UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO
FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA

“PRESENCIA DE PARASITOS EN FRESAS
EXPENDIDAS EN MERCADOS DE MORELIA, MICHOACAN, MEXICO”

TESIS

PRESENTA:

HERIBERTO SANCHEZ GARCIA

TESIS PARA OBTENER EL TiTULO DE

QUIMICO FARMACOBIOLOGO

ASESOR: Q.F.B GUADALUPE ERENDIRA OROZCO MOSQUEDA
COASESOR: DRA. NELLY RAQUEL GONZALEZ ARENAS

MORELIA, MICHOACAN, OCTUBRE DE 2022



INDICE

Dedicatoria

Agradecimientos

Aceptacion de Protocolo de Investigacion

1. Resumen

2. Marco Teorico

2.1 Generalidades de las parasitosis
2.1.2 Blastocistosis

2.1.2.1 Morfologia de Blastocystis spp

o g o O N

12

2.1.2.2 Ciclo de Vida de Blastocystis spp
2.1.2.3 Cuadro Clinico de las Blastocistosis
2.1.2.4 Diagnéstico de Laboratorio

2.1.3 Amibiasis

2.1.3.1 Morfologia de Entamoeba histolytica
2.1.3.2 Ciclo de vida de Entamoeba histolytica
2.1.3.3 Cuadro Clinico de Amibiasis

2.1.3.4 Diagnostico de Laboratorio de Entamoeba

2.1.4 Giardiasis

2.1.4.1 Morfologia de Giardia

2.1.4.2 Ciclo de vida de Giardia
2.1.4.3 Cuadro Clinico de Giardiasis
2.1.4.4 Diagnéstico de Laboratorio
2.1.5 Ciclosporosis

2.1.5.1 Morfologia de Cyclospora
2.1.5.2 Ciclo de Vida de Cyclospora
2.1.5.3 Cuadro Clinico de Ciclosporosis
2.1.5.4 Diagnéstico de Laboratorio
2.1.6 Criptosporidiosis

2.1.6.1 Morfologia de Cryptosporidium

19

23

26



2.1.6.2 Ciclo de Vida de Cryptosporidium
2.1.6.3 Cuadro Clinico de Criptosporidiosis
2.1.6.4 Diagnaostico de Laboratorio

2.1.7 Ascariasis
2.1.7.1 Morfologia de Ascaris
2.1.7.2 Ciclo de Vida de Ascaris
2.1.7.3 Cuadro Clinico de Ascariasis
2.1.7.4 Diagnéstico de Laboratorio

2.1.8 Estrongiloidosis
2.1.8.1 Morfologia de Strongyloides
2.1.8.2 Ciclo de Vida de Strongyloides
2.1.8.3 Cuadro Clinico de Estrongiloidosis
2.1.8.4 Diagnéstico de Laboratorio

2.2 Normatividad de Alimentos y agua en México
2.3 Generalidades de la fresa

2.4 Uso de desinfectantes en frutas y hortalizas

3. Planteamiento del Problema

4. Justificacion

5. Hipotesis de trabajo

6.0bjetivos

6.1 Objetivo General

6.2 Objetivos Especificos

7. Métodos y Materiales

8. Resultados

9. Discusion

10. Conclusiones

11. Recomendaciones

12. Referencias Bibliograficas

13. Anexos

29

33

37
40
41
45
46
52
52

52
59
67
70
71
72
80



DEDICATORIA

A mi hermosa Familia y personas especiales que me han acompafiado en este
trayecto, que siempre han querido ver mis suefos realizados. Y en especial para
mis abuelitos Raul, Maria y Juan que ahora son estrellas que yacen en el
firmamento.



AGRADECIMIENTOS.

A mis maestros de la Facultad, que me dieron las herramientas necesarias para
poder desempefar un buen papel en mi vida profesional.

A las Quimicas y Quimicos del Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del
Hospital Infantil que me ensefiaron lo que es el trabajo, el compromiso con los
pacientes y ademas siempre estuvieron presentes en el proceso de la realizacion
de este proyecto, Quimicas Ceci, Kary, Nena, Arge, Lolita, Lupita, lvonne y Almita.
A los quimicos Victor, Juan Carlos y Carlos.

A mis compafieros y amigos que hice durante el servicio social.
A mis amigos de la Facultad, en especial a Suly.

A mi querida y estimada Quimica Ere, que es gracias a ella que se llevé a cabo
este proyecto en el que sin duda he aprendido muchas cosas diferentes y muy
enriguecedoras para la vida profesional. Gracias por el tiempo, las ensefianzas,
las platicas. Siempre tendrd un espacio muy grande en mi corazon.

A mi co-asesora en Ciudad de México Dra. Nelly, por el tiempo, la entrega con el
proyecto y el conocimiento adquirido respecto a la biologia molecular.

A mi familia en Ciudad de México, mis tios Rosita y Eduardo, mis primos Lau,
Angel y la pequefia Sofi, que me abrieron las puertas de su casa para mi estadia y
me apoyaron en todo lo que necesité.

A toda mi familia, mi abuelita Carmen, tios y primos. Que siempre me apoyaron en
las decisiones que he tomado, el amor y carifio que me han demostrado.

A mis tios Chilo y Mario, que los considero como mis padres. Gracias por el
apoyo, las palabras de aliento, el amor y cariiio que siempre me demuestran y que
es correspondido.

Y, por ultimo, pero no por ello menos importantes a mis padres Heriberto y Laura,
mi hermana Dany. Estoy infinitamente agradecido por todo lo que me han dado a
lo largo de mi vida. Ensefianzas, platicas, conocimiento, amor, carifio, valores que
me han convertido en un ser humano integro. Los amo con todas las fuerzas de mi
ser y siempre estan y estaran presentes en cada paso que dé o cada decision
tomada.



ACEPTACION DE PROTOCOLO.

g 5oy HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA
B “EVA SAMANO DE LOPEZ MATEOS”

JEFATURA DE ENSENANZA E INVESTIGACION

Morelia Michoacan, 01 de octubre 2021

Asunto: Aprobacién de protocolo de investigacion

Q.F.B GUADALUPE ERENDIRA OROZCO MOSQUEDA
PRESENTE

Me permito informar a usted que su protocolo de investigacion titulado: “PRESENCIA DE
PARASITOS EN FRESAS, EXPENDIDAS EN MERCADOS DE MORELIA,
MICHOACAN. MEXICO”, ha sido aprobado por el Comité de Etica en Investigacion de
este hospital con ndmero de registro: HIM/LMP/07/2021.

Dicho protocolo permitira al Pasante en Quimico Farmacobiologia Heriberto Sanchez
Garcia, obtener el titulo de Quimico Farmacobiélogo, por la Universidad Michoacana de
San Nicolas de Hidalgo

Le recordamos que debera enviar a este Comité, informe de avance e informe final de
acuerdo al desarrollo del cronograma de esta investigacion.

Sin otro particular, aprovecho la ocasion para enviarle un cordial saludo.

Atentamente.

Dr. Jgsé Luis Martinez Toledo.
Presidente del Comité de Etica en Investigacion

Cp. Archivo Comité de Etica en Investigacion.

Gobierno de
Michoacan

HONESTIOAD ¥ THaRA|O




1. RESUMEN

Antecedentes: Los parasitos son causa de enfermedades y muerte en el mundo,
se propagan en lugares con nivel socioeconémico bajo e inadecuadas medidas de
saneamiento, cultura médica, ademas de una pobre infraestructura. Un
mecanismo de transmision de parasitos es mediante alimentos contaminados; en
México, cada afio se enferman 16 mil personas por esta causa.

Objetivo: Evaluar la presencia de parasitos en fresas expendidas en mercados de
Morelia, Michoacan. México

Material y métodos: Se analizaron 135 fresas procedentes de tres diferentes
expendios: mercados municipales, mercados ambulantes y super mercados. Cada
fresa se colocd en bolsa de plastico nueva, trasladandolas al Laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia del Hospital Infantii de Morelia, dividiéndolas y
sometiendo una parte al lavado con solucién salina isoténica y otra con Tween al
20%; realizando examen directo en fresco, técnica de concentracion de Ritchie y
de Sheather a ambos lavados. Se efectué un segundo muestreo, adquiriendo las
fresas en los establecimientos anteriores, tomando como unidad de analisis 15
fresas, transportdndolas de la misma manera; sometiéndolas al lavado con
solucion salina isotonica y procesando éste por las técnicas utilizadas en el primer
muestreo. Se incluyé el medio de cultivo de Jones, para el crecimiento de
Blastocystis spp. Las muestras positivas microscopicamente a Blastocystis spp. y
el 10% de negativas para ambos muestreos se llevaron al Hospital “Dr. Manuel
Gea Gonzalez”, sometiéndose a Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Resultados: De 135 fresas, 61 (45.18%) tenian parasitos, siendo las del tianguis
Municipal las mayormente contaminadas. Las tres especies de parasitos
encontrados fueron Blastocystis spp, Entamoeba coli y Endolimax nana, ademas
de Amebas y/o Flagelados de vida libre. El parasito de mayor frecuencia fue
Blastocystis spp. En la PCR, no se logr6 amplificar el ADN del parasito
Blastocystis spp. En el segundo muestreo el andlisis total fue de 9 muestras,
teniendo como unidad de medida 15 fresas, resultando, 44.4% con parasitos. El
parasito identificado fue Blastocystis spp y amebas y/o flagelados de vida libre. En
la deteccion por PCR, no se amplificé el ADN de Blastocystis spp. Obteniéndose
resultados negativos en el medio de Cultivo de Jones.

Conclusiones: Las fresas expendidas en los mercados de Morelia se hallan
contaminadas con Blastocystis spp, Entamoeba coli y Endolimax nana, asi como
amebas y/o flagelados de vida libre. Se lograron resultados negativos para la PCR
y el medio de cultivo de Jones.

Palabras clave: Blastocystis spp, Entamoeba coli, Endolimax nana, PCR,
Solucién Salina Isoténica, Tween al 20%.



ABSTRACT

Background: Parasites are a cause of disease and death in the world, they
spread in places with low socioeconomic status and inadequate sanitation
measures, medical culture, in addition to poor infrastructure. One of the
transmission mechanisms of parasites is through contaminated food; In México,
every year 16 thousand people get sick from this cause.

Objective: To evaluate the presence of parasites in strawberries sold in markets in
Morelia, Michoacan. México.

Material and methods: 135 strawberries from three different outlets were
analyzed: municipal markets, street markets and super markets. Each strawberry
was placed in a new plastic bag, transferring to the Microbiology and Parasitology
Laboratory of the Morelia Children’s Hospital, dividing them and subjecting one
part to washing with Isotonic Saline Solution and the other with 20% Tween,;
performing direct examination in fresh, Ritchie and Sheather concentration
technique in both washes. A second sampling was carried out, acquiring the
strawberries in the previous establishment, taking 15 strawberries as the unit of
anylisis, transporting them in the same way; subjecting them to washing with
Isotonic Saline Solution and processed by the techniques used in the first
sampling. Jones culture medium was incluided for the growth of Blastocystis spp.
Microscopically positive samples to Blastocystis spp. and 10% of the negative for
both samples were taken “Dr. Manuel Gea Gonzalez” Hospital, undergoing
Polymerase Chain Reaction (PCR).

Results: Of 135 strawberries, 61 (45.18%) had parasites, being those of the
municipal market the most contaminated. The three species of parasites found
were Blastocystis spp, Entamoeba coli and Endolimax nana. In addition to free-
living Amebas and/or Flagellates. The most frequent parasite was Blastocystis spp.
In the PCR detection, it was not posible to amplify the DNA of the parasite
Blastocystis spp. For the second sampling a total of 9 samples were analyzed,
taking into account that the unit of measurement was 15 strawberries, obtaining
that 44.4% had parasites. The parasite found was Blastocystis spp, as well as free-
living Amebas and/or Flagellates. In the PCR detection, it was not possible amplify
the DNA of Blastocystis spp. And negative results were obtained in the Jones
Culture medium.

Conclusions: the strawberries sold in the markets of Morelia are contaminated
with parasites such as Blastocystis spp, Entamoeba coli and Endolimax nana. In
addition to Amoebas and/or free-living Flagellates. Negative results were achieved
for PCR and Jones culture medium.



2. MARCO TEORICO
2.1 GENERALIDADES DE LAS PARASITOSIS

Un parasito es un organismo que vive sobre un organismo hospedero o en su
interior y se alimenta a expensas del mismo. La parasitologia se inicia con el
hallazgo de los parasitos por el hombre, hecho que tiene su origen desde tiempos
muy remotos y en donde diferentes civilizaciones comienzan a describir las
infecciones parasitarias. El hombre, es hospedero de cientos de especies de
parasitos animales, entre otros microorganismos. Se sabe que las enfermedades
parasitarias han producido a través de los tiempos mas muertes que todas las
guerras juntas, y esto tiene relacion debido a los mecanismos de diseminacién que
han ido desarrollando estos. Todo esto en parte favorecido por las condiciones
climaticas ya sean calidas o templadas, ademas se han observado incrementos de
parasitosis en paises en vias de desarrollo y con un minimo de cultura sanitaria y
practica médica. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que
aproximadamente 3500 millones de personas se encuentran parasitadas y, de
estas, 450 millones manifiestan la enfermedad ocasionada por estos organismos.
Los grupos de edad mas afectados por las enfermedades parasitarias, sobre todo

de las transmitidas por fecalismo, contagio o por el suelo, son los nifios?.

Cuando un agente extrafio: ya sea virus, bacteria o parasito, invade el organismo,
el sistema inmunitario lo identifica y reacciona en su contra con el Unico propésito
de eliminarlo. Los parasitos son organismos complejos capaces de infectar al ser
humano; igual que todos los agentes infecciosos, inducen una respuesta
inmunitaria en el hospedero que invaden. Aunque el objetivo final de la respuesta
inmunitaria sea la de eliminar el patégeno, muchas veces la inmunidad no puede
hacerlo y entonces se genera una Inmunopatologia, conocidas como

hipersensibilidad?.

Las respuestas del hospedero a la invasiébn por un parasito proceden de la

siguiente secuencia:

- Reaccion de fase aguda



- Activacion de los Linfocitos T colaboradores o cooperadores (Th)
precursores

- Reactivacion de los linfocitos Th activados

- Activacion de los linfocitos Th de tipo 1 o de tipo 2 (Thl o Th2)

- Respuesta inmune mediada por células o por anticuerpos

- Resolucion de la infeccion, cronicidad o muerte del hospedero?®.

Durante la infeccion parasitaria se pueden activar todos los distintos efectores del
sistema inmune. Sin embargo, no todos los sistemas efectores son igualmente
eficaces contra los distintos parasitos. En términos generales, la respuesta celular,
o Thl, es eficaz contra parasitos intracelulares y la respuesta humoral, o Th2, es
eficaz contra parasitos extracelulares. En el caso de helmintos, dado su tamafio y
complejidad estructural, solo la respuesta celular mediada por anticuerpos (Th2)
suele ser eficaz. No obstante, esta eficacia de la respuesta celular mediada por
anticuerpos suele estar restringida a formas juveniles o inmaduras3.

Hablando especificamente de los helmintos, estos tienen la caracteristica de
inducir niveles elevados de anticuerpos de isotipo IgE, asi como eosinofilia
(aumento en el numero de eosinofilos sanguineos) y mastocitosis (incremento en
el nimero de células cebadas). Estas respuestas dependen, en gran parte, de las
citocinas que produce el subtipo de linfocitos Th2, como la IL-5. Las respuestas
IgE inducidas por helmintos son, en general, resultado de activacién policlonal de
células B, y solo una pequefia fraccion de la IgE total reconoce a antigenos del
parasito. Se sabe que esta eosinofilia es mediada, sobre todo, por la IL-5, ya que
atrae gran cantidad de eosindfilos al lugar donde se encuentra el parasito®.

En México, donde gran parte de la poblacién vive en pequefios poblados con
menos de 400 personas, actualmente es imposible pensar en que existan
condiciones que impidan la transmision de las enfermedades parasitarias (drenaje,
agua potable, saneamiento ambiental, etc.) y si ademas consideramos que la
gente vive en hacinamiento practicando el fecalismo al ras del suelo, y conviviendo
con animales de todo tipo, son condiciones que favorecen ain mas la prevalencia

de las parasitosis®.
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La via de transmisidon mas frecuente es la fecal-oral o digestiva, en la cual se
ingieren las formas parasitarias. Los parasitos pueden estar presente de esta
manera ya sea por fuentes de contaminacion directa como frutas y verduras, esto
ocurre porque en algunos paises, el riego de sembradios se hace con aguas
negras, por lo que las formas infectantes pueden quedarse alojadas en algunos
productos que se cultivan a ras del suelo, como las legumbres, que al llegar al
consumidor son un mecanismo de transmision de pardsitos intestinales, si es que

éstas no son tratadas y lavadas adecuadamente®.

Se estima que cada afio enferman en el mundo unos 600 millones de personas —
casi 1 de cada 10 habitantes— por ingerir alimentos contaminados y que 420 000
mueren por esta misma causa. Los nifios menores de 5 afios soportan un 40% de
la carga atribuible a las enfermedades de transmision alimentaria, que provocan

cada afio 125 000 defunciones en este grupo de edad®.

Todos los alimentos que forman parte de la piramide alimenticia pueden
potencialmente ser el vehiculo de transmision de parasitos a la especie humana,
desde el agua, las frutas y las verduras, los productos cérnicos y piscicolas, asi
como sus derivados, hasta todo tipo de producto almacenado, cuyo proceso de
conservacion no impida la viabilidad de las formas infectantes para la especie
humana. Enfermedades como la amebiasis representan en el mundo 500 millones
de infectados, con 40 a 50 millones de enfermos y entre 40 y 100.000 decesos
anuales motivados por esta etiologia. La ascaridiasis motiva 785 a 1.150 millones
de portadores, con 200 a 214 millones de casos clinicos y 20 a 60.000 muertes

por afio’.

Los paréasitos denominados protozoarios, se clasifican en 4 tipos: rizépodos,
flagelados, ciliados y esporozoos. Los parasitos helmintos que afectan al ser
humano son: nematelmintos, que comprenden a los nematodos (gusanos
redondos) y platelmintos, que incluyen a los cestodos (gusanos planos) y

trematodos®.

Los parasitos mas frecuentemente encontrados en humanos son Blastocystis y

Giardia lamblia, sin embargo, en la temporada de lluvias hay un aumento de casos

11



de las coccidias Criptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis Yy

Cystoisospora belli®.

Algunas de las especies de parasitos aisladas de aguas contaminadas son
Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Balantidium coli, Cryptosporidium spp.,
Cyclospora cayetanensis, Cystoisosospora belli y helmintos, incluyendo a los
llamados geohelmintos (helmintos que requieren pasar un tiempo en la tierra para
madurar y ser infectantes)’, tales como Ascaris Iumbricoides, Trichuris,

Ancylostoma, Strongyloides, entre otros®.

De entre los parasitos mas frecuentes en nuestro medio, que ademas pueden
diseminarse a través de agua y alimentos contaminados, podemos incluir a
Blastocystis spp, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Ascaris lumbricoides,

Cyclospora Cayetanensis y Cryptosporidium spp>8°.

2.1.2 BLASTOCISTOSIS

Blastocystis es un parasito protista genéticamente diverso de potencial patdégeno
poco claro que coloniza los intestinos de los humanos y una amplia gama de
animales. El hallazgo de este parasito en heces de diversas especies animales
sugiere su potencial zoondtico. Las tasas de infeccion pueden superar el 20% en

paises en vias de desarrollo°.

Las primeras descripciones fueron realizadas por Alexeieff y Brumpt en 1912, este
parasito habia sido considerado un hongo imperfecto, una levadura y un protista
intracelular, actualmente esta clasificado dentro del Reino Stramenophilal®.
Recientemente, Blastocystis se clasificd en 28 subtipos (ST) sobre la base del gen
de ARN ribosomal de subunidad pequefia (SSUrDNA), designadas de la siguiente
manera: ST1-ST17, ST21, ST23-ST29 Y ST30-ST32, de los cuales ST1-ST8,
ST10, ST12, ST14 y ST16 se encuentran tanto en humanos como en animales,
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ST9 hasta ahora se ha identificado s6lo en humanos y las ST restantes se han

encontrado solo en animales??.
2.1.2.1 MORFOLOGIA DE BLASTOCYSTIS

Blastocystis spp. se encuentra recubierto por una capsula de espesor variable con
funciones de adherencia y nutricion celular. EI nimero de nucleos es variable, las
formas parasitarias pequefias poseen uno o dos nucleos localizados en los
extremos opuestos de la célula, mientras que las células mas grandes pueden
presentar hasta 4 nucleos. Presenta 6 formas parasitarias variables en tamafo,
estructura y lugar de ocurrencia. Las 4 formas principales son la vacuolar, la
granular, la ameboide y la quistica. Y las 2 formas menos frecuentes:

multivacuolar y avacuolar® (Figura 1).

Figura 1. Morfologia de Blastocystis
spp. Tomado de:

https://www.researchgate.net/pub
lication/23316914 New Insights o
n_Classification Identification and
Clinical Relevance of Blastocysti
s _spp/figures?lo=1
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2.1.2.2 CICLO DE VIDA DE BLASTOCYSTIS

El ciclo de vida de Blastocystis ain no se conoce bien. La reproduccién mas
frecuente observada en el hospedero es por biparticién, la forma de amiba puede
reproducirse por plasmotomia que consiste en extensiones circulares de la célula
gue se separan de la célula madre con uno 0 mas nucleos, pero también fuera del
cuerpo central. La esquizogonia ocurre en el cuerpo central formando gran
cantidad de progenie (esquizonte) hasta que la célula se rompe liberando a los
organismos® (Figura 2).
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Diversas formas que ocasionalmente pueden verse en muestras de heces humanas y en cultivo.
Su significado biolégico no se comprende bien

Figura 2: Ciclo de Vida de Blastocystis
spp. Tomado de:
https://www.cdc.gov/parasites/blastocys

14


https://www.cdc.gov/parasites/blastocystis/biology.html
https://www.cdc.gov/parasites/blastocystis/biology.html

2.1.2.3 CUADRO CLINICO DE BLASTOCYSTIS

Blastocystis spp ha sido detectado en las heces de individuos asintomaticos y
sintomaticos con prevalencias similares. La infeccién se ha asociado a signos y
sintomas como diarrea, estrefiimiento, dolor abdominal, nauseas, anorexia,
vomitos, fatiga, flatulencia, distension abdominal, proctosigmoiditis hemorragica,

urticaria crénica, artritis infecciosa y prurito palmo plantar®.
2.1.2.4 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Blastocystis spp puede ser observado en muestras de materia fecal frescas,
aunque el método de eleccion son los frotis y la tinciobn permanente. Los
preparados microscépicos pueden ser visualizados en forma directa, con lugol, o
bien tefiidos con Giemsa o coloracién tricromica?. En contraste, la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) ha demostrado ser una herramienta rapida y
altamente sensible para la identificacion del parasito y la deteccion de variantes
genéticas. Los métodos disponibles para la identificacion de Blastocystis spp.
incluyen la amplificacion por PCR del gen SSUrRNA combinada con

secuenciacion para la identificacion de los subtipos?®®.

2.1.3 AMIBIASIS

La amibiasis es una infeccibn humana producida por el protozoario Entamoeba
histolytica y afecta sobre todo el intestino grueso, si bien puede dafar otras
regiones del cuerpo. El protozoario se denomina ameba, pero se ha extendido el
uso menos riguroso de amiba y por consiguiente a la enfermedad se le conoce
como amibiasis. Desde el punto de vista patogénico los agentes se llaman en

realidad E. histolytica, cuando es patégeno, y E. dispar si no lo es?.
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E. histolytica se observa practicamente en todos los paises del mundo, pero sin
lugar a dudas, la mayor incidencia de la infeccion se encuentra en paises con
clima célido o templado y himedo, asi como condiciones socioeconomicas

deficientes en donde la sanidad ambiental y alimentacion son inadecuadas®.
2.1.3.1 MORFOLOGIA DE ENTAMOEBA

Entamoeba histolytica presenta tres estadios morfoldgicos sucesivos: el trofozoito

(forma movil o vegetativa, el prequiste y el quiste, estos dos ultimos inmoviles).

En el trofozoito se distinguen dos capas: el ectoplasma, que es hialino y se
encuentra en estado de “gel”, y el endoplasma, que esta en fase “sol” y contiene
organelos del parasito. EI movimiento de este se debe a que en su ectoplasma se
encuentra proteinas de actina y miosina, las cuales se contraen en el extremo
contrario a la direccibn de desplazamiento. En esta fase, que le permite
desplazarse debido a que su citoplasma se proyecta en direccibn de su
movimiento y se le denomina seudopodo. Tiene un solo nucleo que posee un

cariosoma central y cromatina periférica fina y regular? (Figura 3).

El prequiste se produce cuando las condiciones del medio ambiente en que se
mueve el trofozoito son poco favorables para su vida, este empieza a
inmovilizarse, elimina todo el material intracitoplasmatico que no ha digerido, se
redondea, se reviste de una doble membrana gruesa y refringente, la cual le
confiere resistencia al parasito cuando se expone a las condiciones de medio
externo al ser expulsado con la materia fecal, en este momento el prequiste solo

presenta un nucleo®.

En la formacion del quiste (la forma infectante del parasito), el nucleo se divide en
dos y luego cuatro, quedando al final de la maduracion con cuatro nudcleos
pequefios con caracteristicas morfolégicas iguales a la del trofozoito, se recubre
de una pared quistica resistente y mide de 5 a 20 micras. Durante la maduracion
aparece el glucégeno y las barras cromatoidales (en forma de salchicha) se hacen

poco visibles o desaparecen® (Figura 3).
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Figura 3. Morfologia de Entamoeba
histolytica. Tomado de:
https://slideplayer.es/slide/4362497/

2.1.3.2 CICLO DE VIDA DE ENTAMOEBA

La infeccion por E. histolytica inicia cuando una persona ingiere alimentos
contaminados con materia fecal que contiene quistes maduros, los cuales son
resistentes a cambios ambientales. Los quistes llegan al estbmago, en donde son
capaces de tolerar los jugos gastricos; las enzimas hidroliticas destruyen la pared
del quiste sin afectar el citoplasma y llegan hasta ileon, en donde ocurre el
desenquistamiento. De cada quiste emergen dos trofozoitos uninucleados
denominados metaquisticos, se dividen y se adhieren a la mucosa intestinal,
donde pueden vivir como comensales. Cuando las condiciones son desfavorables,
los trofozoitos se desprenden de la mucosa e inician el enquistamiento en la luz
del intestino grueso. El quiste maduro se elimina con las heces y puede ser
ingerido por otro individuo, lo que completa el ciclo biolégico y de transmision de

E. histolytica? (Figura 4)
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Tomada de:
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2.1.3.3 CUADRO CLINICO DE LA AMIBIASIS

La amibiasis puede ser sintomatica y asintomatica. Para el primer caso cabe
afirmar que la persona esta infectada por Entamoeba dispar y el segundo caso por
Entamoeba histolytica. Los parasitos pueden establecerse so6lo en el intestino
grueso, pero las cepas mas patdgenas son capaces de invadir otros 6rganos a

través de vasos sanguineos, lo cual significa que la amibiasis sintomatica puede
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ser intestinal y extraintestinal’. Para el caso de la amibiasis intestinal llegan a
presentarse las siguientes condiciones: colitis no disentérica cronica, disenteria o
megacolon toxico, ameboma o granuloma amebiano, colitis fulminante con
perforacion, apendicitis y rectocolitis aguda. Los sitios a menudo infectados por E.
histolytica en el intestino grueso son ciego, sigmoideo y recto quiza porque son

regiones en las que hay menos transito intestinal?.

Para la amibiasis extraintestinal los parasitos se pueden desplazar hacia
diferentes 6rganos, mas a menudo a higado, piel y mucosas, pulmén, rifién y
cerebro. En casos de infeccién de ciego y colon ascendente por amibas llegan a

producirse perforacion hacia la cavidad peritoneal y precipitar una peritonitis?.
2.1.3.4 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE ENTAMOEBA

En pacientes con evacuaciones blandas o diarreicas se indica examen directo en
fresco y hay mayor probabilidad de encontrar trofozoitos. Los estudios
coproparasitoscopicos (CPS) cualitativos de concentracién, como flotaciéon (sulfato
de zinc) o sedimentacién (formol-éter), se llevan a cabo en pacientes con
evacuaciones de consistencia formada o semiformada y es muy posible encontrar
quistes. La sensibilidad se aumenta cuando se analizan varias muestras de

diferentes dias: teniendo muestras hasta de tres dias una sensibilidad de 97.6%?2.

En caso de sospecha de amibiasis extraintestinal, por ejemplo, a nivel hepatico, se
lleva a cabo una prueba de seroldgica en la que se detectan anticuerpos mediante
pruebas inmunolégicas como ELISA, inmunofluorescencia indirecta o

hemaglutinacién indirecta?.

2.1.4 GIARDIASIS

Giardia intestinalis (Sinonimia: G. lamblia, G. duodenalis) es un parasito
cosmopolita del Phylum Sarcomastigophora y Subphylum Mastigophora. Este fue
el primer parasito microscopico demostrado en la especie humana, descubierto
por Leewenhoeck, cuando observaba con el microscopio una muestra de materia

fecal®.
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2.1.4.1 MORFOLOGIA DE GIARDIA
Giardia lamblia tiene dos estadios durante su ciclo de vida: el trofozoito y el quiste.

Trofozoito: Es piriforme, mide de 9 a 20 micras de longitud por 5 a 12 de ancho,
tiene una cara dorsal convexa y una ventral plana, esta ultima ocupada en su
mayor parte por dos depresiones adyacentes que constituyen el disco suctor, el
cual funciona de manera semejante al de una ventosa. Posee dos nucleos
dispuestos a los lados de la linea media y cuatro pares de flagelos que salen de

blefaroplastos situados a corta distancia del borde anterior? (Figura 5).

Quiste: Es de forma ovoide, mide entre 8 y 12 micras de longitud, 7 a 10 micras
de ancho y la pared es de 0.3 a 0.5 micras de espesor. Se observan de dos a
cuatros nucleos, vacuolas y cuerpos basales, axonemas, fragmentos del disco
suctor y cuerpo medio; entre la pared y la membrana plasmatica se identifica un

espacio lacunar? (Figura 6).

oy

- L ram

Figura 6. Morfologia de Quiste de
Figura 5. Morfologia de Trofozoito de Giardia lamblia. Tomado de:
Giardia lamblia. Tomado de: https://pixnio.com/es/ciencia/imagenes-
https://fundacionio.com/salud- microscopia/giardiasis-giardia-
io/enfermedades/parasitos/giardia- intestinalis-es/quistes-representar-
intestinalis/
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2.1.4.2 CICLO DE VIDA DE GIARDIA

Los quistes que salen con las heces del hospedero (humanos o animales)
contaminan el agua y los alimentos. EI mecanismo de infeccidn es por fecalismo.
La dosis minima infectiva es de 10 quistes: la activacion se lleva a cabo cuando
los quistes pasan por el estbmago y se exponen a pH &cido; se desenquistan en el
duodeno debido al pH alcalino. El proceso es rapido y los trofozoitos se dividen
asexualmente por fisibn binaria longitudinal después de salir del quiste y en
ocasiones antes de terminar su salida. Las sales biliares y el colesterol favorecen
su crecimiento, lo que promueve la colonizacién de duodeno, yeyuno e incluso

fleon? (Figura 7).

Contamination of water, food, or
handsfomites with infective cysts,

Trophozoites are also
passed in stool but

they di not survive in
the environment.

A\ = infeciive Stage Fiy
A\ = Diagnostic Stage oy

Figura 7. Ciclo de vida de Giardia
lamblia. Tomado de:
https://www.cdc.gov/dpdx/qgiardia
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2.1.4.3 CUADRO CLINICO DE LAS GIARDIASIS

La infeccion es mas frecuente en edades pediatricas que en los adultos. Se puede
presentar en lactantes, pero tiene sus picos maximos de prevalencia en los
preescolares y escolares. Los reportes de trabajos hechos en México refieren que
varia del 0.7% al 66%. La OMS calculé que desde 1988 hay mas de 250 millones

de personas infectadas®?.

El periodo prepatente de la giardiasis es de nueve dias, el de incubacion de 12 a
19 dias y el de infeccién dura algunas semanas a varios meses; esta parasitosis
puede ser asintomatica y sintomatica con fase aguda o cronica. En la giardiasis
aguda puede haber gran diversidad de signos y sintomas. En una muestra de 400
pacientes pediatricos con giardiasis pura, Alvarez-Chacén? encontré dolor
abdominal, diarrea, hiporexia, meteorismo, nauseas, flatulencia, estrefiimiento,
vomito, peso bajo, palidez de tegumentos, borborigmos. Las evacuaciones son
explosivas, profusas, acuosas al principio y después esteatorreicas, fétidas, sin

sangre ni moco?.

La giardiasis crénica puede durar varios meses y es devastadora en la poblacion
infantil, porque el dolor abdominal se exacerba durante la ingestion de los
alimentos y los niflos dejan de comer, ademas de que presentan meteorismo,
distension abdominal, flatulencia fétida, malestar general, astenia, adinamia,
pérdida de peso, talla baja y déficit cognitivo. Las evacuaciones son blandas,
esteatorreicas y fétidas. Puede alternarse con periodos de estrefiimiento o

evacuaciones de consistencia normal?.
2.1.4.4 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

En pacientes con evacuaciones blandas o diarreicas se indica examen directo en
fresco y hay mayor probabilidad de encontrar trofozoitos. Los estudios
coproparasitoscopicos (CPS) cualitativos de concentracion, como flotacion (sulfato
de zinc) o sedimentacion (formol-éter), se llevan a cabo en pacientes con

evacuaciones de consistencia formada o semiformada y es muy posible encontrar

22



quistes. La sensibilidad se aumenta cuando se analizan varias muestras de

diferentes dias: teniendo muestras hasta de tres dias una sensibilidad de 97.6%?2.
2.1.5 CICLOSPOROSIS

La ciclosporosis es una parasitosis intestinal causada por el protozoo Cyclospora
cayetanensis, que produce en el hombre procesos diarreicos. Hasta la fecha se
han descrito mas de 13 especies de este género, aisladas de diferentes seres
vivos. Este organismo fue observado por Scheneider en 1981 quien acufio el
género Cyclospora glomerica. En 1993 Ortega y col., realizaron el ciclo biologico in
vitro de este organismo, quien propuso su clasificacion taxonémica dentro del

género Cyclosporay le dio el nombre de C. cayetanensis®.
2.1.5.1 MORFOLOGIA DE CYCLOSPORA

Cyclospora cayetanensis presentan dos formas. Los ooquistes inmaduros, no
esporulados, presentes en materia fecal de humanos, son estructuras esféricas u
ovoides, con cubierta quitinosa, no refringentes. En su interior se observan
numerosos globulos refringentes dispuestos en forma de racimo, roseta o mérula
de color verdoso. (Figura 8). Los ooquistes maduros esporulados o infectantes,
contienen dos esporocistos y cada uno con 2 esporozoitos. Tanto ooquistes
inmaduros como maduros estan rodeados por una doble pared quitinosa, la
externa es fibrilar y rugosa y tiene 63 nm de espesor y la interna es lisa y mide 50

nm de espesor® (Figura 9).

Figura 9. Ooquiste maduro de
Figura 8. Ooquiste inmaduro de Cyclospora cayetanensis. Tomado de:
Cyclospora cayetanensis. Tomado de: https://docs.bvsalud.org/biblioref/2019/1
https://www.scielo.cl/scielo.php?script= 0/416708/reporte-de-cinco-casos-de-
sci_arttext&pid=S0716-
10182017000100006
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2.1.5.2 CICLO DE VIDA DE CYCLOSPORA

Cyclospora es un parasito intracelular obligado y el ciclo completo requiere de un
s6lo hospedero. Los ooquistes no esporulados que se eliminan en las heces no
son infectantes, es necesario que transcurran 15 dias para que maduren a
ooquistes esporulados. La infeccion se adquiere cuando se consumen alimentos
sin coccidn o agua de beber contaminados con ooquistes esporulados. El proceso
de desenquistamiento comienza en el estbmago y se completa en el intestino
delgado; de cada ooquiste se liberan cuatro esporozoitos que invaden a las
células epiteliales del intestino delgado. Dentro de éstas se llevan a cabo dos
generaciones de esquizontes, en la primera se forman de seis a ocho merozoitos
y en la segunda son cuatro merozoitos que infectan a otros enterocitos y daran
lugar al ciclo de esporulacion en donde se desarrollan los microgametocitos
(masculino) y macrogametocitos (femenino). El primero sufre un proceso de
exflagelacién y surgen multiples microgametos (semejantes a espermatozoides)
que fecundan a los macrogametos, se forman los cigotos que se rodean de una
pared quistica y daran lugar a los ooquistes no esporulados (estadio diagndstico,
de resistencia y de dispersion). Cuando los enterocitos se rompen, se liberan los

ooquistes que se eliminaran con las heces? (Figura 10).
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cayetanensis. Tomado de:
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2.1.5.3 CUADRO CLINICO DE CICLOSPOROSIS

Se presenta en pacientes inmunocompetentes como en pacientes
inmunocomprometidos. En el paciente inmunocompetente, la sintomatologia se
inicia con febricula y malestar general, uno a dos dias después se presenta
diarrea abrupta, acuosa, de color amarillo verdoso y presencia de moco y grasa en
namero de 5 a 9 evacuaciones al dia, con presencia de dolor abdominal tipo
célico, meteorismo, anorexia, vomito, mialgias, astenia, adinamia, cefalea y

pérdida de peso, con remisiones y exacerbaciones®.
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En pacientes inmunocomprometidos, la sintomatologia es similar a la encontrada
en pacientes inmunocompetentes, sin embargo, el cuadro clinico no se autolimita,

es mas grave y tiende a la cronicidad, sobre todo en pacientes con VIH>.
2.1.5.4 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE CYCLOSPORA

El estadio diagndstico es el ooquiste no esporulado que se elimina en la materia

fecal. Para identificarlo se puede recurrir a las siguientes técnicas:

1) Coproparasitoscépico: en los coproparasitoscopicos directo en fresco o
de concentracion, los ooquistes se ven esféricos, no asimilan el colorante
Lugol, con un material de apariencia granular que es refractil, semejante a
una morula y poseen doble pared.

2) Esporulacion: las muestras de materia fecal se homogenizan con
dicromato de potasio (2.5 a 5%), se incuban a temperatura ambiente y los
ooquistes con dos esporoquistes se pueden encontrar desde los 5 a los 15
dias.

3) Tincion: si el diagnéstico mediante el coproparasitoscopico de
concentracion se dificulta, una opcién es recurrir a la técnica de Ziehl-
Neelsen modificada. Con esta técnica los ooquistes de Cyclospora
adquieren diferentes tonalidades, que van desde la ausencia de coloracion,
pasando por un rosa tenue, hasta alcanzar un color rojo intenso. Otra
estrategia es la sustitucion de carbolfucsina por safranina, en este caso

todos los ooquistes toman un color anaranjado?.
2.1.6 CRIPTOSPORIDIOSIS

La primera descripcion de Cryptosporidium corresponde a C. muris, la realizd
Tyzzer en 1907, el cual encontrd el pardsito en las criptas gastricas de un raton.
En la actualidad se conocen varias especies de Cryptosporidium que pueden
parasitar al hombre siendo las mas comunes Cryptosporidium parvum vy

Cryptosporidium hominis®.

La enfermedad es mas frecuente en pacientes inmunocomprometidos o con

enfermedades como SIDA. En la actualidad se le considera como un parasito
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oportunista o0 enteropatdgeno de distribucion mundial. Se presenta el
padecimiento, sobre todo en la poblacion infantil, como una de las causas de
diarrea autolimitada, por lo que hay que descartar a este agente etiolégico como

causa de diarrea®.
2.1.6.1 MORFOLOGIA DE CRYPTOSPORIDIUM

Se presenta en el estadio de ooquiste, en materias fecales, de forma esférica u
ovoide de 4 a 6 micras de didmetro. Cuando se observa a esta estructura con
microscopia de contraste de fases, se le ve una doble pared y en su interior 4

esporozoitos en forma de pequefios gusanos. Con menos frecuencia se observan

ooquistes en procesos de desenquistamiento® (Figura 11).
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Figura 11. Ooquiste de Cryptosporidium
spp. Tomado de:
https://1library.co/document/zgww402y-
infeccion-por-cryptosporidium-spp-en-
pediatria.html

2.1.6.2 CICLO DE VIDA DE CRYPTOSPORIDIUM

El ciclo de vida de Cryptosporidium es similar al de muchas coccidias. La forma
infectante para el hombre es el ooquiste que utiliza varias vias de infeccion, siendo
la primera por contacto directo con animales, la segunda de persona a persona y
la tercera por fomites, principalmente agua y alimentos contaminados con materia

fecal.
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Después de la ingestion del ooquiste maduro, se liberan los esporozoitos, los
cuales infectan a las células epiteliales del intestino delgado y una vez ahi se
transforman en trofozoitos, sufren tres divisiones nucleares dando origen a 8
merozoitos dentro de un esquizonte de primera generacién o meronte I, se liberan
los merozoitos los cuales infectan otras células para formar el meronte Il que
contiene 4 merozoitos, que al liberarse infecta otras células; en este momento
sufren diferenciacién sexual formando micro y macrogametocitos. La union de
estos da origen al huevo o cigoto que posteriormente se transforma en ooquiste

para completar de esta manera el ciclo biolégico® (Figura 12).
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2.1.6.3 CUADRO CLINICO DE CRIPTOSPORIDIOSIS

Los sintomas y signos que aparecen en un hospedero con criptosporidiosis son
los de un cuadro de gastroenteritis, los cuales se incrementaran en cierto tipo de
individuos con deficiencias inmunolégicas y nutricionales. Se presentan
evacuaciones diarreicas acuosas abundantes, que varian de 5 a 35 diarias con
gran pérdida de agua, sin pérdida de sangre. En individuos inmunocomprometidos
suele presentarse un sindrome de tipo coleriforme con diarrea que puede durar
meses y gran pérdida de liquidos, ademas de nauseas, vomito, dolor abdominal,
deshidratacion, desequilibrio hidroelectrolitico, fiebre y adenopatias. En individuos
sin compromiso inmunoldgico, se suele presentar un cuadro enteral con evolucién
de una a tres semanas, con presencia de dolor abdominal, vémito y fiebre, cuadro

gue cede de manera espontanea o al tratamiento®.
2.1.6.4 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE CRYPTOSPORIDIUM

El establecimiento etiolégico se establece con el hallazgo de los ooquistes
principalmente mediante estudios coproparasitoscopicos con técnicas de
concentracion tales como la de Sheather que es especifica para buscar dichas
formas del parésito. Como los ooquistes no se tifien con el lugol, se debe utilizar la
tincién de Ziehl-Neelsen modificada, una vez tefiidos los ooquistes se podran ver
al microscopio de luz con cierta facilidad. En ocasiones se utilizan otras técnicas

de tincion como el Giemsa, tricrémico de Gomori, Kinyoun y PAS, entre otras®.
2.1.7 ASCARIASIS

La ascariasis es una parasitosis que se adquiere mediante la ingestion de la forma
infectante (huevo larvado), que ha madurado en el suelo, de ahi que se catalogue
a esta parasitosis como una geohelmintiasis, segun la OMS helmintiasis
transmitidas por el suelo. El agente etioldgico (Ascaris lumbricoides) es un
nematodo comun del hombre al que le causa principalmente problemas
intestinales y pulmonares; es el nematodo mas grande que parasita el tubo

digestivo del hombre y seguramente fue conocido por €l desde hace muchos
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siglos, ya que su tamafio no pudo pasar inadvertido al ser eliminado junto con la

materia fecal®.
2.1.7.1 MORFOLOGIA DE ASCARIS

Es un gusano polimiario, alargado y cilindroide con un extremo posterior
puntiagudo y anterior romo. Su cuerpo estad cubierto por una capa cuticular
quitinoide, estriada circularmente y dotada de cierta elasticidad. Los cordones
laterales son muy aparentes y tienen el aspecto de estrias de color blanquecino
gue recorren longitudinalmente el cuerpo de este nematodo. En su extremo
anterior la capsula bucal esta provista de tres labios salientes, con bordes
dentados y bien diferenciados. Los labios limitan la cavidad bucal pequefia y
triangular, se continda con el es6fago e intestino que es tubular, termina en la

cloaca en el macho y en el ano en la hembra® (Figura 13).

Se pueden observar dos tipos de huevos, los fecundados y los no fecundados. Los
primeros son ovalados, de céapsula gruesa y transparente formada de tres capas.
El interior presenta una masa amorfa de citoplasma, lo huevos miden de 40 a 80
micras de largo por 25 a 50 de micras de ancho. Los no fecundados son
depositados por las hembras que no se aparearon con los machos, son mas
largos y estrechos, la cubierta es muy delgada y generalmente carecen de
mamelones. Para que los huevos fecundados sean infectantes para el humano,
una vez expulsados junto con la materia fecal, deberdn permanecer de 3 a 4
semanas en suelos célidos y humedos, ya que la desecacion les es perjudicial y
pierden su viabilidad, en este tiempo se desarrolla una larva rhabditoide de primer
estadio que se transforma en larva de segundo estadio, la cual ya es infectante;
bajo condiciones adecuadas de temperatura y humedad se acelera el desarrollo

embrionario® (Figura 14).
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Figura 14. Huevos de Ascaris
Figura 13. Larva de Ascaris lumbricoides. Tomada de:
lumbricoides. Tomada de: https://www.mcdinternational.org/trainin
http://www.revistareduca.es/index.php/b gs/malaria/spanish/dpdx/HTML/Frames/
iologia/article/viewFile/804/820 A-F/Ascariasis/body Ascariasis_micl

2.1.7.2 CICLO DE VIDA DE ASCARIS

El mismo humano actia como hospedero de A. lumbricoides para que de ahi
surjan los huevos y para que regresen; es decir, se trata de un parasito monoxeno,
pues requiere de un mismo hospedero para completar el ciclo biologico. El sitio de
establecimiento preferencial es el intestino delgado. Macho y hembra copulan y
después de varios dias la hembra ovipone: los huevos caen y son arrojados hacia
el exterior junto con la materia fecal durante la defecacién de la persona. Los
huevos no son infectivos en esos momentos; requieren de 15 a 21 dias para que
se larven en su interior, para ello se necesita de suelo arcilloso-arenoso, humedad
y temperatura ambiental. En la tierra el huevo sufre de una transformacion y se
forma una larva. Ahi es donde adquiere la fase infectante para el humano.
Después que el humano ingiere los huevos infectivos junto con los alimentos o
mediante otros mecanismos, los huevos pasan por estdbmago, cuando llegan al
duodeno la larva eclosiona, penetra la pared intestinal y en 24 horas llega por via
porta al higado, donde permanece de tres a cinco dias. Continla migrando por las
venas suprahepaticas, atraviesa la membrana alveolocapilar y cae en los alveolos.
Se desarrolla hasta alcanzar la madurez sexual en 50 dias después de la

infeccion; luego se efectla la fecundaciéon entre macho y hembra que estan
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alojados en el intestino delgado, 10 dias mas tarde se pueden encontrar huevos

en las heces y de nuevo comienza el ciclo de vida? (Figura 15)

A\ = Estadio infectante
2\ = Estadio diagnéstico

no pueds continuar
su desarrollo biologico

Rt Menvew.dpd cdc.govidpdx

Figura 15. Ciclo de vida Ascaris
lumbricoides. Tomada de:
https://www.cdc.gov/dpdx/ascariasis/ind
ex.html

2.1.7.3 CUADRO CLINICO DE ASCARIASIS

Ascaris lumbricoides produce alteraciones anatomopatoldgicas, tanto en su fase
de migracion (larva) como en la fase de estado (adulto), presentdndose también
alteraciones como resultado de migraciones erraticas, tanto de larvas como de
adultos. En la fase o periodo larvario, las formas larvarias atraviesan la membrana
alveolocapilar y llegan al parénquima pulmonar, producen lesiones mecanicas. El
consumo, por parte de los gusanos, de carbohidratos y alimentos que el paciente
ingiere y la presencia de la sustancia inhibidora de la tripsina que produce A.

lumbricoides, interfieren con la digestién y aprovechamiento de proteinas ingeridas
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en la dieta por parte del hospedero, y de esta forma contribuyen a la aparicién de
desnutricion e impiden el desarrollo normal especialmente de los nifios. En las
migraciones erraticas pueden ser regurgitados y salir por la boca, escapar por las
narinas, penetra ampula de Vater, vesicula e higado, rifidn, apéndice, conducto

lagrimal, conducto auditivo externo, cicatriz umbilical, etc®.
2.1.7.4 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE ASCARIS

El diagndstico se hace cuando se observan los parasitos o sus productos, por
ejemplo, la expulsibn de gusanos por ano, boca o nariz es concluyente. Los
huevos caracteristicos en forma de corcholata se detectan mediante CPS directo o
por concentracién, los métodos cuantitativos son los de eleccion, porque
correlacionan la cantidad de parasitos con la sintomatologia y orientan a la
terapéutica. Los estudios seroldgicos seran de mucho valor sobre todo en la etapa
de migracion larvaria para hacer diagnéstico diferencial con problemas
pulmonares, siendo de gran ayuda los antigenos de excrecion y secreciones o los

larvales®.

2.1.8 ESTRONGILOIDOSIS

La estrongiloidosis es la parasitosis causada por especies del género
Strongyloides que pertenecen a la superfamilia Rhabdiasoidea, familia
Strongylidae, caracterizada por ser pequefia y encontrarse en el agua y en el
suelo como organismos de vida libre o, como en el caso del género mencionado,
con especies de interés en medicina y veterinaria. La estrongiloidosis en el
humano se caracteriza por producir un cuadro de gastroenteritis de prondstico
variable, ya que puede ser una infestacion leve, por lo general asintomética, o
parasitosis con cuadros de enteritis 0 enterocolitis crénicas que, junto con

fenémenos de inmunodepresion, pueden ser mortales?.
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2.1.8.1 MORFOLOGIA DE STRONGYLOIDES

Las hembras son gusanos filiformes de 2.2 mm de longitud por 20 a 74 micras de
diametro al estado parasitario, en cambio las de vida libre son mas cortas, ya que
solo miden 1 mm por 50 a 75 micras. El es6fago estd muy desarrollado y ocupa
una tercera parte del cuerpo del parasito. El ano situado sobre la linea medio
ventral se abre a corta distancia del extremo posterior que es puntiagudo. El Gtero
en la hembra parasita ocupa una tercera parte de su cuerpo, en cambio la hembra
de vida libre ocupa dos terceras partes. Otra caracteristica diferencial es que, en el
estado parasitario, en el Utero de la hembra sélo se observan de 6 a 8 huevos
(Figura 16), mientras que la hembra de vida libre se puede observar hasta 18
huevos. El macho es fusiforme y ancho, mide 0.7mm. de largo por 40-50 micras
de ancho, no tiene aletas caudales, pero posee dos espiculas y un gubernaculo®.
(Figura 17)

Figura 17. Adulto macho de
Strongyloides stercoralis. Tomada de:
https://reinoanimalia.fandom.com/es/wi
ki/Strongyloides_stercoralis

Figura 16. Huevo de Strongyloides
stercoralis. Tomada de:
https://mejorconsalud.as.com/estrongilo
idiasis-contagia/

2.1.8.2 CICLO DE VIDA DE STRONGYLOIDES

Strongyloides stercoralis es un parasito facultativo, es decir, que puede hacer,
tanto ciclo de vida libre (en el suelo) como ciclo de vida parésita (en el hospedero).
Los huevos que son depositados por la hembra estan parcialmente embrionados y

guedan atrapados en el espesor de la mucosa o submucosa intestinal, al madurar
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eclosionan y dan salida a una larva rabditoide que se dirige hacia la luz del tubo
digestivo, es arrastrada por el bolo alimentario y sale finalmente junto con la
materia fecal. En el suelo se alimenta de particulas organicas, sufre tres mudas,
en cada una de las cuales crece hasta alcanzar finalmente el estadio adulto de
vida libre. Cuando las condiciones del medio ambiente son desfavorables, las
larvas rabditoides, se transforman en filariformes o infectantes para el hombre vy,
penetran la piel expuesta, hasta alcanzar vasos sanguineos, de ahi son
arrastrados a torrente circulatorio y pasan por diferentes sitios anatomicos hasta
donde son deglutidos y pasan al tubo digestivo. La fecundacion de la hembra
adolescente generalmente ocurre durante su migracion por traquea o tubo
digestivo, ya que la hembra penetra y se aloja en la mucosa del duodeno o
yeyuno; en cambio el macho no tiene esta capacidad y es eliminado junto con la

materia fecal® (Figura 18).

Strongyloides stercoralis

Free-Living Cycle Parasitic Cycle

o The filariform larvae migrate by various
pathwsays to the small intestine where they
become adults.

Infective filariform larvae
penetrate the intact skin of
the definitive host.

e Rhabditiform
lzrvae develop '
inta filanform (L3) \
larvae, 0 Parasitic adult
| femalz in small
Voo tes
ST, 74 v / | Intestine
(O 4 /
/ Al &

Rhakditiform * $i1f91icn
larvae hatch from s
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filariform, trate
ntestinal mutusa i
Ueqs may 2l sere as perianl skin) and
ﬁ_’-}» defmilive husl, s miqrate to other
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\ ) 13 - by
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Figura 18. Ciclo de vida Strongyloides
stercoralis. Tomada de:
https://www.cdc.gov/dpdx/strongyloidias
is/modules/Strongyloides LifeCycle 1g.j
pg
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2.1.8.3 CUADRO CLINICO DE LA ESTRONGILOIDOSIS

Las alteraciones anatomopatoldgicas son producidas, tanto en las formas larvarias
como por los adultos en su habitat final. Producen alteraciones cutaneas, en
donde la penetracion de forma infectante junto con bacterias, virus y hongos, va
seguida de una reaccion inflamatoria localizada frecuentemente en pliegues
interdigitales o dorso de los pies. Asi como, alteraciones pulmonares, donde el
paso de las larvas desde capilares pulmonares hacia los alveolos origina ruptura
de la membrana produciendo exudados de tipo bronconeumdnico acompafiados
de fiebre y eosinofilia de corta evolucion, cuadro que se conoce como sindrome de

Loeffler o neumonia eosinofilica.

Las alteraciones intestinales, cuyas lesiones son originadas por la presencia de los
adultos en el espesor de la mucosa intestinal, que produce una reaccién

inflamatoria crénica por irritacion de tipo mecanico?.
2.1.8.4 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE STRONGYLOIDES

La eliminacion de larvas rhabditoides a través de materia fecal se detecta
mediante métodos especiales como el de Baermann; se recomienda fijar algunas
de estas larvas para su identificacion adecuada, ya que son semejantes a las de
uncinaria, pero la bifurcacién caudal del estadio filariforme nos da el diagnostico
etiolégico. El cultivo de materia fecal por el método de Harada-Mori también es de
utilidad, requiriendose asimismo la identificacion por fijacion y observacion

caudal?.
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2.2 NORMATIVIDAD DE ALIMENTOS Y AGUA EN MEXICO

Muchos de los parasitos anteriormente descritos son adquiridos por el humano a
través de la ingesta de agua o alimentos contaminados, por lo cual las autoridades
gubernamentales han gestionado medidas sanitarias en la produccion y venta de
alimentos que promueven la proteccion a la poblacién, normas legales que

disminuyen el riesgo a adquirir una infeccion parasitaria.

Para la regulacion oficial de una adecuada calidad de los alimentos, existen varias
Normas Oficiales Mexicanas (NOM) que son de observancia obligatoria en el
Territorio Nacional para las personas fisicas o morales que requieran efectuar este
método en productos nacionales o de importacion, las cuales se describen a

continuacion:

1.- NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-113-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS.
METODO PARA LA CUENTA DE MICROORGANISMOS COLIFORMES
TOTALES EN PLACA.

Establece el método microbiolégico para determinar el ndamero de
microorganismos coliformes totales presentes en productos alimenticios por medio
de la técnica de cuenta en placa. El grupo de los microorganismos coliformes es el
mas ampliamente utilizado en la microbiologia de los alimentos como indicador de
practicas higiénicas inadecuadas. El uso de los coliformes como indicador
sanitario puede aplicarse para: La deteccion de practicas sanitarias deficientes en
el manejo y en la fabricacion de los alimentos. La calidad sanitaria del agua y hielo
utiizados en las diferentes areas del procesamiento de alimentos. La
demostracién y la cuenta de microorganismos coliformes, puede realizarse
mediante el empleo de medios de cultivos liquidos o sdlidos con caracteristicas

selectivas o diferenciales.

El método permite determinar el nimero de microorganismos coliformes presentes
en una muestra, utilizando un medio selectivo (agar rojo violeta bilis) en el que se

desarrollan bacterias a 35°C en aproximadamente 24 h, dando como resultado la
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produccion de gas y acidos organicos, los cuales viran el indicador de pH y

precipitan las sales biliares?!?.

2.- NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-111-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS.
METODO PARA LA CUENTA DE MOHOS Y LEVADURAS EN ALIMENTOS.

Esta Norma Oficial Mexicana establece el método general para determinar el
namero de mohos y levaduras viables presentes en productos destinados al

consumo humano por medio de la cuenta en placa a 25 + 1°C?3,

Por otra parte, el abastecimiento de agua para uso y consumo humano con
calidad adecuada es fundamental para prevenir y evitar la transmision de
enfermedades gastrointestinales y otras, para lo cual se requiere establecer limites
permisibles en cuanto a sus caracteristicas microbiologicas, fisicas,
organolépticas, quimicas y radiactivas; con el fin de asegurar y preservar la
calidad del agua en los sistemas, hasta la entrega al consumidor, se debe someter
a tratamientos de potabilizacion a efecto de hacerla apta para uso y consumo

humano, lo cual se rige con las siguientes Normas*4.

3.- NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-127-SSA1-1994, "SALUD AMBIENTAL,
AGUA PARA USO Y CONSUMO HUMANO - LIMITES PERMISIBLES DE
CALIDAD Y TRATAMIENTOS A QUE DEBE SOMETERSE EL AGUA PARA SU
POTABILIZACION"

Establece los limites permisibles de calidad y los tratamientos de potabilizacion del
agua para uso y consumo humano, que deben cumplir los sistemas de
abastecimiento publicos y privados o cualquier persona fisica o moral que la
distribuya, en todo el territorio nacional. El agua abastecida por el sistema de
distribuciéon no debe contener E. coli en ninguna muestra de 100 ml. Los
organismos coliformes totales no deben ser detectables en ninguna muestra de
100 ml; en sistemas de abastecimiento de localidades con una poblacién mayor de
50 000 habitantes, estos organismos, debera estar ausentes en el 95% de las

muestras tomadas durante cualquier periodo de doce meses®®.
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El contenido de organismos resultante del examen de una muestra simple de

agua, debe ajustarse a lo establecido en la Norma?l®.

4.- NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-110-SSA-1994, BIENES Y SERVICIOS.
PREPARACION Y DILUCION DE MUESTRAS DE ALIMENTOS PARA SU
ANALISIS MICROBIOLOGICO.

Esta Norma esta orientada a proporcionar las guias generales para la preparacion
de diluciones para el examen microbiolégico de alimentos. En vista de la gran
cantidad de productos en este campo de aplicacion, estas guias pueden ser
inapropiadas para todos ellos en forma detallada y para otros requerirse otros
métodos diferentes. Sin embargo, en todos los casos donde sea posible se
recomienda apegarse a estas guias y modificarse Unicamente cuando sea
necesario. La dilucion primaria tiene por objeto obtener una distribucion lo mas
uniforme posible de los microorganismos contenidos en la muestra destinada para

el analisis.

La preparacion de diluciones decimales adicionales, si son necesarias, tiene como
objetivo reducir el nimero de microorganismos por unidad de volumen, para
permitir, después de la incubacion, la observacion de la prueba en el caso de

tubos o0 matraces y la cuenta de colonias en el caso de placas?®.

5.- NORMA OFICIAL MEXICANA (CON CARACTER DE EMERGENCIA) NOM-
EM-034-FITO-2000, REQUISITOS Y ESPECIFICACIONES PARA LA
APLICACION Y CERTIFICACION DE BUENAS PRACTICAS AGRICOLAS EN
LOS PROCESOS DE PRODUCCION DE FRUTAS Y HORTALIZAS FRESCAS.

Norma Oficial Mexicana (NOM) que tiene por objeto establecer los requisitos y
especificaciones para la aplicacion y certificacion de Buenas Practicas Agricolas
en los procesos de produccidén de frutas y hortalizas frescas. Estos requisitos y
especificaciones son de observancia obligatoria en todo el territorio nacional para
las unidades de produccion que pretendan obtener esta certificacion y usar la
contrasefia oficial para identificar sus productos?”’.
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6.- NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-251-SSA1-2009, PRACTICAS DE
HIGIENE PARA EL PROCESO DE ALIMENTOS, BEBIDAS O SUPLEMENTOS
ALIMENTICIOS.

Esta Norma Oficial Mexicana establece los requisitos minimos de buenas
practicas de higiene que deben observarse en el proceso de alimentos, bebidas o
suplementos alimenticios y sus materias primas a fin de evitar su contaminacion a

lo largo de su proceso?®.

Por otra parte, en México existe un plan preventivo para reducir los riesgos de
contaminacion por microorganismos patégenos (Cyclospora cayetanensis., Listeria
spp., E. coli y Salmonella spp.), durante la produccién, empaque y distribucion de
cilantro, para su comercializacion dentro y fuera del pais. Teniendo este plan como
objetivo general desarrollar un programa que establezca los requisitos que deben
cumplir los productores, empacadores y exportadores de cilantro en México para
comercializar su producto dentro y fuera del pais, aplicando Sistemas de
Reduccién de Riesgos de Contaminacion (SRRC), a fin de prevenir, reducir o
eliminar la contaminacion por microorganismos patdgenos; asi como establecer
las actividades y condiciones que deberan cumplir aquellos acopiadores,
empacadores, distribuidores y comercializadores que pretendan exportar cilantro a
los EUA o que tengan antecedentes de deteccién de microorganismos patdgenos

por la autoridad nacional o del mercado de destino®®.
2.3 GENERALIDADES DE LA FRESA

El nombre cientifico de este fruto es Fragaria vesca. La planta es de tipo
herbaceo, en tanto el sistema radicular es fasciculado y se compone de raices y
raicillas. Es pequefia, de no mas de 50cm de altura, con numerosas hojas
originadas en una corona o rizoma muy corto que se encuentra a nivel del suelo y
constituye la base de crecimiento de la planta. Las flores son blancas, organizadas
en cimas Yy tienen céliz de 5 piezas hendidas, 5 pétalos redondeados y numerosos
estambres y pistilos. El fruto es resultado de la agregacién de muchos carpelos
secos diminutos sobre un receptaculo pulposo hipertrofiado; mide cerca de 1 cm

de largo, es rojo, tiene sabor dulce y presenta aroma caracteristico®.
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2.4 USO DE DESINFECTANTES EN FRUTAS Y HORTALIZAS

Ante la problemética de la falta de observancia de las normas anteriormente
mencionadas en algunos segmentos de la poblacién, es indispensable el uso de
desinfectantes, que son agentes antimicrobianos empleados solamente sobre
objetos inanimados o0 medios inertes. Algunos son téxicos celulares
protoplasmaticos con capacidad para destruir tejidos vivos. Para la FDA (Food and
Drugs Administration) los desinfectantes son “sustancias quimicas capaces de
destruir en 10 0 15 minutos los gérmenes depositados sobre material inerte; deben
alterar lo menos posible el sustrato sobre el que actlan. Es deseable que
destruyan todas las formas vegetativas de las bacterias, ademas de los hongos y

los virus™21,

No existe ningun agente quimico antimicrobiano que sea el “mejor” para todos y
cada uno de los casos, dada la diversidad de circunstancias en que puedan
utilizarse estos agentes y la composicion de las células microbianas sobre las que

actuan.

Los desinfectantes quimicos comerciales disminuyen considerablemente la carga
bacteriana, sin embargo, de estos so6lo algunos destruyen quistes y ninguno logra
aniquilar los huevos de paréasitos. Pueden encontrarse quistes (amibas y Giardia),
o0 bien, huevos (gusanos o lombrices intestinales como Taenia solium, Ascaris o

Trichinella) cuya eliminacion resulta dificil debido a su resistencia??.
Entre las formulaciones comerciales para desinfectar se encuentran:
1. Las que contienen plata coloidal.

2. Halbégenos: cloro, diéxido de cloro, yodo, bromo.

3. Fosfato Trisodico (FTS), Compuestos de amonio cuaternario (Quats), Acidos

Organicos.
4. Oxigeno “activo”: perdxido de hidrégeno, acido peracético, ozono

5. Detergentes?! 22,
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Las frutas y hortalizas frescas tienen riesgo de contaminarse con peligros
biolégicos (bacterias, virus y parasitos) en las diferentes fases de produccion
(cosecha y postcosecha) y en las fases posteriores (transporte, empaque, venta al
por menor, preparaciébn en establecimientos de expendio de comida o en

hogares)?2.

En las operaciones de lavado e hidro enfriado de productos vegetales se utilizan
concentraciones entre 100-200 ppm, aungue concentraciones menores reducen la
mayor parte de bacterias y hongos. Conviene comenzar las operaciones diarias
con concentraciones bajas (100-150 ppm) para aumentar la cantidad de cloro en
solucion, a medida que el agua se va ensuciando con restos vegetales y por el
incremento de la cantidad de esporas suspendidas en el agua. Por las razones
antes expuestas, los parametros recomendados al aplicarse hipoclorito (de sodio o
calcio) en las empacadoras deben tener presente la reutilizacion del agua, la
constante aportaciéon de materia organica a medida que se introduce mas materia
prima, el volumen de frutas y hortalizas que se manipula y la aportacion de fluidos
vegetales, dado que habitualmente se trocean frutas y hortalizas antes de su
higienizacién. Es preciso una exposicion de entre 3 y 5 minutos para conseguir
una desinfeccion adecuada, pero ademas del pH y de la cantidad de impurezas,
también es importante la temperatura de la solucién, puesto que el frio disminuye
su eficacia. Es recomendable realizar lavados secuenciales; por ejemplo, con un
lavado inicial para eliminar la tierra, suciedades y restos vegetales, seguido de una
desinfeccién para acabar después con un aclarado. La agitacion o cepillado

contribuye a un mejor trabajo?*.

En la Unién Europea, el cloro activo liberado de hipoclorito de sodio y de calcio,
como sustancia activa para lavar frutas y hortalizas, esta autorizado por el
Reglamento (UE) 2017/1274. En Canada, el Reglamento SOR / 2018-108 para
alimentos seguros de la Agencia de inspeccion de alimentos permite una
concentracion entre 100-150 ppm de cloro total o entre 2y 7 ppm de cloro residual
libre con un pH entre 6 y 7 con un tiempo de contacto de 5 minutos. Las

concentraciones de hipoclorito de sodio entre 50 a 200 ppm., con un tiempo de

42



contacto de 1 a 2 minutos, consiguen una reduccion de la carga microbiana de
entre 1y 2 LogUFC/cm?. Para E. coli concentraciones de cloro de 100 ppm y 50
ppm con inmersion entre 2-5 minutos y temperatura de 5°C lograron reducciones
de 2.2-2.4y 1.9-2.6 Log UFC, respectivamente?*,

En los paises centroamericanos los desinfectantes estan permitidos con la
condicion de que el desinfectante cuente con el registro. El hipoclorito cuenta con
registro en todos los paises miembros del OIRSA (México, Belice, Guatemala,
Honduras, EI Salvador, Nicaragua, Costa Rica, Panama y Republica

Dominicana)?*.

El Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social de Guatemala, a través de la
Guia Técnica para el Tratamiento y Desinfeccion de Agua para consumo Humano,
la cual fue elaborada con el auspicio de la Oficina Panamericana de la
Salud/Organizacion Mundial de la Salud (OPS/OMS), recomienda el uso de 1 ppm
de cloro para la manipulacién de agua a nivel domiciliar en condiciones normales y
2 ppm de cloro en situacién de emergencia. Para la desinfeccion de frutas y
verduras, la Guia mencionada recomienda entre 10 ppm de cloro, es decir 10
veces la dosis de cloro para tratamiento de agua en condiciones normales. En el
Manual, para la preparacion y venta de frutas y hortalizas frescas se recomienda,

en establecimientos de alimentos, el uso de cloro a una concentracion de:
* 50 ppm de cloro para desinfectar frutas.
* 100 ppm de cloro para hortalizas y otros vegetales.

Para la desinfeccion de vegetales de consumo fresco, en establecimientos de
preparacion de alimentos para venta al por menor y en hogares, se recomienda
llevar a cabo el siguiente procedimiento: 1. Preparar la solucion para la

desinfeccién a una concentracién de 50-100 ppm de cloro.

2. Lavar los vegetales bajo el chorro de agua hasta eliminar todos los restos del

suelo.

3. Introducir los vegetales para desinfectar inmediatamente después de preparar

la solucion.
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4. Dejarlo en reposo durante 3-5 minutos.

5. Aclarar los vegetales bajo un chorro de agua potable corriente.
6. Escurrir los vegetales.

7. Trocear los vegetales, si procede?*.

En los Ultimos afios se ha estado probando el uso de nanoparticulas de plata
como agente terapéutico en Ciclosporosis experimental, en donde se sintetizaron
guimicamente estas nanoparticulas para evaluar por primera vez sus efectos
anticiclospora en ratones experimentales inmunocompetentes e inmunodeprimidos
en comparacion con el tratamiento estdndar. El efecto de las nanoparticulas de
plata se evalu6 mediante el estudio de la carga de ooquistes en las heces, la
viabilidad de los ooquistes, los cambios ultraestructurales en los ooquistes y la
estimacion del interferon gamma sérico. Los animales que recibieron estas
nanoparticulas mostraron una disminucion estadisticamente significativa en la
carga de ooquistes y el numero de ooquistes viables en las heces, asi como un
aumento estadisticamente significativo en el interferon gamma en suero en
comparacion con el grupo correspondiente que recibio el tratamiento estandar y el
grupo de control infectado no tratado. EI examen con microscopio electronico de
barrido reveld ooquistes mutilados con irregularidades, poros y perforaciones. Los
resultados bioquimicos no mostraron evidencia de toxicidad de las nanoparticulas
de plata, ya que los sueros de los ratones mostraron una disminucién
estadisticamente no significativa de las enzimas hepaticas en los subgrupos
inmunocompetentes y una disminucién estadisticamente significativa en los

subgrupos inmunodeprimidos?®.

Se estan considerando otros meétodos alternativos para la desinfeccion para
algunos agentes patdégenos incluyendo en estos a Giardia, y los acidos organicos
han llamado la atencion debido a los subproductos de la desinfeccion. Los
peracidos como el acido peracético (PAA) y el acido perférmico (PFA) son
peréxidos organicos. Los mecanismos de desinfeccion sugeridos de PAA se

basan en la liberacion de especies de oxigeno altamente reactivas (ROS) como

44



radicales hidroxilos, alcoxilo e hidroperoxilo y superéxido. Un estudio evalué la
eficiencia de desinfeccibn de PFA contra varios contaminantes microbianos,
incluida Giardia, en aguas residuales tratadas. Si bien la mayoria de los
microorganismos ya se inactivaron eficientemente con 2 mg de PFA/L en 5

minutos, para el quiste de Giardia esto el valor fue de 10 mg PFA/L?®.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como ya se sabe, las infecciones parasitarias son un problema de salud en todo el
mundo, con un gran impacto en nuestro pais, ya que se tienen datos de frecuencia
de las enfermedades parasitarias obtenidos por encuestas epidemiologicas en
donde los grupos de edad mas afectados son los extremos de la vida y personas
gue cursan algun padecimiento, siendo la transmision frecuentemente por
fecalismo y el consumo de frutas crudas; esto llevado de la mano por el riego de

los cultivos con aguas contaminadas?.

Por lo anterior, en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del Hospital
Infantil de Morelia, se llevé a cabo una investigacion con la finalidad de analizar un
producto de consumo frecuente en nuestro medio como es la fresa, debido que en
temporada, aumenta su consumo por la disminucion del precio de la fruta, y
porque se produce en grandes extensiones agricolas que en ocasiones son
regadas con aguas negras, las cuales entran en contacto directo con la planta y
muy cerca del fruto, dado que crecen al ras del suelo, lo que promueve la facilidad
de contaminacion parasitaria; identificando el tipo de parasitos que tienen las
fresas expendidas en diferentes establecimientos, definiendo las caracteristicas de
las contaminadas con parasitos, determinando ademas el grado de confiabilidad
de los estudios coproparasitoscopicos, el lavado Tween al 20% y la solucién salina

Isoténica para identificar parasitos.
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4. JUSTIFICACION

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos también conocidas como ETA, son
un grave problema de salud a nivel mundial, y ocurre por la contaminacion de los
alimentos ya sea por bacterias, virus, hongos o parésitos. Estas enfermedades
pueden clasificarse como: infecciones, intoxicaciones o infecciones mediadas por
toxinas. La contaminacion ocurre en cualquier etapa de la cadena de produccién
(riego con aguas tratadas o semi tratadas, fauna nociva), suministro y consumo de

estos?’28,

Un brote se define como dos 0 mas casos asociados epidemiolégicamente entre
si. La existencia de un caso Unico bajo vigilancia en una zona donde no existia el
padecimiento también se le considera brote. Un brote sucede por el aumento
inusual del numero de casos de una enfermedad mas all4 de lo normal. Puede
tener una diseminacion localizada en un espacio especifico (por ejemplo, una
comunidad, un pueblo, un barco o una institucion cerrada) o extenderse a varios

paises. Puede durar varios dias, varias semanas o incluso varios afios?°.

Asociados a aguas de bebida se han descrito brotes de parasitosis en EEUU,
Canada, Japon y Brasil; en la India, Sudafrica y México también se han
demostrado brotes asociados significativamente a lluvias estacionales. En Europa
se han documentado en los ultimos afios mas de 20 brotes, la mayoria en
Inglaterra y Gales y asociados a lluvias torrenciales. Se han demostrado elevados
niveles de contaminacion por Cryptosporidium y Giardia en estudios realizados
sobre aguas de bebida en Holanda, Canada y Australia, en diversos lugares de
Asia como Taiwan (el 40% de las muestras de agua potable) y Japon (del 37 al

100% de las muestras, dependiendo del area).

Estudios realizados en nuestro continente también han demostrado la presencia
de parasitos en fuentes de agua, por ejemplo en Venezuela, se realiz6 la
identificaciébn de parasitos intestinales en agua de pozos profundos de cuatro
municipios, se observd la presencia de parasitos intestinales en 37.5 % de las
muestras procesadas (21/56 pozos muestreados), siendo variable para cada
municipio estudiado, Girardot (18.2 %), José Angel Lama (20.0 %,) Libertador
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(57.1 %), Francisco Linares Alcantara (70.0 %). Con respecto a la distribucion de
los grupos de parésitos, se evidencio que los protozoarios fueron los mas
frecuentes en los cuatro municipios (90 %); solo se observé la presencia de

huevos de helmintos en el municipio Francisco Linares Alcantara 3.

Por otra parte, en una comunidad rural del municipio de Consolacién del Sur,
Cuba, se estudio la prevalencia y los factores de riesgo de las infecciones
parasitarias, en el analisis univariante realizado se identificé que el suministro de
agua de pozo o rio (OR(Razén de posibilidades)= 4.36, IC 95 %: 1.57, 12.14) era
un factor asociado con infecciones de helmintos intestinales, mientras que tres
factores se asociaron con infecciones por protozoos patdégenos intestinales que
incluyen el trabajo de granja (OR = 6.15 IC 95 %: 3.22, 11.74), el agua de pozo o
rio IC(Intervalo de confianza) (OR = 2.41, 95 %: 1.24, 4.71) y comer frutas y
vegetales sin lavar (OR = 2.75, IC 95 %: 1.33, 5.66)%.

Existen pocos estudios de busqueda de parasitos en frutas, y especificamente en
fresas, por lo que mencionaremos primeramente algunos estudios realizados para

busqueda de parasitos en vegetales y frutas en general.

En un estudio en Nigeria, en donde se evalud la prevalencia y distribucion de
parasitos de importancia para la salud humana en frutas y verduras de ese pais se
determinaron a través de una revision sistematica y un metaanalisis de los datos
publicados. Se utilizd el modelo de efectos aleatorios para determinar la
estimacion de prevalencia agrupada (EPP). La heterogeneidad fue evaluada por la
Q-prueba de Cochran. Se observo un EPP general de parasitos del 32.4% (IC 6
Intervalo de confianza del 95%: 0.73 a 0.91) de 19 estudios elegibles notificados
en 13 estados nigerianos. Los subgrupos de PPA variaron entre 3.5% (1C95%:
0.45, 1.86) y 585% (IC95%: 1.40, 4.09). Se observd un alto grado de
heterogeneidad del 97.53% (IC95%: 0.30, 0.46, P:0.000) dentro de los estudios y
subgrupos. Las especies de Cryptosporidium fueron las mas prevalentes, mientras
gue Ancylostoma duodenale y Ascaris lumbricoides tuvieron la distribucién
geografica mas amplia. La pifia (prev: 41.3%, IC 95%: 0.40, 0.75) y la lechuga
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(prev: 51.5%, IC 95%: 0.37, 0.68) registraron el mayor nivel de contaminacién
parasitaria. Los autores concluyen que los parasitos de importancia para la salud
humana son frecuentes en las frutas y verduras comestibles en Nigeria, asi mismo
gue las estimaciones de prevalencia fueron mas elevadas en la regién sudoriental

y durante el decenio mas reciente:.

Mientras que, en Iran, se recolectaron 34 muestras de vegetales prelavados que
incluyen espinaca, menta, perejil, orégano, cebollino, ajedrea, rdbano, cilantro,
albahaca y estragén de los mercados locales en la ciudad de Tonekabon, al norte
del pais. Todas las muestras de vegetales se lavaron con PBS estéril. Se
realizaron exadmenes parasitolégicos, incluido el examen directo y la tincion con
yodo de Lugol y Ziehl-Neelsen modificado, en el sedimento resultante del proceso
de lavado. Los hallazgos mostraron que 14/34 (41.17%) de las muestras
recolectadas estaban contaminadas con al menos un parasito. Se encontraron
huevos de Toxocara sp., Ascaris sp., Fasciola sp., Toxascaris leonina, Trichuris sp
y Enterobius junto con larvas de vida libre, quiste de ameba, quiste
de Entamoeba coliy oocisto de Cryptosporidium sp., entre las muestras
positivas. Ademas, el analisis estadistico indic6 que no habia una correlacion
significativa entre la contaminacion parasitaria de hortalizas y los cambios

estacionales3?.

En otro estudio que tuvo como objetivo detectar la contaminacion parasitaria en
vegetales frescos vendidos en el mercado central al aire libre de la ciudad de
Tarcha, Etiopia. Se recolectaron un total de 270 muestras de frutas y verduras
frescas del mercado principal de la ciudad entre el 1 de agosto de 2017 y el 22 de
agosto de 2017. Las muestras se examinaron microscopicamente para detectar
parasitos de importancia médica después de lavarlas con 500 ml de solucion
salina normal y 24-hr sedimentaciéon de la solucibn de lavado seguida de
centrifugacion a 2000 g durante 5 minutos. De las 270 muestras de frutas y
verduras frescas, 115 (42.6%) resultaron positivas para parasitos intestinales. Se
registrd un alto nivel de contaminacion en muestras de frutas y verduras frescas

en el repollo 71.1% (32/45) mientras que el tomate fue el menos contaminado
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24.4%  (11/45). Los parasitos de importancia médica identificados
fueron Entamoeba histolytica/ dispar, Giardia intestinalis, Ascaris lumbricoides,
Hymenolepis nana, Toxocara spp, Hymenolepis diminuta y Cystoisospora belli. El
parasito mas predominante encontrado fue Ascaris lumbricoides (16.7%) mientras
que Cystoisospora belli (2.6%) el menos detectado. Todas las verduras y frutas
tenian mas de una especie de parasito. También se observé una asociacion
estadisticamente significativa entre el tipo de vegetales y la presencia de parasitos
(p = 0.002). EI repollo fue el producto mas contaminado (71.1%), seguido de la
lechuga y el pimiento verde (44.4% cada uno), aguacate (37.8%), zanahoria

(33.3%). El tomate (24.4%) resulté ser el menos contaminado.

Otro estudio informa sobre la presencia de Cyclospora, Cryptosporidium y Giardia
en ensaladas precortadas y verduras de hoja verde compradas al por menor en
Ontario, Canada. Se recolectaron un total de 544 muestras minoristas entre abiril
de 2009 y marzo de 2010 e incluyeron una variedad de mezclas para ensaladas y
verduras de hojas verdes individuales. La mayoria de estos productos se
cultivaron en los Estados Unidos, con algunos de Canada y México. Los parasitos
se eluyeron y concentraron antes de la deteccion mediante PCR y microscopia de
inmunofluorescencia. Las secuencias de ADN se alinearon con secuencias de
referencia en GenBank. Cyclospora spp. fueron identificados por polimorfismo de
longitud de fragmentos de restriccibn de PCR en nueve muestras (1. 7 %) y por
analisis de secuencia de ADN. Cryptosporidium spp. fueron identificados en 32
(5,9%) muestras; 29 fueron secuenciados y alineados con la especie zoondtica
Cryptosporidium parvum. Se identifico Giardia duodenalis en 10 muestras (1,8 %),
y de las 9 muestras secuenciadas con éxito, 7 se alinearon con el ensamblaje B
de G. duodenalis y 2 con el ensamblaje A, ambos también zoonoticos. La
presencia de ooquistes de Cryptosporidium y quistes de Giardia se confirmd en
algunas de las muestras PCR positivas mediante microscopia, mientras que se
observaron ooquistes similares a Cyclospora en la mayoria de las muestras PCR

positivas de Cyclospora?.
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Por otra parte, en Corea se recolectaron 6 tipos de vegetales (hojas de perilla,
coles cultivadas en invierno, cebolletas, brotes, arandanos y tomates cherry)
desde julio de 2014 hasta junio de 2015, y se investigé la contaminacion por
Cryptosporidium y Cyclospora utilizando PCR multiplex cuantitativos en tiempo
real. Entre 404 verduras, Cryptosporidium y Cyclospora se detectaron en 31
(7.7%) y 5 (1.2%) muestras, respectivamente. Ademas, se
aislo Cryptosporidium de los 6 tipos de vegetales, mientras que Cyclospora se
detect6 en 4 tipos de vegetales (excepto las hojas de perilla y las
cebolletas). Cryptosporidium (17.8%) y Cyclospora (2.9%) tuvieron las tasas de
deteccibn mas altas en cebolletas y coles cultivadas en invierno,
respectivamente. Se  detectd Cryptosporidium  durantetodo el  afo; sin

embargo, Cyclospora se detectd solo de octubre a enero.

En dos muestras (brote y arandano), se
detectaron tanto Cryptosporidium como Cyclospora. Investigaciones  adicionales
utilizando PCR con enzimas de restriccion y PCR anidada
confirmaron Cryptosporidium parvum y Cyclospora cayetanensis, respectivamente.
Los autores hacen énfasis en que detectaron C. cayetanensis en hortalizas por

primera vez en Corea®’.

Se evaluaron protocolos para recuperar quistes de Giardia spp. en Brassica
oleracea (repollo) vy Lactuca sativa (lechuga) mediante concentracibn con
soluciones de formalina / éter y microscopia o inmunofluorescencia o amplificacién
de ADN mediante PCR. Para evaluar esta metodologia, se inocularon quistes
de G. duodenalis por triplicado (10 quistes) en muestras de 35 g de lechuga y
col. El método que obtuvo el mayor porcentaje de recuperacion en el repollo fue la
solucion de &cido sulfamico mas agitacion con stomacher (47.7% + 7.5). Para la
lechuga, el mejor método fue la solucion de glicina mas agitacion con Stomacher
(46.6% = 5.3). El acuerdo entre observadores fue de 0,99. Giardia se detecto
amplificando secuencias especificas para el ADN que codifica el ARNr de SSU. En
27 muestras de lechuga y 27 muestras de repollo, obtenidas de supermercados y

vendedores ambulantes, dos muestras de lechuga (7.4%) y una muestra de
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repollo (3.7%) fueron positivas para Giardia mediante ensayo de PCR y se
secuenciaron, determinando que eran dos del ensamblaje B y uno de lechuga
para ensamblaje E. Este método se propone para detectar Giardia en hortalizas
mediante deteccion por PCR, permitiendo a las autoridades de salud publica
identificar los genotipos circulantes en los alimentos, lo que ayudara a establecer
medidas que reduzcan los brotes de enfermedades parasitarias asociadas a los

alimentos contaminados?38.

Los estudios para busqueda de parasitos en fresas incluyen uno realizado en 18
granjas en cinco distritos en Guangzhou, China, donde se examinaron 54
muestras de fresas compuestas, con 0 sin evidencia de dafos en el forrajeo de
roedores o aves (mordidas), en donde se obtuvieron los siguientes resultados:
Cryptosporidium fue detectado en 7/18 muestras (39%) de las fresas mordidas,
4/18 (22%) del borde, y 5/18 (28%) de muestras centrales de la fresa,
respectivamente. Se detectaron Salmonella y Giardia en <4% de muestras de

fresas?.

En otro estudio realizado en 2017, se desarrollé6 un nuevo método validado de la
Administracion de Drogas y Alimentos de los EE. UU. (FDA BAM) para la
deteccion de C. cayetanensis en productos mediante PCR en tiempo real. El
estudio se realizé en bayas (fresas y frambuesas). Este estudio mostré que el
limite de deteccion para el analisis de gPCR centrado en la region ITS puede ser
de 10 ooquistes/ 30 g de bayas“.

Por otra parte, en una investigacion sobre la presencia de parasitos patdgenos
humanos en fresas cultivadas en el Distrito Federal de Brasil, se evaluaron un total
de 48 muestras de fresas provenientes de 16 productores de la fruta. Los
productores incluidos en este estudio fueron seleccionados utilizando datos de
registro de EMATER (Empresa de Asistencia y Extensién Rural), esto durante el
periodo comprendido de junio a septiembre de 2013. En cada propiedad se
recolectaron manualmente tres muestras de 20-22 fresas. Cada muestra peso
aproximadamente 0.2 Kg. Se detectaron contaminantes en el 56% de los 16
productores de fresa. Las fresas estaban contaminadas con Schistosoma
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mansoni, Ascaris lumbricoides, Ascaris suum, Balantidium coli, Entomoeba coli,
Entomoeba hartmanni, Endolimax nana, ademas de amebas de vida libre,

nematodos y acaros no identificados®L.
5. HIPOTESIS DE TRABAJO

Las fresas adquiridas en los mercados municipal, ambulante y supermercado se
encuentran contaminados con pardsitos, con mayor frecuencia en los que se
expenden al aire libre, y las técnicas de lavado tienen diferentes grados de

recuperacion de las formas parasitarias.

6. OBJETIVOS
6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de parasitos en fresas expendidas en mercados de Morelia,

Michoacan. México
6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar parasitos en fresas que se venden en mercados de Morelia durante
septiembre de 2021.
2. ldentificar las caracteristicas de las fresas asociadas a la presencia de
parasitos.
3. Valorar la confiabilidad del estudio coproparasitoscépico y del lavado Tween

20% y solucion salina isoténica para identificar parasitos en las fresas.

7. METODOS Y MATERIALES
Este es un estudio de tipo descriptivo, prospectivo, experimental, realizado en
fresas adquiridas en mercados municipales, ambulantes y supermercados de la

ciudad de Morelia.
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El muestreo fue llevado a cabo una vez por semana en el mes de septiembre del
2021. Las frutas fueron adquiridas por medio de la compra y pesadas por el
vendedor, quien coloc6é 500 g de fresas en bolsas plasticas, transparentes y
nuevas en las que se trasladaron al Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia
del Hospital Infantil de Morelia “Eva Samano de Lépez Mateos”, ahi se eligieron al

azar las piezas para este estudio.

Se analizaron 15 muestras de cada uno de los siguientes mercados de Morelia,
Michoacan, tres mercados ambulantes (Tianguis de la Feria, Tianguis del Pantedn,
Tianguis de la Colonia Eréndira), tres mercados municipales (San Juan, Santo
Niflo e Independencia) y tres de Super mercados (Walmart la Huerta, Walmart
Express y Soriana), eligiendo al azar el puesto donde fueron adquiridas y se
seleccionaron 15 ejemplares, dando un total de 135 muestras, recolectadas

durante tres semanas (Tabla 1) (Mapa 1)

NUMERO DE

MERCADO FECHA DE COMPRA  MUESTRAS
Tianguis de la Feria 13/sep/2021 15
Tianguis del Pantedn 06/Sep/2021 15
Tianguis de la Colonia Eréndira 20/Sep/2021 15
San Juan 06/Sep/2021 15
Santo Nifio 13/Sep/2021 15
Independencia 20/Sep/2021 15
Walmart la Huerta 13/Sep/2021 15
Walmart Express 20/Sep/2021 15
Soriana 06/Sep/2021 15
TOTAL 135

Tabla 1. Calendario de recoleccion de muestras
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Mapa 1. Localizacion de los Mercados y Super mercados muestreados.

Rojo: Walmart La Huerta

Azul: Soriana

Café: Walmart Express

Verde: Mercado de San Juan

Gris: Mercado Santo Nifio

Rosa: Mercado Independencia
Naranja: Tianguis de La Feria
Negro: Tianguis de la Col. Eréndira

Morado: Tianguis del Pantedn

Para la busqueda de enteroparasitos, primeramente, se observo el aspecto de la
fruta registrandolo como bueno (fruta integra, de forma cénica y consistencia firme,
color rojo intenso y brillante y olor habitual), deteriorado (si al menos una de las
caracteristicas esta alterada) y malo (fruta no integra, con color y olor alterados),

considerando que el peso aproximado de cada piezaes de 5 g.
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Cada fruta se partié por la mitad, quedando dos fracciones a las que se les llamé

Ay B las cuales fueron colocadas de manera individual en una bolsa, a la parte A

se le agregaron 15 ml de la solucion de lavado 1 (Solucion salina isotonica)

(Anexo 1), mientras que a la otra mitad (B) se le agregé 15 ml de la solucién de

lavado 2 (Tween 20 al 20%) (Anexo 2). Posteriormente, las soluciones de lavado

se procesaron por las técnicas de examen directo en fresco (Anexo 3), de

Sacarosa (Anexo 4) y Formol-Eter modificado (Anexo 5) y fueron leidas con

objetivos seco débil y seco fuerte. Cuando fue necesario, se realizd la medicién

microscopica de los parasitos (Anexo 6), siguiendo el procedimiento descrito en la

tabla 2.

Muestras/Semana Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes
Procesamiento de Procesamiento de Procesamiento de Recopilacion y
muestras muestras muestras organizacion de

resultados

Semana 1 Lavado, examen Sheater, lectura de Formol/Eter, Formol/Eter, TOTAL:

Domingo compra de en fresco laminillas lectura de lectura de 45

las frutas preparacion de laminillas laminillas muestras

15 MER material para

15 AMB procesamiento

15 TIEN

Semana 2 Lavado, examen Sheater, lecturade Formol/Eter, Formol/Eter, TOTAL:

Domingo compra de en fresco laminillas lectura de lectura de 45 muestras

frutas preparacion de laminillas laminillas

15 MER material para

15 AMB procesamiento

15 TIEN

Semana 3 Lavado, examen Sheater, lecturade Formol/Eter, Formol/Eter, TOTAL:

Domingo compra de en fresco laminillas lectura de lectura de 45 muestras

frutas preparacién de laminillas laminillas

15 MER
15 AMB
15 TIEN

material
procesamiento

para

TOTAL=
MUESTRAS

135

Tabla 2. Procedimientos a realizar para el procesamiento y tratamiento estadistico
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MER: Mercado Municipal
AMB: Mercado Ambulante
TIEN: Supermercado

Todas las muestras positivas a Blastocystis spp y el 10% de las negativas a este
parasito, se llevaron al Laboratorio de Ecologia de Agentes Patdgenos del Hospital
General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” para confirmar la presencia del parasito por
medio de Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR) y para determinar si habia
algun subtipo mas frecuente. Primero se realizaron extracciones de ADN del
lavado con solucién salina isotonica con la técnica de fenol-cloroformo, y
enseguida se llevaron a cabo las reacciones de PCR para amplificar el fragmento
de 479 pb del gen SSU ADNr de Blastocystis.

Se realizaron PCRs punto final con los iniciadores internos Blast 505-532 Blast
998-1027 y PCR anidada con los iniciadores externos 18S-1-F Y 18S-1-R e
iniciadores internos Blast 505-532 Blast 998-1027 (Anexo 7).

Una vez procesadas las muestras de media fresa en el Hospital General “Dr.
Manuel Gea Gonzéalez”, se sugiri6 hacer un nuevo muestreo de las fresas,
modificando el niumero de muestras analizadas. El segundo muestreo se realiz6
en noviembre del 2021, la unidad de Analisis fue de 20 fresas, de tres mercados
ambulantes, tres mercados municipales y tres supermercados de igual manera
gue en el primer muestreo. De nuevo se registro el aspecto de la fruta usando los
criterios mencionados anteriormente, colocando las 20 fresas en una bolsa de
plastico, agregando 30 ml de la solucién de lavado A (Solucion salina Isotdnica)
(Anexo 1), tomando 15 ml para las técnicas coproparasitoscopicas directo en
fresco (Anexo 3) de sacarosa (Anexo 4) y Formol-Eter modificado (Anexo 5). Los
otros 15 ml, se usaron para realizar un cultivo en medio de Jones (Anexo 8),
centrifugandolos a 3000 rpm durante 15 minutos, a continuacion, se decant6 el
sobrenadante, recuperando el sedimento y resuspendiendo con 500 microlitros del
medio. La mitad del sedimento se suspendié en el medio de cultivo y la otra mitad

se congel6 para la extraccion de ADN y PCRs (Anexo 7).
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Se realiz6 un tratamiento estadistico para observar asociaciones significativas
respecto al aspecto de la fruta con la presencia de parasitos en fresas (Anexo 9).
Y se realizaron calculos para valorar la confiabilidad del examen
coproparasitoscopico, del lavado de Tween al 20% y la Solucién Salina Isoténica

(Anexo 10).

7.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Fresas que sean expendidas en el mercado municipal, mercado ambulante y

supermercado.
7.2 CRITERIOS DE EXCLUSION
Ninguno
7.3 CRITERIOS DE ELIMINACION
Ninguno
Variable Definicién Tipo Medicién,  Criterio
operacional diagndstico
Presencia de Cualitativa Presencia de
Parasitos en fresas  parasitos en fresas nominal protozoarios, huevos
de helmintos y larvas
de Strongyloides vy
Uncinarias, mediante,
previo lavado vy
técnicas de
concentracion de
Sheather y
Formol/Eter
Mercados de Morelia Cualitativa Muestreo en tres
Mercado en que se estudiaran nominal mercados
fresas para municipales, tres
identificar parasitos mercados
ambulantes y tres
supermercados
Caracteristicas de Descripcion del Cualitativa Caracteristicas  del
las fresas aspecto de las nominal estado de las fresas
fresas. que puedan
asociarse a la
presencia de
parasitos:
Color: Rojo intenso y
brillante
Integridad: Conica y
de consistencia firme
Olor: Habitual
Confiabilidad de la Utilidad de la Cuantitativa Sensibilidad,
técnica diagnéstica  solucion salina especificidad y
isotonica, de la valores predictivos
solucién de Tween, positivo y negativo de
de las técnicas de la solucion salina

Sheather y Formol/
éter modificado

isotdnica, de la
solucion de Tween 20

57



al 20%) y las técnicas
de Sheather y
Formol/ éter
modificado, teniendo
como estandar de oro
al estudio de PCR.

Tabla 3. Definicion de variables y unidades de medida

7.4 ASPECTOS ETICOS.

Esta investigacion no presento riesgos porque se hizo en frutas, sin embargo, se
mantendra la publicacion de resultados de la presente investigacion en el
anonimato y la confidencialidad de los datos de los establecimientos en donde
fueron adquiridas las frutas. Para el personal que proces6 las muestras se verifico
gue se tomaran las medidas preventivas estandarizadas de rutina, a fin de evitar
un eventual contagio, por lo que fue obligatorio el uso de bata, cubrebocas y
guantes.

Antes de la ejecucion de este proyecto se sometio el dictamen de los Comités de

Investigacion del Hospital Infantil “Eva Samano de Lépez Mateos”.

58



8. RESULTADOS

De las muestras de fresas estudiadas en el primer muestreo, colectadas en
septiembre del 2021, el 45.18% (61 muestras) tenian parésitos (Tabla 4), siendo el
tianguis de la Colonia Eréndira, en donde las fresas se encontraron mayormente

contaminadas (Figura 18).

Mercado Sin parésitos Blastocystis Entamoeba lodamoeba Protozoarios *Blastocystis Total
coli bustchlii amebianos spp ylo
ylo amebas/flage
flagelados de lados de vida
vida libre libre
Tianguis de La 14 1 0 0 0 0 15
Feria
Tianguis  del 4 0 0 0 11 0 15
Pantedn
Tianguis 1 14 1 0 0 0 15
Colonia
Eréndira
San Juan 2 0 13 15
Santo Nifio 13 0 15
Independencia 6 2 0 0 3 4 15
Walmart La 10 5 0 1 0 15
Huerta
Walmart 12 3 0 0 0 0 15
Express
Soriana 12 2 0 0 1 0 15

Tabla 4. Parasitos encontrados en los diferentes mercados de Morelia
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4.3% = Sin parasitos
= Blastocystis
= Entamoeba coli
lodamoeba butschlii
= Flagelados/amebas de vida libre

= Blastocystis y/o
amebas/flagelados de vida libre

Total 135

Figura 19. Parasitos en fresas de diferentes mercados de Morelia

Se encontraron tres especies de parasitos intestinales (Blastocystis spp (Fotos
1,2), Entamoeba coli (Foto 3), lodamoeba bustchlii (Foto 4), asi como amebas y/o
flagelados de vida libre, cuyas especies no fueron identificadas, siendo el méas

frecuente Blastocystis spp.
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Foto 1. Blastocystis spp en Foto 2. Blastocystis spp
division, muestra No. 60 vacuolar, muestra No. 91
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Foto 3. Quiste de Entomoeba
coli muestra No. 97

Foto 4. Quiste de lodamoeba
bustchlii muestra No. 47

Con respecto a la asociacion del aspecto de la fruta con la presencia de parasitos,

se encontro que, en las muestras sin parasitos, el 58.1% tenian un aspecto bueno,

mientras que en las muestras con Blastocystis spp y/o amebas y flagelados de

vida libre el 45.5% tenian un aspecto bueno, y para los casos en que se

visualizaron flagelados y/o amebas de vida libre, poseian aspecto bueno el 21.4%

(Tabla 5).
Blastocystis
spp y/o
Aspecto amebas/ Amebas y/o Total
parasitos flagelados flagelados de
de vida libre vida libre
No % No % No %
Bueno 43 58.1 15 45.5 06 21.4 64
Malo/Deteriorado 31 41.9 18 54.5 22 78.61 71
Total 74 100 33 100 28 100 135

Tabla 5. Porcentaje de parasitos tomando en cuenta los valores obtenidos en el

registro de datos.
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En los casos de Blastocystis spp y amebas y/o flagelados de vida libre, no hubo
asociacion estadisticamente significativa con el aspecto de la fruta, ya que
obtuvimos un valor de X2 de 1.45, y para las muestras con flagelados y/o amebas
de vida libre fue de 10.94 (X? tabulada 3.84, p=0.05, gl=2), (Tabla 6).

Casos Valor de X2
Muestras con Blastocystis 33 1.45
ylo flagelados/amebas de
vida libre
Muestras con 28 10.94

Flagelados/amebas de vida

libre

Tabla 6. Asociacion del aspecto de la fruta con presencia de parasitos.

Tomando como estandar de oro la utilizacion de la solucién salina isotonica para
realizar los lavados, calculamos los valores de sensibilidad, especificidad y valores
predictivos para los lavados con tween al 20%, encontrando una sensibilidad del
10%, especificidad de 98.7%, valor predictivo positivo del 75% y un valor

predictivo negativo del 73.5%.
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En todas las muestras de lavado de media fresa en las que se detectd Blastocystis
spp. y el 10% de las muestras sin parasitos, elegidas al azar, se realizaron PCRs
para la identificacion de Blastocystis. Se realizaron PCR punto final con oligos
internos y PCR anidada con oligos externos e internos; sin embargo, en ninguna
de las muestras y con ninguno de los dos métodos se logré amplificar el fragmento
de 479 pb del gen SSU ADNr del parasito, dicho fragmento sélo se observé en el
control positivo de la reaccion (ADN de Blastocystis cepa ATCC 610) (Fotos 5-7).
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Foto 6. PCR punto final anidado,
utilizando iniciadores externos e
internos

Foto 5. PCR punto final,
utilizando el método Santin
(iniciadores internos).
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Foto 7. PCR punto final anidado,
utilizando iniciadores externos e
internos del gen de 18s RNAr.
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Dado que no se pudo amplificar el ADN de las muestras, se sugirié realizar un
segundo muestreo para la busqueda especifica de Blastocystis spp, ampliando la
unidad de analisis a 20 fresas. Este segundo muestreo fue realizado en noviembre
del 2021, la compra de las fresas se realiz6 el mismo dia en todos los mercados y
super mercados anteriormente muestreados. Se encontré que el 44.4% de las
fresas tenian parasitos del cual el 33.33 % correspondio a Blastocystis spp, siendo
el tianguis del Pantedn, el mercado de Santo Nifio y el Mercado San Juan en
donde se encontraron las fresas contaminadas con Blastocystis spp., mientras que

en Walmart La Huerta se encontré una Ameba de Vida libre (Tabla 7, Fotos 8-10).

Tipos de mercado No. Muestras No. Muestras Total
positivas negativas

Mercados ambulantes 1 2 3

Mercados municipales 2 1 3

Supermercados 1 2 3

Total 4 5 9

Total, en % 44.4% 55.5% 100%

Tabla 7. Distribucion de parasitos en diferentes mercados de la Ciudad Morelia.

Segundo muestreo.

y

Foto 8. Blastocystis spp.

granular. Muestra 138 Foto 9. Blastocystis spp.

granular. Muestra 139
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o

Foto 10. Blastocystis spp
granular. Muestra 140.

Se llevaron las muestras positivas de este segundo muestreo al Laboratorio de
ecologia del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez para identificar
Blastocystis spp. por medio de hacer PCR punto final y PCR punto final anidado.
En ambos ensayos se obtuvieron resultados negativos ya que no se observaron
las bandas de 479 pb que nos indica la presencia de Blastocystis spp., dicha

banda soélo se observo en el control positivo de la reaccién. (Fotos 11-14).
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500;:n|:>; ¥
M 136 137 138 139 140 141 142 143 144 i I:> ‘ - - - - .
mh;;)._.i.
it S-Ccvb¢ -
M 610
Foto 12. PCR punto final.
Foto 11. PCR punto final Utilizando el método de Santin
anidada (iniciadores externos e (iniciadores internos).
internos).
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Foto 13. PCR punto final.
Utilizando el método de Santin
(iniciadores externos).

Foto 14. PCR punto final.
Utilizando método de Santin
(iniciadores externos) y
Enhancer.




9. DISCUSION

En la presente investigacion, en el primer muestreo, se encontro el 45.18% de
fresas contaminadas con parasitos intestinales humanos, como Blastocystis spp,
Entomoeba coli y lodamoeba bustchlii ademéas de amebas y/o flagelados de vida
libre, resultados similares fueron publicados en el Distrito Federal de Brasil, en
donde 56% de las muestras de fresa analizadas tenian parasitos*!. Para este caso
encontramos similitudes con respecto a un tipo de parasito encontrado, que fue
Entamoeba coli, ademas de que se reportaron amebas de vida libre no
identificados como en nuestra investigacién. Con respecto a los otros parasitos
encontrados en dicha publicacion* como son Schistosoma mansoni, Ascaris
lumbricoides, Balantidium coli, Endolimax nana, Entamoeba hartmanni, que son
parasitos intestinales que causan enfermedades desde moderadas a graves si no
son tratadas a tiempo, podemos plantear que en México se cuentan con Normas
Oficiales Mexicanas que regulan los limites permisibles de calidad y tratamiento
gue requiere el agua para su potabilizacion o Normas mas enfocadas a los
requisitos y especificaciones para la aplicaciéon de buenas practicas agricolas en
los procesos de produccién de frutas y hortalizas frescas®>'” y que esa es la razén
por la cual no encontramos ninguna de estas especies en nuestro muestreo, asi
mismo, los helmintos reportados en esa investigacion, son poco frecuentes (A.
lumbricoides)*? o bien inexistentes en nuestro medio (S. mansoni)*3, por lo que su
presencia en nuestro entorno seria muy rara. Respecto a los parasitos
comensales reportados, si bien carecen de importancia clinica, tienen una
importancia epidemiolégica, pues es referente de la contaminacion con materia
fecal de los alimentos y del agua de consumo, siendo estos los mismos vehiculos

para la transmision de otros protozoarios potencialmente patdégenos*4.

Con respecto a las amebas y/o flagelados de vida libre cuyas especies no fueron
identificadas y que se visualizaron en el 20.74% de las fresas, se sabe que
algunas amebas denominadas anfizoicas pueden causar enfermedades graves en
el cerebro, tales como Acanthamoeba spp. que ocasiona la encefalitis

granulomatosa, ademas de esto se ha demostrado que estas amebas de vida libre
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son acarreadores de otros patdgenos como Campylobacter jejuni causante de
gastroenteritis humana en todo el mundo o Legionella, bacteria causante de un
cuadro clinico con sintomas de neumonia que puede ir de leve-moderada, hasta
enfermedad grave con fallo multiorganico; que para estos dos casos se sabe que

invaden a Acanthamoeba spp*°4°.

Por otra parte, en relacién al aspecto de la fruta con la presencia de parasitos en
las fresas en la presente investigacion, se encontr6 que en las muestras con
Blastocystis spp y/o flagelados de vida libre el 45.5% tenian aspecto bueno. Para
las muestras donde solo se visualizaron amebas y/o flagelados de vida libre el
21.4% de las fresas poseian buen aspecto. Se realizé un tratamiento estadistico
en donde se calculd Chi cuadrada y se observo que no existe relacion del aspecto
de la fruta con la presencia de parasitos, ya que nos da un valor de X? de 1.45 en
las muestras donde hubo asociacién de Blastocystis spp con amebas y/o
flagelados de vida libre. En comparacion con un estudio realizado en granjas
donde se cultivaba fresa en Guanzhou, China®°, en donde las fresas estaban con
mal aspecto debido al forrajeo de la fauna silvestre, y observaron que las fresas
gue estaban mordidas o las que estaba mas al exterior de la planta, contenian
Crypstosporidium spp. Sin embargo, por el tipo de muestreo que realizamos en
esta investigacion no obtuvimos resultados con parasitos patdgenos debido a que

en los mercados aparentemente se tiene mas cuidado con la fauna nociva.

Asi mismo, para valorar la confiablidad del examen coproparasitoscopico con las
técnicas de lavado de solucion salina isotonica y tween al 20% que utilizamos, y
tomando como estandar de oro la Solucion Salina Isoténica donde se recuperaron
méas muestras de fresas contaminadas con parasitos, realizamos célculos de los
valores de sensibilidad y especificidad, ademas de los valores predictivos positivos
y negativos para validar el lavado de tween al 20%, obteniendo una sensibilidad
del 10% y una especificidad del 98.7%, lo que nos orienta a decir que si tiene una
buena especificidad, es decir, si puede servir como orientador para el diagnostico
de parasitos, sin embargo, no tiene una sensibilidad buena, ya que se identificaron

pocas muestras positivas.
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Por otra parte, después de someter las muestras positivas a la técnica de PCR,
sin conseguir la amplificacion del SSU ADNr del parasito Blastocystis spp,
podemos pensar en varios factores que pudieron ocasionar el que no se hayan
obtenido los resultados esperados; en primer lugar, es posible que haya habido
interferencia de la pulpa de la fresa, ya que desde el momento en que
comprobamos en el nano drop la pureza y contaminacién de la muestra,
obtuvimos resultados de absorbancias de A260/A280 menores de 1.8, que nos
indican una muestra contaminada con proteinas o fenoles; ademas, para las
absorbancias de A260/A230 obtuvimos una ratio menor de 1.5, indicativo que la
muestra estd contaminada con sales presentes en la solucién, carbohidratos u
otros contaminantes*’. Para lograr la amplificacion del SSU ADNr de Blastocystis
en estudios futuros se podria extraer el ADN de la fraccion del lavado previamente
enriguecida por la técnica de Sheather o algin otro método de concentracion, asi

se eliminarian los residuos de la pulpa de fresa.

El segundo punto a considerar, seria que las células de Blastocystis spp se
hubiesen lisado, en algin momento del proceso o traslado de las muestras
causando la degradacion del DNA ya que las muestras s6lo se mantuvieron en
congelacion sin algan preservador, y los requerimientos fundamentales deben ser
gue tenga un minimo de copias intactas de una de las hebras de ADN que
abarque la region a amplificar®t, ya que como se menciona en el protocolo de
extraccion de ADN de Ménica Santin®?, los primers utilizados para este protocolo e

investigacién pueden detectar hasta 0.0001 ng de ADN de Blastocystis spp.

El tercer punto a considerar, es el tipo de KIT que se utilizé para la purificacion del
ADN, el cual no es especifico para purificacion de ADN partiendo de una muestra
de fruta, sino de muestras fecales®3. Contrario a un estudio realizado en la
Universidad de Querétaro para la deteccion de Cyclospora cayetanensis en bayas
frescas, donde utilizaron un kit de extraccion de DNA ZymoBIOMICS (Zymo

Research, Irvine, CA, EE. UU.) que es especifico para muestras de frutas®.
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Por ultimo, podemos considerar el hecho de que las estructuras observadas no
hayan correspondido a Blastocystis, aunque el personal examinador de las

mismas tiene méas de 20 afios de experiencia en el area.

10. CONCLUSIONES.

- Los resultados obtenidos en esta investigacion nos permitieron conocer que
las fresas que se venden en los mercados de Morelia estan contaminadas
con parasitos, obteniendo un 45.18% que equivale a 61 muestras
analizadas de las 135 en total. Los parasitos encontrados fueron
Blastocystis spp., Entamoeba coli, Endolimax nana.

- No hubo asociacion del aspecto de la fruta con la presencia de parasitos
para Blastocystis spp. y amebas y/o flagelado de vida libre

- La confiabilidad del examen coproparasitoscopico con el lavado tween 20 al
20%, nos da un valor de sensibilidad del 10 % y una especificidad del
98.7%.

- Los resultados de la PCR fueron negativos, ya que no se pudo amplificar el
ADN del parasito Blastocystis spp., aun con la utilizacion del medio de

Cultivo de Jones, se obtuvieron resultados negativos.

Gracias a esta investigacion, podemos decir que las fresas que a menudo son
consumidas crudas por la poblacion, sin lavar o desinfectar, estan
contaminadas con parasitos; ademas de que es indispensable contar con
mejores infraestructuras en los mercados de Morelia, en donde los vendedores
de las frutas y verduras tengan acceso a bafios publicos limpios, con jabon y
toallas desechables para un aseo de manos correcto y asi evitar la

contaminacion de las frutas durante la manipulacion de las mismas.
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11. RECOMENDACIONES.

Lavar muy bien las fresas con agua y jabén antes de consumirlas. De ser
necesario meterlas a congelacién para preservar el aspecto de la fresa y
con esto también asegurar que los parasitos que pudieran quedar pierdan
su viabilidad.

Como profesional de salud, promover el lavado de manos frecuente en
establecidos donde se vende fruta de consumo crudo, sobre todo después

de ir al bafio, para evitar la contaminacion fecal de las frutas.
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13. ANEXOS

ANEXO 1. LAVADO DE LAS FRUTAS CON SOLUCION SALINA ISOTONICA
MATERIAL

-Bolsa de plastico nueva

-Pipeta estéril

-Propipeta

REACTIVOS

-Solucion Salina Isotonica al 10%

EQUIPO

-Centrifuga

PROCEDIMIENTO

1.- Colocar la mitad de la fresa en una bolsa de plastico nueva
2.- Agregar 15 ml de solucion salina isotonica estéril

3.-Lavar el contenido de la bolsa por friccibn para desprender las formas

parasitarias, procurando no destruir la fruta.
4.- Dejar reposar durante una dos horas*°.
ANEXO 2.

SOLUCION DE LAVADO CON TWEEN 20.

MATERIAL:
-Pinzas estériles
-Bolsa de pléastico

-Pipeta estéril.
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REACTIVOS
-Tween 20
EQUIPO
-Centrifuga

PROCEDIMIENTO

1.-Depositar la mitad de la fresa en una bolsa de plastico y agregar 15 ml de
Tween 20 al 20%,

2.- Lavar suavemente por ambas caras durante 2-3 minutos por friccion.

3.- El liquido resultante del lavado se deja sedimentar en reposo a temperatura
ambiente por 2-3 horas.

4.- Centrifugar a 331 de fuerza centrifuga relativa (FCR) x g durante 3-5 minutos.
5.- Recolectar el sedimento.

ANEXO 3.
EXAMEN DIRECTO EN FRESCO

Es una técnica para detectar la presencia y movilidad de trofozoitos de
protozoarios, asi como, quistes y ooquistes de los mismos, formas de Blastocystis

spp., asi como huevos y larvas de nematodos.
MATERIAL

-Porta objetos 7.5 X 2.5 cm

-Cubre objetos 22 X 22 mm

-Aplicadores de madera

-Hisopos

-Pipeta Pasteur con bulbo de goma

-Parafina- vaselina 1:1

REACTIVOS

-Solucién salina isotonica 0.85% (ssi)
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-Solucién yodo-lugol

-Frasco con cloro para descartar el material.
EQUIPO

-Microscopio compuesto

-Parrilla eléctrica para derretir la parafina
PROCEDIMIENTO

1. Colocar 1 gota de solucién salina isoténica 6 yodo Lugol en el centro del

portaobjetos.

2. Con el aplicador de madera, tomar la muestra, calculando méas o menos 1.5 a 2

mg. de heces y hacer una suspension uniforme con la gota de SSI o Yodo-Lugol
3. Cubrir la preparacion con el cubreobjetos

4. Con un hisopo limpiar las orillas del cubre objetos para quitar el exceso de

muestra.

5. Sellar la preparacion con parafina

6. Observar al microscopio con objetivos 10X y 40X%0.
ANEXO 4.

TECNICA DE SHEATHER.

Esta técnica nos ayuda a ldentificar las formas parasitarias de tamafio pequefio
(ooquistes de Cryptosporidium y Cyclospora). Se utiliza una solucién concentrada
de sacarosa la cual posee una densidad de 1.20, lo que permite la flotacion de

parasitos menos densos.
Material:
Agua destilada 320 ml.

Tubos de ensaye 13X100.
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Portaobjetos desengrasados de 26X76 mm.
Cubreobjetos de 22X22 mm.

Varilla de vidrio.

Pizeta con agua.

Vaso de plastico de 100 ml.

Embudos de plastico de 5 cm de diametro.
Gasa en cuadros de 16X16 cm.
Abatelenguas de madera.

Aplicadores de madera.

Hisopos.
Asa bacteriol6gica con aro de 5mm de didmetro doblada con un angulo de 90°.
Gradilla.

Parafina-vaselina 1:1.

Solucion parafina-vaselina 1:1.

Reactivos:

Solucién de Sheather densidad 1.180-1.200.
Solucién de yodo-lugol.

Cloro al 10% para descartar el material.
Equipo:

Microscopio compuesto

Parrilla eléctrica
Centrifuga

Densimetro
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Procedimiento:
1. Filtrar de 1 a 2 ml de heces con gasa en un tubo de centrifuga.

2. Lavar con agua de la canilla o agua destilada por centrifugacion hasta

sobrenadante limpio.

3. Agregar al sedimento la solucion de Sheather hasta el borde del tubo.
4. Mezclar suavemente con varilla de vidrio.

5. Dejar reposar 3 minutos o centrifugar 1 minuto a 1500rpm.

6. Retirar 1 0 2 gotas de la pelicula superficial con asa de alambre.

7. En un porta objetos colocar una gota de yodo-lugol, y homogeneizar con el

cubreobjetos.
8. Con un hisopo limpiar el exceso de muestra alrededor del cubreobjetos.
9. Sellar la preparacion con parafina.

10. Observar al microscopio, primeramente, utilizando el objeto de 10x y
posteriormente con el objetivo de mediana resolucion para confirmar las

estructuras de los quistes®°.
ANEXO 5.
FORMOL/ETER MODIFICADO

El método se basa en la descripcion previa de las muestras de heces humanas y

aguas residuales.

Material:

Tubos coénicos para centrifuga, de 15 ml.
Vaso de plastico de 100 ml

Pipetas Pasteur

Bulbos de goma.
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Porta objetos de 38 X 76 mm.
Cubre objetos 22 X 22 mm.
Tapones de hule

Pizeta con agua

Embudos de plastico de 5 cm de didmetro
Hisopos

Gradilla

Parafina-vaselina 1:1

Reactivos:

Solucién de yodo-lugol.

Solucién de formol al 10%.

Eter.

Cloro como desinfectante al 10%.
Cloruro sédico 0,85%

Equipo:

Microscopio compuesto.

Parrilla.

Centrifuga.

Vortex.

PROCEDIMIENTO:

1. Se realizar4 una modificacién, se tomaran 250 ml de volumen del agente de
lavado, y se dejard reposar con el vegetal en el recipiente por un dia, a

continuacion, se tomara una alicuota del sedimento para continuar con el proceso.
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2. Tomar una alicuota de 10 ml del sedimento, centrifugar cada una durante 5 min

a 1600 g a 4 ° C en una centrifuga.
3. Descartar el sobrenadante de cada tubo y agitar con vortex.

4. Completar el sedimento hasta 5 ml con solucion salina. Afiadir 5 ml de solucion

de formalina al 10% y 3 ml de éter etilico.

5. Sellar rigurosamente y agitar en vortex el tubo para llevar el éter etilico en

contacto con todas las partes del sedimento.

6. Realizar una nueva centrifugacion a 1.000 g durante 2 min.

7. Después de formadas que cuatro capas diferentes, como sigue:
sedimento en la parte inferior

solucion salina

restos de agua

éter de dietilo en la parte superior.

Decantar las tres capas superiores de modo que solo el sedimento se mantenga

en el tubo.

8. Re suspender esta capa en unos 100 microlitros de solucidn de cloruro sédico

al 0,85% y posteriormente poner en portaobjetos para observar®°.

ANEXO 6. MEDICION MICROSCOPICA DE PARASITOS Y SUS PRODUCTOS.

La medicion de los parédsitos y sus productos es un recurso valioso para precisar
el tamafio de los huevos y de los parasitos en sus estadios de su evolucion y
permite una mejor diferenciacion de ellos y un adecuado diagnostico. Se puede
realizar con un micrometro ocular u ocular micrométrico y el micrémetro objetivo.
Principio: Los micrometros oculares estan grabados con una escala fija que
consiste en 50 lineas paralelas. Cada division del micrébmetro ocular representa

diferentes medidas segun el poder de resolucion del juego de objetivos utilizados
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en un microscopio compuesto, por lo tanto, para cada juego de oculares y
objetivos utilizados, la escala ocular se debe comparar con una escala calibrada
conocida. Es importante recordar que una vez efectuada la calibracion con un
determinado juego de oculares y objetivos, éstos no pueden ser intercambiados
con los componentes correspondientes de otro microscopio
Coeficiente micrométrico: Es una cifra que expresa la equivalencia en micras de
una divisién de la escala del micrometro ocular al emplear cada objetivo del
microscopio. Suele denominarse “factor” y la operacion para obtenerlo “calibracion
del microscopio”. El coeficiente micrométrico es inversamente proporcional al
poder de amplificacion de los objetivos utilizados. Habitualmente se obtienen 3
coeficientes micrométricos para cada microscopio usando un solo ocular
micrométrico y los objetivos 10X y 45X (seco débil y seco fuerte) y de 90X o 100X
(de inmersién), pero puede hacerse cualquier combinacién de ocular y objetivo.

Para obtener el coeficiente micrométrico hay que seguir la siguiente técnica.

MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO:
-Micrometro ocular de escala fija. Es un pequefio disco de vidrio de 12 mm de
diametro, en el cual puede verse grabada una escala de mm, dividida en 50 partes
y generalmente numerada de 10 en 10. Este disco se coloca sobre el diafragma
de cualquier ocular, transformandolo asi en ocular micrométrico. Cada division de
esta escala mide 100 um.
-Ocular micrémetro de platina con divisiones de 01 y 0.01 mm. Es esencialmente
similar al micrémetro, pero la lente va montada sobre un corto tubo que puede
acortarse o alargarse a voluntad por deslizamiento en el tubo externo, permitiendo
asi enfocar con toda precision la escala micrométrica intercalada en él.
Micrémetro objetivo. Es un portaobjetos en cuyo centro se halla grabada una
escala de 1 o 2 mm, dividida en 100 o 200 partes, cada divisibon mide 10 um.

Microscopio compuesto estandar.
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PROCEDIMIENTO:

1.-Retirar el ocular del microscopio. Si se utiliza un microscopio binocular, se
acostumbra a retirar el ocular X10 derecho.

2.-Desenroscar la lente superior del ocular e insertar la oblea del micrometro de
modo que se apoye en el anillo del diafragma dentro del ocular. Colocar el
micrometro con el lado grabado hacia abajo. EI micrometro se manipula con pafio
para lentes y se debe evitar por todos los medios que algun hilo quede adherido a
la superficie.

3.-Reinsertar el ocular. Al observar a través del ocular, la escala del micrometro
aparece como una serie de divisiones alineadas.

4.-Colocar el micrémetro de platina bajo el objetivo del microscopio que se ha de
calibrar. Enfocar la escala del micrometro de platina que se ve como una serie de
divisiones de 0.1y 0.01 mm.

5.-Ajustar el micrometro de platina de modo que la linea “0” de la escala del
micrometro ocular se superponga exactamente con la linea “0” de la escala del
micrometro de platina.

6.-Sin efectuar ninguna otra manipulacion, observar ambas escalas y hallar el

proximo par de lineas que coincidan exactamente.

CALCULOS

El objeto de la calibracion es determinar cuanto mide en um cada division de la
escala ocular cuando se calibra contra la escala del micrémetro objetivo. Por
ejemplo, si 40 unidades de la escala ocular equivalen a 0.09 mm de la escala del
micrometro de la platina y cada division del ocular es igual a 0.09 mm/40, o sea
0.00225 mm. Dado que hay 1000 um en cada milimetro, cada division del
micrometro ocular en la calibracion ilustrada es igual a 0.00225 X1000 o sea 2.25
um. Este mismo calculo sirve para calibrar cualquier juego de oculares y objetivos,

sustituyendo los nimeros adecuados®°.
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ANEXO 7. EXTRACCION DE ADN
Extraccion por Fenol-Cloroformo

Se realiza la siguiente preparacion de soluciones:

Soluciones Vol. Para 1 ml de muestra Vol. Para 43 muestras
Tris-Cl pH 8 50ul 2,150l
EDTAO05MpHS8 100l 4,300ul
NaCl 1M 504l 2,150pl
SDS 10x (Detergente) 100ul 4,300ul

Ya realizado la preparacion de las soluciones, se procedi6 a centrifugar las
muestras con el lavado de la solucién salina. En un ciclo 14,000 rpm durante
veinte minutos a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de centrifugado se

separaron de la siguiente manera:
700 ul de precipitado
550ul de sobrenadante

1) Realizar coctel con las soluciones de arriba y afiadir 20 yl de Proteinasa K
multiplicados por el nUumero de muestras de fresa, que fueron 43.

2) Afadir a cada muestra de fresa 320 ul del coctel.

3) Resuspender el sedimento

4) Colocar en bafio Maria a 55 °C toda la noche.

5) Pasado el tiempo en bafio Maria durante toda la noche, agregar 500ul de
Fenol equilibrado (con 0.5M de tris con pH 8 y mezclar suavemente).

6) Centrifugar a 14,000 rpm durante 10 minutos.

7) Tomar de la fase acuosa y pasar a otro tubo.

8) Agregar a la fase acuosa 500 ul de Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico en
una proporcion 25:24:1. Se homogeniza en el vortex. Tomar de la parte de
abajo del tubo.

9) Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 minutos.

10) Recuperar la fase acuosa, ponerla en tubo nuevo

11) Agregar 500l de cloroformo y homogenizar en vortex
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12) Centrifugar a 14,000 rpm por 5 minutos

13) Recuperar la fase acuosa y agregar 500ul de Isopropanol mas 10 % de
acetato de NaCl 5M (en relacion al volumen sin etanol)

14) Incubar toda la noche a -20 °C 6 una hora a -70°C

15) Centrifugar a 14,000 rpm durante 20-30 minutos.

16) Decantar

17) Lavar con 1 ml de Etanol al 70%

18) Centrifugar a 14,000 rpm por 15 minutos.

19) Secar y resuspender en 22 ul de TE.

El ADN esta ahora viable para utilizarse en PCR y en otras aplicaciones®?.
PCR PUNTO FINAL CON INICIADORES SANTIN

Para la amplificacion del SSU rDNA de Blastocystis se utilizaron los primers
diseflados por Santin et al. 2011 que son: Primer Forward Blast 505-532 (5' GGA
GGT AGT GAC AAT AAATC 3'), Primer Backward Blast 998-1017 (5' TGC TTT
CGC ACT TGT TCATC 3'). La amplificacion del fragmento es de 479 bp,
conteniendo una regién variable que permite subtipificar los especimenes de
Blastocystis. La localizaciéon de los primers en referencia a la secuencia de
nucleétidos U51151 son a nucleétidos positivos 445-464 y 905-924.

Cada reacciéon se llevé a un volumen total de 25 pl, conteniendo la siguiente

mezcla:

Soluciones Volumen total para Volumen total para 25 Concentracién
unareaccion muestras final de Reactivo

Buffer de PCR 10X 2.5l 62.5 l 1X

DNTPS 10X 2.5 ul 62.5 pl 1X

MgCl, 50mM 0.75 ul 18.75 ul 1.5mM

Albumina 1% 1.0 l 25 ul 0.04%

Oligo F (505) 25 yM 1.0 yl 25 1uM

Oligo R (998) 25 yM 1.0 yl 25 1uM

DNA 6 Producto de - - -

PCR

Tag DNA polimerasa 0.3 ul 6.6 pl

90



5U/pL

H20 13.95 pl 348.75 pl

Se hizo la primer PCR punto final con un total de veinticinco muestras. Veinte de
las muestras de las fresas, uno para el control y tres de cepas ATCC de

Blastocystis spp

Un total de 35 ciclos, cada ciclo consistio en 95°C por 30 segundos de
desnaturalizacién, 54°C por 30 segundos para el alineamiento, y 72°C por 30
segundos para la elongacién, con previo calentamiento a 95°C por 5 minutos, una

extension final a 72°C por 10 minutos. Se utilizara un termociclador Axygen.

El producto obtenido se analizé en gel de agarosa-TAE al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio (1 pl/10ml TAE), para este caso se pusieron 4 ul de bromuro de
etidio, ya que el gel de agarosa que se prepar6, se medio 40 ml de TAE. Cargar el
gel de agarosa con 10 ul de producto de PCR con aproximadamente 2 pl de Buffer
de carga.

Correr el gel de agarosa por 30 minutos aproximadamente a 90 Volts, para
después observarlo bajo luz UV en foto documentador Care Stream®2,

PCR punto final anidada. La PCR punto final anidada involucra dos reacciones
consecutivas de amplificacion. La primera reaccién se realiza con iniciadores
externos en este caso con iniciadores 18S-1 y la segunda reaccién se realiza con
iniciadores internos (en este caso los disefiados por Santin)®?> y consiste en
emplear el producto de PCR de la primera reaccion con el segundo par de
iniciadores.

Secuencia de los Oligos o iniciadores utilizados en la reaccion 1.

18S-1-F 18S Ribosomal nuclear
GCTTATCTGGTTGATCCTGCCAGTAGT
18S-1-R 18S Ribosomal nuclear
TGATCCTTCCGCAGGTTCACCATA
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Preparacion del coctail de la reaccién 1

Soluciones Volumen total para Volumen total para 25 Concentracion
unareaccion muestras final del Reactivo

Buffer de PCR 10X 2.5yl 62.5 yl 1X

DNTPS 10X 2.5l 62.5 pl 1X

MgCl2 5mM 2.0yl 50.0 pl 1.5mM

Albumina 1% 1.0 pl 25 pl 0.04%

Oligo F 18S 0.5 ul 12.5 l 0.5uM

Oligo R 18S 0.5l 12.5 pl 0.5uM

DNA 6 Producto de - - -

PCR

Tag DNA polimerasa 0.3 ul 7.5l

5U/uL

H20 5.7 ul 142.5 l

El ciclo para la PCR punto final con iniciadores 18S-1 externos es diferente al de
Santin, a continuacion, se muestra el ciclo para este:

Un total de 40 ciclos, cada ciclo consistio en 94°C por 30 segundos de
desnaturalizacion, 57°C por 1.30 minutos para el alineamiento, y 57°C por 1.30
minutos para la elongacion, con previo calentamiento a 94°C por 5 minutos, una

extension final a 72°C por 10 minutos. Se utilizé un termociclador Axygen.

La reaccidon 2, o reamplificacion con los iniciadores internos se realizo como se

indica en los parrafos previos (PCR punto final con Iniciadores Santin).

Para el segundo muestreo se hizo la extraccion de DNA usando un Kit de
extraccion de nombre DNeasy Blood & Tissue Kit de la marca QuiaGen siguiendo
el protocolo del fabricante:
1) Centrifugar la muestra a un maximo de 5 x 108 células por 5 minutos a 300
X g (190rpm). Resuspender en 200 pl de PBS. Adicionar 20 ul de proteinasa
K. Proceder al paso 2
2) Adicionar 200 pl de buffer AL. Mezclar minuciosamente en vortex.

3) Adicionar 200 ul de etanol (96-100%). Mezclar minuciosamente en vortex.

92



4)

5)

6)

7)
8)

Pipetear la mezcla en una columna de DNeasy mini spin colocada en un
tubo de coleccion de 2 ml. Centrifugar a = 6000 x g (8000 rpm) por un
minuto. Desechar el tubo de paso y de recoleccion.

Colocar la columna spin en un nuevo tubo de recoleccién de 2 ml. Adicionar
500 ul de Buffer AW1. Centrifugar por un minuto a = 6000 x g. Desechar el
tubo de paso y de recoleccion.

Colocar la columna spin en un nuevo tubo de recoleccién de 2 ml, adicionar
500 pl de Buffer AW2, centrifugar por 3 minutos a 20,000 x g (14,000 rpm).
Desechar el tubo de paso y de recoleccion.

Transferir la columna spin en un nuevo microtubo de 1.5 0 2 ml.

Eluir el DNA adicionando 200 pl de Buffer AE en el centro de la membrana
de la columna spin. Incubar por 1 minuto a una temperatura de 15-25°C.

centrifugar por 1 minuto a = 6000 x g®3.

ANEXO 8. MEDIO DE CULTIVO DE JONES

El medio de cultivo de Jones es el medio mas efectivo para Blastocystis spp. Es

uno de los medios de cultivo in vitro que no requiere tantas exigencias en la

preparacion y en la conservacion del mismo. La preparacion del medio de cultivo

es la siguiente:

Na2HPO4= 9.46g en 1 L de agua destilada
KH2PO4= 9,08 g en 1 L de agua destilada
NaCl= 9,00 g en 1 L de agua destilada

w0 PP

Mezclar 93,8 ml de Na2HPOa4 con 31,3 ml de KH2PO4y 562,5 ml de NacCl.

A la solucion tamponada, agregar extracto de levadura (Oxoid) al ‘,1%

Esterilizar en autoclave a 15 Ib pulgada? durante 15 minutos.

Antes de usar, agregar suero de caballo al 10% (inactivado por calor a 56°C

durante 30 minutos al medio de Jones.
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El cultivo se incuba durante 48-72 horas. (Nota: la presencia de bacterias en la

muestra sera suficiente para crear el entorno anaerdbico necesario para que

crezca Blastocystis®®.

Inoculaciéon del medio de cultivo:

1.
2.

Poner las 20 fresas enteras en una bolsa de plastico nueva

Agregar 30 ml de Solucion Salina Isoténica y proceder a hacer el lavado
(Anexo 1)

Agitar el contenido de la bolsa procurando desprender las formas
parasitarias, sin destruir la fruta.

Tomar 15 ml para medio de cultivo (Anexo 10) y 15 ml para las demas
técnicas coproparasitoscopicas.

Centrifugar los 15 ml de lavado a 3000 rpm durante 15 minutos.

6. Decantar el sobrenadante

8.
9.

Recuperar el sedimento y Re suspender con unas gotas de medio de
cultivo de Jones

Tomar con una pipeta calibrada 500 ul del sedimento

Suspender el sedimento en el medio de cultivo

10. Incubar el medio de cultivo a 37°C durante 96 horas. Revisar a las 24, 72y

a las 96 horas en microscopio®®.

ANEXO 9. CALCULOS SOBRE LA ASOCIACION DEL ASPECTO DE LA
FRUTA CON LA PRESENCIA DE PARASITOS EN FRESAS.

Estos célculos se hicieron con Chi cuadrada®®.

Donde:

X?=3.84

P=0.05

gl=2
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X?=3 (Vo - Ve)?

Ve

a= (a+c) (at+b)

a+b+c+d
b= (b+d) (at+hb)

a+b+c+d

c= (a+c) (c+d)

a+b+c+d

d= (b+d) (c+d)

a+b+c+d
NEG | BLAS
Y/O
FVL/AVL
BUENO | 43 15 58
MALO/ 31 18 49
DETE
RIORA
DO
74 33 107
b= (33) (58) =17.88
107
c=(74) (49) =33.88
107
d=(33) (49) =15.11
107

NEG BLAS
Y/O
FVL/AVL
BUENO a b a+b
MALO/
DETE C d C+d
RIORA
DO
a+c | b+d |a+b+c+d

Tabla de calculos de muestras con Blastocystis spp,
flagelados y/o Amebas de vida libre

a= (74) (58) =40.11
107

X2= (43-40.11)% + (15-17.88)2 + (31-33.88)2 + (18-15.11)2 =

40.11

17.88

33.88 15.11
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X2=0.20 + 0.46 + 0.24 + 0.55= 1.45

Tabla de muestras con Amebas y/o flagelados de vida libre

NEG | AVL/FVL
a= (74) (49)
BUENO | 43 06 49 102
b= (28) (49)
MALO/ | 31 22 53 102
DETE
RIORA c=(74) (53)
DO —
74 28 102 102
d= (28) (53)
102

=35.54

=13.45

=38.45

=14.54

X?= (43-35.54)2 + (06-13.45)2 + (31-38.45)2 + (22-14.54)? =

35.54 13.45 38.45

X2= 156 +4.12 + 1.44 + 3.82= 10.94
—3

ANEXO 10. CALCULOS PARA VALORAR LA CONFIABIALIDAD DEL EXAMEN
COPRAPASITOSCOPICO Y DEL LAVADO DE TWEEN AL 20% Y DE LA

SOLUCION SALINA ISOTONICASS,

BLAS NEG
(+) VP FP at+b
FN VN c+d
)
a+c b+d a+b+c+d
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14.54

S=alat+c
VP/VP+FN
E=d/b+d
VN/VN+FP
VPP=alatb
VP/ VP+FP
VPN= d/c+d
VN/VN+FN



Tabla para valorar la sensibilidad del lavado con Tween al 20%

BLAS NEG
Tween 3 1 4
(+)
Tween 27 75 102
()
30 76 106
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S= 3/30=10%

E= 75/76=98.7%
VPP= 3/4= 75%
VPN= 75/102= 73.5%



