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INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias son un problema comun en todo el mundo.
El desarrollo de los parasitos y sus fases evolutivas se ven favorecidas por el
clima tropical, la temperatura y las condiciones de pobreza en el area rural de
Guatemala y Centroamérica. Estas enfermedades pueden ocasionar graves dafios
en el ganado bovino. Sin embargo, en la mayoria de ocasiones pasan
desapercibidas y ocasionan grandes mermas. Ya sea por las enfermedades en si,
como por la inversidn econémica para su control, en la produccion de carne o

leche.

Por lo anteriormente expuesto, se hace necesario diagnosticar las
enfermedades con la mayor rapidez posible, para proveer el tratamiento adecuado
contra las nematodosis gastrointestinales, a través de otras técnicas de laboratorio
gue permitan determinar la presencia de las mismas en el menor tiempo posible y

gue sean de bajo costo.

La técnica &cido/acetato etilico ha sido utilizada con mayor frecuencia para
el proceso de muestras provenientes de animales silvestres. Con ella se han
logrado visualizar mayor numero de parasitos. Ademas en comparacion con otras

técnicas, provee muestras mas limpias.

Segun varios estudios la técnica formalina detergente ha demostrado ser
una prueba confiable por ser mas sensible que las técnicas: flotacion solucién

salina, flotacién solucién sacarosa y Mac Master.



En la presente investigacion se pretende determinar si la técnica
acido/acetato etilico es capaz de detectar un mayor niumero de parasitos, en

menor tiempo y a menor costo comparada con la técnica de formalina detergente.



II.  HIPOTESIS

Existe diferencia entre la técnica acido/acetato etilico y la técnica formalina
detergente en cuanto a la cantidad de huevos detectados por gramo de heces.

Existe diferencia en cuanto a las especies de huevos detectadas por gramo de
heces entre la técnica formalina detergente y la técnica &cido/acetato etilico.

Existe diferencia entre la técnica acido/acetato etilico y la técnica formalina en

cuanto al tiempo para procesar las muestras.

Existe diferencia en cuanto al costo para procesar las muestras entre la técnica

formalina detergente y la técnica acido/acetato etilico.



.  OBJETIVOS

3.1 Objetivo General
e Generar informacion sobre técnicas coproldgicas eficaces y eficientes
para el diagnoéstico de las helmintiasis gastrointestinales en las

ganaderias productivas en Guatemala.

3.2 Objetivos Especificos
e Determinar la eficacia de la técnica acido/acetato etilico para detectar
helmintos gastrointestinales, en comparacion con la técnica formalina

detergente.

e Comparar la eficacia, en cuanto al tiempo para procesar las muestras

coproldgicas entre cada técnica.

e Determinar y comparar los costos del uso de la técnica acido/acetato

etilico y la técnica de formalina detergente.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Parasitismo

El parasitismo en sentido estricto es la relacion interespecifica segun la
cual una especie llamada parasito depende metabolicamente de otra llamada
hospedador, de manera tal que so6lo en condiciones especiales implica perjuicio

para una de ellas, en particular del hospedador (11).

4.2 Nematodos

Los nematodos de vida libre o parasitos son vermes que carecen de
segmentacion; presentan, generalmente, forma cilindrica con los extremos
aguzados. EIl tamafio es muy variable, muchos no superan el milimetro y otros

pueden medir mas de un metro de longitud (11).

El cuerpo esta cubierto por una cuticula que puede tener aspecto anillado,
lisa o con estriaciones longitudinales. Las formas parasitas pueden localizarse
dentro del hospedador en los ojos, boca, lengua, estbmago, intestinos, higado,
trAquea, pulmones y en las cavidades del cuerpo. La mayoria son de sexos
separados; los machos, frecuentemente, son de menor tamafio que las hembras
(11).

4.2.1 Ciclo bioldgico

Los nematodos durante su desarrollo mudan de cuticula varias veces. En
el ciclo de vida completo existen cuatro mudas con los siguientes estadios
larvarios L1, L2, L3, L4 y L5 (adulto). Una caracteristica del ciclo de vida de los
nematodos es la transmision de la infeccion del hospedero definitivo a otro

hospedero. El desarrollo se lleva a cabo en las heces o en animales de



diferentes especies, hospederos intermediarios, antes que la infeccion se lleve a
cabo (10).

En el ciclo biologico directo, las larvas de vida libre presentan dos mudas
usualmente después de obtener la infeccion por la ingestibn de la L3. Sin
embargo, siempre hay excepciones, en ocasiones la penetracion de las larvas es

via cutdnea o por ingestion de huevos que contienen las larvas (10).

En el ciclo de vida indirecto, las primeras dos mudadas, se llevan a cabo en
un hospedador intermedio y la infecciébn del hospedero definitivo es por la
ingestion del hospedero intermediario o por la inoculacién de L3 cuando los

hospederos intermediarios se alimentan (insectos hematofagos). (10).

Después de la infeccion se producen dos mudas mas, hasta desarrollar la
L5. Al copular los machos y hembras se inicia un nuevo ciclo biolégico (10).

En varias especies, la larva viaja a lo largo del cuerpo antes de llegar al
sitio diana, ésta es la forma migratoria del ciclo. Una de las rutas mas comunes
es la hepatica-traqueal. En ésta, los estadios en desarrollo viajan desde el
intestino por el sistema porta, al higado, por la vena hepética y la vena cava
posterior, al corazoén, y por la arteria pulmonar, a los pulmones. Las larvas luego

viajan por los bronquios, traquea y eséfago hacia el intestino (10).

4.2.2 Taxonomia:

Phyllum: Nemalthelminthes
Clase: Nematoda

Subclase: Secernentea

Orden: Strongylida

Superfamilia: Trichostrongyloidea



Familia: Trichostrongylidae

Los tricostrongilidos son pequefios helmintos que presentan capsula bucal
vestigial que carece de coronas radiadas y generalmente sin dientes. Los machos
tienen bursa copulatriz bien desarrollada y dos espiculas que sirven para
diferenciar entre especies. Los adultos son parasitos del tracto digestivo del
ganado bovino, ovino, equino y otros vertebrados. El ciclo de vida es directo y sin

migraciones y la fase infectiva es L3 (1, 9).

Género: Trichostrongylus

Las especies de este género no presentan extremo cefalico manifiesto. El
poro excretor esta situado en una hendidura préxima al extremo anterior. La
bolsa copuladora del macho tiene largos l6bulos laterales, un I6bulo dorsal poco
definido. Las espiculas son fuertes y acanaladas; con gubernaculum. Los

huevos son ovales, de cara fina y segmentado en el momento de la puesta.

La larva de Trichostrongylus sp. parasita en el tercer estadio, ubicado en el
abomaso o el intestino después de 2-5 dias. El periodo prepatente dura unos 20
dias (1, 10).

Trichostongylus colubriformis
Se presenta en la porcion anterior del intestino delgado y a veces en el

abomaso del ganado bovino, ovino, caprino, entre otros. Los machos miden 4 a
5.5 mm de longitud y las hembras, de 5 a 7mm. Los huevos miden 79-101x39-
47um (1, 9, 10).

Género: Mecistocirrus
Mecistocirrus digitatus
Presente en el abomaso de las ovejas, cabras, bovinos, estobmago del

cerdo y el hombre ocasionalmente. El macho mide 31mm de longitud y las



hembras 43mm. Las papilas cervicales son prominentes y la pequefia capsula
bucal contiene una pequefia lanceta. La hembra presenta ovarios espiralados
alrededor del intestino, se diferencia de Haemonchus, en las hembras, por la
posicion de la vulva situada a unos 0.6-0.9mm del extremo de la cola y por la
ausencia de la solapa vulvar. La bolsa copuladora del macho tiene un pequefio
I6bulo dorsal simétrico. Las espiculas son largas vy finas, miden de 3.8-7mm de
longitud y permanecen unidas durante casi toda su longitud. Los huevos miden
95-120x56-60um. El ciclo bioldgico es directo y el periodo prepatente dura unos
60 dias (1, 10).

Género: Haemonchus

Las especies de este género son de regular tamafo, 22-25mm. Se
caracterizan por el contenido rojo de su tubo digestivo al que se adosa en forma
helicoidal el aparato genital, lo que da aspecto de “palo de barbero”. Haemonchus
sp. posee elevada prolificidad, una hembra puede poner de 5.000 a 10.000
huevos por dia, lo que le da un gran potencial biético; su periodo prepatente es

de 4 semanas en bovinos (1, 10).

Haemonchus placei

Afecta al abomaso del ganado vacuno. El macho tiene espiculas miden
454-470mm de longitud, la lengleta a la punta de la espicula izquierda mide 52-
54um vy la distancia de la lengleta a la punta de la espicula derecha es de 24-
37um. El macho tiene un color rojizo uniforme, mientras que en la hembra, los
ovarios blancos se enrollan en espiral alrededor del intestino rojo, dando un
aspecto rayado. Las papilas cervicales son prominentes y espiniformes. Hay una
pequeia cavidad bucal que contiene una lanceta dorsal. La bosa del macho tiene
I6bulos laterales alargados sustentados por radios largos y finos. El pequefio
I6bulo dorsal es asimétrico y esta desviado hacia el l6bulo lateral izquierdo,

siendo sustentado por un radio dorsal en forma de Y. Las espiculas miden de



0.46-0.506mm de longitud y cada una lleva una pequefia lengueta cerca del
extremo. La vulva de la hembra esté cubierta por un proceso linguiforme, grande
y muy prominente, que puede aparecer reducido a una pequefia prominencia en
forma de botdn en algunos ejemplares. Los huevos 70-85x41-48um conteniendo
un embrién de 16-32 células. Las larvas pueden sobrevivir varios meses en las
heces y se liberan cuando hay suficiente humedad. Al ser ingeridos los huevos,
las larvas se liberan en el rumen y migran al abomaso alojandose entre las
glandulas epiteliales gastricas. El periodo prepatente esta entre 26 y 28 dias (9,
10, 11).

Género: Ostertagia

Son tricostrongilidos de poco mas de un centimetro de longitud. Se
localizan en el cuajar y producen lesiones en las glandulas tanto en estadios
juveniles como adultos. Los huevos se desarrollan a partir de los 7-8°C de
temperatura, y las larvas de tercer estadio son més susceptibles que las de otras
especies a la desecacion estival. Este es el principal causante de la gastritis en

los rumiantes que viven en areas templadas y frias. (1, 11, 10).

Ostertagia ostertagi
Afecta el abomaso de animales jovenes produce la enfermedad llamada
ostertagiosis caracterizada por la pérdida de peso y diarrea (10).

Género: Cooperia

Se encuentra en el intestino delgado y con menos frecuencia en el
abomaso de los rumiantes. La cuticula del extremo anterior forma una dilatacion
cefélica y estrias cuticulares transversas en esoéfago. La bolsa copuladora del
macho presenta un pequefio I6bulo dorsal. Las espiculas son fuertes, cortas, con
reborde o expansién en forma de ala en su zona media. No hay piezas

accesorias. La vulva puede estar cubierta por una solapa y esta situada por



detras de la linea media del cuerpo (10 y 11).

Las especies de Cooperia se localizan en intestino delgado, en ocasiones
se hallan en el abomaso (C. punctata). Son poco patdégenas, producen lesiones
superficiales en las criptas de Lieberkiihn donde se ubican; se alimentan de
secreciones y células descamadas del epitelio. Pueden hallarse en cargas muy
elevadas en animales menores de un afio de zonas templadas y calidas. Sus
larvas pueden entrar en hipobiosis en alguna época del afio, presenta un periodo

perpatente que varia entre 15y 18 dias (11).

Cooperia punctata
Se encuentra en ganado vacuno. Los machos miden 4.8-5.9 mm de

longitud y las hembras 5.7-7.5mm. Las espiculas miden de 0.12-0.15mm (9).

Cooperia pectinata
Se presenta en el ganado vacuno. Los machos miden 7 mm de longitud y
las hembras 7.5-9mm. Las espiculas miden 0.24-0.28mm (9).

Cooperia oncophora
Se encuentra en ganado vacuno principalmente. Los machos miden 5.5 a

9mm de longitud y las hembras de 6-8mm. Las espiculas miden 0.24-0.3mm (9).

Superfamilia: Strongyloidea

Se caracterizan por la presencia de una larga capsula bucal que contiene
dientes y plaquetas afiladas y algunas son prominentes coronas alrededor de la
boca. Los adultos se observan en la superficie mucosa del tracto gastrointestinal

y respiratorio y se alimentan de la secrecion mucosa.
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Los géneros presentes en el tracto gastrointestinal se dividen en dos

grupos estréngilos y ancilostomidos (10).

Los estréngilos son parasitos del intestino grueso y el de mayor importancia
es Oesophagostomum. Los ancilostomidos son parasitos del intestino delgado y

el género de importancia veterinaria Bunostomum (10).

Género: Bunostomum

Posee una gran capsula bucal, tiene un diente dorsal muy desarrollado en
forma de cono en el interior de la cavidad oral y un par de lancetas subventrales.
Se adhiere a la mucosa intestinal dafiandola y accediendo a la lamina propia de

cuya sangre, liquidos y células se alimenta.

Provoca hemorragias cuando cambia de sitio de alimentacion, por lo que la
anemia es el signo mas importante de su accién patdgena. Puede penetrar a
través de la piel, ingestion o via permucosa. En caso de infeccién cutanea o
mucosa alcanza la circulacién venosa, llega al pulmén donde muda por tercera
vez, a los 11 dias post-infeccion se halla en el intestino delgado y completa el
desarrollo hasta la postura de huevos en 30 a 56 dias, en este caso el periodo

prepatente dura entre 1y 2 dos meses (10, 11).

Bunostomum phlebotomum

Se presenta en el intestino delgado, principalmente en el duodeno del
ganado vacuno. EI macho mide 10-18 mm de longitud y la hembra 24-28mm.
Presenta un cono dorsal corto, tiene dos pares de lancetas subventrales en la
capsula bucal, las espiculas miden 3.5-4mm. Los huevos miden 106x46 pm (10,
11).
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Género: Oesophagostomum

Los miembros de este género presentan una capsula bucal cilindrica,
estrecha, con corona radiada. Tiene un surco cervical ventral cerca del extremo
anterior, por delante del cual la cuticula se dilata formando una vesicula cefélica.
Parasitan intestino delgado y grueso del ganado vacuno, ovino, porcino vy
primates. Estos nematodos se denominan con frecuencia nematodos nodulares,
debido a que diversas especies producen la formacién de nédulos en la pared
intestinal (11, 10).

La via de penetracion puede ser por ingestion de L3, aunque también
puede ingresar via cutanea. Al ingresar L3 penetran en la pared del intestino
enroscandose sobre la muscularis mucosae y produciendo quistes en cualquier
tramo del intestino, al 4° dia mudan a L4, luego de 7 dias regresan a la luz
intestinal y se localizan en el colon donde se produce la Ultima muda y desarrolla
el estadio adulto, el periodo prepatente dura 45 dias (10, 11).

Oesophagostomum radiatum

Se presenta en el colon del ganado vacuno. El macho mide 14-17mm de
longitud y la hembra 16-22 mm. Esta especie se caracteriza por un collar bucal
redondeado, por una gran vesicula cefalica por detras de su linea media, y por la
carencia de corona radiada externa. La vagina es corta. Las espiculas miden 0.7-
0.8 mm de longitud. Los huevos miden 70-76x36-40um son de tipo estrongilo. El

periodo prepatente es de 32-34 dias (10, 11)

4.3 Gastroenteritis verminosa

Enfermedad parasitaria causada por nematodos de la superfamilia
Trichostrongyloidea incluyendo especies de los géneros Haemonchus, Osteragia,
Trichostrongylus y Cooperia entre otros. Estos parasitos se encuentran en el

abomaso y en los intestinos del bovino especialmente y, afectan preferentemente
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a animales jovenes (1).

4.3.1 Sintomas
Usualmente es una afeccion asintomatica y la mortalidad es un palido

reflejo de las inmensas pérdidas en la produccion de carne y leche (1, 10).

Inicialmente puede causar una anemia hipocromica normocitica. En
infecciones severas o prolongadas sobreviene una deplecion del hierro y
agotamiento de la médula 6sea produciendo anemia hipocrémica microcitica

severa, que puede producir la muerte (1, 10).

La pérdida de proteinas plasmaticas obliga a reemplazarlas con
aminoacidos de otros tejidos y se produce un pérdida de peso. La hipovolemia
estimula los factores renales antidiuréticos y baja a presion coloidosmaotica,
debido a la pérdida de proteinas plasmaticas favorece a la filtracion capilar de
modo que se producen edemas; ademas, las proteinas del estbmago aumentan
el pH géstrico de manera que el pepsinogeno no se transforma en pepsina vy,
debido a la permeabilidad géstrica aumentada, suben las tasas de pepsinégeno

en la sangre (1, 10).

Puede haber diarrea intensa, persistente y verdosa, el pelaje se ve
descuidado, los miembros traseros estan sucios con heces y sufren una pérdida
de peso importante (1, 10).

4.3.2 Patogenia
La patogenia de los parasitos varia extensamente dependiendo de su
namero, sus habitos, las migraciones que realiza en el huésped y el grado de

adaptacion entre el huésped y el parasito. Cuando se reproducen dentro del
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huésped, la cantidad de parasitos puede aumentar sin producir enfermedad (2).

Los parasitos dafian al hospedero mediante diferentes acciones asi como (2, 11):
1. Accion exfoliatriz: utilizan los tejidos para la nutricion del parasito y va desde
el dafio celular hasta la hematofagia o histio-hematofagia. Muchos parasitos

se nutren de esta manera y no siempre producen evidencias clinicas (7, 11).

2. Competencia por los nutrientes: los parasitos se nutren en el intestino
delgado, de Ilos alimentos predigeridos por el propio hospedador.
Seleccionado las proteinas y vitaminas necesarias. El tamafio y cantidad de

helmintos resultan determinantes del dafio (7, 11).

3. Accion mecanica:
e Traumatica: muchos parasitos lesionan tejidos u érganos durante sus
migraciones. Ademas de su accidén exfoliatriz, producen dafio en los
trayectos que forman. Otros ejercen presion sobre los dérganos que

parasitan y alteran su forma (7, 11).

e Obstructiva: algunos helmintos por su tamafio obstruyen vias naturales
como el intestino. Aunque no se alimentan del epitelio producen una accién
traumatica y de competencia por nutrientes cuya gravedad depende de la
intensidad de la carga parasitaria (7, 11).

4. Alteraciéon funcional de 6rganos afectados: independientemente del dafio
en si sobre los tejidos, muchas veces la cantidad de parasitos en un érgano

termina por alterar su funcion (7, 11).

5. Accién toxica: Por la secreciéon de toxinas u otras sustancias dafinas
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(enzimas antidigestivas, enzimas digestivas, enzimas anticoagulantes,

enzimas hemoliticas, etc.) (7, 11).

6. Efecto patogénico de la reaccion inmune a los parasitos: este es uno de
los mecanismos de dafio mas importante se basa en la propia reaccién del
organismo. Gran parte de las reacciones inmunes de los hospedadores se
inducen en forma especifica por reaccidn a antigenos parasitarios, pero se
expresan por mecanismos efectores diversos, algunos de los cuales suelen
resultar muy importantes. La reaccion frente a larvas de nematodos en
individuos sensibilizados despliega la cadena de reacciones propias de

hipersensibilidad de tipo alérgico (7, 11).

4.3.3 Lesiones

En las especies que parasitan el intestino las larvas suelen producir
cavidades entre el epitelio y la membrana basal, por lo que ocasionan la pérdida
de células, y generan un proceso inflamatorio en donde la ldmina propia aparece
engrosada, edematosa e infiltrada, aumentan la permeabilidad y facilitan una
diarrea de tipo osmdético con tendencia a la hipoalbuminemia. En infecciones
graves puede producirse atrofia de las vellosidades en grado variable. Otro efecto
importante de la afeccion mucosa se produce sobre células enddcrinas; las
células que secretan colecistoquinina (CCQ) se ven estimuladas, ese aumento
deprime el centro regulador del apetito en el cerebro; por otro lado, la reduccion
de secrecion de secretina en el duodeno induce la reducciéon de produccion de
gastrina en el estdbmago. A la reduccion del apetito se agrega la pérdida de

capacidad digestiva y de absorcién del intestino (11).

4.3.4 Tratamiento
Para el tratamiento de la gastroenteritis verminosa se pueden utilizar
diversos antihelminticos como: bendimidazoles, los probendimidazoles, el

levamisol, el pirantel y las avermectinas los cuales son altamente efectivos contra

15



los parasitos adultos o en desarrollo y las avermectinas son también efectivas

contra las larvas hipobiéticas (1, 10).

4.35 Medidas de control

Actualmente se controla la presencia de parasitos mediante su eliminacién

antes de que causen dafo a los animales y antes de que contaminen el ambiente.

Existen tres formas de lograrlo:

Tratamiento supresivo: consiste en tratar a los animales con tal frecuencia que
evite que las infecciones se hagan patentes. Este sistema es simple preciso,
pero de alto costo en antihelminticos y mano de obra; estimula la aparicion de
pardsitos resistentes a los antiparasitarios y evita que se forme suficiente

estimulo antigénico, para desarrollar resistencia contra los mismos (1).

Tratamiento estratégico: consiste en efectuar pocos tratamientos al afio que
interfieran con la epidemiologia de la transmisién. Esta estrategia ahorra
dinero en drogas y trabajo, posterga la aparicion de resistencia al

antihelmintico y permite estimular la inmunidad a los parasitos (1).

Tratamiento integrado: consiste en combinar todos los medios de control
posibles, y minimizar el uso de tratamiento antiparasitario. Este método es
efectivo, ahorra el uso de antihelminticos y demora la aparicion de resistencia

a los mismos (1).

4.3.6 Diagnéstico

El diagndstico clinico de la gastroenteritis verminosa en rumiantes es dificil,

porque los signos y sintomas no son exclusivos de esta afeccion y porque la

mayoria de los animales siempre estan eliminando alguna cantidad de huevos. A
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menudo se establece un diagndstico presuntivo basado en los sintomas, la edad
de los animales enfermos, la historia, el pastoreo y la época del afio; estos se

confirman con un examen coprologico cuantitativo (11).

El diagndstico de las infecciones parasitarias puede establecerse de dos
maneras fundamentales: por métodos directos, disefiados para observar o
detectar el parasito o alguno de sus elementos identificables y/o por métodos
indirectos, dirigidos a hacer evidente la respuesta inmune del hospedero frente al

parasito (4).

La seleccion de una o mas técnicas dependerd de qué especie parasitaria

esta presente y la fase de su ciclo evolutivo (5).

Las técnicas de laboratorio mas utilizadas son:

Cualitativas:

e Frotis fecal directo: Es el método mas rapido para la deteccidon de parasitosis.
Una pequefia cantidad de heces, se humedece en una gota de solucion salina
en un portaobjetos para visualizar trofozoitos vivos. Si se realiza con agua

permite detectar altas concentraciones de huevos o quistes (2).

e Flotacién: suspende la muestra en un medio de densidad superior a la de los
huevos, quistes y ooquistes, que por su capacidad de flotacion se concentran

en la superficie. (11).

e Sedimentacion: se lleva a cabo suspendiendo la muestra fecal en una solucion
acuosa para que sedimente de forma natural o acelerando el proceso por
centrifugacion. Se utiliza para la busqueda de huevos, quistes u ooquistes en

materia fecal con alto contenido en grasas (11).
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e Filtracién: Indicada para la busqueda huevos de Fasciola hepatica (11).

Cuantitativas:

Las técnicas cuantitativas permiten determinar la cantidad de huevos u
ooquistes que son eliminados con la materia fecal. EIl resultado expresa el
namero de huevos u ooquistes por gramo de heces, HPG u OPG

respectivamente (11).

e Técnica de Mc Master (modificada): La sensibilidad depende de la dilucién de

la materia fecal y del tamafio de las cAmaras de conteo utilizadas (2).

4.4 Formalina Detergente

La formalina detergente es una técnica hermana de la técnica de
sedimentacion formalina-éter para la deteccion de parasitos, aunque no es
recomendada para protozoos. Es un método facil de realizar y muy sensible a los

huevos de parasitos gastrointestinales (8).

El método consiste en mezclar heces en una solucion de formalina al 2% y
detergente al 2%, dejandolo reposar entre dos capas de gasa, durante una
noche. En 1990, Kightlinger y colaboradores, realizaron una modificacion al usar
previamente heces preservadas con 0.5 ml de formalina, mejorando de esta
manera los resultados, en comparacibn con la técnica de etil-acetato.
Concluyeron que la técnica de Formalina-Detergente, es un método eficaz y
sensible, para la deteccion de parasitos gastrointestinales (3).

4.5 Sedimentacién con acido/acetato etilico
La sedimentacion en acido/acetato etilico es una técnica hermana de la

sedimentacion en formol/acetato etilico. En esta técnica, las heces frescas se
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suspenden en una solucién acida, comunmente &cido clorhidrico. El resto de la

técnica es igual que para el método de sedimentacién en formol/acetato etilico.

Tiende a proporcionar una muestra mas limpia que la obtenida con formol,
pero no funciona en quistes de protozoos. Sin embargo, algunos técnicos
prefieren usar el método con acido/acetato etilico para las muestras de materia
fecal tomadas de animales silvestres (2).

El acetato de etilo preserva la morfologia de los parasitos y la

concentracion es comparable con la de otras técnicas (5).

Este sistema es mas largo de realizar pero se captura un mayor nimero de
parasitos (quistes de amebas y ciliados) para helmintos como: huevos de
trematodos y cestodos (tenias), larvas de nematodos y otros quistes de protozoos

sin distorsionarlos (6).
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V. MATERIALES Y METODOS

51 Materiales
Recursos humanos
e 1 Estudiante tesista

e 3 Asesores

Campo

e 1 Hielera

e Hielo suficiente

e 200 Bolsas plasticas

¢ 1 Marcador permanente

e 200 Etiquetas de papel

Bioldgico

e 100 muestras fecales de bovino

Laboratorio

e Aplicadores de madera

e Colador

e Beakers

e Botellas plasticas para lavado

e Centrifuga

e Tubos de centrifuga conicos de vidrio de 15 ml con tap6n de goma
e Laminas Portaobjetos

e Laminas Cubreobjetos

e Microscopio
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Reactivos

e 450 g detergente al 10 %
e 10 mlformalina al 2 %

e 10 mlformalina al 5 %

e Acetato etilico

e Acido clorhidrico al 37%

Gabinete

e Calculadora

e Lapiceros

e Computadora
e Impresora

e Hojas de papel bond

5.2 Métodos
Durante el verano, previo a iniciar el proyecto se realiz6 un muestreo para

determinar y confirmar la presencia de parasitos en el area de estudio.

Al obtener resultados positivos se inicié el trabajo de campo. Cada semana
se tomaron muestras de 25 bovinos diferentes. Cada muestra se identifico y
colocé en una hielera con preservante y se transportdé al laboratorio de

Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

En el laboratorio cada muestra se procesé con ambas técnicas: formalina
detergente y &cido/acetato etilico. Se identificaron los huevos de los parasitos
presentes y la cantidad de los mismos en las muestras; se contabilizé el tiempo de

duracion del procedimiento de cada técnica.
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Al final se compararon los datos obtenidos mediante el método estadistico

Kruskal Wallis para determinar cuél de las técnicas era mas eficaz.

5.2.1 Técnicas

Procedimiento Formalina detergente (FD)

Elaborar solucion madre con formalina, detergente y agua destilada para
realizar una solucion al 10 % de detergente y formalina al 2 %,

Se adiciona 9.5 ml de la solucién Formalina Detergente en un tubo graduado,
Se agrega heces fecales hasta que alcance la medida de 10 ml,

Se mezcla y homogeniza la muestra, con una varilla de madera, luego se deja
reposar por treinta minutos; con el fin que el detergente actle y libere los
huevos y larvas de parésitos, asi como también ooquistes de protozoos de los
detritos fecales.

Se tamiza a través de un embudo (con malla) a otro tubo,

Se tapa el tubo y se agita vigorosamente por 30 segundos,

Se deja reposar,

Se descarta el sobrenadante,

Se ajusta el sedimento con formalina al 5 % hasta llegar a 1 ml,

Se homogeniza la muestra adecuadamente, y

Se observa al microscopio con una lamina porta objetos, 0.04 ml del

sedimento, completamente cubierta con una laminilla cubre objetos.

Interpretacion

Los huevos contados, de dos observaciones en una misma muestra son

tomados en porcentaje. Para determinar el niumero de huevos por gramo, se

multiplica el nimero de huevos, por ldmina por el factor 50 y dependiendo de la

consistencia de la materia fecal, se multiplica por otro factor, asi:
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* Muestra sdlida X 2
* Muestra pastosa X 3

* Muestra diarreica X 4

Procedimiento Sedimentacion con acido/acetato etilico (AAE)

Colocar 1.0g de heces en un vaso de carton.

Agregar 8.0 ml de agua y agitar vigorosamente con los aplicadores. Puede ser
que las heces no se separen rdpidamente; de ser asi, dejar descansar la
muestra durante un corto tiempo para permitir que se ablande.

Tamizar la muestra fecal pasandolo a un beaker.

Colocar la muestra en el tubo de ensayo de la centrifuga.

Centrifugar a 800g durante 1 minuto.

Decantar el sobrenadante.

Agregar 8.0 ml de solucion acida mezclando con el aplicador.

Agregar 5.0 ml de acetato etilico, colocar el tap6n y agitar vigorosamente.
Sacar el tapdn, cargar y balancear la centrifuga. Centrifugar a 800.0g durante 5
minutos.

Habra una obstruccion de material en el lugar de la interfaz &cido/acetato
etilico. Pasar el aplicador alrededor de la pared de vidrio y hacer decantar el
acetato etilico, la obstruccion y la solucién acida.

Examinar el sedimento para detectar la presencia de huevos.

Interpretacion

Los huevos contados, de dos observaciones en una misma muestra son

tomados en porcentaje. Para determinar el niumero de huevos por gramo, se

multiplica el numero de huevos, por ldmina por el factor 50.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Este proyecto lo llevé a cabo durante la época seca en el afio 2011 en la

finca “La Primavera”, ubicada en el kilometro 43 del municipio San José Pinula.

En el desarrollo del mismo, se hizo un muestreo previo en 25 bovinos raza

Jersey de diferentes edades que confirmé la presencia de parésitos en el area.

Para realizar el trabajo de campo tomé muestras de 25 diferentes bovinos
(terneros mayores a tres meses, novillas, vacas adultas y toros), hasta acumular
100 muestras. Cada semana procesé las muestras a través de las técnicas

formalina detergente y acido/acetato etilico.

En los resultados logré observar que en la técnica de &cido/acetato etilico
existia una mayor cantidad de huevos de parasitos a diferencia de la técnica de

formalina detergente.

La técnica formalina detergente permitié detectar huevos de parasitos de los
géneros Cooperia y Oesophagostomum, a diferencia de la técnica acido/acetato
de etilo, que ademas de haber detectado los géneros ya mencionados, también
detecté Mecistocirrus, corroborando asi los resultados obtenidos por Bowman y
Fogarly quienes afirman que la técnica acido acetato etilico es capaz de detectar

una mayor variedad y cantidad de huevos de parasitos.
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Muestras Positivas de Huevos de Parasitos
con la técnica Formalina Detergente

H Negativas
H Postivas

Del total de las muestras trabajadas (100) el 8% fueron positivas con la

técnica formalina detergente.

Muestras Positivas,de Huevos de Parasitos
con la Técnica Acido/Acetato Etilico

H Negativas
H Postivas

El 20% positivas con la técnica de acido/acetato etilico. De las muestras

positivas Unicamente dos coincidieron en ambas técnicas.
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De las 8 muestras positivas procesadas con la técnica formalina detergente
el 50% de los huevos detectados fueron Cooperia; el 37.5% Oesophagostomum; y

el 12.5% de las muestras presentaron Oesophagostomum y Cooperia.

Especie de huevos de paréasitos detectados con la
técnica Formalina Detergente

H Cooperia
H Oesophagostomum

M Oesophagostomum y Cooperia

De las 20 muestras positivas procesadas con &cido/acetato etilico el 35%
fueron huevos de Cooperia, el 45% huevos de Oesophagostomum, el 10% fue una
combinacion de Oesophagostomum y Cooperia; 5% fue para huevos de
Mecistocirrus, y 5%, para una combinacion de Cooperia, Oesophagostomum y
Mecistocirrus.

Especie de huevos de parasitos detectados con la
técnica Acido/Acetato Etilico

506 %

Cooperia

Oesophagostomum

i Oesophagostomum y Cooperia
H Mecistocirrus

H Oesophagostomum y Mecistocirrus
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Dentro de los hallazgos cabe mencionar, que durante la lectura de las
muestras procesadas con acido/acetato etilico, la membrana del huevo se
deteriord, dificultando con ello, la identificacion de los mismos. Asi mismo, esta
técnica también presentd menos residuos de materia organica que la técnica

formalina detergente (ver Anexo lll).

En sus estudios Magar6 menciona que la técnica éacido/acetato etilico
preservaba la morfologia de los parasitos; sin embargo, en este caso, observé un
gran deterioro de la membrana de varios huevos (ver Anexo lll), probablemente
debido a la concentracion de &cido clorhidrico utilizado en a elaboracion de la
misma. También se mencionaba que esta técnica proporcionaba una muestra

mas limpia que la obtenida con formol, lo cual pude constatar en la practica.

La técnica &cido/acetato etilico, en promedio, tiene una duracion del
proceso de 10 minutos. Por el contrario el tiempo de proceso de formalina
detergente es de 24 horas y 40 minutos, por lo que la primera técnica mencionada

permite un diagnostico mas rapido que la segunda, en beneficio de los usuarios.

Al analizar los datos con la prueba estadistica no paramétrica de Kruskal
Walllis, determiné que existe una diferencia significativa en la deteccién de huevos
de parasitos entre ambas técnicas, siendo acido/acetato de etilo méas eficaz que
formalina detergente (H calculado: 3.15 y H tabulado: 0.0000393).

Durante la realizacion de la técnica formalina detergente la sumatoria del
valor de sus componentes y su elaboracion representaba un costo de Q5.00 por
muestra, y un total de Q13.50, por muestra, al utilizar la técnica acido acetato de
etilo (ver Anexo II).
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VII. CONCLUSIONES

La técnica acido/acetato etilico es capaz de detectar mas especies de huevos

de parasitos que la técnica de formalina detergente.

. Al analizar los resultados con el método estadistico, se observé una diferencia
significativa entre las técnicas para la deteccién de huevos de parésitos siendo

acido/acetato etilico mas sensible (H calculado: 3.15 y H tabulado: 0.0000393).

La identificacion de huevos de parasitos se dificulta en la técnica acido/acetato

etilico, debido a la destruccion de los mismos durante el proceso.

El género de huevo de parasito, en el cual se observo deterioro en mayor

grado, fue Cooperia sp.

El tiempo para procesar las muestras con la técnica acido/acetato etilico es
menor (00:10:01horas) en comparacion de la técnica formalina detergente
(24:35:36 horas), por lo que la primera técnica mencionada permite un

diagnéstico mas rapido.

Los costos de procesamiento para la técnica formalina detergente son de

Q5.00, mientras que acido/acetato etilico es de Q13.50.

La técnica acido/acetato etilico es una técnica mas eficiente, que formalina
detergente. A pesar de ser una técnica mas costosa permite en mayor grado

la deteccion de huevos de parasitos.
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VIll. RECOMENDACIONES

1. La técnica &cido/acetato de etilo puede ser utilizada como un método de

diagnéstico rapido.

2. Evaluar diferentes concentraciones de acido clorhidrico para determinar con

gue concentracion se evita la destruccion de los huevos de parasitos.

3. Las técnicas que se han utilizado con anterioridad como: flotacion, siguen
siendo buenas opciones para la deteccion de huevos de parasitos, por lo que
las técnicas descritas solamente deberian de utilizarse como técnicas

complementarias.
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IX. RESUMEN

La presente investigacion permiti6 determinar si la técnica &cido/acetato
etilico es capaz de detectar un mayor nimero de parasitos, en menos tiempo y

costo, comparada con la técnica de formalina detergente.

Este proyecto se realizé durante la época seca en el afio 2011 en la finca
“‘La Primavera”, ubicada en el kilometro 43 del municipio San José Pinula. En el
trabajo de campo, cada semana se tomaron muestras de 25 diferentes bovinos,
hasta acumular 100 muestras. Estas se procesaron a través de las técnicas

formalina detergente (FD) y acido/acetato etilico (AAE).

En los resultados se observé que en la técnica AAE existia una mayor
cantidad de huevos de paréasitos a diferencia de la técnica FD. La técnica FD
permiti6 detectar huevos de parasitos de los géneros Cooperia Yy
Oesophagostomum, y la técnica AAE, ademas de los ya mencionados, también
detectd Mecistocirrus. En los hallazgos de la técnica AAE, se observo el deterioro
de la membrana del huevo, dificultando, la identificacion de los mismos. Asi
mismo, esta técnica también presentdé menos residuos de materia organica que la

técnica FD.

Estadisticamente se presentd diferencia significativa entre las técnicas para
la deteccién de huevos de parasitos siendo acido/acetato etilico mas sensible. La
técnica acido/acetato etilico permitié un diagnistico en menor tiempo (10:01mins)
comparado con formalina detergente (24:35:36horas). EIl costo del proceso para
la técnica FD fue de Q5.00, mientras que el de la técnica AAE de Q13.50.
Determinando que la técnica AAE, es mas eficiente, que FD. A pesar de ser mas

costosa permite en mayor grado la deteccién de huevos de parasitos.
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ABSTRACT

This research allowed determine if the technique acid acetate ethylic is able
to detect a bigger amount of parasites, in less time and cost, compared to formalin

detergent technique.

This project had place during the dry season in 2011 at "La Primavera"
ranch, localized in San José Pinula kilometer 43. In field, until to accumulate 100
samples, each week was sampled 25 different bovines. These were process
through the techniques formalin detergent (FD) and acid/acetate ethylic (AAE).

As result | found there were a greater number of parasites eggs with AAE in
contrast to the FD technique. The FD technique allowed to detect parasites eggs
from Cooperia and Oesophagostomum genus, and AAE technique, in addition to
those already mentioned, also detected Mecistocirrus. In addition, this technique
presented less waste organic matter than the FD technique. But in AAE technique
was observed injury in egg’s membrane making difficult the identification of the
parasite kind.

Statistically, for the detection of parasites eggs, was observed a significant
difference between the techniques being acid acetate ethylic more sensitive. The
AAE technique allowed a diagnosis in less time (10 mins) compared with formalin
detergent (24:35:36 hours).

The cost of the technical process was Q5.00 FD, while AAE procedure is
Q13.50. In conclusion the AAE technique is more efficient than FD. Despite being

more expensive, permits in greater detection of parasite eggs.
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XI. ANEXOS



ANEXO |

Boleta de recoleccion de Datos

Técnica:

No. muestra

© 00 N O 0o B~ W DN B
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Material

Técnica

ANEXO Il

Costo de proceso

Formalina detergente

Acido/acetato etilico

Bolsas plasticas Q0.2 Q0.2

Etiquetas Q0.1 QO0.1

Portaobjetos Q0.42 Q0.42

Cubreobjetos Q 0.49 Q 0.49

Detergente Q 1.00

Formol Q 0.06

Acetato etilico Q 4.00

Acido clorhidrico Q 0.85

Otros costos Q2.73 Q 6.06
Total Q 5.00 Q 13.00
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Anexo |l

Finca “La Primavera” ubicada en el kildmetro 43 del municipio San José Pinula.

Toma de muestra de heces para diagndstico de parasitos.
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Huevo de Oesophagotomum sp. Detectado con la técnica acido/acetato etilico.

Huevo de Oesophagotomum sp. Detectado con la técnica formalina detergente.
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Deterioro de la membrana en Huevo de Cooperia sp. Detectado con la técnica

acido/acetato etilico.
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Huevo de Cooperia sp. Detectado con la técnica formalina detergente.
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Huevo de Mesitocirrus sp. Detectado con la técnica acido/acetato etilico.
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