4,

Q
/O O
Sampa gcv

O

UNIVERSIDAD NACIONAL DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO E HISTOPATOLOGICO

Informe final de investigacion previo a la obtencion del titulo de:
LICENCIADA EN CIENCIAS DE LA SALUD EN LABORATORIO CLINICO E
HISTOPATOLOGICO

TRABAJO DE TITULACION:
Comparacion de técnicas de deteccion de enteroparasitos en muestras biologicas y no

bioldgicas

Autora:

Ruth Blanca Avilés Huatatoca

Tutora:

Dra. Luisa Carolina Gonzéales Ramirez

Riobamba-Ecuador
2021



REVISION DELTRIBUNAL

Los miembros del tribunal de graduacion del proyecto de investigacion de titulo:
“Técnicas de deteccion de enteroparasitos en muestras bioldgicas y no bioldgicas”.
Presentado por Ruth Blanca Avilés Huatatoca, dirigido por la Dra. Luisa Carolina
Gonzalez Ramirez PhD, una vez escuchada la defensa oral y realizado el informe final
del proyecto de revision bibliografica con fines de graduacion, escrito en el cual se ha
constatado el cumplimiento de las observacionesrealizadas, remite la presente para el uso
y custodia de la biblioteca de la Facultad de Ciencias de la Salud de la UNACH.

Para la constancia de lo expuesto firman:

Mgs. Aida Mercedes Balladares Saltos
Presidenta del tribunal

Dra. Yisela Carolina Ramos Campi
Miembro del tribunal Firma

Mgs. Felix Atair Falconi Ontaneda
Miembro del tribunal




CERTIFICADO DEL TUTOR

Yo, Luisa Carolina Gonzalez Ramirez, docente de la Carrera de Laboratorio Clinico e
Histopatoldgico en calidad de Tutora del Proyecto de Investigacion titulado: “Comparacion
de técnicas de deteccion de enteroparasitos en muestras bioldgicas yno biolégicas”,
propuesto por Ruth Blanca Avilés Huatatoca, egresado de la Carrera de Laboratorio Clinico
e Histopatolégico de la Facultad Ciencias de la Salud, luego de haber realizado las debidas

correcciones, certifico que se encuentra apto para la defensa publica del proyecto.

Riobamba, 02 de junio de 2021

Dra. Luisa Carolina Gonzdlez Ramirez
Docente tutor de la carrera de Laboratorio Clinico e Histopatoldgico



AUTORIA DE LA INVESTIGACION

“La responsabilidad del contenido de este Proyecto de Graduacion, corresponde exclusivamente
a: Ruth Blanca Avilés Huatatoca y el patrimonio intelectual de la misma, a la Universidad

Nacional de Chimborazo.”

---------------------------------------

Ruth Blanca Avilés Huatatoca
150091502-8



AGRADECIMIENTO

Mi gratitud a Dios Padre Todopoderoso, por todas las
bendiciones que me ha dado, por darme fuerza y
conocimiento para luchar dia a dia y forjar mi camino para
encontrarme donde estoy ahora.

Mi agradecimiento imperecedero a la Universidad Nacional
de Chimborazo, a sus ilustres Catedréaticos, y especialmente
a mi tutora Luisa Carolina Gonzédlez por darme la
oportunidad de profesionalizarme quienes, con sus sabias
orientaciones, me permitieron transitar por el camino del bien
y en especial de la ciencia, para realizarme como profesional

al servicio de la salud.

Ruth Avilés



DEDICATORIA

Con todo mi carifio mi tesis la dedico a mis
padres y a mi hermana, por todo el amor y
el apoyo incondicional que me han brindado
durante el transcurso de mi vida, por los
valores que me han inculcado, por darme
fuerza para forjar mi camino para

encontrarme donde estoy ahora.

Ruth Avilés



INDICE

(07X 21 1t U@ I 1RO 5
INTRODUGCCION. ..ottt teeee et s ettt sas s sa st es s st aesansstasesassanessesanen 6
CAPTTULO L. ittt ettt a et s s ae s 17
METODOLOGIA ...ttt ettt sa e s st se s 17
(07X =1 1t U 1@ I 1 I OO 23
DESARROLLO......o ittt ettt sttt be st e s esaesesse s essesaeseesessesenseseesensensenens 23
Técnicas aplicadas en muestras DIOIOGICAS .......c.cccveveireerieiieeee e e 23
HECES HUMBNAS ....coeiiiiiieiee et sttt e st e st e s esre e s e saneesarees 23
1. Técnicas de concentracion por SEdiMeNtaCION: ..........cveererierieiirereneee e 23

2. Técnicas de concentracion por flOtaCioN...........ccceeveieiiriiieiesese e 24

3. Técnicas de cuantificacion de NUBVOS............couiriiiieieeeeeeeee e 25

4. TECNICAS dE COIOTACION ..ottt sttt sttt ettt bt s ese st 27

5. TECNICA ESPECIALL ...eeeeeeeeiiceeee ettt ettt e st e et e e et e s teeseesesbesaeenaensenae e 28

6. Técnicas de cultivo 0 aislamiento de [arvas: ..........ceceveriieecieiesecee e 28
B 1o g0 oYL =] g P 1V R 29
HECES 08 @NIMAIES. ... ettt sttt et sttt et e st e besseensenae e 30
2. Técnicas de concentracion por Sedimentacion: .........ccccvevvieieecieeieeie e 30

3. Técnicas de concentracion por flIOtaCioN:...........oovueiiiiiiiniiice e 31

5. Técnicas de cuantificacion de NUBVOS..........ccovuvviiiieieieeccee e 32
INISECTOS ...ttt ettt s e st e st e s bt e st esab e e e b e e sttt et et e bt e e be e e be e e b e e e bee e beeereeeas 32
1. Técnica de SEAIMENTACION: ......cciiiiieieite ettt sttt sttt se e s e senaes 32

P2 L] )Y/ U T S 33
V= (oTe [o TN aTa T o] [0 TS SR 33
YU T N o107 0o F= o o TP 33
1. Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA); ..ottt 33
ATIMENTOS ..ottt h et s b bt a b et e s bt s bt ea e et e sbesbe e st et e s beebeeneebennes 34
1. Sedimentacion ESPONTANEA: ........cceiueiririrtet ettt sttt sb e s bbbt 34

2. FAUSE ettt bt b e bt e st e e e bt e e be e e bt e e be e sbeeebeeeaaeeea 34

KT 1127701 0L SRR 34

4, INMUNOTIUOTESENCIA: .....ueiiiiieiieee ettt bbbttt 34
Técnicas aplicadas en muestras N0 DIOIAGICAS .........cevuerieieirireeee e 35
F N VT SO P RO PP PROPROPROURORN 35



1.1. Bailenger (MOdIfICAO0O) . ...cc.irirririeietereee ettt 35
T[] [0 TSSO PO OSSP PRSPPI 35
1. SEAIMENTACION: ...ttt a ettt b et b et 35
2. FIOTACION ..ttt ettt b et 36
2.0 FFAUST: ..ttt sttt e s b st e e st e e s be e e bee e bee e beesteeebaeeraeens 36
2.2 WIHTIST ottt s et s et et et e b st s et e s e et st s e e e 36
2.3 BABIMANN ...ttt e s s sr e re e 36
2.4 SNBATNEI T ...ttt 37
CONCLUSIONES ...ttt ettt sttt e st e s bt e ste e sbeesbeesabeesabeesbeesbaeenseesseeens 44
BIBLIOGRAFIA ...ttt sttt sttt 45



RESUMEN

La parasitosis afectaba solo a paises en vias de desarrollo y regiones tropicales, pero actualmente
con la globalizacién se han ampliado al resto de paises desarrollados, debido al aumento de
infeccion en animales reservorios, diseminacion en insectos vectores y vehiculos como el agua
y alimentos El objetivo de este trabajo fue comparar técnicas de determinacion de
enteroparasitos en muestras bioldgicas y no biolégicas, para determinar su aplicabilidad en los
Laboratorios de diagndstico. La metodologia aplicada en esta investigacion es de nivel
descriptiva, disefio documental, cohorte transversal y retrospectiva. Para la muestra de estudio,
se obtuvieron documentos de fuentes primarias y secundarias, estuvo conformada en su totalidad
por 59 publicaciones que abordan el tema de investigacion, los documentos fueron registrados
en las siguientes bases de datos: NCBI (5), PubMed (10), JURN (8), Google academico (14),
Scielo (10), Mediagraphic (2), Elseiver (7), ademas de paginas web como; MINSA (1), INEC
(1) y documentos electronicos como; libros (2), tesis de pregrado (1) y manuales (3), aplicando
criterios de inclusion y exclusion. Los resultados revelaron que, las muestras bioldgicas y no
bioldgicas necesitan realizar la técnica de sedimentacion y filtracion de muestras para identificar
parésitos, no obstante, las muestras de suelo es méas comdn encontrar huevos o quistes
parasitarios. Se concluye que no todas las muestras aplican el mismo procedimiento para
determinar parasitos, ya que cada una tiene diferentes caracteristicas, asi como, las muestras de
insectos necesitan ser disecados, lavados o macerados para obtener el sedimento contenido de

enteroparasitos.

Palabras claves: enteroparasitos, sedimentacion, vectores, diseminacion, técnicas.



ABSTRACT

Parasitoses used to affect only developing countries and tropical regions, but nowadays with
globalization they have been extended to the rest of developed countries, because of the increaseof
infection in reservoir animals, dissemination in insect vectors and by means of water and food.The aim
of this research was to compare techniques for the determination of enteroparasites in biological and
non-biological samples, to determine their application in diagnostic laboratories. The methodology
applied in this research is descriptive, documentary design, cross-sectional cohort and retrospective.
According to the study sample, documents were obtained from primaryand secondary sources, and
consisted entirely of 59 publications that relate the research topic; thedocuments were registered in the
following databases: NCBI (5), PubMed (10), JURN (8), Google academic (14), Scielo (10),
Mediagraphic (2), Elseiver (7), in addition to web pages such as; MINSA (1), INEC (1) and electronic
documents such as; books (2), undergraduate theses (1) andmanuals (3), applying inclusion and
exclusion criteria. The results revealed that biological and non-biological samples require the
sedimentation and filtration technique to identify parasites; however, it is more common to find
parasite eggs or cysts in soil samples. It is concluded that notall samples apply the same procedure to
determine parasites, since each one has different characteristics, as well as, insect samples need to be

dissected, washed or macerated to obtain thesediment containing enteroparasites.
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CAPITULOI.
INTRODUCCION

Los parasitos intestinales son protozoos o helmintos que ingresan al organismo de su hospedador
teniendo como habitat definitivo el intestino. Las infecciones eran comunes en paises en vias de
desarrollo y regiones tropicales, pero actualmente con la globalizaciéon se han ampliado los
limites geograficos de la transmision de parésitos, debido al aumento de infeccidn en animales
reservorios, diseminacion en insectos vectores y vehiculos como el agua y los alimentos?, por
lo que el laboratorista clinico puede y debe colaborar en la deteccion de parasitos, mediante
diferentes métodos y técnicas en muestras bioldgicas y no bioldgicas para esclarecer las

condiciones epidemiolégicas que determinan la transmision.

Tradicionalmente, los laboratoristas clinicos llevan a cabo el diagndstico de infecciones
parasitarias en seres humanos, mediante el empleo de técnicas parasitologicas que permiten la
identificacion de trofozoitos, quistes y ooquistes de protozoos, asi como, huevos y larvas de
helmintos en muestras fecales?. El diagndstico microscdpico de las heces es una herramienta de
investigacion rutinarias, que pueden ser completada con pruebas inmunoldgicas y moleculares

para diferenciar especies morfologicamente idénticas®.

Los parésitos intestinales utilizan diferentes rutas para ingresar al hospedador, la mas comun es
la via oral, algunas especies son capaces de ingresar por via nasal, otras por via cutanea, esta
Gltima es utilizada por familias que cumplen ciclos bioldgicos en la tierra e ingresan activamente
através de la piel. También, se debe recordar que existen helmintos que pueden ingresar por via
anal, cumpliendo un mecanismo conocido como retro infeccion, que puede ocurrir en casos de

enterobiasis y strongiloidiasis .

Entre los principales factores de riesgo asociados a la transmision de parasitos intestinales se
encuentra la contaminacion hidrica, debido a que el agua se comporta como un eficiente
vehiculo para la diseminacion de paréasitos®. La contaminacion de los productos vegetales
obtenidos de los cultivos, ocurre por el riego con agua contaminada, bien sea, que se conduce

por canales de irrigacion abiertos donde drenan las formas parasitarias infectantes que se



encuentran en el suelo y son arrastradas por el agua de lluvia o por la fertilizacién con excretas

de animales parasitados que contaminan el suelo .

Recientemente, se ha realizado el estudio en el “Rio Turbio” en la ciudad de Barquisimeto,
Venezuela, detectandose una alta diversidad y abundancia de enteroparésitos con: Chilomastix
mesnili en el 43,33% de las muestras, Entamoeba coli 23,33%; Uncinaria sp 26,67%);
Blastocystis sp; 13,13%; Entamoeba histolytica/E. dispar 10%, Pentatrichomonas sp; Giardia
sp 6,67%; Endolimax nana; Strongyloides sp y Ascaris lumbricoides con 3,33% ’.

La parasitosis intestinal es conocida como una de las infecciones mas comunes, siendo un
problema de salud publica a nivel mundial, debido a que la transmision esta condicionada por
factores como: amplia distribucion mundial de alimentos procedentes de zonas endémicas de
parasitos, bajo nivel socioecondémico, emigracion, inmigracion, insuficientes condiciones
sanitarias entre otros. En Ecuador se calcula que la parasitosis afecta aproximadamente el 80%

de la poblacion de areas rurales y el 40% en zonas urbano-marginal®.

Se estima que el 4% del total de muertes en el mundo se debe a la contaminacion del agua y el
60% de los casos de giardiasis que ocurren en Estados Unidos son transmitidos por via hidrica.
El 62% en los hogares con nifios menores de 12 afios presentan en condiciones de pobreza, por
tal motivo, los infantes son mas wvulnerables que aquellos con mejores condiciones
socioeconomicas. Ecuador fue ubicado en el 7™ lugar de paises con mayor tasa de pobreza en
Latinoamérica. De acuerdo al Censo realizado por el Instituto Ecuatoriano de Estadistica y

Censo (INEC) en el 2010, se registré en Ecuador, 3.643.806 nifios y nifias menores de 12 afios®.

También, ha sido descrito que, en Ecuador no se conoce con exactitud la verdadera prevalencia
de las enteroparasitosis, debido a que existen subregistros y pocos estudios publicados sobre
esta problematica. En Ecuador la parasitosis intestinal es clasificada dentro del grupo de
enfermedades desatendidas, para tratar de solventar esta situacién, se ha establecido un

programa para la atencion de parasitosis desatendidas (PROPAD) para su investigacion 1°.



Un estudio realizado en expendedores y hortalizas de los mercados publicos de Cuenca,
determind la presencia de parasitos en el 68,10% de expendedores y productos vegetales en
venta. Entre los principales parésitos detectados en las personas se describe Entamoeba
histolytica 19,03% y Cryptosporidium parvun 16,45, mientras que, las especies més frecuentes
en las hortalizas fueron Endolimax nana 41,37%; Entamoeba coli 21,83%; Entamoeba

histolytica 13,79% Y las larvas filariformes de Uncinaria sp 5,74% 1.

Las parasitosis intestinales son causadas por dos tipos de parasitos; helmintos, que son gusanos
macroscopicos Yy los protozoos que constituyen organismos unicelulares que se producen dentro
del hospedador. De acuerdo a su estado inmune, la cantidad de parasitos y el grado de
patogenicidad de las especies, pueden causar enfermedades que afectan al tracto digestivo
causando trastornos; intestinales, hematoldgicos, nutricionales, pondoestaturales, cognitivos,

entre otros 2.

La transmision de las infecciones parasitarias estd determinada por condiciones
socioeconomicas e higiénicas precarias. El ser humano condiciona la transmision de parasitos
con acciones como; construccion de canales de riego, fertilizacién de cultivos con estiércol
fresco, construccion de pozos sépticos cercanos a fuentes de agua, mantenimiento de animales
sin tratamiento antiparasitario, ausencia de control de plagas, que pueden actuar como

reservorios y vectores de parasitos, respectivamente °.

El agua es un elemento importante en la dispersion de las formas parasitarias infectantes, los
quistes y huevos son resistentes a las condiciones medioambientales y pueden permanecer
viables en el agua, lo que hace posible la infeccion de hospedadores a grandes distancias. El
suelo también es fundamental en la viabilidad de formas infectivas parasitarias en el ambiente.
Como se ha comprobado en una investigacion de la arena de playas con animales callejeros y

sus heces que favorecen la transmision de enfermedades infecciosas ©.

La materia fecal de algunos animales reservorios huevos o larvas de geohelmintos, que pueden
persistir en el ambiente, su dosis infecciosa es minima y presentan la capacidad de permanecer

en el suelo por largos periodos®. Los suelos arenosos favorecen la evolucion de estos parasitos,



debido a sus caracteristicas geoldgicas y sedimentos no consolidados, que admiten las
variaciones de humedad, requeridas para convertirse en formas capaces de infectar al

hospedador 3.

Los residuos solidos acompafiados de productos desechables no utilizables y produccién
inapropiada de residuos contribuyen a la proliferacion de agentes infecciosos, los insectos
vectores también son una de las causas fundamentales en la diseminacion de agentes
infecciosos, debido a que estos pueden desplazarse a través del vuelo a largas distancias4. Las
moscas Yy cucarachas funcionan como eficientes vectores mecanicos, debido a que, transportan
formas infectantes de enteroparasitos en su interior (intestino) o superficie (pelos, cerdas, alas 'y

patas®®.

Los parasitos son organismos que se alojan en seres vivos superiores a ellos, para nutrirse y
completar el ciclo de vida. Ademas, permanecen viables en reservorios animales, insectos
vectores y vehiculos como el agua, el suelo o los alimentos 4. Se pueden aplicar diferentes
técnicas de analisis directo, concentracion por sedimentacion, flotacion, cuantificacion de
parasitos, aislamiento de larvas o técnicas especiales. Asi como, coloraciones que son utilizadas
para lograr la visualizacion de protozoos o helmintos en muestras de origen biolégico o no

bioldgico 1.

También, existen métodos inmunoldgicos que, con sus diferentes técnicas constituyen una
herramienta de gran utilidad para la deteccién de anticuerpos y antigenos parasitarios que
pueden ser aplicables en muestras bioldgicas y no bioldgicas. De mas reciente aplicacion estan
las técnicas que constituyen el método diagnostico molecular, entre las que se descartan la

reaccion en cadena de la polimerasa con sus siglas en inglés PCR y la hibridacion en situ 7.

Técnicas aplicadas en muestras bioldgicas:

Heces humanas



La técnica de examen directo, es utilizado para observar formas mdviles de parasitos, como
trofozoitos de protozoos o larvas de helmintos. El procesamiento debe realizarse a la brevedad,

debido a que los estadios morfoldgicos pierden su movilidad®®.

-Técnicas de concentracion por sedimentacion: se basan en la utilizacion de soluciones poco
pesadas para que los paréasitos se vayan al fondo del tubo. Ejemplo: concentrado corriente y
Ritchie 16,

-Técnicas de concentracion por flotacion: utiliza soluciones saturadas de alta densidad que hace

flotar los protozoos y huevos livianos. Ejemplo: Faust, Willis y Sheater 8.

-Técnicas de cuantificacion de huevos: son técnicas estandarizadas con las que se determina la
intensidad parasitaria medida en huevos por gramo de heces o en cantidad de gusanos en el
intestino. Es imprescindible calcular la cantidad de huevos por gramos de heces para
posteriormente determinar el nUmero de gusanos que parasitan a los individuos. Ejemplo: Kato-
Katz y Stoll *°.

-Técnicas de coloracion: emplean colorantes que facilitan la visualizacion de los parasitos.

Ejemplo: Ziehl Neelsen modificado o Kinyoun y Hematoxilina férrica .

-Técnicas especiales: se utiliza una cinta adhesiva para recuperar los huevos de Enterobius

vermicularis o Taenia spp., de la region perianal. Ejemplo: Graham 2.

-Técnicas Cultivo o aislamiento de larvas: se fundamentan en el hidro y termotropismo positivo

de las larvas: Ejemplo: Baermann, Harada- Mori %°.

Técnicas aplicadas en heces de animales

Actualmente se ha observado la tendencia de adquirir mascotas ya sea perros o gatos, quienes
conviven estrechamente con nifios y ancianos, pero muchos de ellos no saben que estas mascotas
en sus heces fecales eliminan quistes, ooquistes, huevos y larvas, que al no aplicar una medida

de control al tratar sus desechos fecales y al no practicar un buen hébito higiénico se ingiere
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accidentalmente y por ende si una persona ingiere huevos de Toxocara canis, esta causa la

toxocariosis humana 2%

En las zonas agricolas y ganaderas predominan animales vacunos y porcinos que, al realizar un
saneamiento deficiente o nulo, favorece la contaminacién con heces humanas del suelo y el
agua, permitiendo la infeccion de vacunos y porcinos, por lo tanto, es necesario conocer técnicas

para detectar parasitos intestinales??, técnicas accesibles como:

-El examen directo en heces de animales domésticos, como el perro, gato etc, aplican el mismo
procedimiento utilizado en el diagnostico de parasitos en heces humanas, pero siempre y cuando
estas muestras sean frescas. Para realizar estudios epidemioldgicos o de investigacion de
factores que causan la parasitosis en humanos, aplican técnicas que permiten identificar huevos,
quistes y larvas presentes en heces de animales, a continuacion, se expresa las técnicas aplicadas

para determinar enteroparasitos en heces de animales?.

-La técnica de concentracion mediante sedimentacion, puede ser espontanea 0 por
centrifugacion, la muestra de heces de animales también es procesada mediante el concentrado

corriente y Ritchie, mismas aplicadas en heces de humanos®.

-Técnica de concentracion mediante flotacion: se basa en el uso de sustancias con densidad
especifica elevada, que hace que el material parasitario se eleve a la parte superior del
tubpermitiendo la recuperacién de quistes, ooquistes y huevos de helmintos livianos, la gran
desventaja de estas técnicas y que los huevos pesados se van al fondo del tubo, perdiendo la

posibilidad de su deteccion. Ejemplo: Gordon e Whitlock, Faust °.

-Técnicas de filtrado para eliminacion de celulosa en muestras fecales: las muestras fecales de
herbivoros contienen mucha celulosa que impide la visualizacion de los parasitos, por lo que se
recomienda filtrar en tamices de diferentes tamafios de poro, por lo general, antes de aplicar

cada técnica se realiza el filtrado'®.
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-Técnicas de cuantificacion de huevos: Para las muestras fecales veterinarias, se emplea la

cuantificacion en camara de McMaster 22,

Insectos vectores

Los insectos son los causantes de la diseminacion de agentes patdgenos e infecciosos
relacionados con la parasitosis, los insectos vectores como las moscas se desplazan a través del
vuelo a largas distancias, transportando en su interior o superficie enteroparasitos. Asimismo,
estos vectores eliminan enteropardsitos en sus heces o al regurgitar la comida anterior para
alimentarse de nuevo, también los parasitos son eliminados por las heces de los dipteros, ademas
las moscas se desarrollan en materiales biologicos en descomposicidn, como las heces, basura,

cadaveres, etc, de manera que facilita la contaminacion o infeccion con patdgenos *°.

Para el aislamiento de parasitos de la superficie del insecto se realiza en vectores mecanicos
como moscas Yy cucarachas. Estos vectores pueden presentar enteroparasitos de interés médico

zoondtico y pueden ser detectados aplicando diferentes técnicas?®.

Las cucarachas son vectores que pueden o no presentar enteroparasitos de interés
médicozoon6tico en un elevado porcentaje (>97%) como: Blastocysti sp principalmente y
Leptomonas sp 3. La tincion de Kinyoun (alcohol &cido-resistente), permite identificar

ooquistes de coccidios intestinales, se miden con ayuda de un ocular calibrado 2.

Al analizar las moscas, se puede encontrar principalmente Blastocystis spp., Endolimax nana,
Entamoeba hartmanni, Entamoeba hitolytica/E.dispar, Entamoeba coli, lodamoeba butschilii y
Ancylostomideos °,

Método Inmunolégico

Suero humano

Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA): es una excelente técnica para la determinacion cuantitativa

de anticuerpos IgG anti-Entamoeba histolytica RIDASCREEN E. histolytica. Se realiza la
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lectura a una longitud de onda de 450 nm y se expresa en densidad dptica (DO). Se determina
un punto de corte con los valores obtenidos. Se considera valores positivos; > 1,1 y valores

negativos; < 0,9 %,

Inmuno Fluorescencia Indirecta: es una técnica inmunoldgica que muestra excelente
sensibilidad y especificidad, sin embrago, requiere del microscopio de fluorescenciay reactivos

de alto costo, por esta razon no se realiza en laboratorios de rutina *°.

Alimentos

Los alimentos como los vegetales, es consumida diariamente por la humanidad y muchas de
ellas son consumidas crudas, como el caso de la lechuga. Varios estudios realizados han
sugerido la posibilidad de transmision de parasitos intestinales por la ingestion de frutas y
verduras crudas cultivadas en areas contaminadas por residuos de heces o huertos donde se
emplean abonos organicos. Los vegetales pueden llegar a ser un vehiculo de transmision de
parasitos intestinales, sobre todo en la poblaciones urbanas y rurales consumen alimentos o

vegetales sin una correcta limpieza de estas?.

Para determinar enteroparasitos en este tipo de muestras se utiliza la sedimentacion espontanea,
técnica de Faust, coloracion de kinyoun. La lechuga es considerada uno de los vegetales mas
contaminados, se ha descrito en ellas: Entamoeba spp, Strongyloides stercoralis, Toxocara spp.,

entre otros 2°.

Los vegetales de establecimientos de “comida rapida”: ha sido bien documentado el riesgo que
implica el consumo de alimentos expendidos en puestos ambulantes 2°. Existen reportes de la
presencia de: Entamoeba histolytica/E. dispar/E. moshkovskii, Blastocystis spp; Giardia spp y

Ancylostomideos ',

-Método de recoleccion de muestra: Se recoge al azar muestras de vegetales picados sin

aderezos, estas corresponden a hortalizas que se consumen crudas. Para visualizar mejor las
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estructuras parasitarias puede utilizar Solucién Yodada para tefiirlas. Mientras que, para

reconocer los coccidios debe realizar la tincion de Kinyoun %,

Técnicas aplicadas en muestras no biologicas:

Agua

La contaminacion parasitaria del agua, indica la presencia de material fecal dispersada por el
agua actuando como vehiculo de formas parasitarias, que pueden ser resistentes a las
condiciones ambientales y estas al consumirla por los pobladores que se abastecen de estas,

pueden infectar y enfermarlos’.

De acuerdo a Gonzalez et al, se ha demostrado mediante un analisis comparativo realizado a 3
tipos de cuerpos hidricos; agua entubada que surte a viviendas, agua de regadio y agua estancada
en pozos, determinacion realizada mediante la aplicacion de técnicas sedimentacion, flotacion
y cuantificacion de huevos. Donde al comparar resultados de cada uno de ellos, se concluye que
el agua con menos contaminacion es el agua entubada que surte a las viviendas (57,14%), a
diferencia del agua de regadio y estancada en pozos, resultaron contaminadas al (100%), es decir

todas las muestras obtenidas del agua de regadio y estancada en pozos resultaron contaminadas®.

También se determind la frecuencia de los géneros parasitarios presentes en los 3 tipos de
cuerpos de agua, el resultado del agua entubada presenté menos contaminacion por protozoarios
y helmintos: Amebas de vida libre (1,36%), Balantidium spp. (7,48%), Eimeria spp. (5,44%) y
larvas de nematodos (0,68%). Mientras que, los resultados del agua estancada indican mayor
contaminacion con Entamoeba spp. (56,67%), Giardia duodenalis (23,33%) y Cyclospora spp.
(6,67%). Finalmente, el agua de regadio se determino la presencia de microorganismos de vida
libre en un mayor porcentaje: Psorospermiun hackeli (13,51%), ciliados de vida libre (67;57%),
flagelados de vida libre (89,19%) y Diatomeas (70,27%)°.

La deteccion de parésitos en muestras de agua es dificil, por lo que siempre se recomienda
recolectar grandes cantidades de agua, como minimo 20L, utilizando envases de plastico de
paredes lisas y tapa hermética para evitar derrames durante el traslado al laboratorio’.
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- Sedimentacion por centrifugacion: permite obtener el sedimento al cual se le agrega formalina
al 7%, para fijar las formas de los parasitos. Para aumentar la probabilidad de extraccion de

parasitos se pueden aplicas las técnicas de Ritchie y Sheater ™

-Técnica de cuantificacion de huevos de helmintos en agua, modificada por Bouhoum y
Schwartzbrod: permite cuantificar los huevos de helmintos por litro de agua, e identificar otras

especies de parasitos de manera simple y efectiva ‘.

Suelo

En este tipo de muestras se puede identificar trofozoitos, larvas, huevos de helmintos, quistes y
ooquistes de protozoos*.

Ancylostoma sp. es uno de los parasitos encontrados con mas frecuencia en arena de playas
turisticas, debido a que estos parasitos son cosmopolitas de regiones tropicales y subtropicales.
Los suelos que retienen humedad permiten su desarrollo, de manera que la fuente de infeccion
para el ser humano, son arenas contaminadas con heces de animales como el gato o perro

infectados con Ancylostoma sp. 4.

También Strongyloides sp son encontrados frecuentemente en muestra de suelo y arena, este
helminto puede replicarse dentro del huésped humano, las larvas de Strongyloides sp, presentes
en el suelo, penetran a través de la piel, sobre todo en personas que caminan descalzos. Esta
infeccion puede ser asintomatica, pero en el caso de personas inmunocomprometidas, con
desnutricion o con enfermedades que desarrollan hiperinfecciones, el parasito puede causar

autoinfeccion interna y multiplicarse dentro del huésped®*.

-Técnica de flotacion: permite detectar huevos de nematodos y cestodos.

-Técnica de aislamiento de larvas del suelo

15



-Técnica de Baermann: se fundamente en el termo e hidrotropismo positivo que muestran las
larvas de nematodos. Es una técnica de aislamiento de larvas de gran utilidad para analizar

muestras de tierra o arena®.

Restrepo et al. (2012), asumen que en los laboratorios de Colombia una practica rutinaria para
realizar un examen parasitologico de forma rapida, es el examen directo en solucién salina y
Lugol, debido a que no todos los laboratorios cuentan con materiales para aplicar la técnica de
Ritchie. De acuerdo al Sistema General de Seguridad Social en Colombia (Ley 100 de 1993)
autoriza la utilizacion de un coprolégico directo para el diagnostico de parasitos intestinales®®.,

Restrepo et al. (2012), también evidencio que el diagndstico de geohelmintiasis, requiere la
utilizacion de técnicas adicionales que aumentan la sensibilidad de las muestras, es decir
aumentar la probabilidad de obtener muestras positivas, por lo tanto, concluyen que la técnica
de Kato-Katz ofrece resultados confiables para el diagnostico de geohelmintiasis intestinales en

Colombia?®,

De acuerdo a los antecedentes mencionados y la informacion de factores que causan la
enteroparasitosis, surge el planteamiento de la siguiente pregunta ¢Es importante conocer las
técnicas utilizadas para la determinacién de enteroparasitos en muestras bioldgicas y no
bioldgicas? Debido a la prevalencia de enteroparasitos en el humano a causa de contaminacién
mediante diferentes factores, se considera importante realizar una comparacién de técnicas de
deteccion de enteroparasitos en muestras bioldgicas y no bioldgicas, que permita documentar
las diferentes técnicas y la importancia de su aplicabilidad en los laboratorios de diagnostico

con el fin de generar un aporte a la salud publica.

Este estudio permite conocer los diferentes procedimientos de analisis de muestras biologicas y
no bioldgicas, que se emplean para detectar parasitos intestinales. Esto se logra mediante la
recopilacién de documentos publicados, con esta informacion se conoce las técnicas que son
aplicadas en investigaciones clinicas y epidemiologicas, que serviran en la formacion
profesional de los laboratoristas, para que puedan integrarse en equipos que realiza en estudios
epidemioldgicos, donde se busque dilucidar fuentes de infeccidn, reservorios, vectores y
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vehiculos de parasitos que contaminan a los seres humanos, contribuyendo en los programas
sanitarios de control integrado de parasitos, buscando mejorar la calidad de vida de pobladores

de areas rurales y urbanas.

El objetivo del proyecto investigativo fue comparar las técnicas de deteccion de enteroparésitos
en muestras biologicas y no bioldgicas, mediante una investigacion bibliografica, para

determinar su aplicabilidad en los Laboratorios de diagnostico.

CAPITULO II.
METODOLOGIA

La presente investigacion se desarrollé de acuerdo a las siguientes consideraciones.

Nivel

De tipo descriptivo, debido a que describe informacion o situacién actual sobre el tema
planteado, mismas que son obtenidas de fuentes cientificas, que sustentd el desarrollo de la
investigacion, que permitio establecer la importancia mediante la comparacion de técnicas de

deteccion de enteroparésitos en muestras bioldgicas y no bioldgicas.

Disefio

Documental, porque se realizd una revision sistematica de documentos cientificos publicados
sobre determinacion de enteroparasitos en muestras bioldgicas y no bioldgicas, para lo cual se
consulté articulos cientificos, manuales, libros y estudios investigativos sobre el tema
publicados en bases de datos cientificos reconocidos como NCBI, PubMed, Google Académico,
Scielo, Elseiver, JURN.
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Cohorte

Transversal, puesto, a que el proyecto se desarroll6 en un periodo determinado y un solo bloque
de resultados obtenidos de la recoleccién y analisis de documentos bibliograficos publicados
entre el afio 2011 y 2021, donde se obtuvo informacion valida mediante la investigacion de
diferentes datos cientificos en paginas, revistas de gran impacto nacional e internacional que

nos proporcione informacion cientifica.

Retrospectivo
El proyecto se trabajé con diferentes fuentes bibliograficos, obtenida de bases de datos
confiables y actualizadas publicadas en la Web, que permitieron analizar, comparar y discutir

sobre la informacion obtenida referente al tema de este proyecto.

Poblacion

La poblacién de estudio estuvo conformada con 146 publicaciones registradas en las siguientes
bases de datos: NCBI (13), Scielo (25), PubMed (30), Google Académico (34), Mediagraphic (7),
JURN (18), Elseiver (10), ademas se incluyeron péaginas webs como; MINSA (1), INEC (1) y

documentos electrénicos como; libros (2), tesis de pregrado (2) y manuales (3).

Estrategia de basqueda

La busqueda bibliografica sobre el tema planteado, se realiz6 mediante buscadores de datos
cientificos, donde se utilizaron las palabras estratégicas de busqueda “parasitos intestinales”,
“enteroparasitos”, ‘“determinacién de enteroparasitos”’, “vegetales con enteroparasitos”,

2 (13 2 (13

“enteroparasitos y suelo”, “enteroparasitos y agua”, “enteroparasitos humanos en insectos”,
“técnicas deteccidn enteropardsitos”, “enteropardsitos en muestras no biologicas”, “parasitos en
agua”, “parasitos en tierra”, “deteccion de pardsitos intestinales en vegetales”, “pruebas

2 ¢

inmunologicas enteroparasitos”, “prevalencia de enteroparasitos”.

La mayor parte de los documentos encontrados en la bases cientificas latinoamericanas estaban
escritos en espariol, mientras que, los descargados de bases cientificas internacionales estaban
eninglés, la seleccién de los documentos cientificos utilizados en el trabajo ser realizé aplicando

los criterios de inclusion y exclusion, dentro del criterio de inclusion, las revistas cientificas,
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manuales y libros deben ser publicados en los Gltimos 10 afos, los articulos seleccionados
incluian determinacion de enteroparasitos en muestras bioldgicas y no bioldgicas. Como criterio
de exclusion se tomo en consideracion el tiempo de la publicacion, los articulos cientificos,
manuales, libros con més de 10 afios fueron descartados. También, fueron excluidos aquellos

articulos que no tienen autoria, ni traten sobre la deteccion de enteroparasitos.

Por lo tanto, la poblacidn en su totalidad estuvo conformada con 146 publicaciones que abordan
el tema de deteccidn de enteroparasitos en muestras biolégicas y no bioldgicas, publicadas en
revistas indexadas en bases nacionales e internacionales entre las que se ubican en Scielo,
PubMed, Elseiver, Mediagraphic, NCBI, JURN, Google Académico, quienes presentaban

tematicas sobre determinacion de enteroparasitos.

Muestra

Para la seleccion de muestras se escogieron 59 publicaciones registradas en las siguientes bases
de datos: NCBI (5), PubMed (8), JURN (5), Google académico (10), Scielo (17), Mediagraphic
(4), Elseiver (2), ademas se incluyeron paginas webs como; MINSA (1), INEC (1) y documentos
electronicos como; libros (2), tesis de pregrado (1) y manuales (3), toda esta seleccion fue

realizada tomando en cuenta los criterios de inclusion y exclusion.

Criterios de Seleccion

Criterios de inclusién

Se empled articulos cientificos, libros y manuales publicados hasta hace 10 afios, debido a que,
el proyecto investigativo necesita informacion actualizada referente a técnicas de deteccion de
enteroparasitos. Se incluyé manuales que contengan técnicas de determinacion de
enteroparasitos, porque estos documentos describen detalladamente el proceso de cada técnica.
Asimismo, los articulos cientificos donde analizan muestras bioldgicas y no biologicas, porque
permitieron identificar el procedimiento a realizar de acuerdo a cada muestra. También se tomd
en cuenta, los articulos cientificos donde comparan técnicas fueron de mucha ayuda, ya que,

proporciond informacion de técnicas mas confiables para su aplicabilidad en el laboratorio.
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Por lo tanto, fueron seleccionados 59 publicaciones registradas en las siguientes bases de datos:
NCBI (5), PubMed (8), JURN (5), Google académico (10), Scielo (17), Mediagraphic (4),
Elseiver (2), ademas se incluyeron paginas webs como; MINSA (1), INEC (1) y documentos
electrénicos como; libros (2), tesis de pregrado (1) y manuales (3), toda esta seleccion fue

realizada tomando en cuenta los criterios de inclusion y exclusion.

Criterios de exclusion

Los articulos cientificos, manuales y libros publicados hace mas de 10 afios, fueron excluidos,
debido, a la informacion anacronica que podria incluir en la investigacion realizada. Los
articulos cientificos mal documentados, no pueden ser incluidos, porque podria conllevar a
exponer informacion errénea y desprestigiar el documento investigativo y a su institucién. Los
articulos sin autoria, muchas veces no garantizan informacion fiable, mientras que, los articulos
cientificos que no incluyen técnicas ni informacion referente al tema son excluidas, porque no

presentan temas de interés investigativo.

Técnicas y procedimientos

- Se inici6 la basqueda de informacion cientifica sobre informacion general de investigaciones
realizadas de enteroparasitos en muestras bioldgicas y no bioldgicas, a nivel nacional e
internacional, de articulos cientificos, organizaciones y libros presentados en linea, extraidos de
buscadores confiables como NCBI, PubMed, Google Académico, Scielo, JURN, Mediagraphic,
Elseiver y la web, tomando en cuenta las variables de estudio y el tiempo de publicacion de las

mismas.

- Después se procedio a recolectar informacién cientifica de técnicas aplicadas en la
determinacion de enteroparasitos en muestras bioldgicas y no bioldgicas, y en caso de
comparaciones de técnicas también fueron seleccionadas.

- De toda la informacion obtenida fueron seleccionados 59 publicaciones, de diferentes bases

de datos. De cada una de ellas se realizaron lecturas profundas buscando informacion sobre las
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técnicas de deteccion de parasitos empleadas en diferentes muestras que los puedan contener a

nivel nacional e internacional.

- Seevalud el aporte cientifico de los datos seleccionados de las publicaciones obtenidas sobre
la determinacion de enteroparasitosis en muestras biolégicas y no bioldgicas, con la finalidad
de dar cumplimiento a los objetivos planteados. Con los datos y estudios obtenidos, se realiz6

una tabla comparativa, que fue de utilidad para plantear la discusion del estudio.

Procesamiento estadistico

En la presente investigacion se recolectaron datos cualitativos de actualizados publicados en
articulos cientificos indexados relacionados con el tema y la cual permitié desarrollar la
recopilacion de las técnicas que se emplean en la deteccion de enteroparasitos en muestras
bioldgicas y no biologicas, mediante la clasificacion realizada permitié comparar y analizar la
utilidad de cada técnica segun el tipo de muestra. Por lo tanto, no aplico el procesamiento
estadistico, debido a que esta investigacion es de tipo bibliografico y no incluye el uso de base

de datos o informacidn en cifras para su realizacion.

Consideraciones éticas

Este proyecto al ser un disefio documental realizada totalmente a través de la Web, no requirid
la aprobacion de ningin Comité de Bioética reconocido por el Ministerio de Salud Publica,
porque esta investigacion no afectd, ni puso en peligro la integridad del ser humano, la flora, la

fauna o el medioambiente.
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA
BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

1

Comparacion de técnicas de deteccion de
enteroparasitos en muestras bioldgicas y no
bioldgicas.

- 1 Eleccion de idioma:
BUsqueda de fuente | __—* espafiol, inglés

de informacion

1

Base de datos cientificos:
NBCI, Scielo, PubMed,

JURN, Google académico,
Mediagraphic, Elseiver,

Cumple con los criterios de inclusion:
Contiene informaciéon util para el
desarrollo del proyecto, entre 5-10 afios
de publicada, 5 afios para articulos
cientificos (95%) y hasta 10 afios libros
(5%), deben ser de base de datos
reconocida y que contengan resultados de
pruebas de diagndstico.

l

Documentos seleccionados: 59

NCBI (5), PubMed (8), JURN (5), Google
academico (10), Scielo (17), Mediagraphic
(4), Elseiver (2), ademas se incluyeron
paginas webs como; MINSA (1), INEC (1),
y documentos electronicos como; libros (2),
tesis de pregrado (1) y manuales (3).

l

59 documentos con informacion cientifica
que permitio realizar el andlisis, parafraseo
de la informacion y citadas con normas
Vancouver

Comparar las técnicas de deteccion de enteroparasitos
en muestras bioldgicas y no biolégicas, mediante una
investigacion bibliografica, para determinar su
aplicabilidad en los Laboratorios de diagndstico

Palabras clave: determinacion de enteroparasitos,
vegetales con enteroparasitos, muestras no
bioldgicas con enteroparasitos, enteroparasitos
humanos en insectos, técnicas para determinar
enteroparasitos, prevalencia de enteroparasitos.

Bases de Datos revisadas, documentos descargados (146)
NCBI (13), Scielo (25), PubMed (30), Google Académico
(34), Mediagraphic (7), JURN (18), Elseiver (10), La web (9)

1

Aplicar criterios de inclusién y exclusién para la
seleccion de articulos cientificos, libros y manuales.

1

No cumple con los criterios de inclusion:

No contiene informacion util para el desarrollo
del proyecto, articulos cientificos y libros
publicados hace mas de 10 afios, no incluyen
resultados de pruebas de diagndstico, no son de
base de datos reconocidas.

l

Articulos excluidos:
37 por el afio de publicacion, 25 no
incluian informacion referente al tema
planteado, 17 no incluia autor, 8
presentaban estudios de otro tipo de
parasitos (Hemoparasitos).

l

Descartar articulos: 87
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CAPITULO IIlI.
DESARROLLO

En el presente trabajo de investigacion de carécter bibliografico, fue realizado mediante la
recopilacion de documentos con informacion cientifica de fuentes bibliogréficos actualizados. Se
logré obtener informacién cientifica de las siguientes bases de datos: NCBI, PudMed, JURN,
Scielo, Elseiver, Mediagraphic, Google Académico y en la Web se pudo encontrar libros,
manuales, tesis de pregrado y paginas Web de acceso abierto, en la que se encontré informacién
de los datos requeridos acorde a los objetivos planteados.

Técnicas aplicadas en muestras biolégicas

Heces Humanas
Examen directo:

-Colocar en un portaobjeto una gota de solucion salina (0,85%) y en el otro extremo una gota de
lugol (4%), con un palillo homogenizar la muestra en cada gota de manera independiente!122°,
-Colocar un cubreobjetos a cada preparacion, para realizar la observacion microscépica con 100 y

400 aumentos 11229,

1. Técnicas de concentracion por sedimentacion:

1.1 Ritchie: es una técnica que se basa en separar los parasitos de los restos de alimentos contenidos
en las heces, para facilitar la visualizacion microscopica, permite la investigacion de todas las

formas parasitarias incluyendo huevos livianos y pesados >%°.

-Homogenizar 2g de heces en 10 ml de agua y filtrar con doble gasa, mientras el filtrado es recogido
en un tubo cénico de 15 ml.

-Centrifugar a 2.500 rpm durante 1 minuto, el sobrenadante se decanta agregando 10 ml de agua
destilada a 45°C, mas 100 ul de detergente neutro (Tween 20).

-Repetir el procedimiento por duplicado hasta observar el sobrenadante limpio.
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-Decantar el sobrenadante, tomar una gota de sedimento y colocar en una lamina, afiadir una gota

de lugol, mezclar y colocar un cubreobjeto para luego proceder a observar en el microscopio 2.

2. Técnicas de concentracion por flotacion:

2.1 Willis: es una técnica de flotacion rapida, sencillay econdmica, los huevos de helmintos tienden
a subir y adherirse a la laminilla debido a que estos huevos tienen un peso menor que la solucion
saturada de cloruro sddico de densidad 1,200 (315 g NaCl mas 890 ml de H,0)>%.

-Tomar una muestra de heces del tamafio de un garbanzo y colocar en un tubo, se afiade solucion
de cloruro sodico saturada para disolver la muestra, realizar un breve filtrado con ayuda de una
gasa y luego afiadir mas solucion hasta el borde.

-Colocar un portaobjeto sobre el menisco de la solucién que sobresale el borde del recipiente.
-Después de 15 a 20 minutos, retirar el portaobjeto y colocar un cubreobjeto para proceder a

observar en el microscopio®®.

2.2 Faust: esta técnica se basa en aplicar la centrifugacién y flotacion para concentrar quistes, y
larvas con solucién de sulfato de zinc.

-Mezclar 2 g de heces con 10 ml de agua destilada en un tubo de ensayo,

-Centrifugar a 3.000rpm durante 3 minutos, luego eliminar el sobrenadante, y agregar 2-3 ml de
agua para volver a centrifugar, repetir 3-4 veces este procedimiento hasta obtener un liquido claro,
luego afadir 3-4 ml de solucion de sulfato de zinc al 33,3%.

-Centrifugar a 3000rpm durante 3 minutos, se afiade sulfato de zinc hasta el borde del tubo, y se
coloca la lamina cubreobjetos sobre el menisco que sobre sale del tubo, se deja reposar 15 minutos,

se retira el cubreobjetos y colocar 1 gota de Lugol para proceder a observar al microscopio®.

2.3 Sheather: permite separar, concentrar y recuperar quistes de protozoos y huevos livianos de
helmintos. Es la técnica de eleccion para concentrar ooquistes de Cryptosporidium spp.,
Cyclospora cayetanensis y Cystoisospora belli.

-Realizar una suspension de heces con 2 g de materia fecal disuelto en 5 ml de solucion salina

fisioldgica, luego se filtra la suspension de heces con doble capa de gasa.
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-Tapar el tubo y centrifugar a 1.500 rpm durante 2 minutos, luego decantar el sobrenadante, para
afiadir solucion fenolada azucarada al sedimento, mientras se agita se continda afiadiendo solucion
fenolada hasta completar 2 cm bajo el borde del tubo.

-La preparacion se centrifuga a 1.000 rpm durante 10 minutos, tomar gotas de la superficie del

menisco para montar la muestra y observar al microscopio con aumentos de 100 y 400x3%,

3. Técnicas de cuantificacion de huevos

3.1 Kato (cualitativo): se debe preparar la solucion de Kato con Glicerina (100 ml), agua destilada
(100 ml) y verde malaquita al 3% (1 ml). El papel celofan se corta en trozos de aproximadamente
2x4 cm, estos deben ser introducidos en la solucion de Kato durante 24 horas previas a su uso para

que se impregnen de la solucion 1172,

-Colocar una porcion de heces del tamafio de un frijol en una lamina portaobjetos, cubrir con el
trozo de papel celofan embebido en la solucion de Kato.

-Presionar contra la mesa de trabajo o con otra ldmina portaobjeto para que por capilaridad la
muestra se distribuya homogéneamente entre el papel celofan y la lamina, evitando que se formen
burbujas de aire %1%,

-Colocar la preparacion bajo la luz para que la glicerina clarifique los huevos durante 10 minutos,
para posteriormente realizar su observacion microscopica con objetivo de 10x.

-Los resultados solamente indicaran presencia o ausencia de huevos de helmintos, con esta técnica

no se puede determinar la intensidad parasitaria 1720,

3.2. Kato-Katz (cuantitativo):

-Colocar una porcion de heces sobre un papel desechable y cubrir la muestra de heces con una
malla de nylon, de manera que al presionar con un aplicador de pléstico se obtiene una cantidad de
heces filtradas®!.

-Con la ayuda de una espatula, tomar las heces filtrada y colocar en el orificio del molde plastico
situada sobre un portaobjeto.

-Retirar con cuidado el molde manteniendo la forma y el volumen del orificio del molde, luego se

procede a cubrir la muestra con trozo de papel celofan previamente preparado.
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-Invertir la preparacion y hacer presion sobre la mesa de trabajo de manera que la extensién cubra
un area de 20 a 25 mm de diametro.

-Dejar reposar 1 hora a temperatura ambiente y proceder a leer bajo un microscopio.

El nimero de huevos contados es multiplicado por 24, debido a que el orificio del molde mide el
volumen de heces equivalente a 41,7 mg. Esta técnica determina la presencia de huevos de
Trichuris trichiura, Ascaris lumbricoides, Ancylostomidios (Necator americanus y Ancylostoma

duodenale) visible minimo después de 30 minutos y huevos de Hymenolepis nana 3132,

3.3. Stoll: permite evaluar la intensidad de huevos de helmintos y gusanos redondos como; Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura, Anquilostomideos (Necator americanus y Ancylostoma
duodenale) y Strongyloides stercoralis, también permite cuantificar platelmintos. Es un método
que se basa las diluciones empleadas para determinar los resultados, debido a que la muestra es
menor en comparacion al hidroxido de sodio 233,

-En un tubo conico colocar hidroxido de sodio 0.1N hasta la marca 5.6 ml

-Agregar muestra de heces hasta llegar a la marca 6 ml.

-Afadir 5 perlas de vidrio, cerrar el tubo y agitar 1 minuto

-Dejar reposar 15 minutos, con una pipeta seroldgica tomar 75 pl (0,075 ml) de la parte media de
la suspension y colocar en un portaobjeto para montarlo y proceder a observar en el microscopio,
se observara todos los campos.

Para obtener los resultados, el nimero de larvas o huevos encontrados es multiplicado por los
factores de acuerdo a la cantidad de suspension tomada (0,075 o 0,15ml) considerando la

consistencia 2%,

Cuadro 1: Factor aplicado para el célculo de acuerdo a la consistencia de las heces.

Duras 0,075 ml 200
Pastosas 0,075 ml 400
Liquidas 0,075 ml 800

Duras 0,150 mi 100

26



Pastosas 0,150 ml 200
Liquidas 0,150 ml 400

El resultado es expresado por mililitros en heces (ml)

4. Técnicas de coloracién.

4.1 Ziehl Neelsen modificado o Kinyoun: esta técnica de coloracion pone en evidencia los
ooquistes de coccidios intestinales: Cryptosporidium spp., Cystoisospora belli y Cyclospora
cayetanensis excretadas en heces de individuos infectados®.

-Realizar un frotis de heces, dejar secar y fijar con metanol por 30 segundos.

-Se introduce en carbol-fucsina por 10 minutos, luego lavar con agua destilada.

-Decolorar con alcohol-acido clorhidrico por 30 segundos, luego lavar con agua destilada

-Dejar secar a temperatura ambiente y proceder a observar en el microscopio®82°,

4.2 Hematoxilina férrica: es una técnica de coloracion e identificacion de trofozoitos y quistes
de protozoos. El resultado dependera de una correcta ejecucion, donde la clave esta en la fijacion,
diferenciacion y deshidratacion 8%,

-Suspender la muestra con el fijador Schaudinn modificado en relacion 10:1 (10ml de fijador para
1 g o 1 ml de heces), la muestra debe permanecer 6 horas en el fijador para después proceder a
realizar la coloracion, luego agitar el frasco que contiene la muestra con el fijador y traspasar 1 ml
de la mezcla a una centrifuga, luego llenar el tubo con agua destilada y centrifugar a 2.000 rpm
durante 2 minutos. Descartar el sobrenadante (repetir proceso para eliminar el exceso de fijador).
-Agregar la misma cantidad de albimina de Mayer que se tiene del sedimento de heces, mezclar y
realizar el extendido con 1-2 gotas sobre una lamina portaobjeto.

-Dejar secar y luego introducir la preparacion en las siguientes soluciones: alcohol 50% (5 min);
alcohol yodado 70% (2-5 min); alcohol 70% (2-5 min); alcohol 50% (3-5 min).

-Lavar con agua corriente (3-10 min), colocar solucion mordiente sulfato férrico amonico (10 min),
lavar (3 min) y afiadir Hematoxilina acuosa (10 min), lavar (2min) y agregar acido picrico saturado
(diferenciador) (10-15 min), lavar (15 a 30 min), deshidratar con alcoholes en incremento; 70%,
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95% y dos cambios en 100%, dejamos secar 2 minutos cada uno, colocar Xilol (2 min), colocar 1-

2 gotas de Permount, dejar secar y observar al microscopio®%.

5. Técnica especial:

5.1 Graham: se usa una cinta engomada transparente de 12 cm de largo por 1 de ancho, esta se
pega en el portaobjetos permitiendo que sobresalgan los dos extremos de la cinta. Un extremo se
usara para sostener la ldmina y la otra se pega a un bajalenguas. Al momento de usar, la cinta se
despega del baja lenguas y se doble por detras de esta dejando la parte con goma por fuera. Se
realiza varias aplicaciones en la zona perianal, se vuelve a pegar en la placa de vidrio. Para proceder

a observarlas se desprende el baja lenguas *3*.

5. Técnicas de cultivo o aislamiento de larvas:

5.1 Cultivo en carbon vegetal: se prepara una mezcla de consistencia homogénea con 50 gr de
heces y agua destilada, se afiade un volumen de carbdn vegetal granulado de porcion similar al de
las heces, se homogeniza el preparado, para colocarlo sobre un disco de papel de filtro previamente
humedecido en agua destilada, que debe estar contenido en una placa de Petri, se mantienen a
temperatura ambiente y oscuridad. Después de 5 a 6 dias se afiade un poco de agua para restaurar
la humedad y se revisa diariamente, observando los bordes del disco de papel con una lupa para

confirmar la migracion de las larvas +>%.

5.2. Harada-Mori: es una técnica de cultivo que permite que los huevos de nematodos liberen las
larvas rhabditoides y estas migren al agua que se mantienen a 37°C cumpliendo el hidrotropismo y
termotropismo positivo que poseen. Es util en el estudio de larvas de Ancylostomideos, (Necator
americanus y Ancylostoma duodenale)®.

-Colocar entre 0,5-1,0 g de heces sobre el tercio medio de una tira del papel filtro y extender la
muestra sin que llegue a al borde superior, ni inferior, luego colocar 2 ml de agua tibia en el tubo
de ensayo e insertar la tira de papel de filtro que contiene la muestra fecal dentro del tubo, cuidando
que el agua del fondo cubra el borde inferior del papel que quedo sin heces, quedando la porcion

de heces extendida fuera del agua (no mojar el extendido).
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-El tubo con la preparacion se coloca en una gradilla y se mantiene a 37 °C durante 14 dias. El nivel
del agua se revisa diariamente y en el caso de la pérdida del agua por evaporacion se procede a
verificar si presenta larvas moviles en el sedimento.

-Recoger una porcion de sedimento con ayuda de una pipeta Pasteur y es colocada en una caja Petri
para ser observada al microscopio estereoscépico.

-Para el estudio de morfologia diferencial de las larvas, la muestra es colocada en una laminilla con
su respectivo cubreobjetos, o en ciertos casos se agrega Lugol al sedimento para inmovilizar las

larvas, finalmente se procede a observar en el microscopio 6ptico %%,

5.3. Baermann (modificado): método utilizado para recobrar larvas de Strongyloides stercoralis
de heces, suelo, tejidos etc.

-Verter el agua a 37 °C dentro del vaso de sedimentacién hasta 3 cm antes del borde.

-Tomar aproximadamente 5 g de heces y envolverla con una gasa de 4 dobleces, se coloca la
preparacion dentro de un embudo que se introduce en vaso, la gasa debe tocar el agua, pero no
estar sumergida del todo.

-Dejar reposar durante 1 hora, tiempo suficiente para aislar las larvas de muestra fecal, luego
colocar gotas del sedimento con la ayuda de una pipeta Pasteur colocar una gota sobre una laminilla

para realizar su identificacion en el microscopio'®%,

7. Técnicas alternativas

7.1 TF-Test o Three Fecal Test: consiste en encontrar los parasitos aplicando la sedimentacion

por centrifugacion, la muestra es recolectada durante 3 dias alternos, el Kit estd compuesto por 3

tubos que contienen 5 ml de tampdn neutro-solucion formalina 10% 3.

7.2 Flotac: esta técnica se basa en la flotacién centrifuga de una suspension de muestra fecal, de
manera que la porcion de suspension flotante permite realizar el recuento de huevos®*.

El aparato Flotac es un dispositivo cilindrico, termoplastico amorfo de policarbonato, este aparato
estd compuesto por la base, disco de transferencia y disco de lectura. También estd compuesta por

dos camaras de 5 ml.
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La solucién conservante estd compuesta de:

-Formaldehido (CH20), solucion al 40%

-Trihidrato de acetato de sodio (CH3COONa. 3H20)

-Acido acético glacial (CHsCOOH)

Realizar una suspension de heces, filtrar y colocar en un tubo cénico y luego centrifugar a 1500
rpm por 3 minutos a temperatura ambiente. Desechar el sedimento y llenar el tubo con solucion de
flotacion hasta el nivel de 11 ml. Homogenizar la preparacion y llenar en las dos camaras de
flotacion, después cerrar las camaras y centrifugar durante 5 minutos a 120 RCF. Analizar las partes
superiores de las caAmaras de flotacion bajo un microscopio. Esta técnica fue aplicada en el area de

parasitologia veterinarias en un principio, pero actualmente es realizada en heces humanas®..

Heces de animales

1. Examen directo: se realiza de manera similar a como es aplicada a las muestras de seres
humanos?®. Se deben colocar 2 gotas separadas de salina al 0,85% y Lugol en la lamina
portaobjetos para homogeneizar la muestra fecal, colocar un cubreobjeto a cada preparacion y

proceder a observar en el microscopio dptico 3¢,

2. Técnicas de concentracién por sedimentacion:

2.1 Sedimentacion espontanea:

-Tomar 4 g de heces y colocar 10 ml de solucion salina, homogenizar, luego se traspasa a un tubo
conico de pléstico de 13 x 2,5 cm, de 50 ml de capacidad filtrando con doble capa de gasa.
-Agregar solucién salina fisioldgica, se tapa el tubo para agitar durante 30 segundos y dejar reposar
por 45 minutos, eliminar el sobrenadante y con una pipeta Pasteur tomar una gota de muestra del
fondo del tubo. Luego colocar una gota de solucion salina fisioldgica y otra de Lugol en una lamina
y agregar 1 gota de sedimento en cada una de ellas, mezclar y colocar las laminillas, para proceder

a observar en el microscopio 2%

2.2 Ritchie: se realiza de manera similar a como es aplicada en muestras de seres humanos, aunque
en el caso de muestras de heces de rumiantes es necesario una filtracion en malla de metal para

retirar la celulosa de las heces®’.
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-Homogenizar 2g de heces en 10 ml de agua y filtrar con doble gasa, mientras el filtrado es recogido
en un tubo conico de 15 ml.

-Centrifugar a 2.500 rpm durante 1 minuto, el sobrenadante se decanta agregando 10 ml de agua
destilada a 45°C, mas 100 pl de detergente neutro (Tween 20).

-Repetir el procedimiento por duplicado hasta observar el sobrenadante limpio.

-Decantar el sobrenadante, tomar una gota de sedimento y colocar en una lamina, afiadir una gota

de Lugol, mezclar y colocar un cubreobjeto para luego proceder a observar en el microscopio®’38,

2.3 Sedimentacion simple de Tello:

Homogenizar muestra fecal con solucion fisioldgica hasta que se torne pastosa, luego trasvasar a
una copa de sedimentacién usando un colador de malla fina de manera que filtre la celulosa de las
heces. Llenar con agua hasta el tope de la copa, homogenizar y dejar sedimentar durante 30
minutos, volver a decantar y llenar la copa (repetir este paso hasta ver la transparencia del

sobrenadante). Centrifugar a 2.000 rpm durante 1 minuto, decantar y guardar 3 ml de sedimento®®.

3. Técnicas de concentracion por flotacion:

3.2 Faust: consiste en omitir la centrifugacion, pues se basa en el principio de gravidez de los
huevos y quistes, mediante la suspension en agua en la primera fase para lavar la muestra fecal y
eliminar sustancias hidrosolubles y en la segunda fase utiliza una solucion de sulfato de zinc
permitiendo asf la flotacion de formas parasitarias®® 4.

lera Fase; homogenizar 3g de heces con 10-20 ml de agua, luego filtrar con ayuda de una gasa de
dos dobleces. Agregar agua hasta 1 cm debajo del borde del tubo y dejar sedimentar durante 20
minutos, eliminar el sobrenadante, repetir el mismo procedimiento hasta ver el liquido claro.

1da Fase; colocar el sedimento en un tubo de 13 x 100 ml. Agregar solucion de sulfato de zinc,
homogenizar y completar la solucion hasta formar el menisco que sobre salga del tubo.

Colocar el cubreobjeto sobre el menisco y dejar reposar por 20 minutos. Después del tiempo
requerido se retira el cubreobjeto y se coloca sobre una lamina para proceder a realizar la

observacion en el microscopio®®4,

4. Técnica de cultivo o aislamiento de larvas
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4.2 Baermann (modificada): colocar la muestra de heces sobre una capa de gasa doble, atar con
un hilo para evitar derrames, sostener esta preparacion sobre un embudo que se sumerge en un
recipiente que contiene suero fisioldgico tibio (26°C). Se procede a incubar a 26°C durante 10 dias
para obtener lavas filariformes. Se pipetea muestra desde el fondo del recipiente y se coloca en una

lamina con cubreobjetos para proceder a observar en el microscopio??42,

5. Técnicas de cuantificacion de huevos:

5.1 Gordon y Whitlok: se basa en el diagnéstico de neméatodos gastrointestinales de rumiantes y
equinos, se obtiene resultados de intensidad medida en huevos por gramo de heces (hpgh).

Pesar 49 de heces en una gasa, colocar la muestra en un vaso de precipitado, mas 60 ml de solucion
saturada (azucar, sal o sulfato de magnesio); filtrar (gasa-colador), mezclar el filtrado, colocar
muestra en las dos areas de la cdmara MacMaster, dejar reposar de 1-2 minutos, realizar el conteo
de huevos de ambas areas de la cdmara: Se realiza la suma de las dos areas, después se multiplica
por 100, de esta manera se obtiene la cantidad de huevos por gramo de heces. En este caso 100 es
el factor de multiplicacion de acuerdo a la proporcién de heces examinadas, por lo tanto, quiere
decir que cada area de recuento de la camara equivale a una centésima de 1 gramo de heces. En el

caso de heces pastosas el factor debe ser 200 y 600 en heces liquidas 22234,

Insectos
1. Técnica de sedimentacion:

Colocar 2 ml de solucidn salina fisioldgica en el recipiente que contiene los vectores a estudiar,
agitar durante 2-3 minutos, y remover los insectos, dejar reposar el liquido resultante para su
sedimentacion durante 2-3 horas. Puede centrifugar a 1.700 rpm durante 3 minutos, decantar el
sobrenadante y tomar muestra del sedimento, colocar en una ld&mina con una gota de Lugol para la

observacion microscopical® 244445,
-Para identificar parasitos contenidos en el tracto digestivo del artropodo se extrae el intestino del

insecto y macera en solucién salina fisioldgica. Cuando no se conoce esta técnica entomoldgica, es

valido realizar un lavado con solucion salina fisioldgica que garantice la eliminacion de los

32



enteroparasitos adheridos a la superficie del cuerpo, también, pueden eliminarse alas y patas para
disminuir la probabilidad de visualizar formas parasitarias adheridas en la superficie.

-Con un mortero de porcelana, se tritura el insecto con solucion salina fisioldgica, hasta lograr un
macerado homogéneo, se filtra el liquido resultante en una doble capa de gasa, para dejar reposar
durante 2 o 3 horas en un tubo, para lograr la sedimentacion espontanea de los parasitos. Si no
dispone de tiempo, puede centrifugar durante 3 minutos a 3.000 rpm para obtener el sedimento.
En el caso de obtener muestra centrifugada se decanta el sobrenadante y se obtiene el sedimento,
se afiade 4 gotas de formol al 10% para evitar la proliferacion de microorganismos.

-En el caso de sedimento espontaneo, se toma una muestra del fondo del recipiente con una pipeta
Pasteur, las dos primeras gotas las devuelve al tubo y la tercera gota la coloca entre porta y

cubreobjeto para realizar la observacion microscopica con 100 y 400 aumentos 2244445,

2. Kinyoun:

Dejar secar una gota de sedimento, fijar con metanol por 30 segundos. Se introduce en carbol-
fucsina por 10 minutos, luego lavar con agua destilada. Decolorar con alcohol-acido clorhidrico
por 30 segundos, luego lavar con agua destilada. Dejar secar a temperatura ambiente y proceder a
observar en el microscopio. Para la busqueda especifica de coccidios intestinales es indispensable
medir los ooquistes redondos para diferenciar los tamafios de Cryptosporidium (4-6 p) de

Cyclospora (7-10 ) utilizando un ocular calibrado 5244445,

Metodos inmunoldgicos:

Suero humano

1. Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA); es una excelente técnica para la determinacion
cuantitativa de anticuerpos IgA, M y G principalmente. Las especificaciones de uso vienen
contenidas en el kit%.

Inmuno Fluorescencia Indirecta (IFI): es una técnica inmunoldgica que muestra excelente
sensibilidad y especificidad, sin embargo, requiere del microscopio de fluorescenciay reactivos de

alto costo, por esta razon, generalmente no se realiza en laboratorios de rutina®.
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Alimentos

1. Sedimentacion espontanea: los vegetales son colocados en fundas de polietileno estéril con
100 ml de agua destilada para ser lavadas, luego se extraen las hojas de cada vegetal, o se cortan
en trozos las verduras, se lavan con un pincel en un recipiente con 1,5 ml de detergente neutro
(Polisorbato 20/Tween al 20%) diluido en 150 ml de agua destilada. Luego el agua resultante es
filtrada en un vaso cénico de 250 ml, para dejar sedimentar durante 24 horas. En cada portaobjeto
se coloca 10 pl de sedimento y una gota de Lugol, para proceder a examinar bajo un microscopio

éptiCO 11,46,47,48

2. Faust: es una técnica de flotacidn por centrifugacion. Se toma una parte del sedimento para
colocarlo en un tubo, mas dos tercios de agua, se procede a centrifugar hasta ver el sobrenadante
limpio, eliminar el sobrenadante y agregar sulfato de zinc al 33.3%, centrifugar a 2.500 rpm,
durante 5 a 10 minutos, tomar muestra de la parte superficial con un gotero y colocar en una lamina

con Lugol, cubrir con laminilla y analizar al microscopio 28274950,

3. Kinyoun:

-Dejar secar una gota de sedimento, fijar con metanol por 30 segundos.

-Se introduce en carbol-fuina por 10 minutos, luego lavar con agua destilada.

-Decolorar con alcohol-acido clorhidrico por 30 segundos, luego lavar con agua destilada

-Dejar secar a temperatura ambiente y proceder a observar en el microscopio?®4°°,

4. Inmunofluoresencia: recoger hojas de los vegetales y lavarlas en un bafio ultrasonico durante
5 minutos con 1 litro de detergente compuesto por Tween 80 (0,1%), formaldehido (2,5%) y
duodecil sulfato de sodio (0,1%), retirar los vegetales y repetir procedimiento. Concentrar la
solucién del lavado restante, por centrifugacion a 1.200 rpm durante 10 minutos. El sedimento se
transfiere a un tubo con 25 ml de solucién Sheater y es centrifugado a 1.200 rpm por 30 minutos
con el objetivo de aclarar el sedimento. Se retira 7 ml del fluido de la interfase y se deposita en un
tubo. Luego se completa el mismo volumen con detergente Tween 80 (1%). Este proceso se repite

dos veces luego se procede a analizar en el microscopio afiadiendo Lugol concentrado®:,
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Técnicas aplicadas en muestras no biolégicas

Agua.
1. Sedimentacion espontanea:
Dejar sedimentar el agua por 1 hora, con una pipeta tomar muestra del fondo del recipiente y
colocar dos gotas separadas en un portaobjetos, la una gota se analizara con Lugol y se procede a

analizar las muestras con ayuda de un microscopio 872,

1.1. Bailenger (modificado):

-Dejar sedimentar el agua durante 24 horas en un recipiente plastico de paredes lisas con capacidad
suficiente para los 20 L de agua que deben ser concentrados.

-Eliminar el sobrenadante sin remover el sedimento, transferir el sedimento a tubos para centrifugar
a 1.000 rpm durante 5 minutos, enjuagar el sedimento con la solucién de Tween 80 (0,1%).
-Descartar el sobrenadante, lavar con solucion Tween 80 (0,1%) y volver a centrifugar
-Resuspender el sedimento en igual volumen de buffer acetoacético con pH 4,5

-Agregar acetato de etilo o éter, este debe ser el doble del volumen del buffer, mezclar y volver a
centrifugar, al culminar el procedimiento, el agua estara separada en 3 fases diferentes: sedimento,
capa de buffer y una capa oscuray espesa de acetato de etilo o éter, medir el volumen del sedimento,
descartar el sobrenadante.

-Resuspender el sedimento en 5 volimenes de solucién de Sulfato de Zinc, es decir, si el sedimento
tiene 1ml agregamos 5 ml que resulta 1,5 ml para realizar el montaje en la camara McMaster.
-Tomar una alicuota y colocar en la cdmara, dejar sedimentar durante 5 minutos antes de observar.

Para la microscopia se examina bajo los objetivos 10 y 40x ®°3,

Suelo

1. Sedimentacion: pesar 50 g de muestra de suelo y disolver en 100 ml de agua destilada estéril,
agitar 10 minutos, filtrar con doble capa de gasa y colocar en tubos Falcon de 50 ml de capacidad,
centrifugar a 1.000 rpm durante 15 minutos, decantar el sobrenadante y colocar formalina al 10%

en cantidad que duplique al sedimento, homogenizar con ayuda de un vértex, de manera que el
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sedimento se resuspenda y quede una soluciébn homogénea, dejar reposar y realizar el

procedimiento de montaje de la muestra del sedimento para su observacion microscopica >,

2. Flotacion:

2.1 Faust: mezclar 100 g de muestra de suelo con 250 ml de agua a 30°C en un envase de suficiente
capacidad para el ensayo. Para centrifugar se reparte la mezcla en tubos Falcdn de 50 ml, para
proceder a centrifugar durante 3 minutos a 3000 rpm. Eliminar el sobrenadante, y agregar de 2-3
ml de agua y volver a centrifugar, repetir de 3-4 veces hasta obtener un sobrenadante claro, luego
se trasvasan a tubos de 12 ml de capacidad se afiaden 4 ml de solucién de sulfato de zinc al 33,3%
a cada uno, para proceder a centrifugar a 3.000 rpm durante 3 minutos, afiadir sulfato de zinc hasta
el borde del tubo, colocar el cubreobjetos sobre el menisco que sobrepasa el borde del tubo y dejar
reposar 15 minutos, retirar el cubreobjetos y colocar 1 gota de Lugol para proceder a observar al

microscopio 4%,

2.2 Willis:

-Lavar 100 g de muestra de suelo con 250 ml de agua destilada estéril, filtrar en un colador
metalico, el filtrado resultante mezclar con 10 ml de solucion saturada homogenizar y volver a
filtrar con una gasa 4,

-El liquido resultante llenar completamente el tubo y colocar un portaobjeto sobre ella permitiendo
el contacto del liquido y el portaobjeto.

-Esperar de 5 a 10 minutos para que los quistes o huevos floten y se adhieran al portaobjetos.
-Retirar el portaobjetos y colocar una gota de Lugol y el cubreobjetos para proceder a analizar la

muestra bajo un microscopio 14°°,

2.3 Baermann:

-En una copa de sedimentacion de un 1L, colocar un filtro de 0,75 mm de apertura de poro, mas 4
gasas entrecruzadas por encima del primer filtro.

-Agregar la muestra de suelo y enjuagar con agua tibia, el liquido resultante es colocado en la copa
de sedimentacion, agregar agua templada hasta que llegue al fondo de la muestra, dejar reposar 24

horas, retirar el filtro, decantar el sobrenadante y obtener el sedimento para colocar en una placa
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Petri para realizar la busqueda de las larvas aisladas con la técnica mediante el analisis en el

microscopio 6ptico®®®’,

2.4 Sheather:

Mezclar 3 g de muestra de suelo con 20 ml de solucion de Sheather, homogenizar, filtrar y depositar
en tubos de ensayos de 10 ml hasta observar un menisco dejar reposar 5 minutos. Colocar un
cubreobjeto en el menisco del tubo sin formar burbujas de aire, dejar reposar 2 minutos.
Transcurrido el tiempo, tomar el cubreobjeto y colocarlo en una lamina portaobjeto para analizar

en el microscopio °8°,
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Tabla 1: Comparacion de técnicas para determinar enteroparasitos en muestras bioldgicas y no biol6gicas

MUESTRA

Examen directo

Técnicas de
sedimentacioén

Concentracion
por Flotacion
Técnicas
especiales

Aislamiento de
larvas

Cultivo de
larvas
Conteo de
huevos

Tincién

Heces de

humanos
Solucion salina,
Lugol

Espontanea
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Anélisis e interpretacion

Las heces de los humanos, se deben analizar con un examen directo, las técnicas de concentracion
mas utilizadas son las de sedimentacion, la sedimentacion espontanea debido a la facilidad del
procedimiento y el bajo costo, seguida de Richie. Para la concentracion por flotacion se usa Willis,
Faust y Sheather. Como técnicas especiales se aplica Graham, para cultivar larvas se usa Harada-
Mori, mientras que, para el aislamiento o recuperacion de larvas de Strongyloides stercoralis, se
usa Baermann. La cuantificacion de huevos en muestras fecales formadas se realiza a través de la
técnica de Kato-Katz, y cuando las heces son liquidas se utiliza Stoll-Hausheer. Las coloraciones

realizadas frecuentemente son: Lugol, Kinyoun y Hematoxilina férrica.

Para las heces de animales también se realiza el examen directo, las técnicas de concentracién méas
utilizadas son Ritchie, sedimentacién simple y Tello. Como técnicas de concentracién por flotacion
se aplican Willis y Faust. Recuperar larvas se usa de rutina Baermann, para el conteo de huevos
Gordon y Whitlok, de igual manera que en muestras de humanos se usa la tincion de Kinyoun para

determinar coccidios.

En el caso de los insectos, la deteccion de parasitos se realiza preferiblemente con muestras
obtenidas por sedimentacion espontanea, cuando se requiere acortar los tiempos se realiza la
centrifugacion, por otra parte, la tincion de Kinyoun es indispensable para el reconocimiento de

coccidios.

Para aumentar la probabilidad de visualizar las formas parasitarias presentes en vegetales: frutas,
verduras y hortalizas se recomienda concentrar el agua con la que se han lavado, la mayoria de los
autores de los articulos publicados, se prefiere el empleo de técnicas de sedimentacion, que
garantizan la concentracion de todas las formas parasitarias incluyendo los huevos grandes y
pesados que se pierden en las técnicas de flotacién. Como pruebas especiales, se usan en el anélisis

de alimentos la determinacion de Igs por inmunofluorescencia
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El agua suele analizarse después de concentrar las muestras por sedimentacion espontanea o
lograda por centrifugacion. La técnica de Bailenger se usa en algunos casos, no se emplean de

rutina porque se requieren reactivos que aumentan el costo de las pruebas.

Para la recuperacion de parasitos de muestras de tierra o arena recolectadas del suelo no suelen
emplearse técnicas de sedimentacion, porque los sedimentos son muy sucios debido a las particulas
de tierra o los granos de arena que precipitan. Se prefieren las técnicas de flotacién como Willis,
Faust y Sheater, con las que se pueden recuperar formas parasitarias pequefias, como quistes,
ooquistes o huevos livianos. Para el aislamiento de larvas de nematodos se utiliza la técnica de

Baermann, asi como, la tincion de Kinyoung para visualizar coccidios.

Vasquez, realiz6 un estudio de enteroparasitos en heces en nifios menores de 11 afios, para lo cual
aplico el examen directo con solucién salina fisiologica y Lugol. También aplicé la técnica de
Graham para el diagndéstico de Enterobius vermicularis, para concentrar las muestras utilizé Richie
para detectar protozoos, asi como, huevos y larvas de helmintos®. Mientras que, Murillo et al.,
realizaron un estudio de parésitos intestinales en habitantes de 0 a 20 afios de la parroquia El
Anegado, canton Jipijapa en la provincia de Manabi, para determinar la prevalencia de parasitos
en la poblacién. Para lo cual, solo se aplico la técnica directa en muestra de heces por microscopia
12 Consideramos, que si estos investigadores hubieran aplicado simultaneamente Kato-Katz y
alguna técnica de concentracion por sedimentacion, el porcentaje de parasitismo hubiera resultado

mayor.

Asimismo, Mera et al., realizaron un estudio de enteroparasitos en un pueblo de Lambayeque para
determinar su distribucion, mientras que para el analisis del estudio se aplicé el método directo con
solucidn salina y Lugol, también aplico la sedimentacion espontanea y Baermann modificado®®.
Cabe recalcar que toda investigacion de parasitos, es indispensable la aplicacion de la técnica
directa con solucién salina y Lugol, queda claro que, para una mejor busqueda de formas

parasitarias es necesario la utilizacion de otras técnicas.
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Benavides et al., realizaron un estudio de identificacion de huevos de Toxocara spp., en zonas
verdes de conjuntos cerrados del municipio de Pasto-Colombia. Para lo que aplicaron la técnica de
Sheather, cabe mencionar que la técnica utilizada es bastante eficaz, debido a que se encontraron
otras formas parasitarias de los géneros Ancylostomideos spp., Dipilydium spp., Entamoeba spp.,
spp., Strongyloides spp., Eimeria spp.,>’ con la ventaja adicional que luego de aplicar la técnica de
Sheather se pudo cuantificar los huevos por gramo de muestra de suelo, con la utilizacion de camara
de MacMaster.

Asimismo, Romero et al., comprobaron la presencia y viabilidad de huevos de Toxocara spp., en
el suelo de parques publicos, para lo que se utilizaron técnicas de flotacion y sedimentacion,

mientras que, para la cuantificacion de estos, se utilizo la camara de McMaster®®,

Por otra parte, Apdstol et al., detectaron huevos de Toxocara sp., en suelos de tres parques publicos,
para lo cual emplearon la técnica de Willis modificada, aumentaron la flotabilidad de los huevos
de Toxocara sp aplicando solucion hipersaturada de glucosa®. Benavides et al., y Romero et al.,
coinciden en la utilizacion de camara de MacMaster para la cuantificacion de huevos de Toxocara
sp., dato que se utiliza como un indicador del grado de contaminacion de suelo con heces de canidos

o felinos.

Mufioz y Rodriguez, estudiaron los agentes bacterianos y parasitarios en la mosca comdn Musca
doméstica. El procedimiento para obtener el sedimento que contiene los parasitos comienza con el
lavado con solucion fisioldgica en tubos estériles, donde se realizan movimientos de agitacion para
de esta manera desprender los parasitos de la superficie del insecto. También se realizé el macerado
del cuerpo del insecto para extraer parasitos de su tracto intestinal, el sedimento se obtuvo mediante
sedimentacion espontanea, para analizar se uso solucion fisioldgica y Lugol, aunque para
determinar coccidios se realizo la tincion de Kinyoun. Para el diagndstico bacteriano se realizaron
cultivos en los agares Mac Conkey, EMB-Levine, Salmonella-Shigella y TCBS, donde se aislé un

mayor nimero de especies “°.

Velasquez, para estudiar los parasitos transportados por las moscas de una comunidad, realizé el
lavado y el macerado de los insectos para obtener parésitos de la superficie y del tracto intestinal,
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en este caso se obtuvo el sedimento mediante centrifugacién, también se realiz6 el examen directo

con suero fisioldgico y Lugol .

Traviezo et al. Realizaron un estudio para determinar la contaminacion de enteroparasitos en
moscas, para ello también realizaron el lavado, aunque este caso no se realizd el macerado, porque
segun los investigadores, los parasitos del tracto digestivo de la mosca se desprenden con la
agitacion vigorosa, también usaron la centrifugacion para obtener el sedimento y no se realizo la

tincion de Kinyoun®®.

Cazorla, et al., realizaron el aislamiento de parasitos intestinales en la cucaracha americana, y para
ello también se aplico el lavado con solucién fisioldgica para desprender parasitos de la superficie
del insecto, el liquido resultante se dejé sedimentar espontaneamente, luego con centrifugacion,
para su analisis se uso solucién fisioldgica y tincion Kinyoun para la visualizacion especifica de
ooquistes de coccidios intestinales, que fueron identificados de acuerdo a su tamafio que se midio

con un ocular calibrado %,

A diferencia de los demas autores para determinar parasitos del tracto digestivo de las moscas,
estas son fijadas con alfileres en una placa Petri rellena de parafina y disecadas bajo un microscopio
estreoscopico, luego el tejido disecado es macerado en solucion salina fisiol6gica. Se puede
analizar que todos los autores realizan un lavado y macerado para separar parasitos del insecto, no
obstante, para el analisis de parasito en cucaracha el tracto digestivo es disectada para proceder a
macerar, a pesar de que la minoria no realiza la maceracion, ni la tincion de Kinyoun, asi como
tampoco realiza cultivos del sedimento, a pesar de que este método permite aislar mas

microorganismos

Giraldo y Guatimboza, realizaron un estudio de comparacién de dos técnicas utilizado, mencionan
que la implementacion de la técnica de Kato-Katz con fijador SAF es una herramienta valiosa en
el trabajo de campo, debido a que permite conservar las muestras y realizar la lectura sin alterar los
resultados, gracias a la fijacion de SAF que da estabilidad a la forma de estadios infectivos de
helmintos, mientras con el concentrado de Ritchie-Frick corre el riesgo de incurrir al diagndstico

de falsos negativos para helmintos, pero este método es util para la identificacion de estadios
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infectivos de protozoos, por lo tanto, se concluye que la técnica de Kato-Katz es especifica para
identificar huevos de helmintos, mientras que, el concentrado de Ritchie-Frick permite la

identificacion de estadios infectivos de protozoos %°.

Soares et al., realizaron una revision, donde fue comparado cada principio de las técnicas
convencionales y las nuevas técnicas alternativas, permitiendo de esta manera conocer la
importancia de cada una de ellas en la determinacion de parasitos. Las técnicas alternativas
tampoco presentan una eficacia de 100%, debido a que es necesario aplicar los métodos
convencionales para mejorar su sensibilidad®, por lo tanto, este planteamiento coincide con lo
expuesto por los demas autores. Por otra parte, se puede describe que dos autores indican que la
técnica de Kato-Katz es la mas utilizada para complementar la deteccion de parasitos, asociada a

la aplicacion del examen directo y la de Ritchie-Frick.

También mencionan, que la técnica de laboratorio mas utilizada para diagnosticar parasitos es el
examen directo, pero que, con la aplicacion unica, se corre el riesgo de pasar por alto, casos
positivos en pacientes con cargas parasitarias bajas, asimismo, en casos de investigaciones de
parasitos, se sugiere complementar con técnicas de concentracion, debido a que aumenta el 30%
de sensibilidad, pues el uso de Richie-Frick es utilizado en los laboratorios clinicos, por ser sencilla
y economica. Para finalizar, cabe mencionar que las técnicas a utilizar varian de acuerdo a su
finalidad, en los laboratorios clinicos de rutina se aplican técnicas convencionales, mientras que,
los laboratorios clinicos especializados o los de investigacion aplican técnicas especiales que se

acoplen al estudio requerido.
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CONCLUSIONES:

-El conocimiento de las técnicas de deteccidn de parasitos intestinales, permite a los laboratoristas
emplear de manera correcta los diferentes procedimientos de andlisis en las investigaciones clinicas
y también la integracion en los estudios epidemioldgicos realizados para esclarecer fuentes de
infeccion, reservorios, vectores y vehiculos de parasitos intestinales, de manera que esta
investigacion contribuye al diagndéstico de parasitosis, proporcionando informacién util para los
programas sanitarios de control integrado de parasitos, mejorando la calidad de vida de los
pobladores rurales y urbanos, debido a que la parasitosis intestinal es conocida como un problema

de salud publica a nivel mundial.

-La técnica de Kato-Katz, es aplicada en muestras bioldgicas y debido a la eficacia es recomendado
para estudios epidemioldgicos de helmintos intestinales, sin embargo, la consistencia de las heces
limita su sensibilidad, por tal motivo, es complementada con otras técnicas. Mientras que, en el
analisis de muestras no bioldgicas, se usa la cAmara de McMaster para el conteo de huevos. Por lo
tanto, la aplicacion de técnicas de deteccion de parasitos intestinales en muestras bioldgicas y no
biolégicas son importantes para el diagnostico de parasitosis y esclarecer las condiciones

epidemioldgicas que determinan la transmisién de parasitos.

-De acuerdo al cuadro comparativo, la sedimentacion y la concentracion de la muestra es un pilar
fundamental para la investigacion de parasitos, debido a que es aplicada tanto en muestras
bioldgicas y no bioldgicas, aunque para ello, el procesamiento es diferente de acuerdo al tipo de
muestra, como en el caso de los insectos que necesitan ser enjuagadas 0 maceradas para obtener el
sedimento con parasitos a diferencia de las demas muestras, esto debido a las caracteristicas fisicas

de cada muestra.
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ANEXOS

Figura 1: Inserto Stronyloides stercoralis

STRONGYLOIDES RATTI

Frueba inmunoanzimatica para el diagndstico de la estrongilosis humana

%6 pruebas inmunoenzimaticas en pocillos individuales destinadas para &l uso diagndstico in vifro y para
el uso profesional en el laboratonio

Instructivo de uso para el articulo N™ 3450 c €
M® CE: H-CH/CAD1 VD 10285

Utilizacion destinada del producto:

El kit Bordier Strongyloides rafti ELISA esta destinado a la deteccion cuantitativa de anticuserpos IgG
confra los nematodos Strongploides en suero humano. La semologia constituye wuna ayuda para el
diagndstico y no s& puede ufilizar como el inico método de diagndstico.

Antecedentes:

La estrongilosis esta causada por el nematodo Strongyoides stercoralis. Los seres humanos pueden
infectarse al enfrar en contacto con el suelo contaminado con larvas de Shongyloddes, que pueden
penetrar por wia percutanea en el organismo a través de la piel expuesta, como los pies descalzos. La
mayoria de las personas infectadas no presentan ningan sinfoma o exhiben signos inespecificos como
dolor de estdmago, nduseas, diamea, tos o erupcidn cutdnea. Sin embargo, en algunos casos, =l
sindrome de hiperinfeccian v la estrongilosis diseminada pueden ocurrir en personas en tratamiento con
corticostercides, obros  fratamientos con  inmunodepresores o que padecen SIDA u ofras
inmunodeficiencias. El diagndstico se basa en la deteccidn de larvas de parasitos en las heces y un
resultado positive mediante pruebas seroldgicas.

Principio de la prueba y presentacion:

‘El kit contiene todo el material necesario para efectuar 96 pruebas inmunoenziméticas de adsorcicn
{(Prugba ELISA). Se realiza en pocillos separables de microtitulacidn sensibilizados con antigenos
somaticos de larvas de Strongylofides ratti. Los anticuerpos especificos en la muestra se unirdn a
esfos anfigenos y el lavado eliminard los anticuerpos inespecificos. La presencia de anticuerpos
especificos confra el antigeno parasitario es detectada medianie un conjugado proteina A - fosfatasa
ghcalina. Una segunda etapa de lavado eliminard el conjugado no unida. El revelado de los anticuerpos
unidos se realiza mediante la adicidn de sustrato pMPP que se torma amarillo en presencia de fosfatasa
ghcalina. La intensidad del color es proporcional a la cantidad de anticuerpos especificos de
Sfromqyioidas rati en la muestra. El fosfato potdsico se afiade para parar la reaccidn. La densidad
dgptica a 405 nm se lee con un lecior de microplacas ELISA.

La prueba se puede realizar con sistemas automaticos, pero esto debe ser validado por el wsuario.

Material que contiene el kit (36 pruebas):

0450-01  Pocillos sensibilizados con antigenos o5 pocdllos
somaticos de larvas de Strongyloides ratti

DILE 29450-02 Tampdn de dilwcidn (concentrado 10 x), de color marado 50 mi

WASH 9450-03 Soducidn de lavado (concentrado 10 x) 50 mi

ENZE 2945004 Tampdn de la enzima 50 mi

STOP 045005 Solucidn de parada (KaPO. 0,5M) 25 mi

COMTROL | - | 8450-068 Suerode confrol negative (20 x), tapdn verde 200 pl

COMTROL |</+| 8450-07 Swero de control débilmenie positivo (Cut off, 20 =), tapdn 200
amarille

COMTROL 9450-08 Swuero de control positivo (20 x), tapdn rojo 200 ul

COM 29450-02 Conjugado proteina A - fosfatasa alcalina (50 x), tapdin morado 300
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Figura 1.2: Inserto de Strongyloides estercoralis

Periodo de validez y conservacian:

Conservar el kit entre 2° y 8°C (transporiar a temperatura ambiente), evitar la expasicidn a largo plazo
de los componentes a la luz directa. La fecha de caducidad v el nimero de lote del kit estdn impresos
en un lado de la caja. Después de la apertura inicial, todos los reactivos son estables hasia la fecha de
caducidad siempre y cuando se almacenean a 2-8°C.

Material necesario no incluido en el kit:

Fipetas (pl v ml). Recipientes. Tubos de dilucidn. Lamina adhesiva para cubrir los pocillos durante la
imcubacidn. Agua destilada. Incubadora a 37°C. Lector ELISA ajustado a una longitud de onda de 405
nm. Equipo manual o automatico para enjuagar bos pocdillos. Mezclador Wortex. Temporizador.

Preparacidén de reactivos antes de la utilizacidn:

Panga todos los reactivos a temperatura ambiente y agitelos antes de usar.

Pocillos sensibilizados: abrir el lado de la bolsa de aluminio 8450-01 y tomar la cantidad necesaria de
pocillos (uno para el blanco, tres para los confroles mas el nimena de muesiras). Poner los pocillos
sensibilizados en el soporte de 8 pocillos. Si es necesario, completar las posiciones no utilizadas en el
soporte con pocillos yva ulilizados. Disponer elflos soporteds en el cuadro respetando la arientacon.
Mantenga los pocillos no ufilizados sellados en la bolsa con el desecants.

Tampon de dilucidén: diluir el tampdn de dilucidn concentrado 10 x 945002, 1/10 en agua destilada.
Esto se usa para la dilucidn de los controles, las muestras y el conjugado. El tampdn de dilucidn as
esfable durante 2 meses a 2-87C.

Solucion de lavado: diluir la solucion de lavado concentrado 10 x 8450-03, 1/10 en agua destilada. Si
usied desea ulilizar su propia solucidn de lavado, evile tampones que contienen fosfato, lo cual podria
inhibir la actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina. La solucion dea lavado diluida es estable durante 2
meses a Z-B°C.

Sueros de control: diluir 10 pl de cada swero de control 2450-06 a -08 en 190 pl de tampdn de dilucidn
{dilucidn final: 1/20). Los suweros de control diluidos son estables durante 2 meses a 2-8°C.

Conjugado: diluir &l conjugado 9450208, 150 utilizando & tampdn de dilucidon. Diluya el conjugado el
dia de la prueba. No almacens &l conjugado diluida.

Solucion de sustrato: disolver la cantidad necesaria de tabletas de sustrato 8450-10 en el tampdn de
la enzima 9450-04 no diluida (una tableta en 2.5 ml de tampdn). Mezdlar bien hasta que la tableta s&
haya disushto. Diluva el sustraio el dia de la prueba v protaja el tubo de la luz directa. Las tabletas v
soluciones de sustrato deben ser incoloras o deben tener solo un ligero matiz amarilko. Si una tableta o
una solucidn de sustrato se vuehre amarilla, es posible gue se hava hidrolizado parcialmenta v 52 deba
desechar. Mo almacane la solucidn de susirato.

Solucion de parada: wtilizar el reactivo 9450-05 no diluida.

Recogida y preparacion de muestras:

Use suero humano. El swero debe almacenarse a Z-B°C si se analiza en unos pocos dias; de lo
contrario, consérvalo a -20°C o menor. Evite congelar y descongelar repetidamenta las muestras. Agite
lzs muestras en al vortex y diluya a 17201 en solucion de tampdn de diuwcidn (por gjemplo 5 pl de
muestra en 1.0 ml).

Precauciones de uso:

Los compuestos tdxicos se encuentran en las siguientes concentraciones:

Componente Referencia Acida sodica (M.Ms) Tiomersal
Tampdn de dilucidn (10 =) D450-02 0,1 % 0,02 %
Solucion de lavado (10 x) D450-03 0,05 % !

i 2 Y
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Figura 1.3: Inserto de Stronguiloides stercoralis

Precauciones de uso:
Laos compuestos tdwicos & encuentran en |as siguienfes conceniraciones:

Componente Referancia Acida sidica (NaN;) | Tiomersal
Tampdn de dilucidn {10 x) 8450-02 0,1 % 0,02 %
Solucion de lavado (10 x) 8450-03 0,05 % !

Tampén de la enzima G450-04 0,01 % !
Sueros de contral (20 x) | S450-06 a -08 0,1 % 0,02 %
Conjugado {50 x) S450-09 0,1 % /

BOTAT_02 94580 E=p 012018

En las concentraciones uliizadas, 1a acida sddica v el fiomersal no presentan ningdn rnesgo toacolgico
en contacto con la piel y las mucosas.

La solucion de parada 9450-05 (0.5 M E,PO,) es imitante

Los sweros de control negativo, cut off v positivo (8450-08 a -08) son sueros de conejo.

Trate todos kos reactivas y las muestras como material potencialments infecciaso.

Mo intercambie reactivos de diferentes lotes o kits Bordier ELISA.

Mo use reactivos de ofros fabricantes con reactivos de este kit.

Mo use reactivos despuéds de su fecha de caducidad.

Cierre los viales de reactivo firmemente después de su uso y no intercambie los tapones de
rosca para evitar la contaminacion.

Use puntas de pipetas diferenies y limpias para cada muestra.

Mo reutilice los micrapocillos.

Consideracidn relativa a la eliminacion
Todos los matenales ulilizados para esta prueba generalments s& consideran residucs peligrosos.
Consulte las leyes y las reglamentacionss nacionales para la eliminacidn de residuos peligrosos.

Procedimiento:
Durante el andlisis, evite la formacidn de burbujas en kos pocillos.

Etapa 1: Bloqueo:

Lienar completamente los pocillos con la solucidn de tampdn de dilucidn.

Incubar 5 a 15 minutos a temperatura ambiente (blogueo de los pocillos).

Eliminar el tampan de dilucidn por aspiracidn o sacudiendo el soporie con los pocillos en el lavabo.

Etapa 2: Incubacidén con las muestras a analizar:

Lienar &l primer pocillo de la fira con 100 pl de tampdn de dilucidn (Blanco sin susno).

Lienar kos 3 pocillos siguientes con 100 pl de suero negativo, débilmente positivo (cut off) y suero
positivo respectivamante. Para el andlisis de mas de 25 muestras, recomendamos llenar los tres dlimos
pocillos con suero de control como duplicado.

Lienar kos ofros pocillos con las muestras diluidas (100 ).

Cubrir los pocillos con un film adhesivo e incubar 30 minutos 8 37°C,

Eliminar los sueros y lavar 4 veces con - 280 pl de la solucidn de lavado.

Etapa 3: Incubacién con el conjugado:
Distribwir 100 pl de conjugado diluido en cada pocillo (incluido el pocillo blanco, sin suera).
Cubrir los pocillos con una lamina adhesiva e incubar 30 minuios a 37°C.

-
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Figura 2: llustracion de técnica de Baermann

Fuente: Devera et al®.

56



Figura 3: Procedimiento de TF-Test

PROCEDIMIENTO El TF-Test®

* Abra el tubo con cuidado de no derramar el liquido conservante.

Recoger (con la pala recolectora), solo la cantidad que la llena, como en la 1lustracion (No
poner heces en exceso).

*» Coloque las heces en el tubo de recoleccion, sin exceder el rango de tolerancia para la
recoleccion. En el caso de heces diarreicas, coloquelas en un frasco limpio v transfiéralas al
tubo, hasta alcanzar el rango de tolerancia

« IMPORTANTE: Cerrar el tubo colector v AGITAR vigorosamente hasta que las heces
se disuelvan por completo.

» Agite el tubo de recoleccion para homogeneizar la matenia fecal recolectada.

» Abnir el tubo colector con cuidado, tirando v sumulando el movimiento del hilo, para no
derramar el liquido.

* Coloque los tubos colectores en la gradilla, con las tapas entreabiertas.
» Agregue una gota de detergente neutro e incoloro a cada tubo de recoleccion
» Afiada 3 ml de acetato de etilo pa por tubo v cierre los tubos.

* Con ayuda de la regla homogeneizadora, fijar los tubos colectores insertados en la gradilla
v agitarlos para homogeneizar el material.

» Coloque los 3 tubos de recogida en el conjunto de filtro v centrifuga.

* Gire el sistema colector-procesador de modo que los tubos colector-usuario queden hacia
arriba v monte este sistema en la caja de la centrifuga universal de 100 ml
* Centrifugue el sistema a 500 xg durante 2 min_

» Separe con cwmdado el tubo de centrifuoga del comjunto del procesador.
* Desechar el sobrenadante en un recipiente apropiado, de acuerdo con las reglas de
bioseguridad.

* Coloque el tubo de centrifuga en la gradilla.

En constante innovacion, TF-Test® presenta tecnologia de cuchilla limpia que facilita la
lectura e identificacion de parasitos intestinales.

Fuente: http://www.labdel.com.br/shop/tf-test-o-mais-sensivel-do-mercado/
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