Implementacion de un método de flotacion para
detectar Eimeria spp en aves de corral

Rodrigo Miguel Portillo Alarcon

Escuela Agricola Panamericana, Zamorano

Honduras
Noviembre, 2020



ZAMORANO
CARRERA DE AGROINDUSTRIA ALIMENTARIA

Implementacion de un método de flotacion para
detectar Eimeria spp en aves de corral

Proyecto especial de graduacion presentado como requisito parcial para optar
al titulo de Ingeniero en Agroindustria Alimentaria en el
Grado Academico de Licenciatura

Presentado por

Rodrigo Miguel Portillo Alarcon

Zamorano, Honduras
Noviembre, 2020



Implementacién de un método de flotacion para detectar Eimeria spp en aves de corral
Rodrigo Miguel Portillo Alarcon

Resumen. Eimeria spp es un patégeno altamente difundido alrededor del mundo causante de la
coccidiosis y es comunmente encontrado en explotaciones avicolas. El diagnéstico oportuno de la
coccidiosis puede mejorar la produccién y reduce pérdidas. Una metodologia facil y confiable para
el recuento de ooquistes es a través del método de flotacion, ademds, se pueden utilizar diferentes
soluciones de flotacion. Los objetivos de este estudio son seleccionar un procedimiento adecuado
para deteccion de Eimeria spp y estimar los costos para el Laboratorio de Microbiologia de
Zamorano. El disefio experimental usado fue Bloques Completos al Azar (BCA), las variables
estudiadas fueron dos tipos de muestra (heces frescas y de cama) y dos soluciones de flotacion
(sacarosa y salina). Se establecieron cuatro tratamientos y tres repeticiones que fueron los bloques.
Se observaron diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos, interacciones y bloques.
Hubo diferencias significativas (P<0.05) entre los tipos de muestra siendo las heces frescas la mejor
opcion para recuperar ooquistes. También hubo diferencias significativas (P < 0.05) entre las
soluciones de flotacion siendo la solucion de sacarosa con formalina la que lograba recuperar la
mayor cantidad de ooquistes. Hubo diferencias significativas (P < 0.05) entre las repeticiones
(bloques) y el mejor tratamiento segun la separacion de medias fue la solucion de sacarosa con
Formalina en conjunto con las heces frescas. El Laboratorio de Microbiologia de Alimentos cuenta
con todo el equipo y utensilios para poder realizar la metodologia para deteccion de Eimeria spp.

Palabras clave: Coccidiosis, ooquistes, produccion avicola.

Abstract. Eimeria spp is a highly widespread pathogen around the world that causes coccidiosis.
Is commonly founded in poultry farms. Timely diagnosis of coccidiosis can improve production
and reduce losses. An easy and reliable methodology for counting oocysts is through the flotation
method; in addition, different flotation solutions can be used. The objectives of this study are to
select a suitable procedure for the detection of Eimeria spp and estimate costs for the Zamorano
Microbiology Laboratory. The experimental design used was a Complete Randomized Blocks
(BCA), two variables were studied which were two types of sample (fresh and litter feces) and two
flotation solutions (sucrose and saline). Four treatments and three replicates (blocks) were
established. Statistical significance (P < 0.05) was observed between the treatments, interactions,
and blocks. There was statistical significance (P < 0.05) between the sample types, with fresh feces
being the best option to recover oocysts. There was also statistical significance (P < 0.05) between
the flotation solutions, with the sucrose solution with formalin being the one that managed to
recover the largest number of oocysts. There was statistical significance (P < 0.05) between the
replicates (blocks). The best treatment according to the means separation was the sucrose solution
with formalin in conjunction with fresh feces. The Food Microbiology Laboratory has all the
equipment and utensils to carry out the methodology for the detection of Eimeria spp.

Key words: Coccidiosis, oocytes, poultry.
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1. INTRODUCCION

La industria avicola a nivel mundial representa uno de los rubros mas crecientes en la agricultura
anualmente con un crecimiento promedio del 5% (Mottet and Tempio 2017). Los pollos son las
aves mas producidas dentro de la industria avicola, contribuyen fuertemente en la produccion
agricola supliendo huevos y carne a la poblacion mundial siendo una importante fuente de proteinas
para los humanos (Fatoba and Adeleke 2018). Uno de los mayores problemas de la industria avicola
es que las aves y principalmente los pollos son hospederos de muchas enfermedades. Una de las
enfermedades mas comunes de encontrar en la industria avicola es la coccidiosis y genera muchas
pérdidas anualmente en las producciones (Blake and Tomley 2014).

La coccidiosis es una enfermedad causada por parasitos del género Eimeria spp es comin
encontrarlo en aves, sin embargo, puede encontrarse en bovinos y ovinos. Existen siete diferentes
especies del género Eimeria los cuales son: E. acervulina, E. maxima, E. brunetti, E. paecox E.
tenella, E. necatrix y E mitis (Cacho 2014). Sin embargo, las méas patogenas son E. tenella y E.
necatrix, el resto de ellas presenta una patogenicidad moderada (Price 2012). Este parasito causa
dafios economicos a los productores, estas incluyen pérdidas por muerte, disminucion en ganancias
diarias de peso (GDP) y medidas profilacticas en contra del patogeno (Lee et al. 2012). Las
pérdidas economicas a causa del paréasito se estiman llegan a 3 billones de ddlares anualmente en
todo el mundo (Kadykalo et al. 2018). Se cree que el parasito esta presente en todo el mundo y se
estima la prevalencia global de coccidiosis clinica en 5% y subclinica 20% (Kadykalo et al. 2018).

Existen diferentes métodos para evaluar la presencia de Eimeria spp asi como la observacion de
ooquistes en excrementos, revision post mortem de intestinos, métodos moleculares y frotis de la
mucosa intestinal (Alcaino et al. 2002). EI método de flotacion es uno de los més utilizados en la
examinacion de heces fecales para deteccion de parasitos, cuantificando la cantidad de huevos en
un gramo de heces fecales. Este método es rapido y efectivo, este separa los ooquistes debido a que
la solucion de flotacion tiene una gravedad especifica de 1.2 y los ooquistes de 1.05 a 1.10 (Serrano
2010). Para los productores es de utilidad conocer la presencia y la gravedad de la coccidiosis, sin
embargo, para un analisis mas profundo como conocer las especies presentes se debe hacer uso de
métodos moleculares y con esto poder hacer un control especifico méas efectivo.

Hay diferentes maneras de poder controlar la coccidiosis en industrias avicolas como el uso de
vacunas recombinantes, medidas quimioprofilacticas haciendo uso de anticoccidiales en alimentos
0 aguay algunos métodos naturales como probidticos utilizando bacterias del género Lactobacillus
0 plantas en la dieta (Borgonovo et al. 2020). Algunas plantas cominmente utilizadas para el
control de coccidiosis son Aloe vera, Moringa oleifera, Bidens pilosa y musa paradisiaca. (Fatoba
and Adeleke 2018). EI método mas comun para control es usando anticoccidiales en el balanceado,
sin embargo, el uso indiscriminado de estos productos genera resistencia de Eimeria hacia los
anticoccidiales (Ola-Fadunsin et al. 2019). A causa de la presién publica buscando disminuir la
cantidad de farmacos utilizados para la produccién de alimentos a nivel mundial, ha habido una
creciente tendencia a hacer uso de opciones mas naturales como son las plantas (Peek and
Landman, 2011). El protozoo Eimeria spp es uno de los parasitos en aves mas difundidos alrededor
del mundo, se cree que es el parasito mas cosmopolita en aves (Kadykalo et al. 2018). Su
reproduccion es rapida y puede afectar en pocos dias a una produccion. Su ciclo vital es continuo



y méas del 70 % ocurre en el intestino delgado. (Rossanigo et al. 2007) Una vez ingerido los
ooquistes (dia uno) se reproducen rapidamente en el yeyuno e ileon. Luego de 16 dias los coccidios
se desarrollan e invaden el intestino delgado. En ese momento la exposicion a los ooquistes es
constante, produciendo coccidiosis subclinica y clinicas. A los 21-28 dias un gran nimero de
ooquistes es depuesto con las heces, que al ser ingeridos por otros animales comienza otro ciclo
(Rossanigo et al. 2007).

La coccidiosis al ser la principal enfermedad parasitaria en aves y generar grandes pérdidas
anualmente, es de vital importancia que productores de aves lleven control de esta enfermedad. Al
llevar un control riguroso de la enfermedad pueden tomar medidas mas eficientes y disminuir
costos que implica tener esta enfermedad dentro de la explotacion. Para los analisis parasitarios
existen diferentes metodologias y soluciones de flotacion que pueden ser utilizadas para poder
detectar la presencia de Eimeria spp Al ser un parasito tan frecuentemente encontrado en aves es
muy importante realizar analisis para conocer el impacto que este pueda tener en las instalaciones
avicolas. Zamorano se encuentra en cercanias con varias producciones avicolas por lo que contar
con el andlisis podria ser favorable para las producciones aledafias a la universidad. En Honduras
muy pocos laboratorios realizan este examen para cuantificacion de Eimeria spp por lo que para el
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de Zamorano representaria una excelente oportunidad
y nueva fuente de ingresos contar con este analisis. Los objetivos de esta investigacion fueron:

e Determinar el procedimiento méas adecuado para deteccion de Eimeria spp.
e Estimar los costos del procedimiento con cada una de las soluciones de flotacion.

e Realizar un protocolo para el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos en Zamorano.



2. MATERIALES Y METODOS

Revision bibliografica

Para comenzar con el estudio se realiz6 una revision bibliogréfica a cerca de los diferentes métodos
para deteccion de Eimeria spp y los diferentes tipos de soluciones que se podian utilizar. Se
seleccion6 el método y las soluciones a utilizar, se hicieron pruebas preliminares y al no funcionar,
se buscd nuevamente otra metodologia, nuevamente pruebas preliminares y al ver que fue funcional
se adapto a la cdmara de Neubauer. A causa de la situacion actual no se podia obtener una cdmara
de McMaster que es comunmente utilizada para estos estudios.

Disefio experimental

Se realizd un disefio de Bloques Completos al Azar (BCA), donde los bloques fueron las
repeticiones y se evalud (heces frescas y camas) y tipo de solucion a utilizada (solucion salina
saturada y sacarosa con formalina) se realizaron cinco muestras de cada uno de los tratamientos y
tres repeticiones por tratamiento (Cuadro 1).

Cuadro 1. Disefio Bloques Completos al Azar (BCA)

Bloques Tratamientos

Repeticion 1 HFxSS CMxSS HFxSF CMxSF
Repeticion 2 HFxSF CMxSF HFxSS CMxSS
Repeticion 3 CMxSF HFxSS CMxSS HFxSF

HFxSS: Heces frescas y solucion salina saturada CMxSS: Heces de cama y solucion salina
saturada
HFxSF: Heces frescas y solucidn de sacarosa CMxSF: Heces de cama y solucion de sacarosa

Localizacion del estudio

La investigacion se realiz6 en las instalaciones del Laboratorio de Microbiologia de Alimentos en
Zamorano, las muestras fueron recolectadas en la aldea El Jicarito, San Antonio de Oriente,
Honduras. La Escuela Agricola Panamericana, Zamorano esta ubicada en el kildmetro 30 de la
carretera de Tegucigalpa a Danli, Valle del Yeguare, San Antonio de Oriente, Francisco Morazan.

Recoleccion de muestra

Se utilizaron espatulas de laboratorio para recolectar las heces fecales frescas y heces de cama.
Posteriormente, estas fueron colocadas dentro de bolsas para muestras. Las muestras fueron
colocadas dentro de una hielera y transportadas al Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de
Zamorano. Se mantuvo la temperatura de refrigeracion para evitar la alteracién de formas
parasitarias (Fabian et al. 2003). Para la recoleccion de muestras dentro de un galpon se deben
recolectar 25 heces frescas en cinco diferentes ubicaciones (Figura 1) para poder tener una muestra
representativa.



Figura 1. llustracién de toma de muestras de heces dentro de un galpon.
Fuente: Borgonovo et al. 2020.

Preparacion de soluciones

En las técnicas de flotacion los ooquistes poseen una gravedad especifica inferior comparada con
la solucion a utilizar (Gijon 2013) una de las ventajas de esta técnica es que se reduce el tamafio de
la muestra al concentrar la cantidad de ooquistes separandolos de las heces.

Solucién salina saturada

Una solucién comun es la salina saturada, esta posee una gravedad especifica de 1.18 mientras que
los ooquistes poseen en un rango de 1.05a 1.10 g/mL (Serrano 2010). Las ventajas de esta solucion
es su bajo costo, su gravedad especifica permite que Unicamente floten los ooquistes y no floten
los restos de heces. Su método de elaboracion es hervir agua destilada y agregar 40 gramos de sal
por cada 100 mL de agua destilada, dejar enfriar y filtrar el exceso de sal.

Solucién de sacarosa con formalina

Otra solucion comunmente utilizada para la determinacion de Eimeria spp es la solucion de
sacarosa con formalina, esta tiene una gravedad especifica de 1.2 (Serrano 2010). Su método de
elaboracion es hervir agua destilada y agregar 128 gramos de sacarosa por cada 100 mL de agua,
después, se deja reposar hasta que enfrie y se agrega 1 mL de formalina al 10% por cada 100 mL
de agua.

Pesado y homogenizado de la muestra

Haciendo uso de una balanza digital se pesé 6.5 gramos de muestra en un vaso de precipitado. El
tamafo de la muestra es importante para lograr concentrar la mayor cantidad de ooquistes. Después
se agreg6 la muestra dentro de una bolsa y afiadi6 100 mL de agua destilada, se colocé en el
Stomacher durante 2 minutos para homogenizar. Es de mucha importancia tener control de la
cantidad de muestra para el estudio debido a que cantidades de muestra muy grandes pueden
sobreestimar los resultados y tamafios de muestra pequefios pueden subestimar los resultados.
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Filtrado y centrifugado

Luego se filtrd la muestra homogeneizada haciendo uso de un colador y asi evitando la mayor
cantidad de solidos en suspension innecesarios. Luego se agregé 1 mL de solucion a diez tubos
Eppendorf respectivamente. Se centrifugaron a 1700 rpm por 10 minutos (Dorney 1964) después
de haber sido centrifugados se vacio el sobrenadante de los tubos Eppendorf cuidadosamente y se
agregd 2 mL de solucion de flotacion.

Después de haber sido agregados los 2 mL de solucién de flotacion se agito los s6lidos junto con
la solucidn de flotacion y se llevd nuevamente a la centrifuga por 10 minutos a 1250 rpm. Al
terminar de centrifugar se agité nuevamente los tubos Eppendorf y se dejé reposar durante dos
minutos. Con uso de una micropipeta se recolectd una muestra de 10 ul de la superficie del tubo
Eppendorf y se agregd sobre la cuadricula de la cAmara de Neubauer.

Recuento de ooquistes

Para el conteo de ooquistes se realiz6 en los 9 mm de la cdmara de Neubauer incluyendo el centro
y los demés cuadrantes. El resultado fue multiplicado por un factor de 1111.1 debido a que la
camara tiene una profundidad de 0.1 mm y un area de 9mm? haciendo un total de 0.0009 mL de
suspension contabilizados en la cAmara. Con el factor basicamente es llevado a 1 mL los 0.0009
mL de suspensidn y asi tener un valor equivalente. Por ultimo, el resultado fue multiplicado por 10
ya que la suspension inicial era una solucién de 107! y asi ser llevado el resultado a ooquistes por
gramo.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron estudios preliminares para poder encontrar una metodologia que se acomodara al
estudio. Inicialmente se utilizé la metodologia de McMaster utilizando 4 gramos de muestra 'y 56
mL de solucion de flotacion, sin embargo, esta metodologia no se alcanzé a adaptar a la camara de
Neubauer debido a que se necesitaba un volumen muy grande para encontrar los ooquistes y este
volumen no era aplicable para la cdmara de Neubauer. Al no tener buenos resultados con la
metodologia anterior se hizo una modificacion aumentando el tamafio de muestra y disminuyendo
el volumen de solucion de flotacién. Sin embargo, tampoco se alcanzaba a recolectar una cantidad
considerable de ooquistes y se presentaban muchas particulas indeseadas en la superficie haciendo
que fuera muy dificil el recuento. Finalmente, se utiliz6 la metodologia de Dorney haciendo leves
modificaciones para poder adaptar exitosamente para el Laboratorio de Microbiologia de
Zamorano. Las modificaciones realizadas fueron disminuir el tiempo de homogenizacién
utilizando el Stomacher y disminuyendo el volumen de solucién de flotacion para que pudieran
llegar los ooquistes a la superficie mas rapido.

Haciendo uso del programa SAS 9.6 ® se realizo un andlisis estadistico para poder encontrar
diferencias entre los tratamientos y asi determinar con cual se logra obtener la mayor cantidad de
ooquistes de Eimeria spp Los analisis estadisticos realizados fueron andlisis de varianza
(ANDEVA) y univariado con un nivel de confianza de 0.05, para poder analizar por separado cada
una de las variables estadisticas, ademas, se realizé una prueba Duncan y LSMeans para separacion
de medias.

Se encontraron diferencias significativas entre las matrices (heces de cama y frescas), en las
soluciones de flotacion (solucion sacarosa y salina), las interacciones de las matrices y soluciones,
ademas, también se encontraron diferencias significativas entre las repeticiones de cada
tratamiento. Las diferencias entre las repeticiones son debido a que a pesar de que sea la misma
poblacion de gallinas no se puede asegurar que la muestra siempre corresponda a las mismas
gallinas teniendo diferentes cargas de ooquistes.

Segun el Cuadro 2, se logra observar que los valores obtenidos de los tipos de muestra son
estadisticamente diferentes (P < 0.05) recuperando una mayor cantidad de ooquistes las heces
frescas y una menor cantidad las heces de cama. Esto se debe a que la composta dentro del gallinero
0 galén al estar himedo produce amoniaco en cantidades suficientes para reducir la carga de
Eimeria spp en las muestras de heces de cama (Rebuly 2013). Para realizar estudios parasitarios
las heces frescas son la mejor opcion para obtener mejores resultados, ademas, las heces frescas
tienen un menor coeficiente de variacion logrando tener una menor variacidn en nuestros
resultados. En las heces de cama, las formas parasitarias se han visto afectadas por el tiempo y la
temperatura a la que se encuentran, por lo que es importante utilizar las heces mas frescas posibles
y mantener una temperatura de refrigeracion de 4 °C (Gijon 2013).



Cuadro 2. Promedio de ooquistes de Eimeria spp segiin matriz analizada.

i Media . o Separacion de
Matriz (OPG) Desv. Estandar  Coef. Variacion medias
Heces Frescas 187,000 42,000 22.44% A
Heces de Cama 67,000 22,300 33.28% B

Letras diferentes son estadisticamente diferentes (P < 0.05)
OPG: Ooquistes por gramo.

En el Cuadro 3 se puede observar que existen diferencias significativas entre las soluciones (P <
0.05) siendo la solucion de sacarosa con formalina la que logra recuperar una mayor cantidad y la
solucion salina saturada una cantidad menor. La formalina al 10% en la solucién de sacarosa es Util
para poder recuperar una mayor cantidad de ooquistes en métodos de flotacion o sedimentacion
(Kaminsky 2003). La solucién de sacarosa presenta una mayor gravedad especifica que la solucion
salina saturada dandole una mayor eficacia para diagnésticos parasitarios (Jara et al. 2010). Los
elevados coeficientes de variacion en las soluciones corresponden a que estas fueron utilizadas en
las heces frescas y de cama, al encontrar diferencias significativas entre los tipos de muestra los
coeficientes de variacion se elevan. A pesar de esto la solucion de sacarosa cuenta con un
coeficiente de variacion inferior respecto a la solucion salina saturada.

Cuadro 3. Promedio de ooquistes de Eimeria spp segun solucion analizada.

Solucién Media Desviacion Coeficiente de Separacion de
(OPG) Estandar Variacion medias

Solucion de sacarosa 145,000 72,500 49.85% A

Solucion salina 108,000 61,600 56.61% B

Letras diferentes son estadisticamente diferentes (P < 0.05)
OPG: Ooquistes por gramo.

De acuerdo con el Cuadro 4, se puede observar diferencias significativas entre los tratamientos (P
< 0.05) siendo el tratamiento HF x SF el que logro recuperar la mayor cantidad de ooquistes. El
tratamiento con menor recuperacion fue CM x SS obteniendo la menor cantidad de ooquistes. Los
métodos para deteccion de parasitos que utilizan centrifuga son mas precisos comparados de los
que no lo centrifugan (Pereckiene et al. 2007). La solucion de sacarosa con formalina al tener una
gravedad especifica oscilante de 1.2 a 1.35 permite a que floten mas elementos parasitarios
(\Vadlejch et al. 2013). Factores importantes para poder tener resultados con menores coeficientes
de variacion son el tamafio de la muestra y la solucién a utilizar. Las mejores relaciones para diluir
la muestra son 1:10 y 1:15 logrando recuperar una mayor cantidad de ooquistes y con una menor
variacion (Cringoli et al. 2004). La solucion salina es la mas facil de preparar, sin embargo, tiene
una desventaja que cristaliza rapidamente.



La separacién de medias nos brinda un perfil de cual tratamiento fue el mejor dentro del
experimento. EI mejor tratamiento fue las heces frescas con la solucidn de sacarosa con formalina
al 10%. Esto es debido a que las heces frescas cuentan con una mayor cantidad de ooquistes, la
solucion de sacarosa tiene una mayor gravedad especifica comparada con la solucién salina
saturada. La recuperacion mas baja de ooquistes fue con las heces de cama con solucién salina
saturada, esto fue debido a que la solucién salina saturada tiene una gravedad especifica inferior a
la solucion de sacarosa, ademas, las heces de cama tienen una baja carga de ooquistes a causa del
amoniaco liberado.

Cuadro 4. Promedio de ooquistes de Eimeria spp segin matriz y solucion de flotacion.

Matriz Solucién Media (OPG) Separacion de medias
Heces frescas Solucion de sacarosa 213,000 A
Heces de cama Solucién salina 161,000 B
Heces frescas Solucién de sacarosa 77,700 C
Heces de cama Solucién salina 56,300 D

Medias con letras diferentes son estadisticamente diferentes (P < 0.05)
OPG: Ooquistes por gramo

En el Cuadro 5 se puede observar que la Matriz y la Solucion tienen la misma probabilidad
presentando diferencias significativas, sin embargo, ambas fuentes de variacion tuvieron el mismo
efecto en la cantidad de ooquistes contabilizado. Los blogues fueron una fuente de variacion, esto
corresponde a que las muestras provienen de diferentes aves y cada ave tiene una carga diferente
de ooquistes. También se encontrd diferencias significativas en la interaccion de la matriz y
solucion. Dorney en 1964 presentd un coeficiente de variacion del 29% exponiendo que los
recuentos con la Camara de Neubauer son factibles, sin embargo, el pequefio volumen de
suspension para examinarse aumenta el coeficiente de variacion comparado con otros métodos
(Dorney 1964). Juarez en el 2001 report6 un coeficiente de variacion del 35% utilizando la misma
metodologia de Dorney exponiendo que el método puede ser utilizado para recuentos de ooquistes
después de ser validado (Juarez et al. 2001).

Cuadro 5. Analisis de varianza para ooquistes por gramo

Fuente de Variacion Probabilidad
Matriz <0.0001
Solucion <0.0001
Repeticion 0.0344
Matriz*Solucién 0.0291
Coeficiente de Variacion 20.62%
R2 0.87




Como se puede observar en el (Cuadro 6) la solucion salina tiene un costo de preparacion de HNL.
35.80 y la solucion de sacarosa con formalina tiene un costo de preparacion de HNL. 62.49. La
solucion salina presenta un costo de elaboracion 43% inferior que la solucion de sacarosa con
formalina, sin embargo, la solucién de sacarosa con formalina tiene mejores resultados para la
recuperacion de ooquistes. El aumento de costos en la elaboracién de la solucion de sacarosa con
formalina es debido al precio del azlcar tradicional y la formalina. No hay diferencias entre
soluciones que puedan llegar a dificultar el conteo de ooquistes, como puede ser el color de la
solucion de flotacion. En el (Cuadro 7) se puede observar que la solucién salina saturada tiene los
menores costos de elaboracion siendo de HNL. 297.77, sin embargo, las diferencias en el costo no
son mayores, debido al volumen utilizado en el método.

Cuadro 6. Costos de elaboracién de un litro de solucion.
Solucion Salina Saturada Solucion de Sacarosa con Formalina

Sal (400 gramos) HNL 5.80 Azucar (1250 gramos) HNL 31.12
Agua Destilada (1000 mL) HNL 30.00 Formalina 10% (10 mL) HNL 1.37
Agua Destilada (1000 mL)  HNL 30.00

Total HNL 35.80 Total HNL 62.49
Tasa de cambio: Un délar = HNL24.55.

Cuadro 7. Costo de elaboracion del método de flotacion.

Solucién Salina Saturada

Solucién de Sacarosa con

Materiales y equipo HNL Formalina HNL
Costo de Uso de Equipos 242.66 242.66
Costo de Personal 45.83 45.83
Cubreobjetos 4.37 4.37
Tubos Eppendorf 4.20 4.20
Costo de Solucién (20 mL) 0.72 1.25
Total 297.77 298.30

Tasa de cambio: Un ddlar = HNL 24.55.

Para el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos el precio de venta debera ser de HNL350. El
precio es calculado a través de la formula de sobreprecio considerando un margen de ganancias del
15%. Actualmente muy pocas empresas prestan el servicio de deteccion y recuento de Eimeria spp
en Honduras. SENASA es la Unica institucion que presta este servicio a un precio de HNL150,
debido a que esta subsidiado por el estado, sin embargo, el analisis es limitado debido a que realizan
un unico recuento mientras que Zamorano realizara diez réplicas de cada muestra. Los analisis de
heces fecales es laboratorios clinicos privados rondan desde los HNL215 hasta los HNL400.
Algunos de estos analisis se realizan tres repeticiones debido a que algunos parasitos tienen un

comportamiento de ciclo.



Para evaluar la presencia y cuantificar la cantidad de Eimeria spp se debe recolectar una muestra
representativa de heces, ademas, de realizar 10 réplicas de las mismas heces fecales. Esto se realiza
con la intencion de obtener un valor méas cercano al real y con ello disminuir los coeficientes de
variacion en el estudio. En la zona de San Antonio de Oriente se encuentran algunas explotaciones
avicolas con una produccion como podemos resaltar Avicola Di Palma con una produccion
semanal de 3,000 aves, al igual que la Unidad de Aves de Zamorano, contando con tres galpones
en funcionamiento. Como se puede observar en la Figura 2, considerando una participacion de
Zamorano en analisis de este tipo del 50% y un crecimiento del 5% anual se estima que el promedio
de muestras anuales es de 65 pruebas anualmente y se espera un acumulado de 900 pruebas dentro
de los préximos 10 afios.

1000
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Figura 2. Estimacion de la demanda de pruebas de coccidiosis.
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4. CONCLUSIONES
La mejor solucién para la deteccion de Eimeria spp es la solucion de sacarosa con Formalina
al 10% comparada con la solucion salina saturada, recolectando la mayor cantidad de ooquistes.

Es importante utilizar muestra fresca y evitar las muestras de cama debido a que tienen una
cantidad inferior de ooquistes a causa del amoniaco que se libera y causa muerte de los parasitos
en la cama.

La solucion salina saturada es la solucion mas barata, ademas de ser la que tiene la preparacién
mas sencilla de todas.

El Laboratorio de Microbiologia de Alimentos cuenta con todo el equipo y utensilios para poder
realizar la metodologia para deteccion de Eimeria spp.
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5. RECOMENDACIONES

Comparar la metodologia utilizando la Camara de Neubauer y la CAmara de McMaster para
observar con cual se puede recuperar la mayor cantidad de ooquistes y disminuir con esto el
sesgo de la prueba.

Realizar una comparacion entre los resultados obtenidos con la Camara de Neubauer y los
conteos reales realizando un conteo de Eimeria spp a través de los intestinos.

Investigar méas a cerca de parasitologia para el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de
Zamorano debido a que representa una potencial fuente de ingresos y hace mas competitivo al
laboratorio.

Equipar al Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de Zamorano con mas cdmaras de
Neubauer y tubos de Microcentrifuga.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Microcentrifuga con tubos Eppendorf.

E-LMAZ-031

Centrifug
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ESCUELA AGRICOLA PANAMERICANA
DEPARTAMENTO DE AGROINDUSTRIA ALIMENTARIA
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS
CUANTIFICACION DE EIMERIA SPP EN HECES FECALES DE AVES A TRAVES DEL METODO DE FLOTACION
UTILIZANDO LA CAMARA DE NEUBAUER.

Anexo 2. Manual de procedimientos para el LMAZ.

1. Objetivos y alcance

Describir el método para la deteccion de Eimeria spp en heces fecales de aves a través del
método de flotacion utilizando la cdmara de Neubauer.

Alcance: Aplica para muestras de heces frescas con menos de 24 horas.

2. Materiales y equipos

Tubos Eppendorf
Balanza

Frasco de Precipitado
Stomacher

Solucion de Sacarosa / Solucion Salina Saturada
Camara de Neubauer
Micropipeta
Cubreobjetos
Microscopio Optico
Colador

Hielera

e Gel Congelado

3. Medios de Cultivo y Reactivos

e Solucion de Sacarosa con Formalina al 10%

4. Procedimiento

a) Preparar los reactivos de acuerdo al Anexo 1y Anexo 2. Procedimiento para la preparacion
de solucidn salina saturada y solucién de sacarosa con formalina al 10%.

b) Recolectar muestra de heces frescas haciendo uso de bolsas y cucharas desechables.
Importante mantener la cadena de frio para evitar alteracion de las formas parasitarias.

c) Pesar 6.5 gramos de heces fecales frescas dentro de una bolsa y agregar 100 mL de agua
destilada.

d) Introducir dentro del Stomacher por 2 minutos para poder homogeneizar la muestra,
asegurar de romper todos los sélidos y liberar los ooquistes.

MMP- -P21 09/07/2020 Versién: 01 Pag. 2de 3
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ESCUELA AGRICOLA PANAMERICANA
DEPARTAMENTO DE AGROINDUSTRIA ALIMENTARIA
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS
CUANTIFICACION DE EIMERIA SPP EN HECES FECALES DE AVES A TRAVES DEL METODO DE FLOTACION
UTILIZANDO LA CAMARA DE NEUBAUER.

e) Filtrar la suspension para separar los sélidos indeseados. Agregar 1 mL de suspension
dentro de tubos Eppendorf.

f)  Luego llevar a una micro centrifuga los tubos y centrifugarlos durante 10 minutos a 1700
rpm.

g) Cuidadosamente vaciar el sobrenadante del tubo Eppendorf sin botar los solidos
acumulados en la parte inferior.

h) Llevar el tubo Eppendorf a la linea de 2 mL con la solucién de flotacion y agitar
vigorosamente hasta que el sedimento este esparcido.

i) Introducir nuevamente los tubos Eppendorf a la centrifuga durante 10 minutos a 1200 rpm.

j)  Agitar vigorosamente los tubos Eppendorf y dejar reposar durante 2 minutos sin tocarlo.
Al finalizar con uso de una micropipeta agregar 10 micro litros y colocarlos sobre un
cuadrante de la cAmara de Neubauer y cubrirlo con un portaobjetos.

k) Después con uso de un microscopio éptico en el objetivo 20X contabilizar los ooquistes
en todos los cuadrantes. Importante utilizar la iluminacion del diafragma en el nimero 10.

I) Elresultado final multiplicarlo por 1111.11 y ese mismo resultado luego multiplicarlo por
10 para poder llevarlo a la solucion 10°.

ANEXO

Anexo 1. Preparacion de Solucion Salina Saturada
Gravedad especifica: 1.18

Forma de preparacion: Calentar a 60°C agua destilada dentro de un Erlenmeyer cuando este llegue
a la temperatura adecuada agregar 128 gramos de sacarosa por cada 100 mL de agua destilada. Este
debera ser agitada constantemente hasta que la sacarosa se disuelva completamente, dejar reposar
durante 30 minutos hasta que se enfrie. Enfriada la solucién agregar 1 mL de formalina al 10% por
cada 100 mL de agua destilada utilizada. Importante mantener en refrigeracion la solucion después
de su preparacion.

Anexo 2. Recoleccion de muestra

Haciendo uso de cucharas desechables tomar las heces frescas del suelo e introducirlas dentro de
una bolsa para muestras. Una vez colectada la muestra introducir dentro de una hielera y transportar
hacia el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de Zamorano. Es importante mantener la
refrigeracion para evitar la alteracion de las formas parasitarias (Fabian et al. 2003).
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6. Control de cambios

Version |
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Anexo 3. Cdmara de Neubauer con Eimeria spp.

A: Parasito Eimeria spp en solucion salina saturada observado a 10X.
B: Parasito Eimeria spp en solucion de sacarosa con formalina observado a 20X.

Anexo 4. Soluciones de flotacion (salina y sacarosa)

.

Q‘ NO, 14395 /
——

'\\—qu

Solucién Salina Saturada (izquierda) y Solucion de Sacarosa con Formalina (derecha)
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Anexo 5. Especies de Eimeria spp en aves (a) E. maxima, (b) E. brunetti, (c) E. tenella, (d) E.
necatrix, (e) E. praecox, (f) E. acervulina, and (g) E. mitis.

Fuente: (Castafién et al. 2007)
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