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RESUMEN

El trabajo de investigacion se realizé con el objetivo de determinar la frecuencia
de Escherichia coli y enteroparasitos en hortalizas de hoja que se expenden en el
mercado de abastos “12 de abril” de la ciudad de Ayacucho, 2023. El estudio fue
basico de tipo descriptivo transversal. Se analizé 8 especies diferentes de
hortalizas de hoja (12 de cada una), se evaluo en total 96 hortalizas de hoja por
duplicado durante los meses de julio y agosto de 2023, compradas de diferentes
puestos de ventas del mercado de abastos “12 de abril’. Las muestras fueron
procesadas por las técnicas de: placas Petrifilm™ para la deteccion de
Escherichia coli, la observacion directa y la coloracion Zielh Neelsen modificada
para la deteccidn de enteroparasitos; se hallé que la frecuencia de Escherichia coli
fue de 48% y de enteroparasitos de 30%; el grado de contaminacién por
Escherichia coli fue del 19% (no aceptable) y el 81% (aceptable) valores
determinados en comparacién con la Norma Sanitaria Peruana NTS N° 071-N-
MINSA/DIGESA-V.01, las hortalizas de hoja mas contaminadas por la presencia
de Escherichia coli fueron espinaca 83%, cebolla china con un 75%, culantro 53%,
lechuga americana 50% y perejil 50%, las menos contaminadas fueron lechuga
seda 33 %, col crespa 33% y col corazén 17%, las hortalizas de hoja mas
contaminadas por enteroparasitos fueron cebolla china con un 58%, lechuga
americana 42%, espinaca 42%, perejil 33%, culantro 33%, col crespa 17% y las
menos contaminadas fueron lechugas de seda 8% y col corazén 8%. Segun el
grado de parasitismo, las hortalizas mas contaminadas fueron: culantro, espinaca
y perejil con un grado medio de 17%. Los protozoarios comensales hallados en
las hortalizas de hoja fueron: Blastocystis spp. con 10%, seguido de Entamoeba
coli con un 8% lodamoeba blitschlii con 6%; y en protozoarios parasitos: Giardia
spp. con un 3%, Isospora spp. con 1%, Cryptosporidium spp. con 1%, Balantidium
spp. con 1%; y en helmintos: Strongyloides spp. con un 6% y Ascaris spp. con 1%.

Palabras clave: Enteroparasitos, Escherichia coli, hortalizas de hoja.



B INTRODUCCION

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO) (2022) como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (2020) mencionan
que las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) representan un
relevante desafio de salud publica a nivel global, han manifestado su inquietud por
el incremento en la prevalencia de estas enfermedades en las décadas recientes.
Es bien sabido que la agricultura es la principal industria que utiliza aguas
residuales en Perd. Aproximadamente 4 000 hectareas de tierras de cultivo se
riegan con aguas residuales (ANA, 2009). Cuando se utilizan aguas residuales
para regar cultivos de tallo corto, las bacterias, protozoos, virus y otros organismos
presentes en el agua pueden adherirse a las superficies (Mok y Hamilton, 2014).
Las verduras de hoja verde también pueden contaminarse en muchos lugares
antes de llegar a los platos de los consumidores: en los campos, en las plantas de
envasado y procesamiento, en los camiones y por las manos sucias en las tiendas
de comestibles (Garcia et al., 2001).

Hasta la semana epidemioldgica 35 del afio 2023 se reportaron en nuestro pais
un total de 872 922 casos de enfermedad diarreica aguda (EDA). No se reportaron
infecciones por coliformes fecales debidas al consumo de vegetales crudos (CDC
MINSA, 2023), y también fueron frecuentes las infecciones causadas por
protozoos intestinales y helmintos, asociadas a multiples factores (Samar, 2020).
Las hortalizas y los alimentos que se expenden en el mercado de abastos “12 de
abril” no cumple con las condiciones higiénicas y de salubridad adecuadas ya que
muchas de estas se encuentran a la intemperie, donde estan en contacto con la
contaminacion del ambiente y animales, las hortalizas que estan a la venta en
los mercados de la ciudad de Huamanga en su mayoria son regadas con aguas
residuales de la PTAR Ayacucho, y existen evidencias de que la PTAR Totora

suministra lodos residuales de manera directa e indiscriminada a los agricultores



de la zona sin tratamiento previo (SUNASS, 2015). Esto podria ocasionar serios

problemas epidemiol6gicos de dificil control, por lo que se requieren métodos

basicos a través de analisis de laboratorio para fundamentar decisiones

preventivas. Se tomo6 96 muestras de hortalizas de hoja por duplicado, las que se

consumen crudas y en mayor frecuencia en el mercado de abastos “12 de abril” de

la ciudad de Ayacucho, se realiz6 el andlisis de la presencia de Escherichia coli

mediante la técnica de placas Petriflm™ y el analisis de enteroparasitos se realizé

mediante las técnicas de observacion directa y la tincion de Zielh-Neelsen

modificada. Se tuvo en cuenta los siguientes objetivos:

Objetivo general

Determinar la frecuencia de Escherichia coli y enteroparasitos en hortalizas de

hoja que se expenden en el mercado de abastos “12 de abril” de la ciudad de

Ayacucho, 2023.

Objetivos especificos

1. Determinar el grado de contaminacion por Escherichia coli en hortalizas de
hoja que se expenden en el mercado de abastos “12 de abril” de la ciudad de
Ayacucho, 2023.

2. ldentificar las hortalizas de hoja mas contaminadas por Escherichia coli en el
mercado de abastos “12 de abril” de la ciudad de Ayacucho, 2023.

3. ldentificar las hortalizas de hoja mas contaminadas por enteroparasitos en el
mercado de abastos “12 de abril” de la ciudad de Ayacucho, 2023

4. ldentificar las especies de enteroparasitos mas prevalentes en hortalizas de
hoja que se expenden el mercado de abastos “12 de abril” de la ciudad de
Ayacucho, 2023.



. MARCO TEORICO

21. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes internacionales

En Venezuela, Vélez y Ortega (2013), analizaron la presencia de coliformes
totales y Escherichia coli en muestras de lechuga, comercializadas de los
mercados principales de la ciudad de Cuenca. Utilizaron la técnica de placas
Petriflm™ para determinar coliformes totales y Escherichia coli en un total de 96
réplicas. Comprobaron en un grado tolerable la presencia de Escherichia coliy de
coliformes totales.

En Venezuela, Rivas Venales y Belloso (2012), analizaron la contaminacién por
parasitos intestinales en tres hortalizas. Examinaron un total de 115 muestras
entre perejil, lechuga y berro de puestos de mercado seleccionados al azar.
Utilizaron el método de flotacibn por sedimentacion Faust modificado,
descubrieron que el 53,04% de las muestras estaban contaminadas, siendo la
verdura mas contaminada el perejil con un 72,50%. Los parasitos intestinales mas
comunes fueron Balantidium coli y Necator americanus.

2.1.2. Antecedentes nacionales

En Cajamarca, Rivera et al. (2014), midieron los recuentos de coliformes fecales
y la abundancia de Escherichia coli en 85 muestras de verduras, incluyendo
cebollas, rabanos, cilantro, lechuga y perejil (17 de cada variedad). Encontraron
gue el 40% de las muestras contenian coliformes fecales con altos recuentos
posibles por gramo (NMP/g), con altos niveles de Escherichia coli en el perejil y la
lechuga.

En Lima, Mufioz et al. (2013), analizaron la polucidon por enterobacterias en
vegetales frescos de cuatro mercados de mayoristas en Lima, PerG: "La Parada”,
"Los Ceres", "Ramén Castilla" y "Caquetad." Se recogieron muestras de lechuga

(Lactuca sativa), col (Brassica oleracea) y espinaca (Spinacea oleracea) en cada



mercado. El estudio mostr6 que el 18,9% y el 22,2% de las hortalizas del mercado
de “La Parada” presentaban niveles de Escherichia coli y coliformes fecales,
respectivamente; superiores a los establecidos por la Comisién Internacional de
Especificaciones Microbiolégicas para los Alimentos (ICMSF); siendo las
espinacas las que mostraban mayores niveles de contaminacién. Ademas, se
comprobdé que las hortalizas del mercado “Caqueta” contenian altos niveles de
Escherichia coli y que especialmente la col, estaban contaminadas con
Salmonella. Siendo estos los mercados mas contaminados.

En Huénuco, Galiano (2016), evalu6 los factores asociados y los niveles de
contaminacion por Escherichia coli en hortalizas, analiz6 muestras de apio,
espinaca, rdbano y zanahoria procesadas y analizadas segun el manual de
bacteriologia analitica de la Food and Drug Administration (FDA). El analisis
bivariante mediante la prueba de Chi-cuadrado mostré que, en cuanto al nivel de
contaminacion por Escherichia coli en las verduras el 43,1% (31/72) eran
adecuadas y el 56,9% (41/72) inadecuadas. Las espinacas presentaban el mayor
nivel de contaminacién, con un 75%, seguidas del apio, con un 59,1%, el rabano,
con un 57,9%, y la zanahoria, con un 42,1%.

En Arequipa, Paredes (2018), analizé la presencia de parasitos intestinales en
hortalizas. Utilizando métodos de sedimentacioén, técnica de Teleman modificada
y observacién directa, encontré que el 38,88% de las hortalizas comercializadas
en el mercado de Arequipa contenian pardsitos intestinales. Siendo las hortalizas
del mercado “Metropolitano” las mas contaminadas, y los parasitos mas comunes
fueron: Strongyloides spp., Ascaris spp., Trichuris spp. y Entamoeba coli. Las
verduras mas contaminadas fueron la lechuga, la col y el apio.

Contreras (2013), estudio la contaminacién de hortalizas comercializadas en el
mercado de Tacna con pardsitos intestinales de interés en salud publica.
Analizaron 522 muestras correspondientes a cuatro hortalizas seleccionadas al
azar. Utilizaron métodos de sedimentacién, observacion directa y la técnica de
tincion de Ziehl-Neelsen modificada para procesar las muestras. Los resultados
mostraron que el 21,26% de las hortalizas comercializadas en la ciudad de Tacna
estaban contaminadas con parasitos intestinales. Los pardsitos intestinales
encontrados fueron Isospora, Cryptosporidium parvum y Giardia. Se determiné
que las hortalizas con mas contaminacion fueron la lechuga, el rabano y el repollo.
2.1.3. Antecedentes regionales

Ortiz (2012), en su trabajo sobre enteroparasitos en Lactuca sativa “lechuga”,



analiz6 el nivel de polucion en las lechugas de los principales mercados de la
ciudad de Huamanga, recolect6 un total de 200 muestras de cabezas de lechuga,
las tres especies de enteroparasitos mas frecuentes que encontr6 fueron
Entamoeba coli, Strongyloides sp. y Ascaris lumbricoides.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Parasito

Organismo que vive temporal 0 permanentemente a expensas de otro ser vivo, de
especie diferente (hospedero), obteniendo de él alimento y habitat, causandole
diversos grados de dafio y encontrdndose en un estado de dependencia
obligatoria y unilateral respecto a él (Botero, 2012).

2.2.2. Comensal

Organismo que existe en una relaciéon simbiotica con su hospedador; se beneficia
de él sin causarle ningun beneficio o dafio detectable (Lawrense, 2011).

2.2.3. Enteroparasitosis

Son infestaciones a nivel intestinal en humanos y animales, provocadas por
parésitos protozoarios o helmintos (FAO, 2004).

2.2.4. Hortalizas

Grupo de plantas que generalmente se cultivan en jardines o areas irrigadas, que
se consumen, ya sea cruda o preparada de manera culinaria, y que incluyen
vegetales y leguminosas verdes (FAO, 2004).

2.2.5. Coliformes totales

Se componen de grupos de bacterias Gram negativas que pueden ser aerobias o
anaerdbicas, esto dependera del entorno y de las bacterias; no producen esporas
y fermentan lactosa, generando acido y gas a 35 - 37°C (Catrrillo y Lozano, 2008).
2.2.6. Coliformes fecales

Son bacterias que forman parte del grupo de coliformes totales, son especificas
de la cavidad intestinal de los animales de sangre caliente, como de los humanos
y pueden reproducirse a temperaturas entre 44 - 44.5°C (Aurazo, 2009).

2.2.7. Escherichiacoli

Es un bacilo Gram negativo con una sola cadena de ADN enrollada, miembro de
la familia Enterobacteriaceae, que constituye la microbiota habitual intestinal de
los humanos y los animales homeotermos, es la bacteria mas abundante de las
bacterias anaerobias facultativas que habitan el intestino (Aurazo, 2009).

2.2.8. Placas Petrifilm

Método que consiste en el uso de placas con medio liofilizado listas para usar para



el andlisis microbiolégico de alimentos, agua, superficies y otros productos,
disefiado para ahorrar tiempo, aumentar la productividad, la confiabilidad y la
eficiencia. El disefio tiene una pelicula que se puede rehidratar que esta recubierta
con nutrientes y agentes de gelificacién. Es capaz de proporcionar resultados en
tres pasos: introduccién, incubacion y enumeracion (3M,2022).

2.2.9. Tincion de Ziehl-Neelsen modificada

Técnica de coloraciéon con algunas variantes, Qtil para visualizar ooquistes de
coccidios intestinales que presentan la propiedad de ser &cido-alcohol resistentes
(Murray, 2017).

2.2.10. Helmintos

Conocidos como “gusanos”, presentan cuerpo alargado con simetria bilateral y
organos especificos, carentes de extremidades y de tamafio variable que varia
entre décimas de milimetro y varios metros, de reproduccion sexual y asexual, que
abarca a los trematodos, cestodos y nematodos, que son pardsitos del tubo
digestivo y de diversos 6rganos tanto humanos como animales. (Cox, 2004).
2.2.11. Trofozoito

Es el estadio vegetativo que se nutre de forma activa, mavil y reproductiva del
protozoo, se multiplican dentro del intestino del hospedero o cuando encuentran
las condiciones favorables; presentan una membrana celular flexible. Los
trofozoitos se multiplican por fision binaria (Cox, 2004).

2.2.12. Quiste

Es el estadio de resistencia del protozoario a los cambios ambientales, también
es la etapa infectiva y de diagndstico; cuando llega a un entorno propicio para su
desarrollo y supervivencia, la barrera quistica se desprende, el protozoo se libera
y se desarrolla en un trofozoito (Cox, 2004).

2.2.13. Inocuidad de los alimentos

Se entiende por inocuidad al aseguramiento y garantia de que el alimento no
causara dafio al consumidor, si se prepara y consume de acuerdo con su uso
destinado (CODEX ALIMENTARIUS, 2022).

2.2.14. Enfermedad transmitida por alimentos (ETA)

Todo tipo de enfermedad que se adquiere a través del consumo de alimentos
contaminados (CODEX ALIMENTARIUS, 2022).

2.3. Basestedricas

2.3.1. Las hortalizas

Son vegetales que, gracias a su abundancia de vitaminas y minerales, son
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esenciales para la salud y una nutricion adecuada. También tienen propiedades

antioxidantes que activan directamente el sistema inmunoldégico, lo que ayuda a

prevenir enfermedades. (lllescas, 2008).

Se ha demostrado que estos productos la contaminacion por enteroparasitos y

otros microorganismos patdégenos como bacterias, virus y hongos; que contribuyen

a las enfermedades de transmisién alimentaria que actualmente representan uno

de los problemas de salud publica mas importantes en todo el mundo, a pesar de

Sus numerosas ventajas nutricionales (Traviezo et al., 2004).

2.3.2. Clasificacion de las hortalizas

De acuerdo a la parte comestible se dividen en (Casseres, 1980):

e Hortalizas de hoja como, por ejemplo: espinaca (Spinacia oleracea),
repollo (Brassica oleracea), lechuga (Lactuca sativa), perejil (Petroselinum
crispum),acelga (Beta vulgaris) y otros.

e Hortalizas de raiz y tubérculos, tales como: yuca (Manihot esculenta), zanahoria
(Daucus carota), papa (Solanum tuberosum), rabano (Raphanus sativus) y
otros.

e Hortalizas de tallo y bulbo, como: esparrago (Asparagus officinale), cebolla
(Allium cepa), ajo (Allium sativum), nabo (Brassica rapa) y otros.

¢ Hortalizas de flor y fruto, como: coliflor (Brassica oleracea var. botrytis), tomate
(Solanum lycopersicum), pepino (Cucumissativus) y otros.

e Hortalizas de semilla y grano, como: chia (Salvia hispanica), arveja (Pisum
sativum), frejol (Phaseolusvulgaris), choclo (Zea mays) y otros.

2.3.3. Seguridad de las hortalizas

Los vegetales no solo deben tener un aspecto fisico atractivo, frescura,

presentacion y valor nutricional, sino que también no deben afectar la salud del

consumidor cuando se consumen. No se puede detectar facilmente la presencia
de microorganismos patdgenos y sustancias peligrosas; todo depende de la
gravedad y la responsabilidad de todos los miembros de la cadena de produccién

y distribucion y tener precauciones como lavar, desinfectar y cocinar el producto

antes de consumirlo. No obstante, no es posible estar completamente seguro

porque cualquier duda sobre la seguridad de una comida tiene un impacto
significativo en el nivel del consumidor. Por lo general, las verduras se consumen
frescas con la piel, por lo que cualquier organismo patdégeno que pueda

transportarse en su superficie es un peligro potencial (Chavarria, 2017).

También, investigaciones sobre la contaminacion alimentaria coinciden en que las



verduras crudas juegan un papel importante en la propagacion de enteroparasitos
debido a que los campos se fertilizan con material organico de origen fecal y se
irrigan con aguas de desecho; de manera frecuente (ONU, 2011).

2.3.4. Factores que influyen en la contaminacion de las hortalizas

a) Fuente animal

Los animales son los hospedadores ideales para los parasitos intestinales que se
encuentran en los campos de pastoreo, estos al consumir hierbas contaminadas
con quistes o huevos de parasitos se infectan, y corresponden un peligro para la
salud humana (Fumado, 2015).

Los animales excretan los huevos, larvas, quistes y ooquistes de pardésitos a traves
de sus heces, y si es necesario para el productor del campo, utiliza guano o
estiércol para abonar el suelo del corral. Al comer verduras sin desinfectarlas
adecuadamente, los humanos pueden consumir también estos parésitos por
accidente y pueden continuar su ciclo biologico, alojandose en diferentes partes
del cuerpo y causando enfermedades, incluso la muerte (Fumado, 2015).

b) Aguas contaminadas

Se entiende como la pureza del agua ha disminuido, ya que se ha alterado su
calidad. Estas aguas (pueden estar contaminadas por varios parasitos
intestinales) son utilizadas para el riego de verduras; igualmente, si las verduras
se consumen sin tratamiento, estos parasitos infectan al hombre, afectan su salud
y la de su familia (Fumado, 2015).

c) Desechos téxicos

Los productos quimicos producen desechos peligrosos. Estos se distinguen por su
alto poder residual, lo que significa que permanecen mucho tiempo en el suelo y el
agua (1 a 12 meses). El uso excesivo causa un desequilibrio en la flora y fauna del
suelo y del agua, lo que resulta en la aparicion de plagas que afectan los cultivos
(verduras) y la salud humana. Ademas, después de un dia 0 una semana de la
aplicacion, estos productos quimicos se quedan en las verduras y estas se venden
a los agricultores (Reyes, 2004).

2.3.5. Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS)

La Organizaciéon Mundial de la Salud afirma que las enfermedades transmitidas
por alimentos (ETAS) son uno de los problemas de salud mas comunes en el
mundo y juegan un papel fundamental en la disminucién de la productividad
econdmica, ya que provocan una elevada tasa de morbilidad, lo que afecta la

calidad de vida de las personas y su salud. La contaminacion de los alimentos es



una de las principales causas de riesgo de enfermedades diarreicas y mal
nutricién, lo que ha provocado que la parasitosis intestinal se encuentra en el
tercer lugar en términos de morbilidad a nivel global (Carmena et al., 2007).

Las parasitosis intestinales, que incluyen también las provocadas por protozoarios
y helmintos de relevancia médica zoondtica, constituyen un serio y preocupante
problema de salud publica en muchos paises del mundo, particularmente y de
manera mucho mas frecuente en los conocidos errGneamente como paises del
"Tercer Mundo" (Botero, 2012), en la que se ubica Peru.

2.3.6. Microorganismos indicadores de higiene

Es crucial buscar microorganismos patdogenos en los alimentos. El perfil
microbiano de cada alimento depende del origen de las materias primas y de la
naturaleza de las operaciones técnicas realizadas en toda la cadena de
produccion. El criterio microbioldgico, que se refiere a una norma, es el nUmero
maximo de microorganismos que se pueden tolerar en un alimento determinado
por un método especifico (Chavarria, 2012).

Los mas comunes son: coliformes totales, coliformes fecales y Escherichia coli
este Ultimo como indicador directo de contaminacion fecal (Chavarria, 2012).

a) Coliformes totales

El término "coliformes totales" se refiere a todos los grupos de bacterias que
comparten ciertas caracteristicas bioquimicas y son importantes como
marcadores de contaminacion en el agua y los alimentos (Chavarria, 2012).

Son bacilos Gram negativos, tanto aerobios como anaerobios facultativos, no
esporulados que crecen en medios que contienen sales biliares, como Bilis Rojo
Violeta y Mc Conkey (Chavarria, 2012).

De la familia Enterobacteriaceae, pueden fermentar la lactosa produciendo acido
y gas en 24 a 48 horas y a temperaturas de incubacion de 30 a 37 °C. Los
coliformes totales se encuentran en el intestino humano y los animales, asi como
en otros lugares como el suelo, las plantas, las cascaras de huevo y otros.
(Chavarria, 2012).

Las bacterias coliformes pueden proliferar en los alimentos sin necesidad de una
alta contaminacion, si las condiciones son adecuadas (Chavarria, 2012).

En microbiologia sanitaria, la presencia y abundancia de coliformes en alimentos
generalmente se considera con un triple significado (Murrel et al., 2013):

¢ Indicadoras de contaminacién por heces o de malas practicas laborales en la

gestion de alimentos.



e Motivo de alteracion de los alimentos.

e Como causantes de enteritis.

b) Coliformes fecales

Son microorganismos que pertenecen al grupo de coliformes totales; por lo que
presentan caracteristicas similares. Los coliformes fecales, también conocidos
como coliformes termotolerantes, pueden resistir y reproducirse a temperaturas
de 44 a 44,5°C, fermentando la lactosa con produccién de acido y gas en un
tiempo méximo de 24 horas. Su presencia en alimentos indica contaminacion fecal
ya que se originan en las heces de animales de sangre caliente (incluidos
humanos). Escherichia coli es la bacteria principal de este grupo (Pascual y
Calderén, 1999).

c) Escherichia coli

Esta bacteria Gram negativa fue identificada por primera vez por Theodor
Escherich en 1885. Escherichia coli es la especie principal de microbiota aerobia
y anaerobia que se encuentra en el tubo digestivo de muchas especies de
animales, incluidos humanos y animales de sangre caliente. Es "parte de la
microbiota intestinal esencial que mantiene la fisiologia del hospedero sano" y se
elimina por las heces. (Murrel et al., 2013).

Se le puede encontrar en el medio ambiente, puesto que tiene la facultad de
sobrevivir durante un determinado tiempo en medio acuoso y en los alimentos; es
un indicador de contaminacion fecal, y se le puede aislar de agua y alimentos
contaminados (Garcia, 2013).

2.3.7. Taxonomiade Escherichia coli

Reino . Bacteria

Filo . Proteobacteria

Clase : Gammaproteobacteria

Orden : Enterobacteriales

Familia : Enterobacteriaceae

Género : Escherichia

Especie : Escherichia coli (Murrel et, al 2013).

2.3.8. Enfermedades producidas por Escherichia coli

La Escherichia coli diarreogénica es la principal causa mundial de problemas
intestinales y se considera uno de los principales agravantes de la salud. Las
cepas de Escherichia coli son muy diversas y algunas pueden causar

enfermedades especificas. La Escherichia coli uropatogénica es una de esas
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cepas que causa infecciones en el tracto urinario. Los sintomas de Escherichia
coli que produce la toxina Shiga (STEC) son: calambres estomacales, vomitos y
diarreas, siendo los mas frecuentes; aunque los sintomas varian de una persona
a otra. Algunas personas pueden experimentar fiebre que supera los 38,5 °C. Se
ha demostrado que la cepa STEC es responsable del Sindrome Urémico
Hemolitico (SUH), cuyos sintomas incluyen diarrea, sangre en los heces e
insuficiencia renal (Murrel et, al 2013).

2.3.9. Recuento de Escherichia coli y coliformes en placas Petrifilm™

Las placas Petrifilm™ tienen un sistema de doble pelicula, un medio deshidratado
y una pelicula superior e indicadores impregnados en ambos lados, lo que reduce
el tiempo de cultivo. Las placas Petrifim™ para el conteo de Escherichia
coli/coliformes presentan en su estructura bilis rojo violeta (VRB), un agente
gelificante soluble en frio, también presenta indicadores de la actividad
glucuronidasa y de tetrazolio en el film superior que se asocia con las enzimas
presentes en la membrana de las bacterias. Esto facilita la identificacion de las
colonias de Escherichia coli (3M, 2022).

El indicador 5-bromo-4-cloro-3-indol-3-glucurénido (BCIG) presente en la placa
Petrifilm™, reacciona con la enzima beta-glucuronidasa producida por Escherichia
coli cambiando el color de la colonia de rojo a azul (3M, 2022).

El gas atrapado alrededor de las colonias de Escherichia coli/coliformes (dentro
del diametro de una colonia) se produce por la fermentacién de la lactosa, que
produce acido y gas. El cambio de pH oscurece el color del gel y muestra colonias
confirmadas (Garcia, 2013) y (3M, 2022).

La placa Petriflm™ es usado como un método para pruebas cualitativas,
semicuantitativas y cuantitativas, dependiendo del interés del investigador (3M,
2022).

2.3.10. Las enteroparasitosis

También conocidas como parasitosis intestinales, son provocadas por infecciones
causadas por helmintos o protozoarios en el tracto digestivo. Estas son muy
comunes a nivel mundial, particularmente en naciones con sistemas de agua y
saneamiento deficientes. Estos problemas de salud publica afectan a nifios y
adultos, especialmente debido a la falta de cuidado en el uso y consumo de agua,
frutas y verduras como las hortalizas (Tananta et al., 2004).

De acuerdo con varios estudios, el consumo de hortalizas crudas es la principal

causa de la contaminacion de parasitos y comensales, que se extienden en una
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gran variedad. Las especies: Blastocystis hominis, Giardia lamblia,

Cryptosporidium spp., Entamoeba coli, Hymenolepis nana, Strongyloides

stercoralis, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura y Taenia sp. son los principales

contaminantes (ONU, 2011).

2.3.11. Parasitos transmitidos a través del consumo de hortalizas

a) Ascaris lumbricoides

Este nematodo intestinal causa la infestacion conocida como ascaridiasis. Se

distingue por dos fases distintas clinicas y diagnosticas: la migracion larvaria

pulmonar y la digestiva. La ingestién de huevos embrionados, que se excretan en
las heces de los enfermos, contamina la tierra, el agua, los alimentos, las manos

y los juguetes (Fumado, 2015).

b) Trichuris trichiura

La tricocefalosis se desarrolla cuando el hombre ingiere los huevos larvados de

Trichuris trichiura junto con alimentos (vegetales), manos y fomites contaminados.

En el punto donde cada parasito penetra la membrana mucosa del colon provoca

un dafio traumético local con hinchazén (edema) y sangrados, en gran parte de las

infecciones. En infecciones graves, puede haber colitis, rectitis y prolapso. (Botero,

2012).

c) Giardia lamblia

El parasito protozoario flagelado tiene un tamafo de 9 x 5 um y un quiste ovoide

de 8 x 10 ym. Se aloja es en la parte superior del intestino, donde se enquista

hasta llegar al intestino grueso y porcién del intestino delgado, lo que da como
resultado la forma trofozoita mévil. La via de transmision mas comun es oral-fecal.

Ademas, la giardiasis puede propagarse a través de los alimentos y el agua. Los

sintomas incluyen dolor epigastrico de poca intensidad y cambios en el ritmo de

defecacion; puede presentar diarrea aguda o crénica, continua o intermitente,

alternando con fases de estrefiimiento (Botero, 2012).

d) Entamoeba histolytica

Es un parasito protozoario unicelular que causa una infestacién que se extiende

por todo el mundo. Su ciclo de vida consta de dos etapas (Botero, 2012).

e Forma quistica. Cuando son inmaduros, tienen una forma esférica u oval con
una pared resistente a la quitina y miden de 10 a 15 pym. En el citoplasma,
tienen barras cromatoidales con bordes curvos (menos de 10) y una masa de
glucégeno (Botero, 2012).

e Forma trofozoito. Es su forma vegetativa, anaerobio facultativo, tiene una
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forma irregular ameboide alargada y puede tener un didametro de 10 a 60 um,
aunque su tamano tipico es de 12 a 15 ym, su ndcleo contiene granulos de
cromatina, un cariosoma y un endoplasma puramente granular, contiene
vacuolas, restos celulares y eritrocitos fagocitados, y los seuddépodos se
encuentran en el ectoplasma La division celular simple permite su multiplicacion
(Botero, 2012).
La transmisién ocurre cuando el agua y los alimentos estan contaminados, y los
sintomas que se producen varian segun el tipo de amebiasis: La amebiasis
intraluminal es la forma mas comudn de infestacion y la amebiasis invasora tiene
un cuadro disenteriforme de diarrea grave que se asocia con dolor abdominal,
heces como sangre y moco, entre otros sintomas. La amebiasis invasora también
puede ser asintoméatica (Botero, 2012).
e) Blastocystis hominis
Protozoo anaerobio que se distribuye a nivel mundial, infectando tanto a los
humanos como a una amplia variedad de animales. Es el parasito que se
encuentra con mayor frecuencia en muestras de heces, pero su significacién
clinica es incierta. Este microorganismo tiene una gran heterogeneidad genética
(genotipos) y morfologias variadas (vacuolar, granular, multivacuolar, avacuolar,
ameboide y quistica). También tiene una variedad de estrategias de replicacion
(Stensvold et al., 2007).
f) Cryptosporidium parvum
Es un protozoo parasito intracelular del filo Apicomplexa y la familia
Cryptosporidiae. Su ciclo de vida dura aproximadamente dos dias en un solo
hospedador. Comienza cuando el hospedador ingiere el ooquiste y los
esporozoitos se desenquistan y liberan en el lumen intestinal. Aunque la
prevalencia de la enfermedad en humanos no es conocida, estudios recientes
indican que es una causa comun de diarrea en todo el mundo, especialmente en
niflos. El estadio infectante y de diagnéstico de Criptosporidium es el ooquiste
(Botero, 2012).
g) Isospora belli
Este coccidio intracelular causa una parasitosis intestinal conocida como la
isosporiasis, esta enfermedad parasitaria transmitida por contaminacion fecal en
alimentos y agua. Aproximadamente una semana después de la ingestion de los
ooquistes, comienzan los sintomas de Isospora belli, que incluyen diarrea, dolor

abdominal, fiebre, pérdida de peso y deshidratacion. Algunos pacientes presentan
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eosinofilia. El sintoma principal en pacientes inmunocompetentes es una diarrea
intensa. Los sintomas graves de los pacientes inmunodeprimidos, especialmente
los pacientes con SIDA, pueden persistir durante meses o indefinidamente
(Camarena,1992).

h) Ciclospora cayetanensis

Es muy parecido morfolégicamente a Cryptosporidium, pero responde mejor al
tratamiento con cotrimoxazol. Ha sido responsable de brotes de diarrea
epidémicos en varios paises. Todavia no hemos descubierto su verdadera
relevancia epidemiolégica en nuestro pais. La ingestiébn de ooquistes maduros
causa parasitacion en el hombre. Si no se trata de ciclosporosis, los sintomas,
como la diarrea muy liquida, pueden persistir por varias semanas o incluso hasta
un mes o mas (Camarena, 1992).

2.4. Marco legal

Se tom6é como referencia la siguiente norma peruana: De acuerdo con la
Resolucion Ministerial N°591-2008/MINSA, emitida el 27 de agosto de 2008, la
"Norma Sanitaria que establece los Criterios Microbioldgicos de Calidad Sanitaria
e Inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo humano", clasifica a las
Enterobacteriaceas como microorganismos indicadores de higiene y a Escherichia
coli O157:H7 como microorganismo patdégeno. Se indica que el limite inferior (m)
de Escherichia coli es de 10? UFC/g (Minsa,2008).
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Descripcion de la zona de estudio

3.1.1. Ubicacion politica

El mercado de abastos “12 de abril” esta localizado en el jiron 28 de Julio 402,
pertenece geografica y politicamente a la jurisdiccion del distrito de Ayacucho,
provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho (Google Maps, 2023).

3.1.2. Ubicacion geogréfica

El mercado “12 de abril” se encuentra ubicado en el centro de la ciudad de
Ayacucho, situado a una altitud de 2756 metros sobre el nivel del mar (msnm),
entre las coordenadas: Latitud -13.16521° 0 13° 9' 55" sur; Longitud -74.22808° o
74° 13' 41" oeste (Google Maps, 2023).

3.1.3. Descripcién de la zona

El mercado de abastos “12 de abril” es un centro de abastecimiento zonal de tipo
minorista que inicié actividades en el afio 2000, con sus 23 afios de existencia lo
convierte en un mercado tradicional en su comunidad. Este mercado de
construccién rastica (adobe), techo de calamina galvanizada y pisos sin
pavimentar, alberga 973 puestos fijos y tiene 900 puestos activos
permanentemente, estos puestos se encuentran yuxtapuestos. Cuenta con
energia eléctrica, abastecimiento de agua potable y posee alcantarillado. El
mercado de abastos “12 de abril” es administrado por la junta directiva y
propietarios (De Peru, 2023).

3.1.4. Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacion se realizé en los laboratorios de biotecnologia
de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

3.2. Tipo deinvestigacion-nivel de estudio

Descriptivo- Basico.
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3.3. Nivel deinvestigacién
Basico.
3.4. Disefno de lainvestigacion
Disefio transversal, ya que estima la prevalencia de un evento en un tiempo
determinado y en una poblacién especifica (Hernandez, 2014).
3.5. Definicion de poblacion y muestra
3.5.1. Poblacion
Total, de hortalizas de hoja que se expenden en el mercado de abastos “12 de
abril”.
3.5.2. Muestra
96 hortalizas (por duplicado) recolectadas de 12 puestos que expenden verduras
en el mercado de abastos “12 de abril”.
3.5.3. Sistemade muestreo
Muestreo no probabilistico por conveniencia (solo de los puestos que expendan
todas las hortalizasde hoja: cebolla china, col corazén, col crespa, lechuga
américa, lechuga seda, espinaca, culantro y perejil).
Las muestras se recolectaron durante los meses de julio y agosto del 2023, se
tomaron 12 muestras con repeticién de cada especie de hortaliza a analizar de
manera inter diaria, se analizaron 96 hortalizas en total.
3.5.4. Criterios de inclusién y exclusion
a) Criterios de inclusién
e Puestos de ventas que se ubicaron dentro del mercado de abastos “12 de abril”
y que expendian los 8 tipos de hortalizas de hoja analizar.
e Hortalizas de hoja (clasificadas asi segun la parte comestible que se consumen
con mayor frecuencia en la ciudad de Ayacucho).
e Muestras de hortalizas de hoja intactas, lozanas y sin muestras de haber estado
contaminada por hongos.
e Hortalizas de hoja a analizar que se expendan en el mercado de abastos “12
de abril”’, 12 muestras por especie, las cuales fueron:
Allium shoeprasum "cebolla china".
Brassica oleracea variedad capitata "col corazén".
Brassica oleracea variedad sabauda "col crespa”.
Lactuca sativa variedad capitata "lechuga americana”.
Lactuca sativa variedad inybacea "lechuga seda".

Spinacia oleracea "espinaca’.
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Coriandrum sativum "culantro".

Petroselinum sativum "perejil".

b) Criterios de exclusion

Vegetales que no eran hortalizas de hoja.

Muestras de hortalizas que no se vendian, y estaban por desecharse.
Hortalizas de hoja que se expenden fuera del perimetro del mercado de
abastos “12 de abril”.

3.6. Disefio metodolégico paralarecoleccion de datos

3.6.1. Etapapre — analitica

a) Autorizacion

Se coordind y se solicitdé permiso a la presidenta de la Asociacion de Comerciantes

del Mercado de Abastos “12 de abril”, para las facilidades: enla toma de muestra

(las verduras se compraron); para las fotos correspondientes y de la informacion

pertinente.

b) Toma de muestra y recoleccion de datos

Se adquirieron alrededor de 500 g de muestra (1 muestra representativa con
duplicado) por puesto de venta del mercado de abastos “12 de abril”, las
muestras se encontraban frescos y en perfecto estado macroscopico.

Se tomaron las muestras con guantes de latex (Traviezo et al., 2004), 12
muestras por especie con su duplicado por dia; se tomaron los lunes, miércoles
y viernes por la manana.

Se colocaron las muestras de hortalizas en bolsas estériles de polietileno,
siendo estas previamente rotuladas con el nimero de muestra y se identificd
con la ficha de recoleccion de datos (ver anexo 5) (Traviezo et al.,2004).

Se anotaron en la ficha de recoleccion de datos las observaciones realizadas
durante la toma de muestras, tales como la falta de higiene en el puesto de
venta hortalizas y otras (Traviezo et al., 2004).

Las muestras se trasladaron en un cooler (Traviezo et al., 2004) al laboratorio
de Biotecnologia Microbiana de la Facultad de Ciencias Biol6gicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga para los respectivos
analisis.

Las muestras se refrigeraron a 3°C.

3.6.2. Etapaanalitica (procesamiento de las muestras)

a) Procedimiento parala deteccién Escherichia coli

Se us6 la técnica de placas Petrifim™ para el recuento de Escherichia coli (3M,
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2022).

Preparacion del agua peptonada al 0,1%

Sepesb 1 g de peptonay se agregd en 1 000 mL de agua destilada.

Preparacion de la muestra

Se procesaron de manera diaria 6 muestras de hortalizas.

Se trozaron las muestras con un cuchillo estéril, con eliminacion previa de las
hojas externas, en muestras de cebolla china no fue necesario el ultimo
procedimiento.

Se pes6d 25 g de las muestras en placas de Petri estériles previamente
etiquetadas.

En recipientes de plastico se colocaron las muestras pesadas y se afiadieron
225 mL de agua peptonada al 0,1%.

Se homogeneizaron manualmente las muestras con el agua peptonada
durante 2 minutos (3M, 2022).

Inoculacién e incubacion

Se prepararon la muestra y las diluciones de los homogenizados.

Se colocaron las placas Petrifilm™ en una superficie plana y nivelada, se
levantd la pelicula superior de cada placa.

Con la pipeta perpendicular a la placa, se coloc6é 1 mL de cada una de
lasdiluciones en el centro de cada pelicula de las placas Petrifilm™,

Se dejo6 caer la pelicula superior sobre las muestras, cuidando que no se
formen burbujas.

Se coloc6 suavemente el dispersor plastico por el lado liso sobre la lamina
superior de las placas Petrifilm™, cubriendo el inéculo.

Se levant6 el dispersor y se esperd dos minutos para que se solidifique el gel.
Se incubo las placas en forma invertida en grupos de 6 placas a 35 C°
durante 24 horas.

Posteriormente se realiz6 el reconocimiento de las colonias que
presentabancolor azul con o sin presencia de gas y se realizé el conteo (3M,
2022).

Interpretacion de resultados

Fueron positivas las colonias azules con o sin el gas atrapado en la placa
Petrifilm™ (dentro del diAmetro aproximado de una colonia).
Las colonias que aparecen sobre la barrera de espuma no se contaron ya

que han sido removidas por la influencia del medio selectivo.
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Figura 1. Los ejemplos 1 a 10 muestran varios patrones de burbujas asociados con
colonias que producen gas. Todas deben ser enumeradas (3M, 2022).
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b) Procedimiento para la deteccion de enteroparasitos

El andlisis de las muestras se realizé segun el método de Alvares et al., (1998).

De las 6 muestras tomadas por fecha para el andlisis de Escherichia coli, se
procedi6 a realizar el analisis de enteroparasitos, se procesaron dentro de las
6 horas después de ser tomadas las hortalizas.

Se retiraron las bolsas de polietileno.

Las hortalizas de hoja se deshojaron hoja por hoja, se introdujeron a un
recipiente de plastico con tapa de capacidad de 500 mL, y se lavaron con 300
mL de agua destilada, agitando manualmente por 1 minuto.

Se retiraron las hojas de las hortalizas, y el agua de lavado se dej6é sedimentar
por 24 horas al cabo del cual se eliminé el sobrenadante y luego el sedimento
se coloc6 en tubos de centrifuga de aproximadamente 15 mL, las cuales se
centrifugd por 10 minutos a 3 000 rpm.

Se concentro el sedimento para el andlisis parasitologico (Alvares et al.,1998).

b.1) Examen directo

Se realizo la técnica de examen directo segun el manual de procedimientos del
INS (2003).

Procedimiento:
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En un extremo de la lamina portaobjeto, se colocé una gota de Lugol y se
procedié a la aplicacion de una gota del sedimento, se emulsificd y se cubri

con una laminilla cubreobjeto (INS, 2003).

b.2) Tincion de Ziehl-Neelsen modificada para observacién de coccidios

Cryptosporidium y otros

Procedimiento (Alvares et al.,1998):

Sobre el soporte de las varillas de vidrio, se colocaron las ldminas portaobjetos.
Se colocaron una gota del sedimento en las laminas portaobjetos y con una
bajalengua se dispers6 homogéneamente y se dejo secar.

Se utilizé alcohol metilico para fijar cada ldmina durante 2 a 5 minutos, tras lo
cual se dej6 secar.

Se agreg6 hidréxido de sodio por 1 minuto a cada lamina, luego se eliminé el
exceso y posteriormente se lavd con agua.

Se cubrieron las laminas con fucsina fenicada (previa agitacion del frasco) por
5 minutos, se diluyé previamente en agua al tercio (1 mL de colorante y 2 mL
de agua). Se lavaron suavemente las laminas portaobjetos con agua corriente.
Se decoloré con alcohol-acido por unos segundos hasta quitar el colorante.
Se lavé suavemente cada portaobjeto con agua.

Se coloco el colorante de contraste azul de metileno durante 5 minutos, diluidas
previamente al tercio.

Se lavé las laminas suavemente con agua corriente y se dejaron secar a
temperatura ambiente.

Se realizé el montaje con aceite de inmersién de cada lamina y se observo al

microscopio.

c) Reporte

c.1l) Para Escherichia coli

Al identificar las colonias de Escherichia coli, se determind en porcentajes la
presencia y ausencia en las hortalizas analizadas.

Al identificar las colonias de Escherichia coli se procedié a hacer los célculos
para determinar las UFC/g para el numero de colonias menor a 150 (no se
observaron placas con crecimiento mayor a 150 colonias), se determiné
mediante la siguiente férmula (3M, 2022):

xN x10

UFC/g =~
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Donde:

x = Promedio del nimero de colonias (muestra y su respectivo duplicado).

N = Recuento del numero de colonias

10 = Factor de dilucion.

1 = 1mL de dilucion.

Se reportd las frecuencias <10?como aptas, y > 10? como no aptas, tomando como
referencia la Norma Sanitaria que establece los Criterios Microbiolégicos de
Calidad Sanitaria e Inocuidad para Alimentos y Bebidas de Consumo Humano,
R.M. N° 591-2008/MINSA,2008 (MINSA, 2008).

c.2) Para enteroparasitos

e Se identificé la especie y la forma evolutiva de los parasitos encontrados.

e Se report6 las hortalizas contaminadas mediante porcentajes.

3.6.3. Etapa post — analitica

a) Validacidon de resultados

La verificacién de la calidad de ambos procedimientos fue verificada por el asesor.
El reconocimiento de especies parasitarias fue verificado por la profesional Blga.
Martha Tapia Loayza, jefe de laboratorio clinico del C.S. Carmen Alto quien
garantizé la veracidad de los resultados, in situ.

b) Elaboracion del informe

Se registré los resultados en la ficha de recoleccién de datos, los resultados fueron
expresados mediante promedios y porcentajes, finalmente se procedié a la

elaboracion del informe.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Frecuencias de Escherichia coli y enteroparasitos en hortalizas de hoja que se
expenden en el mercado de abastos “12 de abril” de la ciudad de Ayacucho, 2023.

Escherichia coli Enteroparasitos

Hortalizasde hoja Presencia Ausencia Total Presencia Ausencia Total

N % N % N % N % N % N %
Espinaca 10 83 2 17 12 100 5 42 7 58 12 100
Cebolla china 9 75 3 25 12 100 7 58 5 42 12 100
Culantro 7 58 5 42 12 100 4 33 8 67 12 100
Perejil 6 50 6 50 12 100 4 33 8 67 12 100
Lechuga americana 6 50 6 50 12 100 5 42 7 58 12 100
Lechugaseda 4 33 8 67 12 100 2 8 11 92 12 100
Col crespa 4 33 8 67 12 100 2 17 10 83 12 100
Col corazén 2 17 10 83 12 100 1 8 11 92 12 100
Total 48 50 48 50 96 100 29 30 67 70 96 100
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Tabla 2. Grado de contaminacién por Escherichia coli en hortalizas de hoja que se
expenden en el mercado de abastos “12 de abril” de la ciudad de Ayacucho, 2023.

Grado de contaminacion por Escherichia coli

ACEPTABLE NO ACEPTABLE
<102 UFC/g >10? UFC/g

Tipo de hortalizade hoja Frecuencia % Frecuencia %
Lechuga de seda 12 100 0
Col corazoén 12 100 0
Col crespa 12 100 0
Culantro 12 100 0
Lechuga americana 9 75 3 25
Perejil 9 75 3 25
Espinaca 6 50 6 50
Cebolla china 6 50 6 50
Total 78 81 18 19

*Segln la Norma Sanitaria que establece los Criterios Microbiolégicos de Calidad Sanitaria e Inocuidad para
Alimentos y Bebidas de Consumo Humano, R.M. N° 591- 2008/MINSA,2008
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Tabla 3. Frecuencias de hortalizas de hoja mas contaminadas segun el grado de
parasitismo; del mercado de abastos “12 de abril’ de la ciudad de Ayacucho, 2023.

Gradobajo Grado Grado Total
medio alto

Hortalizas de hoja N % N % N % N
Col corazén 1 8 0 0 0 1
Lechuga de seda 0 0 1 0 0 1
Col crespa 2 17 0 0 0 2
Culantro 2 17 2 17 0 0 4
Perejil 2 17 2 17 0 0 4
Espinaca 3 25 2 17 0 0 5
Lechuga americana 4 33 1 8 0 0 5
Cebolla China 6 50 1 8 0 0 7
Total 20 21 9 9 0 0 29

Grado bajo = presencia de una sola especie de parasito o comensal. Grado medio = presencia de
dos especies de parasitos o comensales. Grado alto = presencia de mas de dos especies de
parasitos o comensales. *Segun Mufioz y Laura (2008) y Huayna (2012).
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Tabla 4. Frecuencia de parasitos y comensales en hortalizas de hoja que se expenden el mercado de abastos “12 de abril”, de la ciudad de Ayacucho

2023.

HORTALIZAS DE HOJA

] Cebolla Col Col Lechuga Lechuga . )
Especies Halladas . . Perejil Culantro  Espinaca Total
China Crespa Corazoén Americana Seda
N % N % N % N % N % N % N % N % N %
Protozoarios comensales
Blastocystis spp. 1 8 2 17 0 1 8 1 0 0 2 17 3 25 10 10
Entamoeba coli 0 0 2 17 0 17 2 17 17 8 8
lodamoeba biitschlii 0 0 0 1 8 0 0 2 17 2 17 1 8 6
Protozoarios parasitos
Giardia spp. 1 8 0 0 0 0 1 8 1 8 0 0 0 0 0 0 3 3
Cryptosporidium spp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 8 1 1
Isospora spp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 8 0 0 0 0 1 1
Balantidium spp. 0 0 0 0 1 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
TOTAL 2 17 2 17 1 8 5 42 2 17 5 42 6 50 7 58 30 31
HELMINTOS
Strongyloides spp. 5 42 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 6 6
Ascaris spp. 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1
TOTAL 5 42 0 0 0 0 1 8 0 0 1 8 0 0 0 0 7 7
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V. DISCUSION

En la Tabla 1, se observan las frecuencias de Escherichia coli y enteroparasitos
en hortalizas de hoja que se expenden en el mercado de abastos “12 de abril”,
estos resultados se obtuvieron de los promedios de las muestras y sus respectivos
duplicados, se determiné la presencia Escherichia coli en un 50% (48/96), las
muestras positivas para enteroparasitos con un 30% (29/96). Siendo las hortalizas
mas contaminadas con Escherichia coli: espinaca 83% (10/12), cebolla china 75%
(9/12), culantro 58% (7/12), lechuga americana 50% (6/12), perejil 50% (6/12), col
crespa 33% (4/12), lechuga seda 8% (1/12) y la menos contaminada col corazoén
con 17% (2/12). Las muestras mas contaminadas con enteroparasitos: cebolla
china con un 58% (7/12), espinaca y lechuga americana con un 42% (5/12), perejil
33% (4/12), culantro 33% (4/12), col crespa 17% (2/12) y las verduras menos
contaminadas: lechugas seda 8% (1/12) y col corazén 8% (1/12).

En el estudio realizado por Rincon et al. (2012), sobre calidad microbiolégica y
bacterias enteropatdgenas en vegetales tipo hoja, la recuperacion de Escherichia
coli fue de 10,00%, las muestras mas contaminadas fueron culantro 40,00%
(20/50), seguida de perejil 34,00% (17/50) y lechuga 20,00% (10/50). Ginestre
(2009); Mukherjee et al. (2004), encontraron porcentajes de 52,00% y 22,40% de
Escherichia coli en verduras, respectivamente. De igual manera Rivera et al.,
(2009) han reportado Escherichia coli en mas de un 30% de muestras de
vegetales.

Segun Gonzales (2015) que analiz6 la prevalencia de Escherichia coli, reporto
Escherichia coli en un 37,5% (30/80), en hortalizas comercializadas en los
mercados de Huanuco, las hortalizas mas contaminadas fueron: lechuga 62,5%,
seguido de perejil con un 37,5%, el culantro y la col con el 25,0%.

En el estudio de Escobedo y Ariza (2014), determind la prevalencia de Escherichia

coli en un 34,5% (29/84) en hortalizas vendidas en mercados de Huanuco, se
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determiné que la cebolla china mostr6 mayor contaminacion en 54,5%, seguido
del culantro con 33,3%, el perejil con 23,8% Yy el rabanito con 23,8%.

Se determind la frecuencia de Escherichia coli en un 50% (48/96), a comparacién
de algunas investigaciones presenta mayor frecuencia de contaminacién, las
verduras mas contaminadas fueron espinaca (83%) y cebolla china (75%),
resultados similares a Escobedo y Ariza (2014), siendo la menos contaminada col
corazén (17%); en la evaluacion de la inocuidad del agua y de los alimentos,
Escherichia coli se utiliza como el indicador principal para detectar y medir la
contaminaciéon fecal (FAO, 2011), la contaminacion alta se debea mudltiples
factores: Segun, Oliveira y Germano (1992), las principales formas de
contaminacion de estas verduras son la fertilizacién con desechos humanos o la
irrigacion de las areas de cultivo con agua contaminada por materia fecal de origen
humano. Las verduras de los mercados de la ciudad (en su mayoria), se riegan
con aguas residuales provenientes del PTAR Ayacucho (los PTARSs no eliminan
en su totalidad; coliformes, huevos y quiste de parasitos) y se ha demostrado que
la planta de tratamiento de aguas residuales Totora entrega directamente los lodos
residuales a los agricultores de la regidn sin previo tratamiento (SUNASS, 2015),
de los cuales las verduras pasan a ser comercializadas en los principales
mercados de la ciudad. Segun otros escritores, la microflora dafiina presente en
alimentos frescos como frutas y vegetales puede provenir de una variedad de
fuentes y reflejar tanto las condiciones de cultivo y cosecha, como la calidad de
los procesos de transporte y comercializacion; ademas, la manipulaciéon de las
hortalizas puede tener un impacto en la cantidad de bacterias presentes, ya que
el contacto directo de las hortalizas con las manos con materia fecal puede causar
que su contaminacién aumente (Garcia et al., 2001); cabe mencionar también que
las condiciones en las cuales se expenden los alimentos en el mercado de estudio
no son las adecuadas, y que por estar administrado por la junta directiva de
caracter privado y no por la Municipalidad Provincial de Huamanga esta no las
supervisa como corresponde, los vendedores carecen de medidas profilacticas y
de higiene, no cuentan con las indumentaria adecuada para el expendio de
verduras, los puestos se encuentran insalubres, las verduras estan apiladas
favoreciendo la contaminacién cruzada, expuestas a la intemperie, a la
contaminacion del suelo (este sin pavimentar) y a la contaminacion por animales.
Las hortalizas de hoja que se expenden en el mercado de abastos “12 de abril”,

principalmente la espinaca y la cebolla china en su mayoria estuvieron muy
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contaminadas por tierra y suciedad.

Otrarazén a que nuestros resultados hayan sido elevados a comparacion de otras
investigaciones en las cuales se usé métodos tradicionales (medios de cultivo); se
debe a la técnica usada, placas Petrifilm™ es una técnica altamente selectiva, lo
que aumenta la precisién en la obtencién de resultados, debido a que la muestra
no se somete a choque térmico, la recuperacion bacteriana es mayor, lo que hace
gue los recuentros sean mas precisos y confiables; en las placas Petrifilm™ solo
crecen microorganismos indicadores (Nore y Sanchez, 2008).

A nivel nacional la mayoria de las investigaciones no solo reportan la presencia o
ausencia de Escherichia coli, sino también los clasifican como aptas o no aptas
para consumo humano segun la “Norma Sanitaria que establece los Criterios
Microbiologicos de Calidad Sanitaria e Inocuidad para Alimentos y Bebidas de
Consumo Humano, R.M. N° 591-2008/MINSA, 2008 (MINSA, 2008); otros
trabajos toman como referencia normas internacionales.

Segun Paredes (2018) en el estudio sobre la presencia de enteroparasitos en
hortalizas comercializadas en los mercados més concurridos de la ciudad de
Arequipa, reporté que hay presencia de enteroparasitos en 38,88% de las
hortalizas que se expenden en los mercados de Arequipa.

Cisneros (2009) report6é un 48% de contaminacion por enteroparasitos del total de
hortalizas, menciona que del mercado “12 de abril “se encuentra en segundo lugar
con 52% de contaminacion.

Comparando los resultados no difieren mucho, se observa que la contaminacion
por enteroparasitos en el mercado de abastos “12 de abril”, disminuy6 en un 18%
luego de mas de 10 afios del primer estudio realizado donde la contaminacion
fue del 52% (Cisneros, 2009), al pasar los afios, las condiciones mejoran; las
razones probables se deben a que en la actualidad no todas las verduras que se
expenden en el mercado “12 de abril” son procedentes de la comunidad de Totora,
algunas verduras como mencionan algunas vendedoras son de la comunidad de
Tambo y Compafiia, de esta Ultima las verduras también son regadas con
aguas provenientes del rio Huatatas (los efluentes del PTAR son vertidos a este
rio). El uso de aguas contaminadas de los rios para el riego de verduras y el
drenaje natural de las aguas pluviales para evacuar los desechos sélidos urbanos
son otras fuentes importantes de contaminacion de las verduras (Mufioz et al.,
2008).

Las verduras mas contaminadas con enteroparasitos fueron: cebolla china (58%),
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espinaca (42%) y lechuga americana (42%); la mayoria de las hortalizas tienen
mucho contacto con la tierra, lo que favorece la contaminacién con formas
evolutivas parasitarias que son muy comunes en la tierra himeda, como quistes
de protozoarios, huevosy larvas de helmintos, lo que ayuda a obtener altos niveles
de contaminacién (Rivero et al., 1998), también el tallo corto y la forma peculiar de
las hojas de lechuga y la espinaca permite retener humedad y preservar de la
radiacién solar los huevos y quistes de los enteroparasitos manteniéndolos viables
(Traviezo et al.,2004). La disposicion de las hojas de la col crespa y corazon que
al analizarlas se retir0 las hojas externas, favorecieron obtener estos resultados y
que sean las hortalizas de hoja menos contaminadas.

En la Tabla 2, se observa el grado de contaminacién por Escherichia coli en
hortalizas de hoja que se expenden en el mercado de abastos “12 de abril” de la
ciudad de Ayacucho, 2023; como referencia la “Norma Sanitaria que establece los
Criterios Microbiologicos de Calidad Sanitaria e Inocuidad para Alimentos y
Bebidas de Consumo Humano, R.M. N° 591-2008/MINSA, 2008” (MINSA, 2008),
menciona para verduras y hortalizas que los valores de aceptabilidad para
Escherichia coli, en el limite inferior que separa la calidad aceptable de la
rechazable. En general, un valor igual o menor a “m” (10?2 UFC/g), representa un
producto aceptable y los valores superiores a "m” indican lotes rechazables, se
observa que el grado de contaminacion por esta bacteria fue tolerable ya que solo
el 18% del total de las verduras estuvo contaminada con niveles no aceptables,
las verduras con mayor grado de contaminacién ( >10 UFC/g) fueron la cebolla
china (50%) y la espinaca (50% ), seguidas de lechuga americana (25%), perejil
(25%), las verduras cuyas muestras no presentan valores fuera de los aceptables
fueron el culantro( 0%), col coraz6n (0%), col crespa (0%) y lechuga de seda (0%).
En el trabajo de Vélez y Ortega (2013) en la investigacion titulada “Determinacion
de coliformes totales y Escherichia coli en muestras de lechuga expendidas en
cuatro mercados de la ciudad de Cuenca - Venezuela”, el grado de contaminacion
de las lechugas fue tolerable ya que solo el 1% de las muestras estuvo
contaminada con niveles no aceptables de coliformes totales y el 6,25% con
niveles no aceptables de Escherichia coli.

Segun Rincén et al., (2012) en la investigacion titulada “Calidad microbiolégica y
bacterias entero-patdégenas en vegetales tipo hoja” el 90,00% (135/150) de los
vegetales fueron satisfactorios y 10,00% (15/150) insatisfactorios. La mayor

recuperacion de enteropatégenos se obtuvo en las muestras de culantro (40,00%),
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seguida de perejil (34,00%) y lechuga (20,00%).

Segun Galiano (2016) en su trabajo reporté el grado de contaminacién por
Esherichia coli en las verduras, de las cuales el porcentaje de verduras aptas fue
el 43,1% y como no apta 56,9%; la espinaca (75%) mostr6 mayor grado de
contaminacioén, seguido del apio (59,1%), rabanito (57,9%) y zanahoria (42,1%).
En nuestros resultados las verduras que presentaron valores no aceptables fueron
cebolla china (50%), espinaca (50%), lechuga americana (25%) y perejil (25%),
siendo las mismas verduras en diferente grado de contaminacion a comparacion
con los trabajos mencionados, esto se debe en parte a que el contacto amplio con
la tierra en la mayor parte de las hortalizas favorece la contaminacion (Traviezo et
al.,2004).

A medida que aumenta la cantidad de bacterias Escherichia coli presentes en un
alimento, mayor es la contaminacion fecal; lo que significa que los alimentos ya
no seran aptos para consumo humano. Uno de los patotipos mas importantes de
Escherichia coli en la salud publica es el serotipo O157:H7, que causa enteritis
hemorragica o sindrome urémico/hemolitico (Yang y Wang, 2014), después de
consumir alrededor de 10° a 10° células viables por gramo, que colonizan el
intestino delgado y producen la(s) enterotoxina(s), se produce gastroenteritis
causada por ETEC (Brooks et al., 2012). Segun otros autores, el nimero de
células que causan gastroenteritis sigue siendo investigado y no se ha logrado
determinar con precision (Calderwood et al., 1996). La dosis minima infectante
varia segun el estado nutricional del individuo. Ademas, la presencia de esta
bacteria no indica una contaminacion fecal reciente; en realidad, ocurrié durante
cualquier etapa de la produccion del alimento (Chavarria, 2017).

Cabe mencionar que es la primera vez que se usa la técnica de placas Petrifilm™
en la Facultad de Ciencias Biologicas de la UNSCH en una tesis de pregrado. Se
evaluo la eficacia de las placas Petrifilm™ y otras técnicas de recuento rapido (Rida
Count, Coli id, Baird Parker de Biomerieux) en comparacién con la técnica
tradicional para la identificacion de microorganismos indicadores en la industria de
alimentos, concluyendo que las técnicas rapidas estudiadas proporcionan
resultados equivalentes a los obtenidos con los métodos tradicionales, siendo las
placas Petrifilm™ las mas confiables. Ademas, en comparacién con otras técnicas
de recuento rapido, las placas Petriflm™ han recibido una gran cantidad de
aprobaciones de diferentes paises (Nore y Sanchez, 2008). Por ello los resultados

obtenidos son confiables.
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En la Tabla 3, se observa las “Frecuencias de hortalizas de hoja mas
contaminadas segun el grado de parasitismo; del mercado de abastos “12 de abril”
de la ciudad de Ayacucho, 2023”. Para determinar el grado de contaminacion de
hortalizas por enteropardsitos se utilizé como referencia el trabajo de Mufioz y
Laura (2008) y de Huayna (2013), segun esto se clasific6 como: el grado bajo
indica la presencia de solo una especie de pardsito, el grado medio indica la
presencia de dos especies de parasitos y el grado alto indica la presencia de mas
de dos especies de parasitos. En nuestra tabla se puede observar que no hubo
ninguna verdura con alto grado de contaminacion (3 especies de parasitos), el
grado medio fue el mayor grado de contaminacién por verdura que se encontré en
la espinaca, con una frecuencia de 17%, perejil 17%, culantro 17%, la cebolla
china, la lechuga americana y la lechuga de seda con un 8%, en el grado bajo de
contaminacién de verduras se encuentran cebolla china 50%, lechuga americana
del 33%, espinaca del 25%, perejil del 17%, col crespa de 17%, culantro de 17%,
col corazén con un 8 % y lechuga seda del 0%. La frecuencia de verduras no
parasitadas fue col corazén con un 92 %, lechuga seda de 92%, col crespa de
83%, cebolla china 42%, culantro del 67%, perejil de 67% espinaca del 58%,
lechuga americana 58% Yy cebolla china 42%.

Huayna (2013) analizé la presencia de enteroparasitos en lechuga (Lactuca
sativa) segun el lugar de procedencia; se encontré dos tipos de enteroparasitos
(40,0%) en las comunidades de Barranca y Huaral. Por otro lado, Mufioz y Laura
en el 2008, determinaron la relacion entre parasitos y comensales presentes en
las verduras vendidas en los mercados de la ciudad de La Paz, Bolivia; donde las
verduras se encontraron contaminadas hasta por cinco especies de parasitos y
comensales.

Solo se trabaj6 en esta investigacion con lechuga, la diferencia en los resultados
se puede deber a que en nuestra investigacion se analizé una amplia variedad de
hortalizas de hoja y también a las condiciones socioambientales del lugar donde
se realiz6 el estudio.

En la Tabla 4, “Frecuencia de especies de enteroparasitos en hortalizas de hoja
que se expenden el mercado de abastos “12 de abril”, en la ciudad de Ayacucho
2023” los protozoarios presentaron una frecuencia de 31% en los helmintos
presentaron una frecuencia de 7%, se observa que la especie con mayor
frecuencia del total de hortalizas analizadas en protozoarios fue Blastocystis spp.

con 10 %, seguido de Entamoeba coli con un 8%, lodamoeba biitschlii con 6%,
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Giardia spp. con un 3%, Isospora spp., Cristoporidium spp. y Balantidium spp. con
un 1%. En helmintos la especie mas prevalente fue Strongyloides spp. conun 6%
y finalmente Ascaris spp. con 1%, se puede observar también que la espinaca fue
la mas contaminada por protozoarios con un 58%, seguido de culantro con un 50%,
perejil con un 42%, lechuga americana con un 42%, col crespa 17%, la lechuga
de seda con un 17%, cebolla china con un 17% las verduras menos contaminadas
por protozoarios fue col corazén con un 8%, en el caso de helmintos las mas
contaminadas fueron cebolla china con un 42%, y perejil con un 8%.

Mufioz y Laura (2018) reporté que la mayor frecuencia de protozoarios de vida
libre (46,5%), seguido de Blastocystis hominis (21,6%) y Balantidium coli (7,1%) y
otros en menor frecuencia en hortalizas comercializadas en los mercados
principales de la ciudad de la Paz, Bolivia.

Gutiérrez y Romero (2019) report6 la frecuencia de enteroparasitos encontrados:
Blastocystis spp. (64,52%), Cryptosporidium spp. (16,13%), larvas de nematodos
(6,45%), Ascaris spp. (3,23%), Balantidium spp. (3,23%), lodamoeba butschlii
(2,15%), Entamoeba spp. (1,08%), Endolimax nana (1,08%), Hymenolepis spp.
(1,08%) y Toxocara spp. (1,08%).

De acuerdo con nuestra investigacion, Blastocystis spp. fue la especie parasitaria
que se hallé con mayor frecuencia como en los trabajos mencionados; el género
Blastocystis es un parasito prevalente en la poblacién en los ultimos diez afios, lo
que significa que, si la materia fecal de humanos y animales contaminan las frutas
y verduras, este parasito también deberia estar presente, debido a su amplio rango
de hospederos. El género Entamoeba abarca diversas especies, entre las que seis
pueden residir en el intestino grueso del ser humano; los 8 quistes de encontrados
presentaron mas de 4 nicleos, de tamafio (10 a 35 um, aproximadamente) y con
cariosoma excéntrico (Botero, 2012), esto nos permiti6 concluir que son
Entamoeba coli, este al igual que lodamoeba biitschlii son comensales, aunque
es inocuo para el ser humano (en ocasiones puede provocar sintomas), su
presencia puede indicar que las verduras no se estan lavando y/o almacenando
adecuadamente o que hay contaminacion por heces durante el -cultivo,
almacenaje, recoleccion, manejo y/o traslado de vegetales (Carloza, 2009).

Los parasitos de importancia clinica vendrian a ser: Isospora spp., Cristoporidium
spp., Giardia spp., Balantidium spp., Strongyloides spp. y Ascaris spp.

Se observa que por verdura la que presentdé mayor contaminacion fue cebolla

china, ésta principalmente por Strongyloides spp. en estadio larva; las larvas tanto
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en su forma rhabditoides como filariformes, pueden ser fitoparasitos (nematodos
fitopatdgenos) o de vida libre, pero es prudente pensar que pueden ser parasitos
infectantes para los humanos (Barrantes et al., 2011).

La hortaliza de hoja que mas especies parasitarias se encontré fue la lechuga
americana (5 especies diferentes), la lechuga viene a ser la verdura de consumo
crudo mas contaminada por enteroparasitos (Eduardo et al., 2004), y tiene una
mayor diversidad de especies de enteroparasitos debido a sus hojas separadas
gue permanecen en contacto con el suelo (Rivero, et al., 1998).

Se observa un predominio de especies de protozoarios sobre los helmintos,
hallazgos que se alinean con investigaciones llevadas a cabo por Bracho et al.,
(2021).

En el nUmero de especies parasitarias se obtuvo resultados no muy alejados al de
Ortiz (2012) que analiz6 la contaminacion de lechugas en los diferentes mercados
de la ciudad de Ayacucho y que encontré6 7 especies parasitarias, en nuestro
trabajo se encontr6 9 especies parasitarias.
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VI. CONCLUSIONES

La frecuencia de Escherichia coli fue de 50% y enteroparasitos 30% en
hortalizas de hoja que se expenden en el mercado de abastos “12 de abril’de
la ciudad de Ayacucho, 2023.

El grado de contaminacion por Escherichia coli fue de 18% (no aptas) del total
de hortalizas de hoja que se expenden en el mercado de abastos “12de abril”
de la ciudad de Ayacucho, 2023.

Las hortalizas de hoja mas contaminadas por la presencia de Escherichiacoli
fueron espinaca 83%, cebolla china con un 75%, culantro 53%, lechuga
americana 50% y perejil 50 %, las menos contaminadas fueron lechuga seda
33 %, col crespa 33% y col corazéon 17%.

las hortalizas de hoja mas contaminadas por enteropardsitos fueron cebolla
china con un 58 %, lechuga americana 42%, espinaca 42%, las menos
contaminadas fueron perejil y culantro con un 33%, col crespa conun 17 %,
col corazén y lechuga de seda con un 8%. Segun el grado de parasitismo, las
mas contaminadas fueron culantro, espinaca y perejil con un grado medio de
17 %.

Las especies de protozoarios comensales halladas en hortalizas de hoja
fueron: Blastocystis spp., con 10%, seguido de Entamoeba coli con un 8%e
lodamoeba butshlli con 6%; y en protozoarios parasitos: Giardia spp. con un
3%, Isospora spp. con 1%, Cristoporidium spp. con 1%, Balantidium spp. con
1%; y en helmintos: Strongyloides spp. con un 6% y Ascaris spp. con 1%.

35



VI. RECOMENDACIONES

Es crucial sensibilizar a todos los participantes acerca de la relevancia de la
higiene en la gestion y manipulacion de alimentos, dado que la
enteroparasitosis y la ETAS son hoy en dia los problemas mas relevantes en
salud publica a escala global.

Monitorear y supervisar la correcta gestion de los productos, las condiciones
higiénico-sanitarias, las buenas practicas del manipulador y su condicién de
salud durante los expendios, para prevenir el incremento y la contaminacion
de la carga microbiana de los productos, dado que estas son las encargadas
de la propagacion de EDAS.

Realizar investigaciones comparando la técnica de Petriflm™ vy la técnica
tradicional para el analisis de la calidad microbiol6gica de hortalizas de hojay
de alimentos en los principales mercados de abastos u otros puntos de la
ciudad.

Realizar investigacion del analisis bacteriolégico y parasitolégico de verduras

en los puntos de cosecha.
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Anexo 1. Guia de

Escherichia coli.

Almacenamiento

interpretacion de las placas Petriflm™ para recuento de

1 Almacene log paquetes cerrados 8 una Para cerrar un paquete abierto, doble el 3 Mantenga los paquetes cerrados (seqin se
temperatura =8 °C (46 °F). Las placas deben extremo y séllelo con cinta adhesiva para indica en el punto 2) a temperatura 525 °C
usarse antes de su fecha de caducidad. En dreas evitar el Ingreso de humedad y, pot lo tanto, la (77 °F) y una humedad relativa 250%.
de alta humedad, donde la condensacidn puede alteracion de las placas. No refrigere los paquetes que ya hayan sido
ser un inconveniente, es recomendable que los ablertos, Utilice las Placas Petrifilm mdximo un

paquetes se atemperen al ambiente del lugar de mes después de abierto el paquete,
trabajo antes de abrirlos.

Las Placas Petrifilm tienen un tiempo de vida

il de 18 meses desde su fecha de elaboracidn.

Observe la fecha de caducidad en la parte

superior de Is placa.

Preparacion de la muestra

5 Adicione la cantidad apropiada de uno de 6 Mezcle uhomogenelce la muestra mediante

4 Prepare una dilucidn de una muestra de
alimento. Pese o pipetee la muestra en los slguientes diluyentes estériles: tampdn los métodos ususles.
un reciplente adecuado, como una bolsa Butterfield (tampn IDF fosfato, 0.0425 g/L
Stomacher, una botella de dilucién o cualquler de KH2POuy con pH sjustado a 7.2); agua
otro contenedor estérll apropiado. de peptona al 0.1%; diluyente de sal
peptonada (método SO 6B87); buffer de
aqua peptonada (método IS0 6579); Ajuste el pH de la muestra diluida entre 6.6y 7.2:

 Para productos dcidos: use solucién IN de NaOH.

solucidn salina (0.85 8 0.90%); caldo Letheen
+ Para productos bsicos: use solucién IN de HCL

libre de bisulfato o squa destilada.
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10 Con el lado liso hacia ebejo, coloque el " Presiane suavemente el dispersot para 12 Levante el dispersor, Espere, pot lo menos un

dispersor en  pelicula superlor sobre el dlistibulr el indculo sobre el drea crcular. No minuto, & que solidifique el gel.
Indeulo. gire o desliee el dispersor,
Incubacidn Interpretacion

13 Incube s placas cars srriba en grupos de 14 Las Placas Petrifim pueden sef contadas enun 15 Las colonias pueden ser acladas para su

o mds de 20 piezas. Puede set necesario contador de colonias esténdar u otro tipo de posterioridentificacidn. Levante I pelicula
humeetat el ambiente de la Incubsdors con ups con . Consulte la Gula de Interpretacidn superior y tome la colonia del gel.

U pequeniotecipiente de agua estérl, pora para leet o resultados

minimiza [a pérdide de humedsd.
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Anexo 2. Guia de remision y placas Petrifilm™ enviados por Mercantil S.A.- 2023.
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Anexo 3. Procedimiento para la determinacién de Escherichia coli mediante el uso

de la técnica de placas Petrifilm™.

Muestra mas diluyente Trozado de la muestra
(agua peptonada).

Homogeneizacién de la muestra

Inoculacion de la muestra
con el agua peptonada

en las placas Petrifilm.

Conteo de colonias Incubacién a 35° C/ 24-48 hrs.
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Anexo 4. Microfotografias de enteroparasitos encontrados.

P T
i /.“;”";(

Fotografia 1. Quiste de Blastocysytis spp. Fotografia 2. Quiste de Entamoeba coli,
observada al aumento de 400x. observada al aumento de 400x.

Fotografia 3. Quiste de Jodamoeba Fotografia 4. Quiste de Jodamoeba
bltschlii a un aumento de 400x. blitschlii a un aumento de 400x
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Fotografia 5. Larvas de Strongyloides
spp. en diferentes muestras de cebolla
china, observadas al aumento de 100x

e
».

Fotografia 7. Quiste de Cristoporidium
spp. observada al aumento de 1000x.

Fotografia 6. Larvas de Strongyloides
spp. en diferentes muestras de cebolla
china, observadas al aumento de 100x.
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Fotografia 8. Quiste de Giardia spp.
observada al aumento de 400x



Anexo 5. Ficha de recoleccion de datos.

FICHA 1
(Anexo 3)
Elaboracion propia.
RECOLECCION DE

DATOS
Nombre del mercado: N® de puesto: e
Muestra/Hortaliza : s AT
Mol LMY (e 0o sl
N° de hortaliza: | o 4
Bandhomsr i van G
Estado de la muestra: e

Presentacién: En bolsas de
polietiieno Observaciones:

Fecha de toma de
muestra Fecha de
recepcion de muestra:
Fecha de andlisis:
Examen solicitado:

Solicitante:

RESULTADOS

CALIFICACION

Presencia () Ausencia ()
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Anexo 6. Grafico de frecuencias de Escherichia coli y enteroparasitos en
hortalizas de hoja que se expenden del mercado de abastos “12 de abril”,
Ayacucho.2023.
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Anexo 7. Grafico segun el grado de parasitismo, en hortalizas de hoja que se

expenden del mercado de abastos “12 de abril”, Ayacucho.2023.
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Anexo 8. Grafico de frecuencias de especies de enteroparasitos en hortalizas de

hoja que se expenden el mercado de abastos “12 de abril’, de la ciudad de
Ayacucho 2023.
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Anexo 9.

Matriz de consistencia.

" 2 VARIABLES E ‘
TITULO PROBLEMA OBJETIVO MARCO TEORICO INDICADORES METODOLOGIA
Frecuencia de ¢Cudles lafrecuencia Objetivo general Antecedentes Variable principal Tipo de investigacién

Escherichia coli y
enteroparasitos en
hortalizas de hoja
que se expenden en
el mercado de
abastos “12 de
abril” de la ciudadde
Ayacucho-  Perq,
2023

de Escherichia coli y
enteroparasitos en
hortalizas de hoja del
mercado de abastos
“12 de abril” de la
ciudad de Ayacucho-
Peru, 2023?

Determinar la frecuencia de
Escherichia coli yenteroparasitos
en hortalizas de hoja que se
expenden en elMercado “12 de
abril” de Ayacucho - Pert, 2023.

Objetivos especificos

e Determinar el grado de
contaminacién por
Escherichia coli en hortalizas
de hoja que se expenden en el
mercado de abastos “12 de
abri” de la ciudad de
Ayacucho, 2023.

e Identificar las hortalizas de
hoja méas contaminadas por
Escherichia coli en el mercado

“12 de abril” de laciudad de

Ayacucho, 2023.
e |dentificar las hortalizas de

. - . L]
hoja méas contaminadas por

enteroparasitos en elmercado
“12 de abril” de laciudad de
Ayacucho, 2023.

e |dentificar las especies de
enteroparasitos mas
prevalentes en hortalizas de
hoja que se expenden el
mercado “12 de abril” de la
ciudad de Ayacucho, 2023.

e Antecedentes Internacionales.

o Antecedentes Nacionales.
e Antecedentes Locales.

Marco conceptual

Bases teoricas

e Las hortalizas.

e Clasificacion de lashortalizas.
e Seguridad de las hortalizas.
L]

Diversos factores que influyen
las

en la contaminaciéon de
hortalizas.

e Las enfermedadestransmitidas

por alimentos (ETAS).

e Microorganismos indicadores
de higiene.
Entero parasitosis.
Caracteristicas de las

enteroparasitosis

pueden ser transmitidas a
través del consumo de
hortalizas.

Bases legales
NTS N.° 071 MINSA DIGESA,
2008 “Norma  Sanitaria
establece los

bebidas de consumo
humano.

Parasitosis mas frecuentesque

que
criterios
microbioldgicos de calidad sanitaria
e inocuidad para los alimentos y

Frecuencia de Escherichia
coli yenteroparasitos.

Indicadores:

Escherichia coli
Enteroparasitos

Variable secundaria
Hortalizas de hoja que se
expenden en el mercadode
abastos “12 de abril”.

Indicadores:

Allium shoeprasum
"cebolla china"
Brassica oleracea
variedad capitata “col
corazén"

Brassica oleracea
variedad sabauda "col
crespa”

Lactuca sativavariedad
capitata "lechuga
americana"

Lactuca sativavariedad
inybacea "lechuga
seda"

Petroselinum
sativum "perejil”
Spinacia oleracea
"espinaca"
Coriandrum sativum
"culantro”

Descriptivo de cortetransversal.

Disefio de investigacién
Bésica.

Poblacion

Total, de hortalizas de hoja que
se expenden en el Mercado 12
de abril".

Muestra
96 hortalizas de hoja.

Técnica e instrumentos de

recoleccion de datos

e Observacion y llenado de
fichas.

¢ Seleccién de puntos detoma de
muestra.

e Toma de muestra y aplicacion
de la guia de observacion.

e Procesamiento de las
muestras.
e Uso de técnicas: para el

diagndstico parasitoldgico y
Técnica de Petriflm™ para
E.coli.

Anélisis de datos

La verificacion de la calidad de
ambos procedimientos y el
reconocimiento de especies
parasitarias, fue verificada por el
asesor. Se reporto los resultados
en frecuencias y mediante tablas
detalladas.
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U N S C l-l g‘ICF:JbI}TCﬁ%DsEBIOLOGICAs

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Yaneth Yakelin CHAVEZ ORDAYA
RESOLUCION DECANAL N° 350-2024-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las diez de la mafiana del dia jueves doce de setiembre del
afio dos mil veinticuatro; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga,
participando como presidente el Dr. Saturnino Martin TENORIO BAUTISTA, el Dr. Saul Alonso
CHUCHON MARTINEZ (miembro — jurado), Mg. Maria Ruth NAVARRO TORRES (miembro —
jurado), Dr. Victor Luis CARDENAS LOPEZ (miembro — asesor), actuando como secretario
docente el Mg. Luis Uriel MOSCOSO GARCIA; para presenciar la sustentacion de tesis titulada:
Frecuencia de Escherichia coli y enteroparasitos en hortalizas de hoja que se expenden
en el mercado de abastos “12 de abril” de la ciudad de Ayacucho, 2023. presentado por la
Bach. Yaneth Yakelin CHAVEZ ORDAYA,; el presidente luego de verificar la documentacion
presentada, indico al secretario docente dar lectura a la documentacion generada que refrenda
el presente acto académico, luego de ello dispuso el inicio del acto de sustentacion, indicando
a la sustentante que dispone de cuarenta y cinco minutos para exponer su trabajo de
investigacion tal como establece el Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela Profesional
de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Culminada la
exposicién, el presidente invitd a cada uno de los Miembros del Jurado a participar con sus
observaciones, sugerencias y preguntas a la sustentante. Culminada esta etapa, el presidente
invit6 a la sustentante y al pablico asistente a abandonar momentaneamente el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga
para que los miembros del jurado evaluador puedan realizar las deliberaciones y calificaciones;
cuyos resultados son los que se consignan a continuacion:

Miembros del Jurado Evaluador Exposicion Respuesta/preguntas Promedio
Dr. Saul Alonso CHUCHON MARTINEZ 11 08 10
Mg. Maria Ruth NAVARRO TORRES 16 14 15

PROMEDIO 13

La sustentante alcanz6 el promedio de 13 aprobatorio. Acto seguido, el presidente autorizé el
ingreso de la sustentante y el publico al Auditorio de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga dando a conocer los resultados e
indicando que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo las doce
de la tarde con cinco minutos; firmando al pie del presente en sefial de conformidad.

Dr. S;tu@ano%artf‘TEN@RlO BAUTISTA  Dr. Sati| A ?KSO CHUCHON MARTINEZ

Presidente Miembro — Jurado

Mg. Maria Rfith NAVARRO TORRES Dr. Vig ‘;#JECVZABDEN#S’L
Miembro — Jurado iembro — Asesor

Mg. Luis Uriel MOSCOSO GARCIA
ecretario -\ﬁ)ooente

\
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FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA - ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N°® 75-2024-FCB-D

Yo, FIDEL RODOLFO MUJICA LENGUA, Director de la Escuela Profesional de Biologia de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Frecuencia de Escherichia
coli y enteroparasitos en hortalizas de hoja que se expenden en el mercado de
abastos “12 de abril” de la ciudad de Ayacucho, 2023. por YANETH YAKELIN CHAVEZ
ORDAYA; he constatado por medio del uso de la herramienta TURNITIN, procesado CON
DEPOSITO, una similitud de 18%, grado de coincidencia, menor a lo que determina la
ausencia de plagio definido por el Reglamento de Originalidad de Trabajos de Investigacion
de la UNSCH, aprobado con Resolucién del Consejo Universitario N° 039-2021-UNSCH-
CuU.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias

establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se acompaiia el
INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho, 31 de octubre de 2024.
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