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RESUidEl'l 

ilOSALES BARRIOS HOd'l'E!iSIA ILIAN. Comparaci6n de 

cuatro técni.cas para la concen"tración de ooquis'tes de 

~ spp de aves (bajo la dirección des Ram6n Meza 

Beltrán). El trabajo de "tesis fue realizado en el 

Departamento de Parasitología de la ?acultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autdnoma 

de 14~xico. 

Con el objeto de conocer le mejor técnica pera la 

concentracidn de ooqUistes de ~ spp, se compararon 

cuatro técnicas: la t~cnica de Sedimentación; la de l~ can 

bicarbonato de sodio é~er y centrifugación; la ae 

Sedimentaci6n Plotacidn y la del Tamizado· Praccionado. Se 

inocularon 10 pollitos recién nacidos con una cepa de campo, 

el excremento de estos pollos se colect6 durante siete d!as, 

al t~noino de los siete cl!as se hizo la mezcla total de las 

Qeces y se le llamó muestra piloto. Con esta muestre pilo~o 

se trabajaron treinta muestres para cada técnica. Los mejores 

reeul.tados en cuanto a concentración fueron en orden 

decreciente: lR t~cnica Ue Tamizado ?raccionado con 57~ 

ooquistes por tni1ilitro (esta técnica proporciono además 

suspensiones con una menor ce.ntidad de part!cu1as fecales), 

la de Sedimentación ?lotaci6n con 534 ooquia~es por mililitro, 

la de 1~ cie bicarbonato de sodio ~~~r y ctnt~i~ugaci6n con 

Ju7·ooquistes por mililitro y la de Seciimentacidn con 110 

ooqUistes por mililitro. No se encontr6 una diferencia 

ea-cad!sticrunente significativa entre los re::. 1 .. lltacios de la 

t4cnica de Tamizado Fraccionaao que fue l.a m€jor y l.a de 



Sedimentaci6n ?lotación, en cambio sí se encontr6 diferencia 

entre los resultados de las técnicas de Sedimentación y l~ 

de bicarbonato de sodio ~ter y cen'trifugación. 



INTRODUCCION 

La coccidiosis es una enfermedad parasitaria de las 

aves y algunos animales domée~icos, considerada por los 

productores de aves como la ~ue mayores pérdidas económicas 

produce (l,4,li), 

En relaci6n con los estudios de los coccidios, es 

necesario mEncionar ~ue no se conocen 9ien aspectos 

importantes, tales comos eu ultraeseructura, Aisto,u.ímica e 

il.istofisiolog!a y para que sean real.llzadoe dicAos 1studioe 

en el. :Laboratorio se re~uiere de. la o\ltenci6n de. eue-pensiones 

puras que conten«an un gran número de ooquietee (2,9). 

A continuaci6n se deacri8on alguna• de lae t'cnicae 

,ue ee utili&an comunmente para concentrar oo~uistes de 

~ app.d• avee. 
Bdgar (3) deecri8i6 una t6cnica para separar loe 

ooq~istea de una ~ran cantidad de materia feca.1, sin 

em•argo, eeta t6crnca genera grandes vol.'6m.ene• de &C\18. 

ao-.rante 'I por lo tanto H pierde un eran número de 

ooquistes durante 1l lavado de los miamos. 

Asimismo, •• han utilizado otras t6cnicas lae cual.ea, 

aon rA.pidaa para oDtener oo,uis~es de coccidios libras de 

part!cu.lae fecales pero req,uieren de una not.able dee'tireza 

manual. como son: flotaci6n con cubreoDje~oe, declive lineal, 

declive zonal y flotaci6n por gravedad. ~a experiencia ha 

demostrado que cada u.no de estos métodos es limitado an la 

cantidad de part!culas ~ecalea ~ue pueden ser eeparadaa 

eficientemente (8). 

Bl método tlujo continuo diferencial densidad 

flotación (C?DDF), separa oo,ui•••s de una «ran cantidad de 



partícul.as fecales, para lo cua.1 es necesario una cen~ríluga 

de flujo continuo, con este método el ti5fa del total de 

ooquistes es recuperado y los reS\..i.ltados que se obtienen, 

son idóneos ya que se ~anejan volúmenes grandes de materia 

feca1 y el porcen~aje de ooquistes recuperados es superior 

aJ. de otras técnicas en las que s6lo se obtiene de un •o a 

65;.; del total de ooquistes (8); sin embargo, en iriéxico nO' se 

cuenta con la centríf~a necesaria para el ~étodo CPDDP. 

Con el prop6sito de conocer cuál es la t6cnica que da 

mejores resultaó.os para concentrar ooquistes de~ spp, 

se llev6 a cabo la comparaci6n de dos t~cnicas comúnmente 

utilizad.as con las dos t~cnicas propuestas 1 en este estudio; 

- La técnica de sedimentaci6n se basa en la diferencia 

del peso especifico del liquido empieado y el peso de los 

ooquist~s, éstos tienden a concentrarse en el fondo del 

recioisnte Empleado (5). 

- Con la técnica de l~ de bicarbonato de sodio ~~er y 

cen~rifugación se puede recu9erar un gran número de 

ooquistes en un período corto. Este método es una 

modificación de la técnica de sedimentación (3) cooúnr.i~nte 

1.isada en muchos laboratorio s. 

- La técnica de trunizado fraccionado consiste en filtrgr 

la ouestra fecal a través de cedazos de diferentes diámetros 

con el propdsito de concen~rar los ooquistes y eli~inar lae 

grandes partículas fecales.
1 

La t8cnica de sedimentación flotación puede dar 

buenos resultados ya que se emplean sustancias de bajO'c~sto 

y el método es fácil de realizar. 1 

l Hamón 1-i~eza Beltrán. Coowu.cación Personal.. 1989. 
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HIPO'rESIS 

?ar e.l procedimiento qL~E. se emplea en las "técnicas 

an~es m~ncionaaus, la concentración de ooquistes es van.able 

en cada una de e.l1as. 

31 objetivo de esta eva1uación fue conocer cuál es la 

mejor t6cnica para concentrar ooqu.istes de ~ spp. 



MATERIAL Y !ñ:E!COllJS 

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

obtuvo mediante la reco1ecci6n de ciegos hemorrágicos de 

diferentes expendios ~e pollo, estos se maceraron para 

obtener el. contenido ceca1. Se tomó una gota de es~e 

con~anido cecal con Wla varilla de Vidrio, colocándose en 

un portaobjeto y cubriendola con un cubreobjeto se observ6 

a1 microscopio compuesto con el objetivo seco déDil (1.0 x), 

con el fin de buscar los oo~uis~es de Simeria spp. Una vez 

que se encontraron los oo~uistes en los contenidos cecales, 

éstos se colocaron en dicromato de potasio al 2~ para la 

esporulaci·6n de los ooquistes por 72 A. Posteriormente se 

lavaran los ooqu.istes por medio de centrifugaci6n con ªOJª 
a l.,000 rpm durante 3' vari3.S veces y se inocul.aron 1.0 

pol.litos recién nacidos por v!a oral, con 3,000 ooquistes 

esporu.lados de ~ spp, durante tres días. 

Las Aecea se recogieron diariamente durante siete 

d!as, en este lapso se refrigeraron las ml1es11ras, 

posteriormente se hizo una mezcla de todas _ellas, esta 

muestra W\ica, se le denomin6 muestra piloto. Se utilizd· 

para cada una de las t6cnicas a de~arrollar, efectuandose 

treinta detenninaciones de cada técnica, las cuales 

posteriormente se mencionan. 

Para conocer cuál. método fue más efectivo para 

c_oncentrar ooqui::rtes de ~ spp, toáaa las técnicas se 

valoraron !)Or el conteo de ooquis'tes u'Cilizando Wl gotero 

estándar, se tooaron 'res gotas (calibradas) de cada una de 

1.as muestras, cada vez q•.J.e se tomó una gota se agi.t6 la 

muestra, se procuró tomar la ~ota del centro del mililitro 
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y se colocaron 1as trss gotas en un portaobjetos. A cada 

una de 1as go~ae se les real.izd el conteo tota1 de 

ooquistes, se sumaron y el con~eo se multip1ic6 por e1 

nW.ero de gotas del gotero esthidar (15 gotas) para sa8er la 

cantidad de ooqu.istee por mililitro, 

Para el aná.lisie de los resultados se efectuó el 

Análisis de Variancia con un diseño completamente al azar, 

posteriormente se empled la Prue~a de Tukey para comparar 

loe promedios de los diferentes grupos (7), 

T6cnica con l~ de 9icarbonato 
de sodio,•ter y centri!ucación (3) 

l)iez ¡gramos de aeces de la muestra piloto ae colocaron 

sn W'l vaso de plástico, se agregd agua hasta o9tener una 

pasta uniforme y mezclando constantemente con un agitador de 

vidrio se aforo a 250 ml, filtrandose a trav6e de wia 

coladera de malla fina, se repitid el proceso dos veces. El. 

filtrado •• colocó en la centrífuga durante 5' a l,500 rpm, 

el so8rsnadante se decantó, 

Bl sedimento se suspendió en 35 ml de una soluci6n 

de •icar8onato de sodio al l~, se le adi"cionaron 4 ml de 

l~sr y •• agit6 fuertemen~e la mezc1a. La mezcla ee 

oentrifugd por 5' a l,500 r¡n el ea•renadante se decantd. 

g¡ sedimen~o se lav6 por reeuspenei6n en a&\l&t ee 

centri!ucó por 5' a l,500 rpm y ~l soDr&nada.~te se 

decantó, el sedi~ento se resuapendid en l m1 de acu.a 7 •• 

aomo¡eneiad. 



T~cnica de 5edimentaci6n (B) 

Se tomaron 10 g de heces de la muestra piloto, se 

colocaron en un.vaso de plástico, se agreg6 agua hasta 

obtener una pasta unifonne y mezclando constantemente con un 

agitador de vidrio se a!'oro a 250 ml, filtrandose a través 

de wtA. coladera de malla fina, ee re pi ti6 el proceso dos) 

veces. El. filtrado se colocó en un ma-eraz Erl.e.nmey~r, cuando 

las partículas densas for:naron un anillo ce.rea del fondo del 

matraz, el eobrenadante se aecant6, se repitió el proceso 

nuevamente. 

El. eobrenati~te se dejó sedimentar 24 n, después se 

deca.nt6 el sobrenaciante, el se.cimento final se resu~pendió 

en l. ml. de a~a y se homogeneizó. 

Ticnica de Sedimentación 
?l.otaci6n 1 

Se ho:nogenizaron 10 g de heces de la raues'tra piloto 

con 50 ~l de ag~a y se filtraron a trav€s de una coladera de 

malla fina •. La mues'tra se centrifug6 a 1, 000 rpra durante 3' 

el eobrenadante se decantó. ¿1 sedimento se volvi6 a 

homogeneizar con 50 ml de aeua y se centrifue6, como ya se 

mencion6, el sobrenadan'te se decunt6, al sedimento ee le 

adicion6 Wla sol~ción glucosada, con dens~dad de l,200 , se 

proceói6 a centrifugar a 2,500 rpm durante 3•. Con una 

varilla de. vidrio, se "tomq!"on cuatro muestras de la 

superficie de tal. manera, que se tom6 completamente la 

superficie del tubo, esta ~ues~ra se suspendió en l ml de. 

l Ra:nón Meza Bel.trá.n. Comunicación Personal.. 1989. 
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agua y se homogeneizd. 

T~cnica del Tamizado 
LJraccionado l. 

Diez gramos de heces de la muestra piloto se 

homogeneizaron con 50 ml de agua. y se hicieron pasar a 

trav6s de cedazos cuyas mallas miden 177 micras, 149 micras 

Y 53 micras, 

iil fi~trado dei ~ltimo tamiz se centrifug6 a l,000 

revoluciones dQrante 3', el sobrsnadante se decant6; al. 

~edi1nento se le adiciontS solucidn glucosada con Wla densidad 

de 1,200 y se procedid a centrifugarlo a 2,500 rpm durante 

3'. Con una varilla de Vidrio se tomaron de la superficie 

cuatro muestras de tal manera, q~e se abarcara completamente 

la superficie del tubo de centrí.~uga, las muestras se 

auspendieron en l ml de agua y se homogenizaron. 

·: .. 
l d:amón lr(eza Beltrán.. Comunicación Personal. J.9t19 



a.:;sUL·~AOOS 

La media obtenida del conteo de ooquistes por 

mililitro para cada técnica fue diferente. El menor número 

de ooquistes correspondió a la técnica de SedimEntaci6n con 

un promedio de 110 ooquistes por mililitro, seguida por la 

técnica de l~ de bicarbonato de sodio éter y centrifugación 

con un pro~edio de 3tl7 ooquistes por m1l1litro. 

Las t~cnicas que demostraron mejores resultados para 

la concentraci6n de ooquistes de ~ spp, fueron la 

técnica de Sedimentación Flotación con un promedio de 534 

ooquistes por mililitro y el ~amizado Fraccionado con 574 

ooquistes por mi11litro. 

Mediante la Prueba de TUkey se encontraron.diferencias 

estad.Íaticas entre los promedios de la técnica de 

Sedimentación y la técnica de l~ de bicarbonato -de sodio éter 

y centrifu~ación de 277 ooquistes por mililitro. Asimismo, 

con esta Última t~cnica se oOtuvo una ó.iferGnc~a estadística 

de 147 ooquistes por mililitro con respecto a la técnica óe 

Sedimentación 1lotaci6n. (Ver Cuadro l) 

En c~mbio, no se encontró diferencia estadísticamente 

significativa entre los promedios de la t6cnica de 

Sedi:nentación Plotaci6n y el. 'l.1amizado Fraccionado por lo que 

ambas promedios son iguales. (Ver Cuadro 1) 

La mayor dispersión de los valores con respecto a su 

media se encontró en la técnica de l·" de bicarbona~o de sodio 

éter y centrifu~aci6n, seguida por la técnica de Sedimentaci6n 

?lotación y e.l 'ramizado Fraccionado. Con la técnica de 

Sedimentaci6n la variación fue menor. (Ver Cuadro 1) 



.ll. 

!JUAD'10 l 

:·H.Ji·i~RO D3 OOQ•.iI SfES DE Eimeria suo 
Oill'C:NI r.cs Ei'.i LAS CUi\:rao ·rSG1'lICAS­

PROBADAS 3N ES'C3 .ssrumo 

?-t'ú."'!lero de 
mues"tra.s 

Sedi:nentación JO 
l.,~ de 
bic4.rb::>na"to 
de eodio 
~~er ;¡ 
centrif•J.g:!.ción JO 
Sedi:nen'tqción 
?lotación JO 

'l!runizado 
?r11ccionado 30 

Promedio 
de 
oo{luis'tes 
por 
miJ.ilit>ro 

l.10 

J87 

534 

574 

Desviaci6n 
Estándar 

s 

14.o5 

66.85 

61..72 

51.. 21 

Diferencias 
encontradas en 
el oromedio de 
cad~ t6cnica, 
mediante la 
Prueba de 
'l!ukey 

277 

l.47 

40 

40 
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lllSCUSION 

Las di~erencias que exis~en entre los promedios de 

1as cuatro técnicas realizadas en este ~rabajo, indican que 

se obtienen concentraciones de ooquistes di~erentee. 

La técnica de Senimentaci6n tue la ~ue ;uvo una menor 

concentraci6n de ooquis'tee de ~ spp por mílilitro ya 

que un gran número de ellos se pierde en el sobrenadan.te que 

se decanta. Loa sobrenadantes de las mues~ras de la t'cnica 

de Sedimentación se conservaron para ilevar a cabo e1 conteo 

de ooqu.istes, encontrando que se pier~en en 100 m1 un 

promedio de .4, óoo ooqui stee disminuyendo as! la concentrsci6n. 

Asimismo, ee coincide con S:nita (3) de que con la t'cnica de 

Sedieentaci6n se generan grandes volámenes de B!;Ua, 

perdiéndose un gran número de ooquistes en e1 eobrenadante 

C\US ee decan-ta. 

~ comparaci6n con 1a técnica de Sedimentaci6n, la 

t'cnica de l~ de bicarbonato de sodio 'ter y cen~rir~ación 

tuvo una concentración mayor de ooquietes por mililitro. el 

inconveniente de ee~a técnica es que las suetancias e~pleadas 

no son de bajo coe-i;o. 

No se ~contrd. di~erencia estadísticamen'te 

significativa en los promedios de las técnicas de 

Sedimentación i'lotaci.án y el ~ami zaóo Fraccionado. con ambas 

se obtienen grandes cantidades de ooquietes de ~ epp 

por mil.il.ítro. Las suslfancias que se em~lean en embae 

t'cnicas son de Qajo costo y fáciles de realizar. awique con 

ia técnica de Tamizado Praccionado las auspensionee reeu.ltaron 

tener menos partícul.as recal.es. Es'to ee dEDe al. tamizado que 

se l.lev6 a cabo para cada una de 1.as inuestoras. 



13 

Con cualquiera de estas dos t&cnicas se obtienen 

grandes cantidades de ooquistes de ~ spp por mililitro, 

el criterio para elegir una de el1as, sería ei pbtener 

suspensiones con una cantidad menor de pa.rt{cul.as feca1es, 

dando por resu..l.tado la elección de la técnica de Tamizado 

Fraccionado. 

De esta forma se concluye que las mejores t€cnicas 

para concentrar ooqu.istes de ~ spp de aves son la 

técnica del Tamizado Praccionado y la técnica de 

Sedimentación Flotación propuestas en este trabajo. 
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