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RESUMEN

La contaminacion de hortalizas para consumo en fresco se ha ido aumentando
debido al alto consumo que se ha estado teniendo por parte de la poblacién,
ademas, de que se tiene muy poca cultura en la inocuidad en los cultivos. El
chile serrano es uno de los que tiene presencia de contaminacion por
enfermedades transmitidas por los alimentos que causan dafio al ser humano
ya que la contaminacion puede deberse a diferentes factores que ocurren
dentro del sistema productivo del cultivo, tales como lo son el uso de agua de
riego contaminada, presencia de material fecal humana o animal cerca de
donde se encuentra establecido el cultivo y materiales de cosecha y transporte
es por eso que deben manejar medidas de control fitosanitario para reducir el
riego de sufrir infecciones o contaminacion por Enfermedades Transmitidas
por Alimentos (ETA’S), los supermercados son las principales fuentes de
contaminacion ya que al no tener medidas de control en cada uno de sus
compradores pueden llegar a contener un gran cantidad de patégenos dafinos
para el ser humano. En el presente trabajo se evalué la presencia de
enfermedades transmitidas por alimentos en chile serrano de los centros
comerciales mas visitados de Saltillo, Coahuila. En el cual se encontro
mediante un analisis por el método del nimero mas probable por gramo NMP/g
en el cual se obtuvieron que todos los centros comerciales estan
contaminados, y mostraron estar contaminados por enteroparasitos teniendo
en su mayoria contaminacion por Entamoeba histolytica/dispar y Entamoeba

coli.

Palabras clave: Entamoeba histolytica/dispar, Coliformes totales, Inocuidad

Alimentaria, Parasitos Intestinales, Numero Mas Probable



INTRODUCCION

De origen mexicano y signo de identidad nacional, el chile es un cultivo que en
condiciones adecuadas, la planta puede llegar a crecer de 50 a 150
centimetros de altura y el fruto, presenta caracteristicas picantes segun el
estimulo gustativo que provoca, ya sea verde 0 rojo y segun el grado de
madurez. El secreto se encierra en numerosas semillas y venas donde se
concentra, en mayor o menor medida, la sustancia picante llamada capsicina
(SIAP, 2010).

El cultivo de chile en México es de gran importancia social y econémica, debido
a gque ademas de ser uno de los paises que produce este cultivo se ubica como
el principal exportador de chile verde a escala internacional encontrandose
entre las siete hortalizas que mas se producen con 25 millones de toneladas en
una superficie de 1;696,891 ha. (FAOSTAT, 2006) y es el segundo productor
mundial (Aguirre y Mufoz, 2015), teniendo una amplia distribucion y un
consumo cada vez mas generalizado. El consumo per capita varia entre 8 y 9

kg del cual 75% se consume en fresco (Gonzales, 2010).

La tradicibn del consumo de chile en México ha perdurado desde tiempos
prehispanicos y forma parte de la dieta diaria de los mexicanos, junto con los
productos derivados del maiz Zea maiz L., calabaza Cucurbita pepo L., frijol
Phaseolus vulgaris L., cacao Theobroma cacao L., aguacate Persea americana
Mill., tomate Solanum lycopersicum L. (Flannery et al., 1967; Sanchez, 2006;

Perry y Flannery, 2007).

La cultura del consumo de chile en México hace que se tengan percepciones o
creencias diferentes acerca de sus beneficios o efectos dafiinos. Lopez-Carrillo
et al. (1995) realizaron un estudio a 240 residentes de la ciudad de México en
donde mayores de 19 afos fueron los que determinaron que el chile presenta
un porcentaje no muy elevado de (15 %) los que consideraron que esta
hortaliza es causante de alguna enfermedad en el hombre. En relacion con las

preferencias, en nueve ciudades de los Estados de Coahuila, Nuevo Ledn y



Tamaulipas, a través de una encuesta a mil consumidores, (Rodriguez, 2005)

se encontr6 que el 24% de los consumidores prefieren el chile serrano.

Pero eso no quiere decir que el chile este completamente exento de cualquier
parasito, en este caso de este cultivo actia como un vehiculo de transmision
de organismos dafiinos y/o sustancias toxicas. Sabiendo que pueden presentar
problemas de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s) que es el
sindrome originado por la ingestion de alimentos, incluida el agua, que
contienen agentes etiolégicos en cantidades tales que afectan la salud del

consumidor a nivel individual o en grupos de poblacion.

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA’s) constituyen uno de los
problemas sanitarios mas comunes y de mayor Impacto sobre la salud de las
personas en el mundo. Afectan principalmente a la poblacion pobre, a nifios,
mujeres embarazadas y ancianos. Las enfermedades trasmitidas por los
alimentos (ETA"s) constituyen el problema de salud publica mas extendido en
el mundo, por lo que es necesario mantener su vigilancia epidemiolégica para
aplicar medidas oportunas que permitan su control y prevencion, y asegurarse

de que los alimentos sean inocuos y aptos para el consumo humano.

Las ETA’s pueden ocurrir cuando los alimentos se contaminan con parésitos,
toxinas naturales o quimicos. Algunos de estos agentes pueden causar
enfermedad en minutos, mientras que otros pueden tomar varias horas, dias o
hasta semanas en provocar enfermedad. Por lo tanto, no siempre lo Ultimo que

se ingirié es la causa de la enfermedad.



Justificacién
Este proyecto se realiz6 para ver si las cadenas comerciales estan poniendo en
venta productos sanos o libres de parasitos que puedan causar dafios a la

salud.

Objetivo General
Determinar la presencia o ausencia de coliformes totales y formas infectantes
de protozoarios y/o metazoarios que afectan la salud humana en el chile

serrano en centros comerciales de Saltillo, Coahuila de Zaragoza. México.

Hipotesis
Al menos un establecimiento no cumple o esta por arriba de los limites

permitidos de coliformes totales y parasitos como protozoarios/metazoarios.



REVISION DE LITERATURA

Generalidades de Capsicum annum L.

El chile es uno de los cultivos originarios de México y de los mas importantes a
nivel mundial. Ademas de ser un alimento nutritivo, también es una fuente de
colorantes naturales y compuestos secundarios, todos ellos utilizados en la
elaboracion de productos alimenticios, cosméticos y farmacéuticos.
Culturalmente es un simbolo que da identidad a los mexicanos, pero
igualmente forma parte importante de diversas culturas por su impacto en la

gastronomia internacional (Aguirre y Mufios, 2015).

El cultivo de Chile Serrano Capsicum annum L. var Serrano también es
conocido como chile verde, siendo uno de los cultivos mas importantes de
México. La importancia del chile verde se debe a su alta rentabilidad y su
versatilidad que permite para elaborar una gran diversidad de productos
(Aguirre y Mufios, 2015).

Aguilar-Rincén et al. (2010) mencionaron que la riqueza del chile se encuentra
constituida por la diversidad genética que se encuentra distribuida en todo lo
largo y ancho de México, ya sea en formas cultivadas o como silvestres.
Ademas se considera que este cultivo es originario de las sierras de Puebla e

Hidalgo.

Origen del Chile

Investigaciones realizadas han dado a conocer que el consumo de los chiles ha
sido una practica muy antigua, siendo encontrados unos microfésiles de
estas plantas en sitios arqueoldgicos del continente americano que datan de
hace 6000 afos (Godinez, A., H. y R. Casanova L., 2007). Algunos de ellos
hallados en el valle de Tehuacan (México), donde en afios anteriores le
llamaban chile o aji (Bortolotti et al., 2002).



A demas que en la sociedad prehispanica de México la dieta diaria consistia en
chile, maiz y frijol creAndose recetas que hasta nuestros dias son utilizadas,
sefalado por Ruiz et al. (1977) y por Zegbe et al. (2012).

Historicamente el chile ha formado parte de la base, soporte y complemento
principal de nuestra dieta alimenticia y junto con el maiz, frijol y tomate son
especies arraigadas a la dieta de la poblacién mexicana. Los diversos usos que
se da a los frutos ya sea como condimento directo o procesado, han dado una

gran importancia a este cultivo (Ledezma y Ruiz, 1995).

Ubicacion TaxonOomica

Capsicum annum segun Carlos Linneo (1753).

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Subfamilia: Solanoideae
Tribu: Capsiceae
Género: Capsicum

Especie: Capsicum
annuum L. var.
Serrano.



Importancia del Chile

La Importancia de este cultivo se basa en su consumo ya que puede ser en
fresco o0 seco y como verdura o condimento. El chile serrano es un ingrediente
indispensable para la cocina mexicana pais donde se le ha llamado el rey de la
cocina mexicana, ya que se define y caracteriza por darle sabor a los platillos
(Aguirre y Muiios, 2015).

Cabe destacar que algunos coédices hacen referencia a la importancia de este
vegetal para diversas culturas prehispanicas, entre ellos el Mendocino y el
Florentino, en los que se ilustra como lo empleaban no sélo como parte
esencial de su dieta diaria, sino que le habian asignado una diversidad notable
de usos: militares (el humo de chiles secos arrojados al fuego se empleaba
como hoy se usan los gases bélicos), medicinales, comerciales, impositivos y
aun pedagogicos: un poco de humo de chile inhalado servia para corregir la

mala conducta de los hijos (Aguirre y Mufios, 2015).

Morfologia de la planta
Morfologia de la planta del chile (Capsicum annum L.) segun (Herrera, 2010).

Planta. En este cultivo la planta es
herbacea y perenne (Figura 1), teniendo el cultivo

un ciclo anual de porte variable que esta entre los

50 cm (en determinadas variedades de cultivo al

aire libre) y mas de 2 metros (gran parte de los Eigijra' 1- Planta de chile

hibridos cultivados en invernadero). serrano (Capsicum annum
L).

Raiz. El sistema radicular es pivotante y su profundidad dependera de la

textura y profundidad del suelo, de esta raiz pivotante surgen numerosas raices

adventicias que horizontalmente pueden alcanzar una longitud de 50 cm a 1

metro.



Tallo. El tallo puede variar en tamafo, siendo de crecimiento
determinado o indeterminado y es erecto. Cuando tiene una altura de 30 cm,
comienzan a salir dos o tres ramificaciones y continta ramificandose de forma
dicotomica hasta cumplir el final de su ciclo, llega a presentar tallos

secundarios que se bifurcan después de brotar varias hojas.

Hojas. ElI tipo de hoja es
lanceolada y lisa, con un &pice muy
pronunciado (acuminado) y con un
peciolo largo y poco aparente. El haz es
liso y suave al tacto (glabro) y de un color
verde brillante mas o menos intenso. La
hoja es partida por un nervio principal que
va desde la base de la hoja hasta la pinta
del apice, de esta nervadura salen
nerviaciones secundarias que son largas
llegando hasta el borde de la hoja. Que se

encuentran insertadas en el tallo de forma

alterna y tienen un tamafio variable

(Figura 2).
Figura 2: Morfologia del planta del
chile serrano (Capsicum annum L).
Flor. Las flores aparecen solitarias

(Figura 2) en cada uno de los nudos del tallo, con una insercién axilar de las
hojas. Son pequefias y tienen cinco pétalos de coloracion blancas, son
hermafroditas. A los dos dias, la flor empieza se cae y empieza a formar el
chile. Las flores y los chiles crecen en las axilas de las ramas.

Fruto. Es una baya hueca, semicartilaginosa de color variable segun el
estado de madures ya sea (verde, rojo, amarillo, naranja). En algunas
ocasiones se va de un verde a un anaranjado y al rojo. Su tamafio puede variar

segun la nutricién que estos reciban (Figura 2).



Semilla: Esta se encuentran insertadas en una placenta coénica de
disposicion central. De forma redondeada, y ligeramente reniformes con una

coloracién amarillo palido y longitud que varia de 3 a 5 milimetros.

Coliformes Totales

Segun la Norma Oficial Mexicana NOM-210-SSA1-2014, se define como
bacterias coliformes a un grupo heterogéneo compuesto por varios bacilos
Gram negativos, no esporulados, que pueden ser aerobios y anaerobios
facultativos, que estando a 35° C llegan a fermentar la lactosa con la

produccion de gas bajo condiciones especificas (Secretaria de Salud, 2013).

Se sabe que las bacterias coliformes son un grupo de bacterias que se
encuentran en las plantas, el suelo y los animales, incluyendo los humanos.
Cuando hay presencia de bacterias coliformes se puede decir que se debe a
contaminacion por aguas negras u otro tipo de desechos en descomposicion
(Munn, 2004).

Es por eso que este tipo de bacterias se llegaron a utilizar como indicadores de
inocuidad. Entre los indicadores mas usados se encuentran las bacterias
coliformes que estan representadas por cuatro géneros de la familia
Enterobacteraceae, los cuales son Citrobacter, Enterobacter, Escherichia y
Klebsiella (Jay, 2002).

De los cuatro géneros mencionados el principal es Escherichia teniendo a la
bacteria mas importante de todo el grupo Escherichia coli cuya presencia en los
alimentos indica una posible contaminacion fecal, por lo cual el consumidor al
llegar a ingerir un alimento contaminado podria exponerse a bacterias entéricas
(Haller et al., 2009; Environment Agency, 2002).



Protozoarios

Los protozoarios son microorganismos
unicelulares que pertenecen al Reino
Protista, del subreino Protozoa. Los

protozoarios intestinales en humanos

pertenecen a cuatro grupos: amibas, Figura 3: Giardia lambia, protozoario
. - visto en un microscopio electronico.
flagelados, ciliados y coccidias (Brooke P

et. al.,1987).

Estos se caracterizan por ser eucariotas, que pueden reproducirse de forma
asexual o sexualmente, presentan movilidad variable dependiendo de sus
organos de locomocién, la mayoria tiene nutricion de tipo heterétrofa (son
incapaces de transformar carbono inorganico en carbono organico). Pueden
llegar a vivir libremente o actuar como parasitos. Pueden parasitar a distintos
animales y a la especie humana (Brooke et. al., 1987). Los protozoarios
intestinales en humanos pertenecen a cuatro grupos: amibas, flagelados,

ciliados y coccidias (Brooke, M.M et al., 1983).

En la semana 46 del 2019 la Direccion General de Epidemiologia reporté 1195
casos de amebiasis intestinal en hombres y 1251 en mujeres en comparacion
al 2018 que se tenian reportadas 2224 casos hasta este momento. La
giardiasis tambien fue en aumento teniendo reportado 20 casos en hombres y
24 casos en mujeres en cuanto a los 25 casos reportados en 2018 superando
por mucho la incidencia, la ascariasis es la que se tiene con un control ya que
solo se han reportado 15 casos en hobres y 23 casos en mujeres mientras que

se tenian reportados 55 casos en el afio anterior.
Generalidades de amebas
Las amebas se caracterizan por poseer un citoplasma donde se distinguen

facilmente dos zonas definidas: un ectoplasma hialino y un endoplasma

granuloso. El nucleo presenta diferentes morfologias segun cada especie su



reproduccion es asexuada mediante fision binaria y el mecanismo de

transmision es generalmente por fecalismo (Kozubsky, 2017).
Entamoeba
En el tracto intestinal de los humanos viven cinco
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Entamoeba histolytica/dispar

Entamoeba histolytica/dispar es el protozoario intestinal mas frecuente en
nuestro medio, después de Giardia lambia, siendo una de las principales
causas de diarrea en menores de 5 afios y la cuarta causa de muerte en el

mundo debida a la infeccidn por protozoarios (Gémez, 2007).

La E. histolytica/dispar fue descubierta por el Médico Friedrich Lésch en 1873
en Rusia, siendo el que la aisl6 de un paciente que presentaba disenteria,
incluso establecié la relacién existente entra la enfermedad y el protozoario en
perros que habian sido infectados en un experimento con quistes amebianos

gue provenian de humanos (Julio C. G. et. al., 2007).

En 1925, Brumpt propuso que existian dos especies distintas, una que es
patébgena, aunque morfolégicamente iguales. Asi que fue en 1978 cuando
Sargeaunt diferencio la variante patégena de E. histolytica de una no patégena
que fue identificada por electroforéticos de isoenzimas. En la actualidad se
emplea la aplicacion de las técnicas de biologia molecular ha permitido la
diferenciacion de Entamoeba histolytica, agente etiolégico de la amibiasis
intestinal, de una ameba comensal, morfolégicamente idéntica denominada

Entamoeba dispar (Reyes L y R. Leon, 2002). Estas técnicas para el analisis
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del ADN, los procesos de hibridacion y la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), se establecieron diferencias no solo a nivel bioquimico y antigénico sino
también desde el punto de vista genético principalmente en secuencias
altamente repetitivas del ADN circular extracromosomal (Bracha R. K et. al.,
1990), (Acuia-Soto et. al.,1993), asi como diferencias en genes codificantes
para la actina (Tannich et. al., 1989 ), la cisteina proteinasa (Tannich et.

al.,1991), la superdxido dismutasa (Tannich E. et al., 1991).

Ubicacién taxonomica de Entamoeba histolytica/dispar

Taxonomia segun Kozubsky, 2017:

Reino: Animalia
Subreino: Protozoa
Filo: Sarcomasigophora
Clase: Lobosea
Orden: Amoebida
Familia: Entamoebidae
Género: Entamoeba

Especie: E. histolytica.

Morfologia

Trofozoito. Es la forma movil, extraordinariamente pleomoérfico, ya que su
aspecto y movilidad estan muy influidos por los cambios de pH, potencial redox
y osmolaridad. Se multiplica por fisién binaria y es muy sensible al jugo gastrico
y a los agentes externos. Su habitad comprende la luz y pared del colon y
especialmente ciego y recto. (Pumarola, 1991). Es de tamafio variable y oscila

entre los 10 y 60 um aun que es mas frecuente de 15y 30 um.

Presenta una membrana citoplasmica dividida en dos porciones: una externa
llamada ectoplasma, y una porcion interna denominada endoplasma (Petri,

1993). Su nudcleo es esférico con un acumulo de cromatina pequefio y
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puntiforme en el centro encerrados en una capsula llamado cariosoma o
endosoma (Petri, 1993). También presenta una cromatina adherida a la cara
interna de la membrana nuclear distribuida en forma mas o menos homogénea
(Brown, 1985), (Romeo, 1993).

El trofozoito se nutre por fagocitosis a expensas de tejidos disueltos y
hematies, y se ayuda de pseuddpodos. En un microscopio electronico no se
alcanza a detectar el aparato de Golgi, microtibulos, mitocondrias, ni reticulo

endoplasmico rugoso (Pumarola, 1991).

Quiste. Es el elemento infectante, de forma

yﬁ\
redonda u oval de un tamafio que ronda los 10 y (e
25um. (Figura 5) posee una pared lisa y es )
resistente al jugo gastrico, factores ambientales
Figura 5.  Estructura

externos y cifras habituales de cloro del agua morfolégica de quiste de E.
(Pumarola, 1991). histolytica/dispar

Se forma por la evolucion del trofozoito y posee de 1 a 4 nucleos, segun la fase
de maduracién. Los quistes jovenes presentan 1 o 2 nucleos, algunos cuerpos
cromaticos y vacuolas de glucégeno. Cuando el quiste madura, posee 4
ndcleos y desaparecen los cuerpos cromatinicos. Solo los quistes maduros son
infecciosos. Los cuerpos cromatinicos tienen principalmente acidos nucleicos y

fosfatos (Pumarola, 1991).
Entamoeba coli
Se trata de la ameba intestinal no patégena que, posiblemente, menos

dificultades de reconocimiento morfolégico presenta, sobre todo bajo la forma

de quiste maduro.
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Ubicacion Taxonémica

Taxonimia segun Kozubsky, 2017.
Reino: Protista
Filo: Amoebozoa
Clase: Archamoebae
Orden: Mastigamoebida
Familia: Entamoebidae

Género: Entamoeba

Especie: E. coli

Morfologia.

Trofozoito. Este estadio mide entre 15 y 50 um,
aunqgue el tamafio habitual es de 20 a 25 um. (Figura
6). Este estadio, en fresco, presenta poca movilidad
y sin  marcada direccionalidad, emitiendo
seudopodos romos y cortos, no hialinos, y sin
evidenciar una marcada diferenciacion ecto vy
endoplasmatica. Con frecuencia, el nucleo es visible
en preparaciones sin tefir. Cuando se somete a
tincion se observa un cariosoma irregular, no

compacto, de gran tamafio, a menudo de

k)

Figura 6: Trofozoito E.
coli.

localizacion excéntrica y rodeado por un halo de material sin tefir. La cromatina

perinuclear tiene forma de granulos gruesos, de tamafio y distribucién

irregulares. No obstante, algunos trofozoitos pueden presentar nucleos con

cariosoma central y cromatina periférica uniforme.

A veces se observan

granulos de cromatina dispersos entre el cariosoma y la cromatina perinuclear,

formando una estructura radial. Por lo general, el citoplasma es granular y muy

vacuolado, pudiendo contener bacterias, levaduras y otros detritos, siendo
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habitual la presencia de esporas diminutas del hongo Sphaerita. Excepto en
rarisimas ocasiones, el citoplasma no contiene globulos rojos (Sard, 2011).

Prequiste. Al prepararse para el enquistamiento, el Trofozoito expulsa
de su citoplasma los alimentos no digeridos y su contorno se vuelve mas

esférico.

Quiste inmaduro. En este estado se empieza a secretar una membrana
protectora resistente que recubre la célula de los medios externos
desfavorables. Al mismo tiempo se empieza a crear una vacuola que contiene

glucogeno.

Quiste. El quiste puede llegar a medir de 15 a 22 p. En su estado
maduro posee ocho ndcleos. En los quistes se observan cuerpos cromatoides

con una forma de bastén con extremos aguzados y una vacuola de glucogeno.

Metaquiste. La capa externa es lisa y es desgarrada, escapando asi la
masa octanucleada. El citoplasma del Metaquiste se divide en ocho partes,

dando lugar al Trofozoito metaquistico.

Trofozoito metaquistico. Este es el producto inmediato del Metaquiste.
Al empezar su alimentacion se desarrollan y crecen formando nuevamente un

Trofozoito, llevando asi el cierre de su ciclo vital.

Epidemiologia

La E. coli esta distribuida mundialmente, y no es patdgena, asi que no requiere
de un tratamiento. Se puede encontrar localizada en el intestino grueso del
hombre o en otros animales.

Su transmision es fecal-oral, puede ser directa, de persona a persona o de

animal a persona. O de forma indirecta, ya sea por ingesta de agua o

alimentos, utensilios y manos contaminadas.
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Diagnadstico

Es diferencial con E. histolytica. Su deteccidén tiene importancia epidemiolégica,
ya es que una indicadora de contaminacion fecal se diagnostica mediante un

examen morfologico en coproparasitoscopico directo o de concentracion.

Ascariosis

La ascariosis es una geohelmintiosis que se es produce por el nematodo
Ascaris lumbricoides. El cual presenta una gran importancia clinica,
provocando desnutricion en nifios, causando complicaciones intestinales o
extraintestinales, debido a la carencia de saneamiento y agua limpia, las malas
condiciones en las que se encuentran algunas viviendas y la poca higiene que
tiene la gente constituyen los principales factores de riesgo (Dall'Orso et. al.,
2014).

En 2003, Acufa et. al. y la organizacién paramericana de la salud publicaron
que las enfermedades parasitarias constituyen un problema de salud publica.
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefiala que mas de la tercera parte
de la poblacién mundial esta infectada por uno o mas parasitos y que alrededor
de 155,000 personas mueren cada afio por complicaciones asociadas a esta

patologia.

La ascariosis es la helmintiasis mas frecuente y con mayor distribucién a nivel
mundial. El ciclo de vida de este helminto comienza tras la ingestién de material
contaminado, las larvas eclosionan en el intestino delgado, para después
atravesar la pared intestinal, incorporandose al sistema portal y pueden llegar a
nivel pulmonar, donde penetran en los alvéolos y ascienden hasta las vias
respiratorias altas que por la tos son deglutidas, llegan de nuevo al intestino
delgado, donde se transforman en adultos, producen nuevos huevos, que se

eliminan por material fecal (Claros et. al. 2012).
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Ubicacion taxonomica
Ascaris lumbricoides fue clasificada por Linnaeus en 1758 y citado por
Kozubsky/Costas, 2017.

Reino Animalia
Phylum Nematoda
Clase Secernentea
Orden Ascaridida
Familia Ascarididae
Género Ascaris

Especie lumbricoides

Morfologia

Ascaris lumbricoides es un nematodo grande, cilindrico, de color blanco o
rosado nacarado y de sexos separados, el macho mide 15-20 cm y la hembra
35-40 cm (Defagot et. al., 2013).

Las hembras fecundadas ponen unos 200 mil huevos por dia, lo que da una
idea de la carga parasitaria que contamina el medio ambiente. Estos huevos de
45-75 cm de largo por 40 cm de ancho, salen al exterior con las heces aun no
embrionados (Atias, 1992). En el medio externo y en condiciones ambientales
adecuadas de temperatura, humedad, calidad de suelo y sombra, en el lapso
de 3-4 semanas se desarrolla en el interior, una larva que se transforma en
larva 1 (L1) mudando a larva 2 (L2) que es infectante y permanece dentro del
huevo. (Atias, 2006).

La accion de metabolitos parasitarios genera toxemia helmintica, que puede

causar alteraciones del sistema nervioso como alucinaciones e irritacion

meningea (Faust, E.E. et. al., 1961).
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El nematodo es cilindrico con un extremo posterior puntiagudo y uno anterior
romo. Tiene cordones laterales que son muy aparentes y tienen el aspecto de
estrias color blanquecino que recorren longitudinalmente todo el cuerpo del
nematodo (Valbuena, 2001).

Su cabeza esta provista de tres labios bien diferenciados en los cuales poseen
diminutos dientes (Pumarola, 2001). En cada labio tiene papilas pequefas
gemelas en los bordes laterales, y en el centro tiene una pequefia cavidad
bucal de forma triangular que continua con el eséfago e intestino tubular,
terminando en la cloaca sexual en el macho y en la hembra en el ano (Chester,
1992), (Tay, 1993).

Los huevos ovipositados por la hembra pueden ser de dos tipos: fecundaos y
no fecundados (Tay, 1993). Los fecundados tienen una forma ovalada, de una
capsula gruesa y transparente formada por 3 capas (Tay, 1993). Los huevos no
fecundados son mas largos y estrechos sin membrana vitelina, con una

cubierta mas delgada (Tay, 1993).

Epidemiologia

La organizacién mundial de la salud (OMS, 2006). Realiz6 un estudio en el cual
se demostro que la helmintiasis transmitida por el suelo afecta a mas de 2000
millones de personas en todo el mundo. Segun célculos recientes, Ascaris

lumbricoides infesta a 1221 millones de personas.

Los dos factores principales que mantienen la endemia son las caracteristicas
del suelo que se encuentran favorables y su contaminacion habitual o frecuente
con heces. La ascariasis se presenta en todas las edades pero es mas
frecuente en los nifios debido a sus habitos de juego al nivel del suelo, geofagia
e infeccién oral debido a manos sucias o verduras que no se han desinfectado
correctamente (Chester, 1992). Estas verduras que son regadas con aguas
negras, alimentos y aguas contaminadas llegan a causar una infeccion
intestinal (Tay, 1993).
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Diagnadstico

Los huevos se detectan mediante un examen coproparasitoscopico (CPS)
directo o por concentracion. Mediante los rayos X pueden detectar las sombrar
de los gusanos en los intestinos cuando en dicho estudio se emplea material de

contraste como sulfato de bario (Tay, 1993).
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de muestreo. En la ciudad de Saltillo, Coahuila de Zaragoza, Méx.
Encontrandose ubicada a 1600 MSNM. En una Longitud de 101° 59’ 17” Oeste
y una Latitud de 25° 23’ 59” Norte, en esta ciudad se presenta una temperatura
media anual de 14° C a 18° C (INAFED, s/f).

Se realizaron tres muestreos del cultivo horticola de chile serrano Capsicum
annum var. Serrano en ocho centros comerciales, de los cuales dos son de
cadena local (B y D), cuatro de cadena nacional (A, E, Gy H), y dos de cadena
internacional (C y F), siendo los que representan el 10% de los supermercados

de la ciudad.

Los muestreos se obtuvieron en semanas no sucesivas, en las estaciones del
afno de invierno y primavera, en cada muestreo se recolectaron 100 g de chile
serrano entre los meses de febrero y julio del afio 2018.

Muestreos de la Hortaliza. Para el primer muestreo se comenzd con los tres
centros comerciales (A), (B) y (C) haciéndolo el 18 febrero de 2018, en el
supermercado (D) se realiz6 el 24 de febrero, los centros comerciales (E) y (F)
fueron muestreados el 25 de febrero y para finalizar los muestreos con los

supermercados (G) y (H) se efectud el 05 de marzo de 2018.

Para obtener la muestra se tuvo que tomar los chiles serranos en bolsas
plasticas siendo tomados de los estantes con guantes estériles para no
contaminar las muestras y se procedio a etiquetarlos con el lugar y la fecha de

obtencion.
Al tener las muestras embolsadas y previamente etiquetadas se realizaron los

pasos para la determinacion de bacterias coliformes descritas segin la NOM-
210-SSA1-2014.
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Lugar donde se realizd el experimento. La tesis fue llevada acabo en el
laboratorio de Fitopatologia de Postgrado, ubicado en el departamento de
Parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro situado en la

colonia de Buenavista, Saltillo, Coahuila de Zaragoza, México.

Preparacion de Medios

Preparacion del medio de enriquecimiento (Agua peptonada). Se prepar6
segun las indicaciones de la norma NOM-210-SSA1-2014. Se pesaron 0.8 g de
biopeptona y 6.8 g de cloruro de sodio (NaCl) en una balanza analitica, para
después medir en una probeta graduada 800 mL de agua destilada, para ser
vaciados en un matraz Erlenmeyer de un litro de capacidad y mezclar hasta su
total dilucion. Posteriormente con una pipeta de 10 mL se tomaron del matraz 9
mL de agua peptonada y fueron vaciados en 9 tubos de ensaye con tapa de
rosca, después se vertieron 225 mL por frasco, en tres frascos con tapa de
rosca de 500 mL de volumen para ser vaciados en cada uno de los matraz
tapandolos con papel aluminio, y asi poder esterilizar en un autoclave a una

temperatura de 121° Cy 15 libras de presion durante 15 minutos.

Preparacion del medio para la prueba
presuntiva. Se procedié a hacer el caldo
lauril sulfato triptosa (Figura 7), para ello |
se pesoO 9.968 gr de Caldo Lauril Sulfato
en una balanza analitica de la marca
pioneer para ser diluido en 280 mL de
agua destilada en un matraz de 500 mL

con ayuda de un agitador rigyra  7: Tubos de ensaye con
electromagnético Corning Stirrer, al estar caldo lauril sulfato triptosa.

disuelto con una pipeta de 10 mL de capacidad, se distribuyeron 10 mL de
caldo lauril en 27 tubos de ensaye que en su interior de cada tubo llevaba una

campana de fermentacion Durham.
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Una vez al tener cada uno de los tubos con la solucion y estando bien cerrados
fueron esterilizados en un autoclave a una temperatura de 121° y 15 libras de

presion durante 15 minutos, al transcurrir el tiempo se dejaron enfriar los tubos.

Al tener los tubos frios se les saco las burbujas de aire que se hayan quedado
atrapado en el interior de las campanas de fermentacion Durham volteando
cuidadosamente cada uno de los tubos hasta que las campanas de
fermentacion Durham estén llenas con la solucion. Después de realizar lo

mencionado anteriormente se colocaron los tubos en una gradilla.

Preparacion de medio confirmativo. Se prepar6 280 mL de acuerdo con las
indicaciones del proveedor, es decir, se pesaron 11.2 g de medio deshidratado.
Debido a que la bilis se desnaturaliza con temperaturas elevadas, primero se
esteriliza el agua con una autoclave a una temperatura de 121 ° C o a 15 libras
de presion, y una vez fria se le agrega el medio para distribuir a 10 mL en tubos

de ensaye con la campana de Durham previamente esterilizados.

Al llenar todos los tubos se tuvieron que eliminar las burbujas de aire que se
encontraban contenidas en las campanas de fermentacién por inversién del

tubo. Los tubos se tuvieron que colocar en una gradilla.

Preparaciéon de la muestra. Se realizaron los pasos a como se indican en la
NOM-210-SSA1-2014. De los 100 gr muestreados de cada centro comercial se
pesaron 25 gr de muestra que fueron tomados con guantes estériles, luego en
la campana de extraccion con dos mecheros de alcohol encendidos se
metieron a un frasco que contenia agua peptonada estéril volviéndolo a cubrir
cuidadosamente con el papel aluminio evitando que se contaminara, para
agitar se realizaron 25 movimientos de inversion de arriba abajo y 25 circulares

para cada muestra.
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Antes de iniciar con la inoculacion se etiquetaron previamente los tubos, para
su identificacion, con las iniciales del centro comercial y un tubo que contenga
agua peptonada, se marcaron con 102, 10°y 10, que fue la proporcién de la
dilucion, en cada fila se coloco un tubo con agua peptonada y 3 de caldo lauril

sulfato triptosa.

Siembra de la suspension de las muestras. Los pasos se realizaron segun la
NOM-210-SSA1-2014. En el interior de una campana de flujo laminar
desinfectada, dos mecheros de alcohol y con ayuda de una micropipeta
automéatica con unas puntas estériles se tom6 1 mL de la solucion del matraz
donde se realizé la dilucion de la muestra 10*, para realizar 3 diluciones
seriadas decimales, agitandolo de la misma forma que el tubo anterior y
tomando un 1 mL de solucién para pasarlo a otro tubo etiquetado como 10y
al igual que los dos tubos anterior agitarlo suavemente y tomar 1 mL de
solucion para que este sea desechado. Se realiz6 lo anterior mencionado con

cada uno de los tubos que se utilizaron para poder sembrar las muestras.

Para realizar la siembra en el caldo lauril, se tomaron tres tubos del medio
selectivo de enriquecimiento. Después se usoO una pipeta estéril para transferir

a cada uno de estos tubos un mL de la muestra.

Para las diluciones subsecuentes, se continué como se indic6 en el parrafo
anterior, usando una punta diferente para cada dilucibn. Se mezclo
suavemente el in6culo con el medio. Revisando que en el interior de las
campanas de fermentacion no hubiese presencia de burbujas de aire
atrapadas, en el caso de haberlo se recomienda sacarlas volteando
ligeramente los tubos.

Una vez terminada la siembra de las soluciones de las muestras en cada uno
de los tubos, se pusieron en incubacion a una temperatura de 35° C por 24
horas, si en ese tiempo no se observdé cambio de coloracion y presencia de gas

se dejaron en la incubadora hasta que completar 48 horas.
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Prueba confirmativa. De cada tubo que mostré formacién de gas, se tomo
una azada y fue sembrado en un numero igual de tubos con medio de
confirmacion. Posterior a esto, se incubaron a 35°C por 24 horas, si la
formacion de gas o cambio de coloraciébn no se observé en este tiempo se

prolongara la incubacién hasta completar 48 horas.

Expresion de los resultados. Para poder expresar los resultados se tomaron
en cuenta la serie de tubos de la prueba confirmativa, lo que dieron positivo al
cambio de coloracion y la formacion de gas después del periodo de incubacién
requerido y se reportd el Numero Méas Probable obtenido de los cuadros

proporcionados en la norma.

Métodos para deteccidén de enteroparésitos. De las muestras obtenidas se
pesaron 40 g de chile serrano partiéndolos en pequefios trozos para tener una
muestra representativa de los 100 g en una balanza analitica, se puso a hervir
agua para desnaturalizar de cualquier posible contaminante, se deja enfriar,
para ser vaciada en unos botes estériles, donde se tomd6 0.5 L de agua hervida
en cada uno de los botes midiéndolo con una probeta graduada para luego

introducir los 40 g de chile serrano.

Los botes se taparon para ser agitados 10 veces de arriba hacia abajo y otras
10 en forma circular, después de eso se dejaron en reposo por 24 horas, al
pasar el tiempo, cuidadosamente con unas pinzas estériles se sacaban los
trozos de chile serrano y se volvia a dejar en reposo el bote por una hora,
pasado el tiempo con una jeringa de 20 mL se sacaron 300 mL de los botes

procurando que no se mezcle todo el liquido.

Una vez realizado lo anterior, el sedimento del bote fue resuspendido para ser
colocado en cuatro tubos conicos de 50 mL, cada uno de ellos conteniendo 50
mL de solucion, los cuales fueron centrifugados por 10 min a 3000 rpm, para
después decantar el excedente de los tubos y asi poder montar los cuatro
nuevos sedimentos (cuatro tubos por muestra de chile serrano), en
portaobjetos con una gota de yodo-lugol al 5% y con una gota de sedimento,

para su observacion en el microscopio con los objetivos de 10x y 40x.
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Andlisis estadistico. Los datos consignados no cumplieron con los supuestos
de normalidad, por lo cual no se pudo realizar un ANOVA, por lo tanto se
analizaron mediante estadistica no paramétrica. Una vez consignados los datos
se le realizé una prueba de normalidad mediante Shapiro-Wilk, los valores de
NMP/g se compararon con una prueba de medianas para cada muestreo, se
realizd una prueba de Kruskal-Wallis con una significancia del 5%,

considerando todos los muestreos.
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RESULTADOS

Se obtuvieron los siguientes resultados en el (cuadro 1) donde se pueden ver
los datos de los muestreos de tres repeticiones realizados en los ocho centros

comerciales de Saltillo, Coahuila México.

Con base en la prueba Shapiro-Wilk (W=0.71761, p-value=1.814e-10) no se
cumple con los supuestos de normalidad, por lo que se contrastan con las

medianas.

En el cuadro 1 se muestran los resultados obtenidos del andlisis independiente
de cada muestreo, en ellos se observa que tanto en el primer y tercer muestreo
no hay diferencia significativa entre los centros comerciales referente a la
contaminacion con coliformes totales, mientras que en el segundo muestreo los
centros comerciales E y H del mercado nacional obtuvieron una contaminacién
menor con respecto a los demas, seguido por el centro comercial G (Nacional),
obteniendo como méas contaminados los supermercados B y D (Local), el C

(Internacional) y el A de cadena Nacional.

Cuadro 1. Comparaciones de NMP/g de coliformes totales en Chile Serrano

(Capsicum annum. L var. Serrano) en Saltillo, Coahuila, México

ler MUESTREO 2do MUESTREO 3er MUESTREO
Centro r M R.1Q r M R.1Q r M R.1Q
C (25-75)* (25-75)* (25-75)*
A 3 2400 2250 9.166 | 3 1100 5560 12.833 | 3 2400 2250 13.833A
+6700 A 0 +11000 AB +6700
B 3 11000 11000 16.000 | 3 1100 5615 18.833 | 3 1100 6550 16.333A
+11000 A 0 +11000 AB 0 +11000
C 3 11000 11000 16.000 | 3 1100 11000 18.500 | 3 4600 3350 14.500A
+11000 A 0 +11000 A +7800
D 3 11000 11000 16.000 | 3 1100 11000 18.500 | 3 1100 6250 15.333A
+11000 A 0 +11000 A 0 +11000
E 3 11000 5640 11.666 | 3 210 165 7.666B | 3 2100 1515 11.166A
+11000 A +5605 +6550
F 3 11000 5720 12.000 | 3 2400 18000 10.166 | 3 2400 1575 11.833A
+11000 A +3500 AB +6700
G 3 11000 5515 11.166 | 3 430 430 11.166 | 3 4600 2415 12.000A
+11000 A +5715 AB +7800
H 3 2400 1215 8.000A | 3 390 310 7.33B 3 930 580 5.000A
+6700 +2495 +1515
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Centro C: Centro comercial, r: repeticiones, R. 1Q.: Rango intercuantil, *:
Columna con diferente letra son estadisticamente significativos a una P<0.05,
** Columna con su respectivo centro comercial con diferente letra son

estadisticamente significativo a una P<0.01. M: Mediana.

Por lo que se puede deducir que hubo mayor contaminacion en el lote de chiles
serranos que se estuvieron consumiendo cuando se realizd el segundo
muestreo con respecto a los otros dos muestreos, esto puede que se deba a
que se encontraban mas contaminados ya sea por la misma gente al no
lavarse las manos o que se alla realizado una contaminacion cruzada al

momento del transporte.

En la Figura 8 aprecia que dieron positivo para coliformes totales, esto debido
al cambio de coloracion del medio de cultivo en que se sembraron las bacterias

y por la presencia de gas en el interior de las campas de Durham.

Figura 8: Tubos de ensayo
con resultados positivos vy
negativos de coliformes
totales
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Cuadro 2: Resultados de los 3 muestreos comparados NMP/g de coliformes totales

Chile Serrano (Capsicum annum L. var. Serrano) en saltillo, Coahuila,

México.
3 muestreos
C.Com. r Media R.IQ (25-75)* S.R

A 3 2400 2100+11000  35.ABCD

3 11000 11000+11000 44.944ABC
C 3 11000 11000+11000 47.722AB
D 3 11000 11000+11000  49.666A
E 3 2100  280+11000 30.166CD
F 3 2400 1200+11000 32.888BCD
G 3 4600  430+11000 31.166BCD
H 3 930 2304930 20.055D

C. com.: Centro comercial, r: repeticiones, R. 1Q.: Rango intercuantil, S.R.:
Suma de rangos. *: Columna con diferente letra son estadisticamente
significativos a una P<0.05, **: Columna con su respectivo centro comercial con

diferente letra son estadisticamente significativo.

Al analizar simultdneamente los datos de los tres muestreos, se obtuvieron los
resultados (cuadro 2). En estos se aprecia que los chiles serranos de los
centros comerciales B, C y D tienen una mayor contaminacion de coliformes
totales, correspondiente a 11,000 NMP/g, lo que nos indica que los dos centros
comerciales locales presentan una alta contaminaciéon y uno de los centros
comerciales de cadena internacional se encuentra en las mismas condiciones a
los dos anteriores. Por otra parte, el centro comercial H, con una media de
coliformes totales de 930 NMP/g, fue el de menor contaminacion en el tiempo
de estudio. El segundo menos contaminado fue el centro E con una media de
2100 NMP/g. En cuanto a los centros comerciales A y F presentan una media
de coliformes totales de 2400 NMP/g, mientras que el centro G fue que le sigue
de los 3 centros mas contaminados con una media de coliformes totales de
4600 NMP/g.
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Cuadro 3: Especies parasitarias encontradas en Chile Serrano (Capsicum annum. L

var. Serrano). En Saltillo, Coahuila, México

Centro Comercial*

Especie r A. B, C, D, E, F G» M R+ S.D. **

Quiste de Endolimax nana 9 15 4 3 7 1 3 6 15 225.46%
1.47°

Huevo de Ascaris lumbricoides 9 22 17 18 12 16 13 3 8 274.86x
2.048°

Quiste de Blastocystis hominis 9 11 9 4 3 4 3 4 5 226.24+
1.043°

Quiste de Entamoeba 9 69 32 104 35 29 31 43 162 367.36%
histolytica/dispar 9.968"

Quiste de Entamoeba coli 9 69 28 18 81 25 40 40 37 331.26%
6.159"

Huevo de Trichuris trichura 9 1 O 0 O 0 O O 0 158.02+
0.117°

Quiste Giardia lambia 9 6 3 0 2 3 2 0 5 184.27+
0.726°

*: Subindices de centros comerciales con diferente letra son estadisticamente
significativos entre ellos. R.: Rango. S.D.: Desviacion estandar de rango. **:
Columna con su respectiva especie con diferente letra son estadisticamente

diferentes.

En relacion a la identificacion de enteroparasitos, se encontraron un total de
siete especies distintas, siendo E. histolytica/dispar (Figura 9) y E. coli las de
mayor incidencias, mientras que T. trichura y G. lambia las de menor (Cuadro
3). En cuanto a la contaminacién de los enteroparasitos por centro comercial,
se encontré que el A es el mas contaminado debido a que tiene a todas las
especies. En el centro comercial B se observé que es mas probable que las
personas se enfermen de E. histolytica/dispar y E. coli que con T. trichura y E.
nana, en el centro comercial C la probabilidad de que una persona se enferme
de E. histolytica/dispar es mayor en comparacion a T. trichura y G. lambia, para
los supermercados E, F y G es menos probable que se presenten Infecciones
por T. trichura y G. lambia y se tenga una contaminacion por E.

histolytica/dispar y E. coli. En cuanto Ascaris lumbricoides (Figura 10) es el 3er
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parasito que puede llegar a parasitar a los consumidores después de los antes

mencionados.

Figura 9: Quiste de Entamoeba
histolytica.

Figura 10: Huevo de Ascaris
lumbricoides.
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DISCUSION

En los ultimos afios se han realizado diversas
investigaciones de calidad microbiana en

diferentes productos vegetales tales como

lechuga, espinacas, zanahorias, melones,
tomates, cilantro, entre otras. Teniendo en

cuenta que solo existen pocos conocimientos

acerca de la calidad microbioldgica de los
Figura 11: Prueba confirmativa

chiles serranos para consumo en fresco (Liao para coliformes totales

et al., 2010) citado por Guadalupe, 2012.

Los datos obtenidos en el cuadro 1, nos arroja que los centros comerciales
muestreados no estan dentro de los limites permitidos por sistema de
reduccion de contaminacion en la produccion primaria de vegetales (SRRC)
para coliformes totales (Imagen 11), donde se sefiala como limite permisible
entre cero y dos NMP/g como tolerancia para coliformes totales (SENASICA,
2015); en este estudio realizado la mayoria se encuentra en un maximo de
11,000 NMP/g y la minima de 390 NMP/g coliformes totales.

En un estudio realizado por Fernandez et al. (2018) en muestras de cilantro en
Saltillo, Coahuila, los valores obtenidos por contaminacién con coliformes
totales fueron de 5250-27500 NMP/g los cuales son similares a los encontrados
en este estudio encontrando que un supermercado de nivel internacional y los
dos locales presentan mayor riego para la salud. Lo que genera la hipétesis de
que la contaminacién puede ser por manipulacion de los consumidores o de los
mismos trabajadores, lo cual arrojé un resultado en cilantro donde se determiné
que 100% de las muestras estan contaminadas (Fernandez et al., 2018) siendo
similar el resultado en este estudio de chile serrano y jalapefio. En cuanto a lo
seflalado por Guadalupe (2012) encontr6 que 68.75% de las muestras
analizadas de chile serrano del municipio de Guadalupe, N.L. dieron positivo

para coliformes totales.
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Sin embargo, Avila et al. (2008) reportaron en su estudio de chiles que la
cantidad de coliformes totales fue de mas de 1,100 NMP/g y en chile chilaca de
262 NMP/g siendo menores a lo que se encontré en este estudio de 11,000
NMP/g. haciendo una comparativa con Lugo-Jimenez et al. (2010) resulté ser

similar a los resultados obtenidos teniendo valores de mayores 1100 NMP/g.

Otro estudio realizado en Pachuca de Soto, Hidalgo por Marquez (2006) en
chile serrano y jalapefio arrojo resultados inferiores a los que mostramos en
chile serrano al presentar una contaminacion en los frutos analizados con una

incidencia mayor de 1100 NMP/g en sus muestras.

En el andlisis parasitologico Entamoeba histolytica/dispar fue el de mayor
frecuencia (cuadro 3). En cuanto a los enteroparasitos encontrados en estos
resultados se encontraron que los frutos de chile serrano tenian mas presencia
de E. coli y E. histolytica/dispar en comparacion a un estudio realizado por
Rivas et al. (2012) en lechuga y perejil en Monagas, Venezuela quienes
indicaron que se encontr6 una presencia del 45% de huevos de Ascaris
lumbricoides en las hortalizas evaluadas en cuanto al estudio realizado en

Saltillo, se obtuvo un 10% de contaminacion por huevos de este parasito.

Devera et al. (2006) obtuvieron un 2.5% de contaminacion por E. histolytica un
porcentaje mucho menor a lo encontrado en Saltillo que lleg6 hasta un 47% de
incidencia. En cambio, Mendoza et al. (2007) obtuvieron una presencia del
93.33% mayor a la que encontramos en E. histolytica/dispar. En 2008 Mufios y
Laura detectaron en perejil una frecuencia mayor de Blastocystis hominis de
32% mas elevada a la que se encontré en el chile serrano, que solo llego a un
4% de incidencia en todos los supermercados.

Al encontrar que la mayoria de los supermercados se encontraban
contaminados por 6 de los endoparasitos se estimé que el 86% las muestras
obtenidas tenian presencia de endoparasitos, en cuanto a los resultados de
Garcia y Quispe (2012) solo encontraron un 47.69% de contaminacion en sus
muestras, a excepcioén del 14% que corresponde al total de muestras donde no

se encontrd ningun endoparasito.
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CONCLUSION

Los datos obtenidos muestran que todos los centros comerciales presentan
una alta contaminacion de coliformes totales, los cuales indican que no se
cuentan con las medidas sanitarias necesarias. Los establecimientos estan por

encima de los limites permisibles de coliformes totales.

Todos los centros comerciales tienen presencia de parasitos intestinales por lo
que es muy probable que surjan brotes de infecciones digestivas, siendo las
mas comunes Entamoeba histolytica/dispar, Entamoeba coli y Ascaris

lumbricoides.
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