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RESUMEN

#0SALES BARRIOS HOAPSNSTA ILIAN. Comparacidn de
cuatro técnicas para la concentracidn de ooquistes de
Zimerie spp de aves (bajo la direccidén des Ramén Meza
Beltrén), El trabzjo de tesis fue realizado en el
Departamento de Parasitologia de le Pacultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma
de México.

Con el objeto de conocer le mejor técnica para la
concentracién de ooquistes de Eimeris spp, Se compararon
cuatro técnicas: la técnica de Sed.iment;acién; la de 1% cen
bicarbonate de sodio fter y centrifugacidn; la de
Sedimentacién PFlotacidn y la del Tamizado' Praccionado. Se
inocularon 10 pollitos recién nacidos con una cepa de campo,
el excremento de estos pollos se colectd durante siete dfas,
al término de los siete dfas se hizo le mezcla total de las
neces y se le llamé muestra piloto. Con esta muestre piloto
se trabajaron treinta muestras para cada técnica. Los mejores
resultados en cuanto a concentracidén fueron en orden
decreciente: 1la técnica de Tamizado Praccionado con 574
ooquistes por mililitro {esta técnica proporciono ademéds
suspensiones con una menor cantidad de partfculas fecales),
1la de Sedimentacidn Plotacidén con 534 oonuistes por mililitro,
la de l» de bicarbonato de sodio &tver y centrifugacidn con
387 ooquistes por mililitro y la de Sedimentacién con 110
ooquistes por mililitro, No se encontrd una diferencia
estadfsticemente significativa entre los resultados de la

técnica de Tamizado Fraccionado gue fue la mejor y la de



Sedimentacidn Plotacidén, en cambio s{ se encontré diferencia
entre los resultados de las técnicas de Sedimentacidn y 13#

de bicarbonato de sodio éter y centrifugacidn..



INTRODUCCION

La coccidiosis es una enfermedad parasitaria de las
aves y algunos animal_os domésticos, considerada por los
productores de aves como le que mayores pérdidas escondmicas
produce (1,4,6).

Bn relacidn con los estudicos de los coccidios, es
necesario mencionar que no sSe CONOCEn wien mspectos
importuntes, tales comos su ultraestructura, kistoquimica e
mistofisiologfa y para que sean realizados dicakos estudios
en el laboratorio se requiere de la obtencidén de suspeneiones
puras que contengan un gran nimero de ooquistes (2,3).

A continuacién se describen algunes de las técnicae
que seé utiligan comunmente para concentrar ocoguistes de
Bimeria spp.ds avee,

Bdgar (3) describié una técnica para separar loas
ooquistes de una gran cantidad de materia fecal, sgin
embargo, esta técnica genera grandes volimenes de agua
sowrante y por lo tanto se pierde un gran numerc de
ooquistes durante sl lavado ds los miemos.

Asimismo, se han utilizade otras técnicas las cuales,
son rfpidas para obtener ooquisves de coccidios libres de
part{culas fecales pero requieren Ge una notable destreza
manual como son: flotacidn con cubreobjetos, declive lineal,
declive zonal y flotacidén por gravedad. La experiencia ha
demostrado que ¢zda uno de estos métodos es limitado en la
cantidad de partfculas fecales que pueden ser separadas
eficientemante (8),

‘ El método flujo continuo diferencial densidad
flotecién (CPDDP), =epara ocoquistes de una gran cantidad de



particulas fecales, para lo cual es necesario una centrifuge
de flujo continuo, con este método el 854 del total de
ooquistes es recuperado y los resultzdos que se obDtienen,
son iddneos ym que se manejan volimenes grandes de materia
fecel y el porcentaje de ooquistes recuperados es superior
2l de otras técnices en las que s6lo se obtiene de un 40 o
654 del total de ooguistes (8); sin embargo, en Wéxico no se
cuenta con la centrffuga necesaria para el método CPDIDP.

Con €l propdsito de conocer cudl es la técnica que da
mejores resultados para concentrar ooquistes de Zimeria spp,
ge 1llevé a cabo l2 comparacién de dos técnicas cominmente

utilizadas con las dos técnicas propuestas 1

en este estudio;

- . La técnica de sedimentacién se basa en la diferencia
del peso especffico del lfiouido empleado y el peso de los
ooquistes, éstos tienden a concentrarse en €l fondo del
racipiente empleado (5).

- Con la técnica de le de bicarbonato de sodio Ster y
centrifugacién se puede recuperar un gran nidmero de
ooquistes en un periodo corto., Este método es una
modificacidn de la técnica de sedimentacidn (3) comdnmente
usada en muchos laboratorios.

-~ La téénica de tamizado fraccionado consiste en filtrar
la ouestra fecal a través de cedazos de diferentes didmetros
con el propdsito de concentrar los ooquistes y eliminar las
grandes particulas fecales.

- La ticnica de sedimentacidn flotacidn pusde dar
buenos resultados ya que se emplean sustancias de bajo costo

y-el mévodo es fAcil de reslizar, ¥

1 Ramén Meza Beltrin. Coamunicacidn Personal. 1989.



HIPOLESIS

Por el procedimiento que se emplex en las téenicas
antes mencionadas, la concentsracidn de ooquistes es variable

en cada una de ellas.

0BJ =TI VO

2l objetivo de esta evaluacidn fue conocer cudl es la

mejor técnica para concentrar coquistes de Eimeris spo.



MATERIAL Y METODOS

A partir de una cepa de campo de Eimeria spp que se

obtuvo mediante la recoleccidn de ciegos hemorrdgicos de
diferentes expendios de pollo, estos Se maceraron para
obtener el contenido cecal. Se tomd una gota de este
contanido cecal con una varilla de vidrio, colocéndose en
un portacbjeto y cubriendola con un cubreobjeto sme observd
al microscopio Compuesto con el objetivo seco débil (10 x),
con el fin de buascar los ooquistes de Eimeria Spp. Una vez
que se encontraron loa ooquistes en los contenidos cecales,
¢atoa se colocaron en dicromato de potasioc al 24 para la
esporulacién de los ooquistes por 72 h. Posteriormente se
lavaron los coquistes por medio de centrifugacién con sgua
a 1,000 rpm durantve 3}* varias veces y se inocularon 10
pollitos recién nacidos por via oral, con 3,000 coquistes
esporulados de Eimeria spp, durante tres dias,

Las kheces ae recogieron diariamente durante siete
dfas, en este lapso se refrigeraron las muestras,
poateriormente se hizo una mezcla de todas elles, esta
muestra dnica, se le denominé muestra piloto. Se utilizé-
para cada una de las técnicas a desarrollar, efectuandose
treinta determinaciones de cada técnica, las cuales
posteriormente se mencionan.

Para conocer cudl método fue mds efectivo para
concentrar ooquigtes de Eimeria spp, todas las técnicas se
valoraron por el conteo de ooquistes utilizande un gotero
estindar, se tomaron $res gotas (calibradas) de cada una de
las muestras, cada vez que se tomd una gota se agzité la

muestra, se procurd tomar la gota del centro del mililitro



¥ se colocaron las tres gotas en un pertaobjetos. A cada
una de las govas se les realizéd el conteo total de
ooquistes, se sumaron y el conteo se multiplicé por el
nimero de gotas del gotero estdndar (15 gotas) para saber la
cantidad de coquistes por mililitro.

Para el andlisis de los resultados se efectud el
Andlisis de Variancia con un disefio completeamente al azar,
posteriormente se empled la Prueba de Tukey para comparar
los promedios de los diferentes grupes (7).

Técnica con 15 de bicarbonato
de a0dio,&ter y centrifugacidn (3)

Diez gramos de kecets de 1lm muestra piloto se colocaron
en un vaso de pléstico, se agresxd agua hasta obtener una
pasta uniforme y mezclando constantemente con un agitador de
vidrio se aforo a 250 ml, filtrandose & través de una
coladera de malla fina, ae repitid el proceso dos veces, El
filtrado se colocéd en la centrifuga durante 5' a 1,500 rpm,
el sobrenadante se decanté.

El sedimento se suspendid en 35 ml de una solucidn
de Wicartonato de podio al 1%, se le adicionaron 4 ml de
écer y me agité fuertemente la mezcla. La mezcla se
¢entrifugd por 5° a 1,500 rmm el sobrenadante se decantd,

Bl sedimento se lav$ por resuspensién sn agua, Sse
centrifugd por 5' a 1,500 rpom y el sobrenadante se
decant§, el sedimento se resuspendié en 1 ml de agua y se
nomogeneizd. »



Técnica de Sedimentacién (5)

Se tomaron 10 g de heces de la muestra piloto, se
colocaron en un- vaso de pldstico, se agregd aguaz hasta
cbtener una pasta uniforme y mezclundo constantemente con un
agitedor de vidrio se aforo a 250 ml, filtrandose a través
de una coladera de mella fina, Be repitidé el proceso c‘ms;a
veces, El filtrsdo se colocd en un matraz Erlenmeyer, cuandoe
las pertficulas densas formgron un anilleo cerca del fondo del
matraz, el sobrenadante se decant$, se repitié el proceso
nuevamente,

El sobrensdznte se dejé sedimentar 24 h, después se
decanté el sobrenadante, el secimento final se resuspendid

en 1 ml de sgua y se homogeneiz$.

Técnica de Sedimentacidn
Plotacién

Se nhomogenizaron 19 g de heces de le muestra piloto
con 50 ml de egua y se filtraron a travé€s de una coladera de
malla fin4a,. La muestira se centrifugd a 1,000 rpm durante 3°
el sobrenadante se decantd, cl sedimento se volvié a
homogeneizzr con 50 ml de agua y se centrifugd, como ya se
menciond, el sobrenadunte se decuntd, sl sedimento se le
adiciond una solucidn glucosada, con densidad de 1,200 , se
procedid a centrifugar a 2,500 rom durante 3'. Con una
varilla de vidrio, se tomaron cuatro muestras de la
superficie de tel manera, que se tomd completamente la
superficie del tubo, estz muest¥a se suspendid en 1 ml de

1 Ramdn Meza Beltrdn, Comunicacién Personal, 1989,



ESTA TESIS No
9
SAUR DE 1p mszgﬁ

BT

agua'y se homogeneizé.

Técnica del Tamizado
Praccionado

_ Diez gramos de heces de la muestra piloto se
nomoegeneizaron con 50 ml de agua y se hicieron pasar a
través de cedazos cuyas mallas miden 177 micras, 149 micras
¥ 53 micras.

El filtrado del dltimo tamiz se centrifugd a 1,000
revoluciones durante 3', el sobrenadante se decantd; al
sedimento se le adiciond solucién glucosada con una densidad
‘de 1,200 y se procedid a centrifugarlo a 2,500 rpm durante
3, Gon una varilla de vidrio se tomaron de la supsrficie
cuatro muestras de tal manera, que se abarcara completamente
18. superficie del tubo de centrifuga, las muestras 'sq

suspendieron en 1 ml de agua y se homogZenizaron,.

. i e
© 1 Ramdn Meza Beltrdn, Comunicacién Personal. 1949



10

La media obvenida del conteo de ocoquistes por
mililitro pera cada téecnica fue diferente., El menor nimero
de ooquistes correspondid a la técnica de Sedimentacidn con
un promedio de 110 ooquistes per mililitro, seguida por le
técnica de 1% de bicarbonato de sodio &ter y centrifugacidn
con un promedio de 387 ocoquistes por mililitro.

Las técnicas que demostraron mejores resultados pare
la concentracidn de ooquistes de Eimeria spp, fueron la
técnica de Sedimentacidn Flotacidn con un promedio de 534
ooquistes por mililitro y el Tamizado Praccionado con 574
ooquistes por mililitro.

Hediante la Prueba de Tukey se encontraron diferencias
estad{sticas entre los promedios de la técnica de
Sedimentacidn y la técnica de 1% de bicarbonato -de sodio éter
y centrifugacidn de 277 ooquistes por mililitro, Asimismo,
con esta lUltima técnica se obtuvo una diferencis estadistica
de 147 ooquistes por mililitro con respecto a la técnica de
Sedimentacién Plotacidén. (Ver Cuadro 1)

En cambio, no se encontrd diferencia estadisticamente
siglificativa entre los promedios de la técnica de
Sedimentacidén Plotecidén y el Tamizado Praccionado por lo que
ambos promedios son iguales. (Ver Cuadro 1)

La mayor dispersidn de los valores con respecto & su
media se encontrd en la técnica de 14 de bicarbonato de sodio
éver y centrifugacién, seguida por la técnica de Sedimentacién
Plotacién y el Tamizado FPraccionado, Con la técnica de

Sedimentacién la variacidn fue menor. (Ver Cuadro 1)
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CUADRO L

SGHIZR0 DE 00QUI STES DE Eimeria spp

OSCENTIOS

EN LAS CUATLRO PECHLICAS

PROBADAS =N ESEZ ESTUIIO

Diferencias
encontradas en
Ndmero de Promedio Desviacién el promedio de
Téonice Muestras de Ssténdar cada técnica,
ooquistes S mediante la
por Prueba de
mililitro Tukey
Sedimsntacién 30 110 14.85 277
14 de
bicurbonaso
de gondio
Eter y R
centrifugacidn 30 387 66,85 147
Sedimentacién
Plotacién 30 534 61.72 40
Tanizado .
Fraceionado 30 574 51.21 40
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las éiferencias que existen entre los promedios de
les cuatro técnicas realizadas en este trabejo, indican que
3e obtienen concentraciones de ooquistes diferentes,

La técnica de Seonimentacidén fue la que tuve una menor
concentracidn de ocoquistes de Eimeria spp por mililitro ya
que un gran nimero de ellos se plerde en el sobrenadante aque
ae decanta. Los sobrenadantes de las muestras de la técnica
de Sedimentacidn se conservaron para llevar a cabo el conteo
de ocoquistes, encontrando que se pierden en 100 ml un
promedio de 4,600 oocgquistes disminuyendo as{ la concentracidn.
Asimismo, se coincide con Smith (3) de que con la técnica de
Sedimentacidn se generan grandes voldmenes de agua,
perdiéndose un gren nimero de ooquistes en el sobrenadante
que me decanta.

I comparacisdn con la técnica de Sedimentacidén, le
técnica de 14 de bicarbonato de sodio éter y centrifugmcidn
tuvo una concentracién mayor de ooquistes por mililisvro, el
inconveniente de esta tvécnica es que las sustancias empleadas
no son de bajo costo.

No se 'ancontxﬁ. diferencia estadisticamente
pignificativa en los promedios de lme técnicas de
Sedimentacidén PFlotacidn y el Tamizado Praccionado, con ambes
se obtienen grandes cantidades de ocoquistes de Eimerim spp
. por mililitro. Las sustancias que se emplern en ambas
técnicas son de bajo costo y ficiles de reslizar, aunque con
la técnica de Tamigado Praccionado las suspensiones resultaron
tener menos partfculas fecales. Esto se debe al tamizado que

se llevd g cabo para cadz una de las muestras.
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Con cualquiera de estas dos técnicas se obtienen
grahdes cantidades de ocoquistes de Eimeria spp por mililitro,
el criterio para elegir una de ellas, serfia el obtener
suspensiones con una cantidad menor de partfculas fecales,
dando por resultado la eleccidén de la técnica de Tamizado
Praceionado,

De esta forma se concluye que las mejores técnicas

para concentrar coquistes de Eimeris spp de aves son 1la

técnica del Tamizado Praccionado y la técnica de
Sedimentacidn Flotacién propuestas en este trabajo.



14
LI?EZRATOHA CITADA

Borckhet, A.: Parasitologia Veterinaria. Acribvie,
Zaragoza, Espafia, 1975,
Domey, R.S.: Evaluation of 2 microquantitative method

for counting coccidial cocysts. J. Ferasitol., 50

518 - 522 (13v4). ’

8

Bdgar, S.A.: Coccidiosis. U.S. Par., J3: 147 (19e4).
Citado por: BSmitk, R.R.: A rapid technigue for the
cleaning and concentravion of Eimegria oocysts, Poult.
Sci., S4: 2081 - 2086 (1375).

Lapage, G.: Parasitologia Veterinaria. C.E.C.S.4d.,
México, D.F., 1981,

'Levine. N.D., Meara, K.N., Clark, D.T. and Aves, I.J.:

A comparison of nematods egg counting tecknigues for
cattle and sheep feces, Am. J. Res., 21: 511 ~ 515
{1900},

Moning, H.0.: Helmintologfa y Bntomologia Veterinarias,
Laker, Barcelona, Espefin, 1I47.

Snedecor, G.%., Cocaran, W. G.: K€todos Estvadisticos.
C.E.C.S.A., México, D.P., 1970.

Vetterling, J.hi.: Continuaus~flow differential density
flotation of coccidiel cocysts and a comparison with
otmer metnods., J. Parasitol,, 55: 412 - 417 (1969).

‘#agenwackh, G.8., Caglley, J.R. and Burns, #.C.: A
mathkod for purifying coccidian cocysts en;playing clorox
and sulfuri¢ acid-dichromate solution. J. Parasitol.,
52: 1222 (1366).




	Portada
	Índice
	Resumen
	Texto
	Literatura Citada



