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I... INTRODUCCION :

Es conocido que la mayor parte de las parasitosis gastrointestinales en los
rurtiantes cursan con signos inespecificos, es por esta razén que se tratd de es-
tablecer un método préctico y eficaz de diagnéstico valiéndose para ello de dis-

tivtas técnicas coproparasitolégicas.

E1 diagnéstico de una parasitosis interna puede llevarse a fectc, obser-

vando las formas de eliminacién de los pardsitos hembras, huevos o larvas.

Para este fin sé han desarrollado diferentes tipos de exémenes: cualitati-

vos y cuantitativos.

1.- Exdmenes cualitativos.~ Son 1lamados asi porque solamente nos indican
la presencia de pardsitos en el animal {9). (Nemeseri y Hol1g, 1961) (10) los

di vide en directos o al natural, e indirectos o de concentracidn.

a) Dentro de las técnicas directas.- Se considera el método simple de

extensién y el método de Pataki.

b) Dentro de Tas técnicas indirectas.- Existen varios métodos, siendo los
mds comunes el método de la concentracidn por sedimentacién, método de Toleman
(1908), método de Benedek (1943), método de la concentracidn superficial (flo-
tacidn), concentracidn con soluciGn de sal comin o concentracidn por medio de

soluciones azucaradas.

Exdmenes cuantitativos. Nos dan una idea del grado de infeccidn parasita-

ria de animal o animales examinados, al suministrarnos una relacién ndmerica



que se expresan en cantidades de huevos por grame de heces (9). (Nemeseri y
Ho116, 1961) (10) menciona el método de Mc Master y el método de Wetzel. Todas
las técnicas anteriormente mencionadas ponen de manifiesto huevos de nemitodos,
ooquistes de coccidids, huevos de céstodos, pero con solo esta informacidon no
es posible saher cuantos géneros de nematodos gastroentéricos estan involucra-

dos en el brob]ema. ya que con excepcion de los géneros: Toxocara spp., Stron-

gyloides spp., Nematodf%ds spp. y Trichuris spp., identificables por la morto-
logia del huevo (Keith, 1953 (8); Villasefior, 1973 {16): Borgsteede y Hendriks,
1974 (3); Thienpont, Rochette y Vanparijs, 1979 (15}, Tos demds géneros que ha-
bitan el tracto gastrointestinal eliminan huevos morfoldgicamente similares y

por lo tanto no identificables facilmente.

Para poder lograr la identificacion de los géneros de los nemdtodos gastro
entéricos involucrados se tienen que recurrir a técnicas de coprocultivo, con
el objeto de identificar larvas infectantes, que por su morfologia pueden ser

claramente distinguidas.

Una gran cantidad de métodos han sido desarrollados tales como, la técnica
de coprocultivo en frasco (*), técnica del serrin estéril (1), técnica de co-
procultivo en placa de Petri (9), técnica de las heces estériles (13), técnica

de Corticelli (12), técnica de hule espuma (2).

Cauthen, (1940) (5), elabord un método para obtener un gran nimero-de

larvas de Haemonchus contortus, a partir de los hueves existentes en las heces

del ganado, utilizando como vehiculo del cultivo al musgo Sphagnum, obtenien-

dose mejores resultados que con Tos métodos de las heces estériles de ovinos

(*) Técnica elaborada en el departamento de Parasitologia del I.N.I.P.



y 21 método del carbén de hueso.

0'Sullivan y Roberts (1949) (12), mencionan que cbtuvieron buenos resulta-
dos en el cultivo de larvas de pardsitos gastroentéricos de bovinos, utilizando

heces estériles y heces frescas.

Abdel-Gawad (1974) (1) obtiene satisfactorios cultivos de larvas de nemitodos

gastroentéricos de ovinos utilizando la técnica del serrin estéril.

OBJETIVOS :
Comparar 6 técnicas de coprocultivo, con el fin de determinar:

1. Cual proporciona el mayor nimero dé Tarvas infectantes de Haemonchus

contortus.

2. Comparar cual de ellas es lo mds prdctica y econfmica.

. METERIAL Y METODOS.

Infeccion experimental del borrego:

Se infecté un borrego de raza Pelihuey macho, de 4 meses de edad libre
de nemitodos gastroentéricos con 10,000 larvas infectantes (L3) de Haemonchus
contortus. Obtenidas en el Departamento de Parasitologia del I.N;I.P.. una
vez que el borrego eliming huevos del pardsito se le coloc6 un calzén metabélico
para la recolecciGn total de las heces, las cuales fueron adquiridas durante 5
dias consecutivos, (nimero de muestras), a las 9 am., con las heces obtenidas de

un dia se elabord inmediatamente las seis diferentes técnicas.



Téchipas utilizadas:
Las técnicas que se realizaron en el presente estudio fueron:

1. Técnica del hule espuma (técnica utilizada en el laboratorio de Parasi-

tologia de la Universidad Estatal de Colorado, £.U., 1980) (2).

2. Técnica del serrin estéril {Abdel Gawad, 1974) (1).

3. Técnica de coprocultivo en frasco {Técnica utilizada en el Departamento

de Parasitologia del Instituto Nacional de Investigaciones Pecuarias). (*)
4, Técnica de coprocultivo en caja de Petri {Morales y Arelis 1977} (9).
5. Técnica de las heces estériles (0'Sullivan and Roberts, 1949) (13).

6. Técnica de Corticelli (Niec, 1968) (12).
1. Técnica del hule espuma. (2).

MATERIAL.

1. Mortero, pistilo.
'Hule espuma.
Cucharas de aluminio.

Charola. de plastico.

o = W N
- . “ -

Frasco de vidrio con una boca de 2 1/2 pulgadas y de 6 1/2 pulqadas de

" altura, con tapa.

* Técnica elaborada en el Departamento de Parasitologia del T.N.1.P.



DECARROLLO DE LA TECNICA

1. Pesar 20 g. de heces.

2. Homogeneizar las heces con agua comin.

3. E1 homogeneizado se coloca en una charola de pldstico con trozos de
hule espuma {de aproximadamente 5 cm de largo por 3 cm de ancho), vy se
mezcla en una proporcidn (1 de heces por 4 de hule espuma) en relacién

volimen.

4. Una vez realizada la mezcla hule espuma-heces se ponen en un frasco de
vidrio, se tapa sin cerrar herméticamente, diariamente se humedece con

agua comiin y se deja a temperatura ambiente 15 dias.

5. A Tos 15 dias se procede a colocar en el aparato de Baermann.

2. Técnica del serrin estéril (1).

MATERIAL.

1. Mortero, pistilo.
Serrin estéril.

Cucharas de aluminio.

= w N
i . .

Charola de plastico.

5. Frasco de vidrio con una boca de 2 a 2 1/2 pulgadas y de 6 1/2 pulgadas
de altura con tapa.

6. Estufa.

7. Autoclave.

DESARROLLO DE LA TECNICA.

1. Pesar 20 g. de heces.

2. Homogeneizar las heces con agua comin.



3. E1 homogeneizado se coloca en una charola de plastico y se mezcla con
el serrin estéril {aproximadamente 2/3 partes mas de serrin estéril
que el vollmen de las heces).

4. Una vez realizada la mezcla serrin estéril-heces se ponen en un frasco
de vidrio (evitando ensuciar las paredes), se cierra herméticamente.

5. El1 frasco se coloca en la estufa a 27°C, diariamente se humedece con
agua comin y se destapa una hora durante 8 dias,

6. A los 8 dias se procede a colocar en el aparato de Baermann.

3. Técnica de coprocuitivo en frasco (*)

MATERIAL

1. Mortero, pistilo.

2. Frasco de vidrio con una boca de 1 1/2 pulgada y de 2 1/2 pulgadas de
altura con tapa (frasco de Gerber).

3. Cucharas de aluminio.

4, Nistatina (“"Micostatin") en polvo.

5. Gotero o pipeta pasteur,

DESARROLLO DE LA TECNICA.

1. Pesar 10 g. de heces.

2. Homogeneizar las heces con agua comin.

3. E1 homogeneizado se coloca en el fondo del frasco (evitando ensuciar
tas paredes).

4. Espolvorear eén la superficie de las heces, una pequefia capa de Micosta-

tin (dnica vez).

{(*)} Técnica elaborada en el Departamento de Parasitologia del I.N.1.P.



5. Tapar el frasco, sin cerrar herméti camente, se deja a temperatura am-
biente 12 dfas, diariamente se humedece con agua comin y se destapa
ur a hora.

6. A los 12 dias, con la pipeta conteniendo agua simple, inclinar el
frasco del cultivo y sobre una de las paredes de éste deslizar unas
gctas de agua comin (lo equivalente a 1/2 gotero).

7. Teniendo asi inclinado el frasco del cultivo, hacerlo girar lentamente,
de manera que el agua que se depositd bahe toda Ta pared del frasco.
(Girar el frasco 2 6 3 veces).

8. Realizar la lectura 3 dias consecutivos.

4. Técnica de coprocultivo en caja de Petri (9).

MATERIAL.

1. Mortero, pistilo.

2. Pavel filtro.

3. Cucharas de aluminio.

4. Caja de Petri de 15 ¢cm de didmetro con tapa.

5. Estufa.

DESARROLLO DE LA TECNICA.

Pesar 20 q. de heces.

Homogeneizar las heces con agua comQn.

Colocar el papel filtro en la caja de Petri, se humedece con agua
comin y se pone el homogeneizado sobre la superficie del papel, exten-
diendo’o perfectamente y se tapa la caja de Petri.

Co ocar en la estufa & 27°C, se humedece con agua comlin y se destapa
diariamente una hora durante 8 dias.

A os 8 dias se procede a colocar en el aparato de Baermann.



5. Técnica de las heces estériles. (13).

MATERIAL.

1. Mortero, pistilo.

2. Heces estériles.

3. Cucharas de aluminio.

4. Charola de plastico.

5. Frasco de 'vidrio con una boca de 2 a 2 1/2 pulgadas y de 6 1/2 pulgadas
de altura con tapa.

6. Estufa.

7. Autoclave.

DESARROLLO DE LA TECNICA,

1. Pesar 20 g. de heces.

2, Homogeneizar las heces con agua comin.

3. El homogeneizado se coloca en una charola de plastico y se mezcla con
las heces estériles (20 g).

4. Poner en un frasco de vidrio (evitando ensuciar las paredes) y se
cierra herméticamente,

5. Colocar en la estufa a 27°C, se humedece y se destapa diariamente una
hora durante 8 dias.

6. A los 8 dias se procede a colocar'en el aparato de Baermann.
6. Técnica de Corticelly (12).
MATERTAL.

1. Mortero, pistilo.
2. Agua destiiada.

2 Cucharas de aluminio.



4. Caja de Petri de 10 cm. de didmetro.
5. Caja de Petri de 15 cm. de didmetro con tapa.

6. Estufa.

DESARROLLO DE LA TECNICA

1. Pesar 20 g. de heces.

2. Homogeneizar las heces con agua destilada.

3. E1 homogeneizado se coloca en la caja de Petri de 10 cm. extendiéndolo
perfectamente. _

4. La caja pequefia con el contenido se pone en 1a caja de 15 cm. a la cual
se le agrega agua destilada (aproximadamente 20 a 25 ml.) y se tapa.

5. Colocar en la estufa a 27°C, se humedece con agua destilada y se destapa
diariamente una hora durante 8 dfas.

6. Colocar el liquido en un vaso de precipitado para el conteo de larvas.

Conteo de Larvas.

Se utilizard una pipeta volumétrica digital, én el presente estudio usamos
la marca Eppendorf modelo 4710, calibrada a 5 microlitros, de la cual se tomardn
5 muestras alicuotas de un voldmen conocido, para tener 25 repeticiones de cada
muestra, a las cuales se les fomaré lectura en el Microscépio Estereoscdpico, en
cada una de Tas lecturas se limpiara la pipeta y se homogeneizard el contenido

mediante una varilla de vidrio.

Para saber el ndmero de larvas existentes por mililitro, el total de larvas
de la muestra se multiplicara por 1000 (el equivalente de microlitros en un mi-
Tilitro) y se divide entre 125 (total de microlitros con las que se trabajo en

cada muestra).



II1.

Los resultados obtenidos se analizardn estadisticamente por los métodos de)
anilisis de varianza por bloques (Wayne, 1980) (17) y €1 método de Tukey (Hur-
ley, Aguilar, Garibay y Landercs, 1981} (7).

RESULTADGS Y DIS:USION.

Se real»zaron 6 técnicas de copracultivo, las cuales se elaboraron de acuer
do a 1a metodologfa indicada por cada autor, en el cuadro 1 se indica la cantidad

de larvas existentes por mililitro.



CUADROD 1

VALORACION DE SEIS TECNICAS DE COPROCULTIVO PARA Haemonchus contortus

CANTIDADES DE LARVAS POR MILILITRO OBTENIDAS DE LOS COPROCULTIVOS

TECNICAS
WUMERO DE HULE ESPUMA SERRIN COPROCUL TIVO COPROCULTIVO HECES CORTICELLI
MU ES TRA ESTERIL EN FRASCO . . .| EN.CAJA DE ESTERILES
PETRI
1 4408 2642 2224 1656 864 344
2 2376 2000 1688 . 976 752 448 =
. ]

3 3024 1024 1472 672 456 248

4 3336 2864 2688 588 456 224

5 3656 2440 1936 464 432 192

X 3360 2190.4 2001.6 871.2 592 291.2

* A A A B B B

Analisis de varianza por bloques:
* Diferentes literales indican diferencia estadfstica {P<0.05).

José Luis Beltrdn Sdnchez 1983



Técnica del hule espuma con una media de 3360 larvas por mililitro, presen-
tando la mayor media sobre las demds técnicas, no existe diferencia estadistica
de (P€0.05) con la prueba del serrin estéril, pero si tiene diferencia con res-

pecto a las demds técnicas.

A7, 1980) (2). Reporta tener buenos resultados trabajando en una propor-
cidn de 1 de heces por 4 de hule espuma (en relacidon a volimen), no menciona que
haya un limite de heces con las que se pueda trabajar, es por 1o que ésta técnica
se recomienda para obtener grandes cantidades de larvas, es una técnica econdmi-
ca, puesto que es elaborada a temperatura ambiente y el material utilizado es de

facil adquisicidn y no costoso, requiriendose de 15 dias para su realizacion.

Técnica del serrin estéril. Conh una m;dia de 219Q.4 larvas por mililitro,
si existe diferencia estadistica de (P<0.05) con las técnicas de coprocultivo
en caja de Petri, heces estériles y Corticelli, siendo ésta técnica la segunda
en efectividad pero resulta ser costosa, ya que requieren de un material de
laboratorio mds completo, como 1o es una autoclave, que no facilmente se dispone
de ella. La realizacion de esta técnica, requiere solamente de 8 dias. (Abdel
Gaward, 1974) (1), hace una modificacidn a la téenica de 0'Su1livan and Roberts
noti ficando hacer una proporcidn de 2/3 partes mds de serrin que de heces (en
relacidon al volimen). Siendo recomendable ésta técnica cuando se cuente con el
material necesario y se requiera de un menor tiempo para la obtencidn de los

resul tados.

Técnica de Coprocultivo en frasco. Con una media de 2001.6 larvas por mi-
1ilitro, s7 existe diferencia estadistica de (P<0.05) con las técnicas de heces

ectériles y Corticelld.



JTécnica con 1a que se trabaja con 10 g. de heces (como se reporta) puesto
que un exceso de heces impide la oxigenacidn de los huevos que se encuentran en
el fondo del frasco, 1o que no permite la eclosidn de éstos. Es econimica y
practica puesto que facilmente se pueden adquirir frascos de Gerber y se elabo-
ra a nedio ambiente sin ningln problema, pero se recomienda solamente para la
identificacion de larvas, ya que no se puede trabajar con grandes cantidades de
heces, se requiere de 12 dfas, ademas de que se le tienen que efectuar 3 lectu-

ras, siendo asi la técnica que - requiere mds dias para 1a obtencidn de resul-

tados.

Técnica de coprocultive en caja de Petri, Con una media de B871.2 larvas
por mililitro observindose que a partir de ésta técnica hay una baja considera-
bile en el nimero de larvas, no existe diferencia estadistica de {P< 0.05) con
la técnica de llas heces estériles y la técnica de Corticellf, existen pocos
trabajos reportados en la literatura. Utilizando ésta técnica, el autor realiza
una variante a la técnica de Harada-Mori Ta cual es reportada por Canese, A.
(1976) (4), trabajando 214 cultivos de heces para identificar larvas de Stron-

gyloides y Necator.

Resulta ser una técnica prdctica para la identificacion de larvas, mas

no de concentracion.

Técnica de heces estériles. Con una media de 592 larvas por mililitro, es

una técnica costosa y requiere de mayor cuidade en su elaboracion.

Niec R., Maranqguinich, L. (1973) (11). Realizan una comparacidn de métodos
para cultivo y recuperacidén de Tarvas de nemdtodos gastrointestinales en la que

se menciona que la técnica de Corticelli-Lai, tiene el doble de eficacia sobre



la técnica de heces estériles, ohservdndose que en este trabajo 1os resultados
fueran diferentes, pudiendose pensar que la variante es de tipo ambiental, y que

es :0 sucede cuando se saca el cultivo a oxigenar y humedecer,

Borgsteede, F.H., Hendriks, J. (1974) (3). Mencionan que las variaciones
en los métodos de cultivos probablemente resultan en diferentes producciones de

larvas.

Técnica de Corticelli-Lai. Con una media de 291.2 larvas por mililitro,
en el presente estudio registro el menor nimero de larvas, pero a diferencia de
las demds técnicas, las larvas que se obtienen salen totalmente limpias, ya que
no requiere de la técnica de Baermann, es una técnica prdctica, en la cudl se
observd que aa siguiente dia de su elaboracidén ya hay presencia de larvas, ade-
mas de que puede ser utilizada a temperatura ambiente durante diez dias, (de
acuerdo al autor) lo que reduce el costo en su elaboracién, siendo recomendada
para la rapida identificacidn del parasito y para obtener larvas infectantes

(L3) totalmente libres de materia orgdnica.

Theodorides (1964) (14), menciona un método simple para el cultive y recu-
peracion de larvas de nematodos intestinales de borregos, donde una gran cantidad
de larvas son obtenidas practisamente libres de material extrafo, la cual presenta
similitud con la técnica de Corticelli en presentar larvas libres de material

extraifo.

Se han elaborado otro tipo de trabajos como por ejemplo Ciordia, Bizzell y
Dixon (1966) (6}, reportan el efecto de temperatura y edad en el cultivo en 1a

lerva infectante de Trichostrongylus axei y T. culubriformis en cuyes, donde

tombinan 1 g. de musgo Shagnum por 32 g. de heces a temperaturas de 10,25 y
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328¢ y con las cuales tienen diferencias significativas.

CONCLUSION ES.

Se demostrd que la técnica del hule espuma es la mejor ya que cumnlié con

los objetivos, dar el mayor nimero de las larvas, ser econdmica y prdctica.

La técnica de Corticelli y Lai a diferencia de las demds técnicas, presenta
la ventaja de proporcionar larvas libres de materia orgdnica, e incluso se obser
v6 la presencia de larvas al siguiente dia de su elaboracién, y junto con la téc

nica de coprocultivo en frasco no se requiere usar la técnica de Baermann.
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