpenos, sesquiterpenos y el principal monoterpenos oxigenados 1,8 — cineol.
Oliveira et al.,, 2013. El sesquiterpeno mas representativo fue asignado el
bicyclogermacrene, arypropanoid, generalmente identificado en Piper aduncum no
se registran en la muestra. Maia et al., 1998. Esta especie tiene un gran potencial
Piperaceae para el control alternativo de nematodos ya que esta planta es
facilmente cultivable Oliveira et al., 2013. Los extractos mostraron una eficacia en la
inhibiciébn de motilidad de las larvas L3 y rabditoide pasada las 12 horas y en la
eclosion de los huevos de Strongyloides spp. en las diluciones 50%, 25% y 12.5%.
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4.6

Conclusiones:

El enteroparasitos potencialmente patdgenos encontrada en los diferentes tipos
de lechugas fue quiste de Acanthamoeba spp. y huevos, larvas de Strongyloides
stercoralis, también se encontraron amebas y ciliados de vida libre pero ninguno

otro parasito patdgeno para el ser humano.

e Todos los enteroparasitos potencialmente patégenos fueron quiste de
Acanthamoeba spp. y huevos, larvas de Strongyloides stercoralis, en
diversos estadios no se encontrd otros tipos de parasitos de importancia
médica.

e Los lugares de procedencia con mayor indice de parasitos fueron las
provenientes del norte provincia de Canta 70%, seguido del distrito de
Huacho 23% y los provenientes de Lima este del valle Chillon 7%.

e El volumen de lavado se establecié en huevos / Litro encontrdndose 9
huevos de Strongyloides spp. que representa el 82% que provienen de la
provincia de Canta, seguido del recojo de hojas del suelo con un promedio
de 2 huevos / litro 18% el resto de lugares no se encontraron huevos de
parasitos.

e Los extractos de Annona montana y Piper aduncum mostraron tener el
efecto antinematoda en ambas pruebas de eclosién de huevos y motilidad
de larvas, por lo que se puede concluir que el tipo de extracto tiene un
gran potencial para ser usado en el manejo antiparasitario, también

amplian el estudio a diversos plagas de insectos.
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4.7

Recomendaciones:

La recoleccion de planta de Lactuca sativa (lechuga), las cuales fueron
recolectadas en los puestos de comerciantes de ventas de hortalizas que se
expende en la Av. 28 de Julio, los datos recolectados del lugar de
procedencia fueron tomados de los mismo vendedores que expende el
producto, se recomienda recolectar los datos que provienen de los mismo
camiones que llegan al mercado, estos llegan entre las 4am.

La metodologia de siembra y resiembra de cultivo puede ser utilizado en las
muestras regionales, en unidades de investigacion como el INS u otras
instituciones.

Para el método de -cuantificacibn tiende a emplear mayor tiempo e
instrumentos, pero es necesario cuando se requiere conocer el nimero de
quistes, huevos en aguas de recreacion o en procesos de tratamiento de
aguas servidas y aguas destinadas a cultivo. EI método de concentracion y
lavado cuantitativo se debe utilizar una camara de Sedgwick-Rafter o
McMaster. Andlisis de agua — medicion del nimero de huevos de helminto en
aguas residuales y residuales tratadas por observacién microscépica - método
de prueba 2012.

Es necesario realizar un conteo de larvas es mucho mas significativa por la
cantidad encontrada frente a los huevos de Strongyloides spp. En su mayoria
se encontraron larvas en diferentes estadios y con una motilidad muy fuerte

para eso es necesario utilizar camara de Sedgwick-Rafter o McMaster.
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ANEXOS:

TABLA N°1: Clasificacion de nematodes de importancia médica.

Phylum Nematoda.

|

Clase

Géneros de importancia

médica

Aphasmida

Trichinella
Trichuris

Phasmida

Strongyloides
Necator
Ancylostoma
Enterobius
Ascaris
Toxocara
Gnathostoma
Onchocerca
Wuchereria
Loa loa
Mansonella

FIGURA N°1: Figura 1 larva de Strongyloides spp. Suspension del lavado de hojas
con agua destilada izquierda, montaje con lugol derecha. Diciembre del 2014.
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FIGURA N°2: Caso de dimorfismo sexual.
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FIGURA N°3: Ciclo biologico Strongyloides stercoralis.
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FIGURA N° 4: Lactuca sativa, “lechugas” provenientes de diferentes lugares, la
ltima imagen las hojas fueron recogida del suelo.
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FIGURA N° 5: Preparacion del extracto hidroalcoholico.

Las hojas de Annona montana y Piper aduncum que se recolectaron y compraron
respectivamente se lavaron una por unay se secaron al aire libre, para luego ser
desecados en la estufa a 40°C por siete dias aproximadamente.
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Secadas las hojas son colocadas en un molino hasta convertirlas en polvo fino, para
luego ser almacenados en frasco color &mbar.
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.

R 1

A la izquierda superior preparacion de etanol 70% - agua, 70:30 v/v para luego ser
afiadido a los frascos que contienen las hojas ya molidas, método de maceracion en
frio por siete dias derecha superior, en la parte inferior proceso de filtracion.
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FIGURA N°6: Primeras imagenes del proyecto buscando parasitos en diferentes

hortalizas.

Primeras etapas de la investigacion buscando pardsitos en cinco hortalizas de
consumo habitual, utilizando para el lavado suero fisiolégico la cantidad segun el
volumen de la hortaliza, luego el sedimento de cada uno fue llevado a una bomba al
vacio 24/12/2014.

Solo se encontraron enteroparasitos patégeno en lechuga y rabanito larvas de

Strongyloides spp.
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En el proceso de cultivo de las muestras detectadas con larvas de Strongyloides
spp. estas se contaminaban mucho mas rapida por el crecimiento de gérmenes
debido a la utilizacién del suero fisiolégico 1ml. Lo que no ocurre mucho con el agua

destilada.
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FIGURA N° 7: Estandarizar el lavado de las hojas de lechuga, con 350 ml agua
destilada y un pincel chato 20 o 24.

Figura 4 reposo del lavado de las hojas por 6 a 8 horas, revision de las muestras por
cuadruplicado.
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FIGURA N° 9: Siembra en Agar Nutritivo.

El medio agar nutritivo, las placas son recubiertas con parafilm, para luego ser
colocadas en una jarra anaerébica a temperatura ambiente.

FIGURA N° 10: Cultivo contaminados por mosquitos.

Medios contaminados. Estos insectos son atraidos por el olor que emana el medio
tras los dias que pasan.
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FIGURA N° 11: Borde de la primera siembra.

Figura N°: 11 imagenes de los bordes de la primera siembra pasado los 7 a 10 dias
de incubacién. Video 3832 y 3833.

Figura N°12 Resiembra aza de siembra 5 0 10 ul se coge una pequefia cantidad y
colocados a los extremos y la parte central del medio de cultivo.
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FIGURA N° 13: 4 a 7 dias después de la resiembra.

Larva rhabditiforme mide aproximadamente 250 micras de longitud por 15 de
didmetro. Derecha extremo anterior romo cavidad bucal corta, es6fago con 3 partes
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cuerpo, istmo con anillo nervioso y bulbo. Izquierda intestino que termina en el ano
en el extremo posterior primordio genital.23/2/2015.

Larva rhabditiforme. Coloracién con lugol izquierda primordio genital grande y en
forma de media luna un poco posterior a la mitad del cuerpo, derecha directo del
medio.

VIDEO 2677: Larva Strongyloides stercoralis primordio genital.

VIDEO 1° 2600 Recoleccion de larvas y huevos de Strongyloides spp.
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FIGURA 15: Acantamoeba spp. izquierda lavado de hojas de lechuga, derecha e
inferior ameba no identificada. 24/3/2015
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FIGURA N°16: Video 4245 después de 4 a 7 dias de incubacién se obtienen larvas
de Strongyloides spp. y una gran cantidad de huevos.
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FIGURA N°17: conteos de los huevos en camara de Newbauer.
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FIGURA N°18: Huevos de Strongyloides stercoralis inviables después del método de
flotacion Sheather coloreados con azul de tripano.

FIGURA N°19: técnica de Harada y Mori entre 7 a 10 horas se puede recolectar
larvas L3y rabditoide.
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FIGURA N°20. Distribucion a diferentes concentraciones de los extractos de hojas.
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FIGURA N°: 21 preparacion a diferentes concentraciones de los extractos de hojas
de Annona montana y Piper aduncum, las lectura de la eclosién de huevos se realiz6
directo en los pocillos de micro dilucion a 40x.
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FIGURA
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Video larvas Strongyloides stercoralis copulando 4079, 4080 Y 4081.

Video fenébmeno de eclosién de huevos dentro de hembra progenitora.
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PROBLEMA DE
INVESTIGACION

OBJETIVO DE LA
INVESTIGACION

VARIABLE DE
ESTUDIO

DIMENSIONES E
INDICADORES

INSTRUMENTO DE
MEDICION

METODOLOGIA

PROBLEMA GENERAL

OBJETIVO GENERAL

VARIABLE PRINCIPAL

¢ Cuanto es la frecuencia de
enteroparasitos potencialmente
patdgenos en lechugas
comercializadas en un mercado de
abasto?

Determinar la frecuencia de
enteroparasitos potencialmente
patégenos en lechugas
comercializadas en un mercado
de abasto.

Enteroparasitos

PROBLEMA ESPECIFICO

OBJETIVO ESPECIFICO

VARIABLE SECUNDARIA

Quiste, huew de.........
No se observa quiste,
huewo de parasitos

Método de filtrado simple
y Técnica de Hoffman,
pons y Janer (HPJ)

DISENO DE ESTUDIO

Estudio descriptivo de tipo
transversal

POBLACION

¢, Cuales son los tipos de
enteroparasitos potencialmente
patégenos en lechugas
comercializadas en un mercado de
abasto?

Determinar la frecuencia de los
tipos de enteroparasitos
potencialmente patdgenos en
lechugas comercializadas en
un mercado de abasto

Tipos de enteroparasitos
patégenos

Giardia lamblia
Entamoeba spp.
Balantidium coli
Strongyloides stercoralis
Ascaris spp. Fasciola
hepatica Toxocara spp.
Etc,

Microscopia

Tipos de lechugas que se
expenden en los puestos
de la Av. 28 de Julio.
Lechuga Trocadero
Lechuga Butterhead
Lechuga Batavia.

Lechuga Iceberg Lechuga
Escarola Lechuga Curly.

¢, Cudl seré la frecuencia de
enteroparasitos potencialmente
patégenos en lechugas
comercializadas en un mercado de

Determinar la frecuencia de
enteroparasitos potencialmente
patégenos en lechugas
comercializadas en un mercado

Lugar de procedencia

Provincia de Canta
Distrito de Huacho Valle
Rio Chillon Provincia de

Ficha de recoleccion de
datos

abasto, segln el lugar de de abasto, segun el lugar de Cafiete
procedencia? procedencia.
MUESTRA
¢ Cudles seran los wlimenes de Calcular los wlumenes de
lavado para establecer la carga lavado para establecer la carga Hemocitometro de Salerf;zz(;f?;;g
parasitologica en las lechugas parasitologica en las lechugas Carga parasitaria Huewo / Litro P

comercializadas en un mercado de
abasto?

comercializadas en un mercado
de abasto

neubauer

muestras de cada tipo de
lechuga.

¢, Cudl sera la actividad in vitro
antiparasitaria de los extractos de
hojas de Annona montana y Piper
aduncum en parésitos aislados de
lechugas comercializadas en un
mercado de abasto?

Evaluar la actividad in vitro
antiparasitaria de los extractos
de hojas de Annona montana y
Piper aduncum en parasitos
aislados de lechugas
comercializadas en un mercado
de abasto

Actividad antihelmintica

*Prueba eclosion de
huevos P. aduncum
*Prueba motilidad de
larvas P. aduncum
*Prueba eclosion de huevo
A. montana *Prueba
motilidad de larvas A.
montana

*Inhibicién de la eclosion
de huewvos *Inhibicién de
la motilidad de larvas




