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RESUMEN

La especie de lobo marino Zalophus wollebaeki es representativa de la fauna silvestre de las
islas Galapagos, y un claro ejemplo de la interaccion de ecosistemas marino y terrestre. En los
altimos afios, ha habido un preocupante decrecimiento de su poblacién, y uno de los factores
que influye en esto podria ser las parasitosis de estos animales. Por lo cual, el objetivo de este
estudio fue identificar parasitos intestinales de los lobos marinos de San Cristébal. Se analiz
48 muestras de heces a través de métodos coproldgicos directos y de concentracion, y se
encontrd una alta prevalencia de parasitos de la familia Diphyllobothriidae (56%), seguido por
Anisakidae (24%) y Ancylostomidae (20%). A la vez, se logrd identificar por métodos
moleculares helmintos adultos correspondientes a Adenocephalus pacificus, Diphyllobothrium
sprakeri y Philophtalmus gralli. Los cuales han sido reportados en pinnipedos del continente

y a nuestro conocimiento, el tltimo de ellos se reporta por primera vez a nivel de especie.

Palabras clave: Parasitosis, lobos marinos, Diphyllobothriidae, Anisakidae, Ancylostomidae.



ABSTRACT

Zalophus wollebaeki is a sea lion specie which is representative of the wildlife on the
Galépagos Islands. It is also a clear example of the interactions between land and sea
ecosystems. In the last few years, we have evidenced an alarmingly decrease of their
population. We suspect that one of the factors that could be affecting the population is the
presence of intestinal parasites. Therefore, our objective was to identify intestinal parasites on
sea lions from San Cristobal. We analyzed 48 feces samples through direct and concentrate
coprological methods. We found a high prevalence of parasites from the family
Diphyllobothriidae (56%), followed by Anisakidae (24%) and Ancylostomidae (20%). In
addition, using molecular methods we were able to identify the presence of adult helminths
corresponding to Adenocephalus pacificus, Diphyllobothrium sprakeri and Philophtalmus
gralli. The last one mentioned has been previously reported on land pinnipeds, but it’s the first

time they have been identified as specie.

Key words: Parasitism, sea lion, Diphyllobothriidae, Anisakidae, Ancylostomidae.
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INTRODUCCION

El Ecuador se ubica entre los paises con mayor biodiversidad del mundo, y es conocido por la
gran interaccion que existe entre la fauna silvestre y la poblacion humana. Gran ejemplo de
ello son las islas Galapagos, en la cual existen dos especies endémicas de lobo marino:
Arctocephalus galapagoensis, cominmente conocido como lobo de dos pelos, y Zalophus
wollebaeki, lobo marino de las Galapagos, de las cuales se estima una poblacion de alrededor

de 25.000 individuos en total (Merlen, 1995).

Zalophus wollebaeki es una especie de mamifero pinnipedo de la familia Otariidae, que se
encuentra relacionado con la especie Zalophus californianus que habita en el norte del Pacifico
(Elorriaga, 2015). Existen 13 poblaciones descritas de esta especie alrededor de todas las islas
del archipiélago de las Galapagos, principalmente en San Cristobal e isla Espafiola, sin
embargo, actualmente se han registrado avistamientos en playas de Manabi (Aurioles y
Trillmich, 2008) y en la Isla del Coco en Costa Rica (Halpin et al., 2009). La dieta de este
animal se basa en peces pelagicos y bénticos como Palabrax y Selar, y en menor cantidad de
cefalopodos y pequefios crustdceos (Salazar, 2005). Sin embargo, se han encontrado
diferencias en la dieta de las especies que habitan en el oriente y occidente del archipiélago

(P&ez-Rosas y Aurioles-Gamboa, 2014).

A pesar de su relevante participacion en los ecosistemas y las cadenas tréficas, es una especie
que por diferentes factores de encuentra en la lista roja de las especies amenazadas de la IUCN,
bajo el criterio A2ab (2015). EI Ministerio del Ambiente Ecuatoriano menciona que los factores
que influyen de forma directa en esta especie estdn relacionados con el deterioro vy
contaminacion de su habitat debido a actividades antropogénicas, depredadores naturales, el

cambio climético y enfermedades (2014).
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Los animales salvajes son cominmente parasitados por una amplia variedad de helmintos,
principalmente los grupos nematodos, acantocéfalos, treméatodos y céstodos. Muchos de estos
parasitos han sido documentados como causantes de enfermedades y mortalidad en aves y
mamiferos silvestres. La mayoria de los helmintos tienen ciclos de vida complejos que
involucran a mas de un huésped, tal es el caso de los treméatodos que residen en los intestinos
de reptiles, aves o mamiferos, y tienen uno o dos hospedadores intermedios y uno final, pero
para que este ciclo sea completado, es necesario que todos los huéspedes estén disponibles.
Dentro del huésped definitivo, los gusanos se aparean y producen huevos no embrionados que
se vacian en las heces del huésped (Sepulveda y Kinsella, 2013). Por otro lado, los céstodos
tienen un ciclo de vida que consta de 3 formas: huevos, larvas y adultos. Y en su forma adulta
habitan en los intestinos de los huéspedes finales, que son mamiferos carnivoros, y propagan
la infeccion mediante las heces excretadas que contienen huevos y luego estos son ingeridos

por los huéspedes intermedios (Chelsea y Petri, 2022).

La deteccion de parasitos intestinales se puede realizar por medio de la observacion de la
materia fecal en el microscopio optico para la evaluacion morfoldgica de las formas que son
eliminadas a través de las heces; huevos, quistes, ooquistes y larvas (Rosales, 2020). Las
caracteristicas morfoldgicas de estas estructuras permiten la identificacion hasta especie en
algunos casos y hasta género en otros. Por otro lado, los métodos seroldgicos y moleculares

pueden brindar una mejor resolucion diagnostica (Lejeune, 2021).

Estudios previos de los lobos de San Cristébal demostraron la presencia de diferentes parasitos
como anisakidos, céstodos, pseudofilidos y coccidios en los cuales fueron identificados a través

de método parasitoldgico directo (Walden, 2018).

El objetivo de esta investigacion fue identificar parésitos intestinales de los lobos marinos de

San Cristobal a través de analisis coproldgicos, morfométricos y moleculares.
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METODOS

Area de estudio y manejo de muestras

En el mes de octubre de 2021, las muestras fueron adquiridas de lugares de descanso
frecuentados por los lobos marinos, en las playas de La Loberia (LO), Naval (NA), Astillero
(AS), Puerto Marineros (MA), Puerto Oro (OR), Playa Mann (PM), Muelle de Pescadores
(MP), Punta Carola (CA), y Puerto Baqguerizo (BA); todas estas locaciones pertenecientes a la
Isla San Cristobal. Se obtuvo un total de 48 muestras fecales de lobo marino, las cuales fueron
colocadas en paratest y tubos de recoleccion fecal DNA/RNA Shield (Ecogen, 2017) y Paratest
(Freyman, 2017). se recolect6 también 20 ejemplares de parasitos adultos, 12 céstodos y 8
treméatodos, encontrados en las playas Naval (NA), Astillero (AS) y Muelle de Pescadores
(MP); los cuales fueron almacenados en tubos de 50 ml (Thermo Fisher Scientific, 2022) con
etanol al 96%. Posteriormente, de acuerdo con el protocolo de extraccién de muestras
bioldgicas, todas las muestras fueron transportadas al laboratorio de Parasitologia y Vectores

del Instituto de Microbiologia de la USFQ en febrero de 2022.

Analisis coprolégico y morfolégico

Primero, se realiz6 un analisis parasitolégico de las muestras conservadas en ParaTest, para
esto se coloco dos gotas de heces en un portaobjetos, a la una gota se adicion 1 gota de solucién
salina 0.9% y la otra una gota de Lugol (solucién de 12 (1%), yodo molecular, en equilibrio
con Kl (2%) en agua destilada), se coloco encima de cada gota un cubreobjetos y se visualizd
en el microscopio Optico a 4x, 10x y 40x. Se realiz6 una evaluacion coprologica, del color de

las heces, presencia de moco y presencia de huevos y/o larvas de parasitos.

También se realizaron 2 métodos de concentracion para el analisis coprolégico. Primero el
método de sedimentacidn, que consistié en colocar 1ml de heces y 0.5ml de éter etilico, luego

se centrifugo el tubo a 3000 rpm por 3 minutos y con una pipeta Pasteur se colocd una gota del



14

sedimento generado y una gota de Lugol para observacion al microscopio (Instituto Nacional
de Salud, 2003a); y segundo, el método de flotacion, para el cual se prepard una solucién
saturada de azUcar (50ml de agua destilada y 105.5g de azUcar), se coloco 2ml de heces en un
tubo de ensayo de 5ml y se llend hasta el tope con la solucién saturada de azUcar, luego se agitd
3 vecesy se dejo reposar durante 3 minutos, por Gltimo se coloc6 un cubreobjetos sobre el tubo
de ensayo y se dejo por 3 minutos mas, se paso el cubreobjetos a una lamina portaobjetos con

una gota de Lugol para observacion al microscopio en 4x y 10x.

Finalmente, se observo las muestras de heces conservadas (DNA/RNA Shield) de forma directa
con el mismo protocolo que se usé para las muestras de Paratest.Se tomaron fotografias de
todas las estructuras parasitarias con la cdmara de microscopio y software Amscope. También

se realizaron mediciones del largo y ancho de los huevos de parésitos encontrados.
Tincion de parasitos adultos

Para los parasitos adultos, se realizé la tincion de Carmin Acido de Mayer siguiendo el
protocolo del manual de parasitologia de UNAM (Salgado Maldonado, 2008). Primero, se
colocd los especimenes en etanol al 70% durante 3 dias. Luego, se realizaron picaduras del
espécimen con alfileres entomologicos para permitir que el tinte ingrese de forma homogénea
en todo el parasito. Después, se sumergio el espécimen en carmin (C.l1. 75470) (Merck, s.f) en
concentracion 1:10 durante 24 horas, se procedié a diferenciar la tincion en alcohol al 70%
acidulado con &cido clorhidrico al 4% durante 3 dias, que se observo el espécimen de color
rosa palido. Posteriormente, se lavd en etanol al 75% 3 veces, y en la Gltima se dejo reposar
durante 24 horas. Se deshidratd en etanol al 85% y 95% dejando el espécimen sumergido en
cada solucion durante 24 horas. Después, se colocé en alcohol etilico absoluto durante 24 horas.
Finalmente, se aclaré en mezclas graduales de alcohol absoluto con eugenol; la primera con

25% de eugenol y 75% de etanol, la segunda con 50% de eugenol y 50% de etanol, y la Gltima
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con 75% de eugenol y 25% de etanol. Para el montaje en placa, se usé Eukit ® (O. Kindler

GmbH, s.f) y posteriormente se observaron las estructuras en 4x y 10x.

Anélisis molecular

Para el analisis molecular se extrajo ADN de todos los parasitos adultos, en el caso de los
céstodos se realizo un pequefio corte de tejido, y en el de los trematodos se us6 dos ejemplares
enteros lavados previamente con PBS 1x, y se siguid las instrucciones de acuerdo al fabricante

del kit de extraccion de ADN QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, 2022).

Para realizar PCR de las muestras de nematodos adultos, se usd primers especificos para la
region ITS del ARN ribosomal de la subunidad larga del gen 28S, el primer forward LSU5-F
(5"-TAG GTC GAC CCG CTG AAY TTA AGC A-3") y el primer reverse 1500R-R (5"-GCT
ATC CTG AGG GAA ACT TCG-3) (Olson et al, 2003). Los primers usados para los
treméatodos adultos fueron los mismos mencionados previamente, LSU5 y 1500R, y otros
especificos para el gen 18S del ARN ribosomal C—F (5-ATGGCTCATTAAATCAGCTAT-
3)y A-R (5'-TGCTTTGAGCACTCAAATTTG-3') (Routtu et al, 2014). Las condiciones de
cada PCR se muestran en la tabla 2. Posterior a la realizacion de PCR, se realiz0 electroforesis
en gel de agarosa y se reveld el resultado en bio-render ®. Se preparo las muestras para enviar
a secuenciar el ADN en la empresa Macrogen, Inc. Se obtuvo las secuencias en formato

FASTA y formato pdf los cromatogramas.

Una vez obtenidas las secuencias, se realizo la limpieza de las mismas con el software MEGA
para obtener una secuencia consenso, y posteriormente se realiz6 BLAST de las mismas para
encontrar coincidencias con otras secuencias en el GenBank de NCBI. En los mismos softwares
se alined las secuencias consenso junto con las obtenidas del BLAST para determinar

similitudes y diferencias.
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RESULTADOS

Analisis coprologico y morfométrico

No hubo diferencias entre la cantidad de huevos que se encontr6 en las muestras de Paratest
bajo observacion directa y después de los métodos de concentracion. Se encontro presencia de
huevos pertenecientes a la familia Diphyllobothriidae en 6 muestras, Anisakidae en 3,

Ancylostomidae en una muestra. Lo que representa 12,5%, 6,25% y 2.08% respectivamente.

En la observacién directa de muestras de heces conservadas (DNA/RNA Shield) se encontrd
16 muestras positivas, 1o que corresponde al 31.25% tomando en cuenta el nimero total de
muestras evaluadas. De las cuales 9 (56%) tenian presencia de huevos de Diphyllobothriidae,
4 (24%) de la familia Anisakidae y 3 (20%) de la familia Ancylostomidae. Lo que nos indicé
que las heces conservadas con este método dieron mejores resultados para este estudio (Figura
5). Las fotografias de todos los huevos encontrados se muestran en las figuras 1, 2'y 3, asi como

los detalles de sus caracteristicas morfométricas.

La intensidad de parasitosis se evalio en los resultados reflejados a partir del nimero de huevos
observados por campo de vision, en este caso 10x, se encontr a partir de esto, 8 infecciones
leves, 4 moderadas y 4 severas. La mayoria de las infecciones severas correspondieron a

parasitos de la familia Diphyllobothriidae.

Las mediciones de los parasitos adultos céstodos se muestran en la tabla 2, obteniendo una
longitud de entre 6.2 y 16.3 cm; las medidas de escélex oscilan entre 0.8 y 1.3cm de largo y
entre 1 y 3mm de ancho; las proglétides inmaduras miden alrededor de 0.35cm y los gravidos

alrededor de 0.7 y 1.7cm.

Por otro lado, los treméatodos presentan una longitud de entre 0.4 y 0.6cm, y un ancho de 0.25

a 0.32cm, todos con las mismas medidas.
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Anadlisis molecular

Tres individuos fueron identificados como Adenocephalus pacificus con 100% de homologia

y ocho como Diphyllobothrium sprakeri con una homologia de 99.87%.

Se identificaron todos los individuos trematodos como Philophtalmus gralli con una

homologia de 99.9%
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DISCUSION

Los resultados de este estudio indican que existe una frecuencia total del 31.25% de parasitos,
los cuales estan divididos entre 9 (56%) Diphyllobothriidae, 4 (24%) de la familia Anisakidae
y 3 (20%) de la familia Ancylostomidae, lo que comparado con los estudios de Scholz et al;
Hermosilla et al; Marcus; se observa que existe una frecuencia de 64% de parasitos de la
Diphyllobothriidae de un total de 37 especies conocidas de tenias anchas (Scholz, et al., 2019).
Adicional, se encontro un 34,5% de huevos de Anisakidae en colonias de leones marinos
(Hermosilla et al., 2018). Y 70% de prevalencia de infeccion en crias de lobos marinos en
Australia de parasitos la familia Ancylostomidae (Marcus, 2015). Lo que indica que nuestros
resultados presentan una frecuencia similar de parasitos en especies relacionadas a la de estudio

en diferentes partes del mundo.

Se encontrd que la presencia de parésitos de la familia Diphyllobothriidae, Anisakidae y
Ancylostomidae. Rodriguez y Nascimiento, indican que el género Adenocephalus (sin.
Diphyllobothrium) ha sido reportado como el de mayor prevalencia y abundancia en un estudio
realizado en lquique y Talcahuano (Rodriguez & George-Nascimiento, 2021). Un estudio de
Gingrich y otros, registra presencia de Ancylostoma y Toxocara en perros domésticos de la isla
San Cristdbal, a través de examinacion microscopica; informacion que permite relacionar la
trasmision de parasitos entre fauna de ecosistemas marinos y terrestres, es decir, que los
parasitos, tal como explica el estudio, podrian estarse transmitiendo a partir de las heces de
estos animales domésticos (2010). Los parasitos como los de la familia Anisakidae actdan
generalmente como reguladores de las poblaciones acuaticas y pasan a lo largo de la cadena
trofica, es por ello que las larvas de los parasitos llegan a los peces que son organismos
intermediarios donde se alojan en las visceras y musculos de los peces y al consumirlos los

leones marinos se cierra el ciclo y terminan infectados por parasitos (Moles & Heintz, 2007).
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De las dos especies de céstodos encontrados, que pertenecen a la misma familia, existen
reportes como el de Mondragén y otros, que mencionan la identificacion de dos especimenes
adultos de Adenocephalus pacificus en leones marinos (Otaria flavescens) de la costa del Perd,
a través de métodos morfol6gicos y moleculares (2021). La especie Diphyllobothrium sprakeri
ha sido identificada en el afio 2021 a través de screening y analisis molecular, propuesta como
la primera especie de la familia Diphyllobothriidae descrita en la especie Zalophus
californianus, y previamente hallada en O. flavescens de Argentina, Chile y otras zonas de Peru
(Hernandez-Orts y otros, 2021). Por otro lado, los treméatodos fueron identificados como
Philophtalmus gralli, lo cual es comparable con un estudio de Phillips y otros, que evalGa una
enfermedad oftadlmica de los lobos marinos de Galapagos que se presume es causada por un
treméatodo ocular del mismo género, que fue clasificado como Philophtalmus zalophi. Los
parasitos fueron encontrados adheridos a la membrana nictitante y conjuntica del ojo, lo cual
permite ratificar la amenaza que representa la parasitosis para la vida de estos animales. Este
mismo estudio menciona que se ha registrado prevalencia de este género de parasitos en aves

en regiones distintas a Sudamérica (2018).

El método més efectivo fue el parasitoldgico directo con heces extraidas de tubos DNA/RNA
Shield, esto probablemente debido a que las heces que se conservan en Paratest se encuentran
diluidas los métodos de concentracion no resultaron efectivos para obtener mayor cantidad de
muestras positivas, debido al efecto de dilucion que tiene el envase Paratest al contener
formalina al 5%. Un estudio de Rosales y Bautista compara la sensibilidad y especificidad del
método parasitologico directo, la sedimentacion simple, y el método de Ritchie modificado,
encontrando que la sedimentacion simple presentd una sensibilidad del 100%,
significativamente igual al método de observacion directa (2020). Por otro lado, las

caracteristicas morfométricas tanto en parasitos adultos como en huevos no muestran
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diferencias significativas entre si, lo que no permitié identificarlos a nivel de especie, sino
Unicamente a nivel de familia. A pesar de esto, las mediciones de los huevos de paréasitos fueron
atiles para conocer que la clasificacion taxondémica de acuerdo con la familia fue certera.

Este estudio se realiz6 en una poblacion de lobos marinos que se encuentra en constante
contacto con los humanos. Se recomienda comparar la parasitosis de colonias de lobos con
menor impacto antropogénico, asi como tomar muestras a diferentes épocas del afio, debido a
que las corrientes oceanicas pueden tener gran impacto sobre las tasas de parasitosis al estar
relacionadas con las condiciones y el alimento disponible para estos pinnipedos (Pardo et al,
2009). Asi también, realizar un seguimiento a lo largo de la vida de estos animales para poder

determinar como varian de acuerdo a las etapas de desarrollo.
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CONCLUSIONES

1. Se encontr6 una frecuencia de parasitosis significativa del 31.25%, como mayor
prevalencia de Diphyllobothriidae con un 56%, de Anisakidae con un 24% vy
Ancylostomidae con 20%. Sin embargo, no se midid el impacto de las parasitosis en el
decrecimiento de la poblacion de lobos de la isla San Cristobal.

2. Las caracteristicas morfométricas de los parasitos adultos y huevos no permitieron
diferenciar a nivel de especie, pero, a pesar de las limitaciones, el método coproldgico
permitio realizar un monitoreo rapido y a bajo costo de a frecuencia parasitaria y nivel
de infeccion en los lobos marinos,

3. Anuestro conocimiento, es el primer estudio que identifica el trematodo Philophtalmus
gralli en esta especie de pinnipedos mediante métodos moleculares, el cual se ha

reportado en otros estudios en regiones costeras de paises de Sudameérica.



TABLAS

Tabla 1. Resultados de los helmintos intestinales encontrados en las muestras.

Codigo de muestra Familias de parasitos encontrados

Diphyllobothriidae Anisakidae Ancylostomidae

L0021021001 - - -

NAQ021021002 - - -

AS021021003 - - -

MAO021021004 - - -

OR021021005 - - -

PM021021006 + - -

CA021021007 - - -

BA021021008 + + -

LO051021009 - - -

NA051021010 - - -

AS051021011 - - -

MAO051021012 - - -

OR051021013 - - -

PM051021014 - - -

CA031021015 - - +

BA051021016 - + -

LO111021017 - - -

NA111021018 - - +
AS111021019 - - -

MA111021020 + - -

OR111021021 - - -

PM111021022 - - -

CA111021023 + - +

BA111021024 - - -

LO141021025 + + -

NA141021026 - - -

AS141021027 - - -

MA141021028 - - -

OR151021029 - - -

PM141021030 + - -

CA141021031 + - -

BA141021032 - - -

LO221021033 - - -

NA221021034 - - -

AS221021035 - - -

MA221021036 - - -

OR221021037 - - -
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PM221021038 ' -

CA221021039 - -

BA191021040 B -

LO281021041 + -

NA281021042 - -

AS281021043 + -

MA281021044 - -

OR301921045 - -

PM281021046 - -

CA281021047 B -

BA301021048 ' +

Tabla 2. Mediciones de parasitos céstodos adultos.

Proglétides
NUmero tenia Origen Estrdbilo (cm) Escolex (mm) inmaduras (cm)
Longitud Longitud Ancho Ancho
2 13,2 1.2 0,8 0,36
3 15,8 2 1 0,4
4 Muelle de 14,2 1,2 1,1 0,39
6 Pescadores 16,3 3 13 04
7 8,5 1 1 0,31
8 6,5 1 1 0,29
9 9,4 2 1 0,27
10 6,2 1 0,8 0,34
11 Astillero 9 1 1 0,34
12 12,4 2 13 0,31
15 11,2 18 0,9 0,28

Tabla 3. Resultados de anélisis molecular de los céstodos adultos.

ID muestra Gen Target Nombre de la especie Codigo GenBank | Homologia (%6)
2 18S Diphyllobothrium sprakeri MW600336.1 99,87
3 18S Diphyllobothrium sprakeri MW600336.2 99,87
4 18S Diphyllobothrium sprakeri MW600336.3 99,87
6 18S Adenocephalus pacificus KY552808.1 100
7 18S Adenocephalus pacificus KY552808.2 100
8 18S Adenocephalus pacificus KY552808.3 100
9 18S Adenocephalus pacificus KY552808.4 100
10 18S Adenocephalus pacificus KY552808.5 100
11 18S Adenocephalus pacificus KY552808.6 100
12 18S Adenocephalus pacificus KY552808.7 100
15 18S Adenocephalus pacificus KY552808.8 100




Tabla 4. Resultados del analisis molecular de los trematodos adultos.
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ID muestra Gen Target Nombre de la especie Codigo GenBank | Homologia (%)
1 28S Philophthalmus gralli JQ246434.1 99,9
13 28S Philophthalmus gralli JQ246434.1 99,9
14 28S Philophthalmus gralli JQ246434.1 99,9
1 18S Philophthalmus gralli JQ627832.1 99,9
13 18S Philophthalmus gralli JQ627832.1 99,9
14 18S Philophthalmus gralli JQ627832.1 99,9
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FIGURAS

Figura 1. Huevos de Diphyllobothriidae en muestras positivas.

La figura 1 muestra huevos de parasitos de la familia Diphyllobothriidae encontrados en las
muestras de heces por medio de observacion directa en 40x. Las medidas de los ejemplares son
las siguientes: 1.A 49.9um x 39.3um, 1.B 51.4pum x 38.2um, 1.C 49.1um x 38um, 1.D 48.3um
x 39.2um, 1.E 50.4um x 37.2um, 1.F 51.6pm x 41.3um, 1.G 50.8pum x 39.7um, 1.H 48.1um
x 37.2um, 1.1 50.9um x 41.5um. Las medidas corresponden a largo x ancho.
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BA021021008 BA05101016 ) 10141021025

Figura 2. Huevos de Anisakidae en muestras positivas.

La figura 2 muestra huevos de parasitos de la familia Anisakidae encontrados en las muestras
de heces por medio de observacion directa en 40x. Las medidas de los ejemplares son las
siguientes: 2.A 48.2pum x 39.3um, 2.B 52.6pum x 36.3um, 2.C 48.4um x 37.4um, 2.D 47.8um
x 36.1um. Las medidas corresponden a largo x ancho.

CA031021015

Figura 3. Huevos de Ancylostomidae en muestras positivas.

La figura 3 muestra huevos de parasitos de la familia Ancylostomidae encontrados en las
muestras de heces por medio de observacion directa en 40x. Las medidas de los ejemplares son
las siguientes: 3.A 62.3um x 37.2um, 3.B 66.6um x 36.7um, 3.C 64.8um x 40.1um. Las
medidas corresponden a largo x ancho.
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Figura 4. Parésitos adultos tefiidos con Carmin &cido de Mayer.

La figura 4 muestra un treméatodo y un céstodo luego de la tincion siguiendo el protocolo de
Carmin Acido de Mayer. En el trematodo se observan los diferentes organelos, y en el céstodo
los ovarios dentro de las proglétides.

Muestras positivas por familia

» Diphyllobothriidae = Anisakidae  » Ancylostomidae

Figura 5. Porcentaje de muestras positivas por familia.

La figura 5 muestra el porcentaje que representa cada familia en base al nimero total de
muestras positivas que corresponde al 31.25% de infeccion.
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ANEXOS

Anexo 1. Tabla de condiciones de PCR para los dos sets de primers.
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Primer | Temperatura P. P.
set annealing Buffer | Mgcl, | DNTPs | forward | reverse Taq Pol ADN
(°C) @v) | (M) (LM) (M) (uL) (ML)
LSU5- 56 10x 25 2 10 10 0.15 2
1500R
C-A 60 10x 25 2 10 10 0.15 2




