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RESUMEN 

Con el objetivo de desarrollar un método para detectar esporoquistes de Sarcocystis spp 

en pastizales, se obtuvo un pool de esporoquistes mediante la infección experimental de 

cuatro cachorros con carne y corazón de alpacas con macro y microquistes; muestras de 

suelo y pastizal (10 g) de zonas seca y húmeda fueron contaminadas con suspensiones de 

10³ esporoquistes de Sarcocystis siendo procesadas mediante soluciones dispersantes: 

agua destilada y Tween 80 y soluciones de flotación: Sacarosa, y ZnSO4, se obtuvieron 

96 muestras del Centro Experimental La Raya y fueron evaluadas en el Laboratorio de 

Parasitología Veterinaria, los datos fueron analizados en un diseño bloque completo al 

azar bajo un arreglo factorial 2x4 y la comparación de medias se realizó mediante la 

prueba de Tukey α=0.05. Los resultados muestran los porcentajes de recuperación de 

esporoquistes en función al tiempo de almacenamiento por 1, 4 y 7 días de 23.50%, 

22.34% y 21.61% en pastizales de zona húmeda y de 21.31%, 20.30% y 19.19% en 

pastizales de zona seca; y según soluciones de dispersión y flotación utilizados en 

muestras de zona húmeda y seca fueron de 26.56% y 22.68% con agua destilada y 

sacarosa, 34.02% y 30.13% con Tween 80 y Sacarosa, 12.48% y 12.61% con agua 

destilada y Sulfato de Zinc, 16.88% y 12.65% con Tween 80 y Sulfato de Zinc. Se 

concluye que el método de flotación con sacarosa utilizando como dispersante Tween 80 

fue la mejor opción para la detección y cuantificación de esporoquistes de Sarcocystis en 

suelo y pastizales naturales.  

Palabras clave: camélido sudamericano, contaminación, esporoquistes de Sarcocystis, 

método, pastizal. 
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ABSTRACT 

In order to develop a method to detect Sarcocystis spp sporocysts in grasslands, a pool of 

sporocysts was obtained by experimental infection of four puppies with alpaca meat and 

heart with macro and microcysts; Soil and grassland samples (10 g) from dry and wet 

areas were contaminated with suspensions of 10³ Sarcocystis sporocysts, being processed 

using dispersing solutions: distilled water and Tween 80 and flotation solutions: Sucrose, 

and ZnSO4, 96 samples were obtained from the Center Experimental La Raya and were 

evaluated in the Veterinary Parasitology Laboratory, the data were analyzed in a 

randomized complete block design under a 2x4 factorial arrangement and the comparison 

of means was performed using the Tukey test α=0.05. The results show the recovery 

percentages of sporocysts depending on the storage time for 1, 4 and 7 days of 23.50%, 

22.34% and 21.61% in grasslands of the humid zone and of 21.31%, 20.30% and 19.19% 

in grasslands of the zone dry; and according to dispersion and flotation solutions used in 

samples from the wet and dry zone, they were 26.56% and 22.68% with distilled water 

and sucrose, 34.02% and 30.13% with Tween 80 and Sucrose, 12.48% and 12.61% with 

distilled water and Sulfate of Zinc, 16.88% and 12.65% with Tween 80 and Zinc Sulfate. 

It is concluded that the sucrose flotation method using Tween 80 as dispersant was the 

best option for the detection and quantification of Sarcocystis sporocysts in soil and 

natural grasslands. 

Keywords: South American camelid, pollution, Sarcocysts sporocysts, method, 

grassland. 
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INTRODUCCIÓN 

Los camélidos sudamericanos se encuentran en las zonas más altas, agrestes y frías de las 

zonas alto andinas de Sudamérica. Nuestro país, alberga al 87% de la población mundial 

(4’ 042,468), seguido de Bolivia con el 9.5%, el Perú cuenta con 3’685,249 alpacas, 

746,269 llamas, 147,000 vicuñas y 3,810 guanacos; la población de alpacas se encuentra 

distribuida en 17 departamentos, siendo Puno y Cusco los que concentran la mayor 

cantidad con 1’459,903 y 545,454 animales respectivamente (INEI, 2014).  

Argentina tiene la enorme mayoría 86.8 % de guanacos que existen en el mundo, los 

camélidos sudamericanos tienen un enorme valor económico, social y cultural para una 

importante población (Germana et al., 2016). 

Los camélidos sudamericanos (CSA) constituyen la mayor riqueza pecuaria y genética de 

las poblaciones andinas de Sudamérica, las especies domésticas alpacas y llamas son 

fuente de fibra, carne y de subproductos como pieles y cuero que tienen multiples usos 

industriales y artesanales, y que son indispensables para la subsistencia de un amplio 

sector de poblaciones (Fernández, 2005). 

La crianza de alpacas y llamas se ve limitada por una serie de factores fundamentalmente 

sanitarios, dentro de los cuales la Sarcocistiosis tiene un impacto negativo en la 

producción de estas especies. Esta enfermedad parasitaria es ocasionada por protozoarios 

Apicomplexos del Género Sarcocystis, la característica de este género es formar quistes 

tabicados macroscópicos o microscópicos en el tejido muscular del hospedador 

intermediario (Cordero et al., 1999). 

En camélidos sudamericanos se han reportado tres especies: Sarcocystis aucheniae que 

se caracteriza por formar quistes macroscópicos, Sarcocystis lamacanis quistes 

microscópicos en alpacas, llamas y vicuñas; Sarcocystis tilopodi en guanacos (Leguía y 

Casas, 1999), y precisamente las formas macroscópicas  dan una mala presentación visual 

a las carnes, depreciándolas: confundiéndolas con otras enfermedades zoónoticas 

ocasionando su decomiso en los camales de beneficio, limitando su consumo y 

comercialización, pese a ser una carne con alto valor nutritivo, bajo nivel de grasas y 

colesterol. 

Dentro de las pérdidas económicas que ocasiona esta enfermedad se menciona que en el 

camal de Santa Rosa (Melgar-Puno) durante los años de 1973-1974, de 5,873 alpacas 



2 
 

beneficiadas, se decomisaron 529 carcasas por la presencia de Sarcocystis aucheniae, 

siendo ésta, la segunda causa de decomiso (Alva et al., 1980). En otro estudio realizado 

en un camal regional del altiplano de Chile, durante los años 1985-1996 se decomisó el 

3% de carcasas (seriamente afectadas) por presencia de quistes macroscópicos (Rojas et 

al., 1993). Las pérdidas anuales en el Perú se estiman en $ 300,000 dólares americanos 

por año (Rojas, 1990).  

Se han referido prevalencias del 70 al 100% de micro y macro quistes en las cuatro 

especies de camélidos sudamericanos en todas las regiones del país (Mostajo, 1983; 

Fernández, 1991; Castro et al., 2004; Gutiérrez et al., 2015; Leguía y Santiago, 2018), 

resultados que demuestran los altos niveles de contaminación de los pastizales de 

camélidos sudamericanos con el parásito, debido a la estrecha convivencia de alpacas y 

llamas con los perros y la alimentación de estos animales con carne infectada con 

Sarcocystis,  a esto se  adiciona la excesiva población de perros en las zonas ganaderas y 

la acción predadora de zorros; los cuales como hospedadores definitivos al no desarrollar 

inmunidad son reinfectados continuamente, eliminando millones de esporoquistes que 

son inmediatamente infectivos y por un largo periodo de tiempo (Leguía y Casas, 1999).  

El perro elimina junto con el material fecal hasta un máximo de 560,000 esporoquistes 

por día de Sarcocystis aucheniae a los 15 días post infección; y 2’000,000 de 

esporoquistes por día de Sarcocystis lamacanis a los 22 días post infección, la 

contaminación de la pastura es potencialmente severo como resultado de un perro 

infectado (White, 1998).   

Los niveles de contaminación de las pasturas con esporoquistes de Sarcocystis spp  

determinado por la carga de esporoquistes, la sobrevivencia, viabilidad, dispersión en el 

suelo y agua, y otros factores son desconocidos, debido a la dificultad de su  detección en 

muestras medio ambientales, y a la falta de métodos apropiados, por esta razón este 

estudio tiene importancia para el entendimiento de la dinámica de  infección en camélidos 

sudaméricanos, siendo su control un reto para los programas de salud y en el Perú este 

problema se complica por los bajos niveles educativos de las poblaciones en riesgo en las 

zonas rurales, y precisamente en esta investigación nuestro objetivo fue evaluar métodos 

de dispersión y concentración para la detección y recuento de esporoquistes de 

Sarcocystis en pastizales experimentalmente contaminados de estas especies. 
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CAPÍTULO I 

REVISIÓN DE LITERATURA 

1.1. Marco Teórico. 

Sarcocistiosis: conjunto de enfermedades que afectan a numerosos hospedadores 

intermediarios por diferentes especies del género Sarcocystis, la característica del género 

es la de formar quistes musculares tabicados que delimitan cavidades internas con 

numerosos zoítos. El nombre deriva de sarkós= carne, sporidium= espora o semilla 

pequeña (Cordero del Campillo et al., 1999). 

El género Sarcocystis está compuesto por más de 130 especies, de los cuales menos de la 

mitad se conocen sus ciclos de vida, estas especies se diferencian en el grado de 

patogenicidad, estructura y en el ciclo de vida, la ultraestructura de la pared del 

Sarcocystis es el mejor criterio para la diferenciación de especies en el género Sarcocystis 

spp (Dubey et al., 1989). 

Las especies que se conocen han demostrado ser altamente específicas para el hospedero 

intermediario, pero no para el hospedero definitivo (Rojas, 1990; Radostits et al., 1992). 

La parasitosis constituye la principal causa de decomiso de las carnes de camélidos, al 

igual que en otras especies; en el Perú se decomisan el 9% de las canales por causa de 

Sarcocystis, estas cifras pueden ser más altas en algunas poblaciones de camélidos (Alva 

et al., 1980). 

Una limitante importante para el éxito de la investigación en ecología de parásitos en el 

suelo, ha sido la falta de sensibilidad de métodos cuantitativos, existen métodos 

moleculares para detectar ADN de parásitos en el suelo, pero son caros, laboriosos y 

ofrecen solo un método indirecto de cuantificar la presencia de parásitos (Durant et al., 
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2011; Lélu et al., 2011). 

Los ooquistes pueden ser difíciles de detectar y son más frágiles que los huevos de 

parásitos más grandes, muchos de los métodos de flotación existentes son complicados y 

el tiempo demandado requiere de materiales y reactivos especiales, y tiene un éxito 

moderado en la cuantificación de ooquistes en el suelo (Kato y Bowman, 2002; Lélu et 

al., 2011). 

Otros aspectos de esta enfermedad en alpacas y llamas aún requieren más trabajo para 

mejorar nuestra comprensión sobre el impacto de la sarcocistiosis en la salud animal en 

términos de productividad, aumento de peso, eficiencia reproductiva, producción de fibra, 

inmunidad, funcionamiento músculo esquelético, susceptibilidad a otras enfermedades y 

pérdidas económicas (Saeed et al., 2018). 

La sobrevivencia en el medio de los esporoquistes de Sarcocystis es muy grande, ya que 

en condiciones atmosféricas propias de climas templados pueden permanecer viables 

alrededor de un año; sometidos a temperaturas de 4°C mantienen su capacidad infectante 

durante 2 años, por debajo de 0 °C  son capaces de sobrevivir 2 meses, incluso son 

resistentes en condiciones de sequedad, donde mantienen su viabilidad durante 3 meses, 

esto debido a que lo único que tienen que hacer en el medio es sobrevivir, no evolucionar. 

Además, al carecer de cuerpo de stieda, son resistentes a la acción de agentes químicos 

del medio (Cordero del Campillo et al., 1999). 

En un estudio de prevalencia de Sarcocystis en alpacas (mayores de 2 años) beneficiadas 

en el camal municipal de Santa Rosa-Melgar, mediante la inspección directa y 

observación microscópica se encontró que el 100% de muestras de esófago y corazón 

resultaron ser positivos a Sarcocystis spp (Mostajo, 1983). 

El perro elimina con el excremento de medio a un millón de esporoquistes por día, 

dependiendo de la especie de Sarcocystis y la evolución de la infección en el perro, la 

eliminación continúa por un periodo de 4 a 8 semanas, los esporoquistes pueden 

sobrevivir en la pastura durante 6 meses o más y dado al periodo patente prolongado y el 

número grande de esporoquistes excretados por día, la contaminación de la pastura es 

potencialmente severo como resultado de un perro infectado (White, 1998). 

Los  esporoquistes  de Sarcocystis  pueden permanecer viables por mucho tiempo, la 

mayoría no son ingeridos por las alpacas, en la estación seca, la intensa radiación  solar, 
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el clima seco  y quizás las heladas nocturnas de la puna,  matan a los esporoquistes; en 

contraste durante la estación lluviosa (diciembre a marzo), el clima es más caluroso, 

húmedo y a menudo nublado, ayudando la supervivencia de los esporoquistes, 

simultáneamente, el crecimiento del césped es abundante, favoreciendo el consumo de 

esporoquistes por alpacas (Leguía y Casas, 1999). 

El perro como hospedador definitivo elimina junto con el material fecal hasta un máximo 

de 560,000 esporoquistes por día de Sarcocystis aucheniae a los 15 días post infección; y 

2’000,000 de esporoquistes por día de Sarcocystis lamacanis a los 22 días post infección. 

Ambas especies, tienen una sobrevivencia de 4 – 5 meses a más en las pasturas (White, 

1998). 

Los perros infectados con Sarcocystis no desarrollan inmunidad, debido a la ausencia de 

reproducción asexual, siendo reinfectados continuamente, eliminando millones de 

esporoquistes por periodos prolongados. Existen grandes niveles de contaminación del 

medio ambiente con este parásito, ya que los perros después de la ingestión de 

microquistes y macroquistes eliminan millones de esporoquistes que son inmediatamente 

infectivos y por un largo periodo de tiempo (Leguía y Casas, 1999). 

En alpacas beneficiadas en el camal municipal de Nuñoa - Melgar, para determinar la 

prevalencia de Sarcocistiosis microscópica en corazón de 939 animales entre jóvenes y 

adultos, se reportó una prevalencia de 80.62 %, según edad las alpacas adultas presentaron 

mayor prevalencia 54.21 % con relación a los jóvenes 26.41% (Gutierrez et al., 2015). 

El consumo de carne de alpaca está aumentando en los países desarrollados, ya que posee 

menos grasa y colesterol que la carne de vacuno, oveja y cabra lo que potencialmente lo 

convierte en un producto muy valioso para los mercados locales e internacionales 

(Mamani y Gallo, 2014). 

Los surfactantes como el Tween-80 son agentes químicos "activos en superficie" (su 

nombre es un acrónimo inglés: "surfactant", de surface, superficie; active, activo, y -ant, 

-ante); cuando los surfactantes se disuelven en agua se concentran en interfases, como 

agua-aire o agua-aceite, y ahí ejercen diversas funciones: humedecen, emulsifican 

dispersan y solubilizan; favorecen o impiden la formación de espuma; son antiestáticos y 

lubricantes; también dan brillo y afectan a ciertas propiedades geológicas. Los 

surfactantes reducen la tensión superficial del agua, lo que permite que ésta se pueda 



6 
 

extender y humedecer distintos tipos de superficies, algo muy útil en el proceso de 

lavado (recuperado de: http://biomodel.uah.es/model2/lip/surfactantes.htm). 

El tween 80 o también conocido como polisorbato 80 es un líquido de color amarillo y 

aceitoso, tensoactivo no iónico derivado de ésteres de sorbitan es soluble y dispersable en 

agua. Ésta sustancia se ha utilizado durante mucho tiempo en diferentes industrias, en 

especial en productos bioquímicos como dispersante de productos medicinales. Son 

detergentes utilizados en los laboratorios biomédicos, son surfactantes, el Tween-20 y el 

Tween-80 son surfactantes polisorbatos con un ácido graso y una cadena larga de 

polioxietileno tienen una CMS muy baja y generalmente son surfactantes suaves, el 

Tween 80 tiene ácido oleico, se utilizan de rutina como agentes de lavado en inmunoblot 

y en ensayos de ELISA (Lavome, 2018). 

Pastizal es la cantidad de follaje removido sin causar daño en las raíces y 

subsecuentemente, a brotes de plantas deseables (Sosebee, 1982). Pastizal es la ciencia y 

el arte de la planificación y dirección del uso multiple de la pradera para obtener una 

máxima producción animal económica sostenible, compatible con la conservación y/o 

mejoramiento en los recursos naturales relacionados (Huss et al., 1974) citado por (Farfán 

y Farfán, 2012).  

Los bofedales o vegetación de turbera presentan una composición florística rica en 

juncáceas y gramineas en la que las especies dominantes pertenecen a los géneros 

Distichia, Carex, Calamagrostis, Gentiana, Werneria, Arenaria, Alchemilla, Lucilia, 

Lileaepsis, Diplophylla, Plantago y otros, estas asociaciones son de buena palatabilidad, 

y alto valor nutricional y mantienen vegetación verde durante todo el año, lo que permite 

que sostengan la producción de camélidos  (Ruíz y Tapia, 1987) citado en (Zorogastúa et 

al., 2012). 

En el análisis de caracterización del suelo en bofedales de Puna húmeda y seca, el distrito 

de Santa Rosa- Melgar presenta un 46% de arena, 9% de arcilla y 45% de limo, con un 

pH de 4.99 y considerado con una textura de franco (INIA, 2007). 

El perro es el potencial huésped definitivo de Sarcocystis aucheniae, la especie formadora 

de quistes macroscópicos. Sin embargo, la carga de esporoquistes y los períodos 

prepatentes en los perros podrían variar dependiendo del tamaño del macroquiste que 

ingieren. Por ejemplo, los cachorros que recibieron macroquistes de tamaño más pequeño 

http://biomodel.uah.es/model2/lip/surfactantes.htm
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(1–3 mm) eliminaron significativamente más esporoquistes con un período prepatente 

más corto (12 días), en comparación con aquellos (período de prepatencia de 16 días) que 

recibieron macroquistes más grandes (˃ 5 mm) (Cornejo et al., 2007). 

 La carne de alpaca se está volviendo popular en muchas partes del mundo debido a su 

menor contenido de colesterol que otras carnes rojas, por lo que tiene el potencial de ser 

un producto valioso para los mercados locales e internacionales. Sin embargo, la carne de 

camélidos sudamericanos se puede degradar y/o incluso condenar debido a la presencia 

de quistes macroscópicos en los músculos esqueléticos, lo que ocasiona importantes 

pérdidas económicas para los agricultores (Saeed et al., 2018). 

El saneamiento deficiente y la presencia de perros de pastoreo se consideran factores de 

riesgo para sarcocistosis en camélidos sudamericanos. Por ejemplo, se observó una mayor 

prevalencia (50%) de sarcocistosis en llamas mantenidas en condiciones sanitarias 

deficientes y con presencia de perros de pastoreo, en comparación con los (23 y 26%) 

mantenidos en diferentes localidades, pero en condiciones sanitarias buenas y en ausencia 

de perros pastores (Romero et al., 2017). 

El daño causado por los hidrocarburos en el ecosistema es muy amplio, desde cambiar las 

propiedades físicas, químicas y biológicas del suelo hasta ocasionar daños en flora, fauna 

y en la salud humana. Esto ha llevado a buscar tecnologías de restauración 

económicamente viables, rápidas y que protejan el ambiente. En los años recientes la 

aplicación de surfactantes para la remediación de suelos contaminados ha sido muy 

utilizada mundialmente. Los surfactantes pueden actuar incrementando la 

biodisponibilidad del hidrocarburo mediante la solubilización del contaminante, pero 

también pueden ocasionar toxicidad en los microorganismos. Esta revisión presenta un 

avance del conocimiento sobre los surfactantes: tipos, propiedades, características y el 

uso en la biorremediación de suelos contaminados con hidrocarburos haciendo énfasis en 

los surfactantes no iónicos, debido a su baja concentración micelar crítica (CMC) y alta 

degradabilidad, en específico el Tween 80 (Gonzáles et al., 2018). 

Se ha encontrado que la ubicación y las prácticas de alimentación afectan la prevalencia 

de sarcocistiosis en camélidos sudamericanos, por ejemplo, la prevalencia de quistes 

macroscópicos en llamas sacrificadas comercialmente de Bolivia varió entre el 23% 

(2007) y el 50% (2011), con una prevalencia general del 34%. En otro estudio, se observó 

una alta prevalencia (100%) de Sarcocystis en llamas sacrificadas en Chile. Esta 
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diferencia en las tasas de infección podría deberse a la variación en la ubicación 

geoclimática y las prácticas de alimentación, ya que se informó de una mayor prevalencia 

de Sarcocystis en guanacos que pastan en pastizales que en las zonas boscosas. La alta 

prevalencia en el primer grupo se debió posiblemente al contacto frecuente de estos 

animales con perros utilizados para el pastoreo, sin embargo, recientemente se ha 

demostrado en Argentina que la sarcocistiosis en las llamas no se vio afectada por el 

clima, la altitud o las características de los pastos que justifican estudios adicionales 

(Saedd et al., 2018). 

1.2. Antecedentes 

Por ser un trabajo inédito, no se encontró antecedentes referidos al tema de estudio, de 

manera que se consideró estudios efectuados en otros parásitos que se encuentran en el 

Phylum Apicomplexa. 

De 115 muestras de suelo de quintas, jardines y terrenos baldíos frecuentados por gatos, 

de dos barrios de Recife, fue aislado Toxoplasma gondii. Las muestras después de 

emulsionadas en agua, fueron tratadas por el método de flotación en sacarosa (densidad 

1.15). Los sobrenadantes fueron inoculados por vía peritoneal, en ratones albinos. La 

positividad fue evidenciada al encontrar quistes en cerebro, por la presencia de 

anticuerpos sanguíneos por la técnica de Sabin Feldman. Las condiciones climáticas 

locales desfavorables aliadas a posible pérdida de infectividad durante el transporte, 

explican o reducen el número de muestras positivas encontradas (Azevedo et al., 1983). 

La propagación potencial de parásitos por gatos silvestres que infectan ovinos y vacunos 

fue investigado sobre 5 Km de tierras de cultivo de Nueva Zelandia, las heces fueron 

colectadas para el estudio de la dieta y la prevalencia de Sarcocystis, la dieta consistía 

principalmente por ratones y despojos de carne de ovino, los esporoquistes de Sarcocystis 

fueron encontrados en un 4.8 % en las muestras de heces. La distancia domiciliaria y los 

movimientos de los gatos silvestres fueron estimados utilizando la radiotelemetría, las 

gatas que usaron graneros y pasturas tuvieron una distancia domiciliaria de (1.88-2.79 

Km ) con relación a los que vivían en árboles (0.37 - 1.09 Km ); los machos adultos y 

jóvenes tuvieron una distancia domiciliaria de (2.76 – 3.00 Km ), la densidad de gatos 

silvestres residentes se mantuvo cerca de (3.5 Km ) estacionalmente fueron suplantados 

por gatos transitorios (Langham & Charleston, 1990). 
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Para aislar protozoos parásitos del agua, una porción de 1 kilogramo de vegetales fue 

dividido en sub porciones de 200 g. Las sub porciones fueron secuencialmente procesados 

y lavados con 1.5 litros de solución detergente (1% de sulfato dodecil de sodio, 0.1% 

tween 80) y sedimentados por 10 minutos. Después de éste tratamiento, el agua lavada 

fue colectada en un beaker de polipropileno y transferida a tubos de centrífuga de 

polipropileno de 50 ml. y centrifugados por 15 minutos a 1500 rpm. El sedimento fue 

consolidado dentro de un tubo completando con dos lavados de cada tubo, el sedimento 

final fue fijado con 4% de formol aldehido por 10 minutis antes de verificar los parásitos 

Los anticuerpos de fluorescencia indirecta fueron aplicados para teñir los parásitos 

(Giardia y Cryptosporidium). Este procedimiento es adecuado para protozoarios (Bier, 

1991).  

Luego de la contaminación del suelo con desechos de ganado (heces) se monitoreo la 

transferencia de ooquistes de Cryptosporidium parvum a través del suelo en el laboratorio 

utilizando lluvia simulada y nucleos de suelo intactos, a partir de una concentración inicial 

de ooquistes/núcleo. Se detectaron ooquistes en cantidades bajas en los lixiviados de 

suelos franco arcillosos y franco limosos, pero no en suelos arenoso-arcilloso, el análisis 

de los núcleos de suelos reveló que la mayoría, es decir el 73% de los ooquistes se 

encontraron a 2 cm superiores del suelo, los números disminuyeron a 13%, 8% y 5% a 

profundidades de 10, 20 y 30 cm respectivamente (Mawsdley et al., 1992). 

Se ha descrito un método para la extracción y cuantificación de ooquistes de 

Cryptosporidium parvum del suelo, en el que se utilizó la flotación con sacarosa, los 

autores indican eficiencias de extracción de hasta 61.60 % para muestras del suelo de 1 g 

procesadas poco después de la adición de ooquistes a las muestras, sin embargo, las 

eficiencias de extracción disminuyeron al 4.00 % después de 24 horas (Mawdsley et al., 

1992). 

En un estudio los resultados obtenidos utilizando un procedimiento adaptado del método 

de Mawdsley et al. (1996). En éste estudio el porcentaje de recuperación de ooquistes de 

Cryptosporidium parvum fue de 43% ± 5.7% (intervalo de confianza 95%) para las 

muestras de suelo en la que la adición de ooquistes fue reciente (Walker et al., 1998). 

Los porcentajes de recuperación de ooquistes de Cryptosporidium parvum del suelo 

fueron evaluados utilizando diferentes soluciones de flotación (NaCl, ZnSO4 y Sacarosa), 
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diferentes soluciones de dispersión (Triton X-100, Tween 80 y Tris - Tween 80); 

diferentes técnicas de dispersión (agitación magnética, sonicación) y diferentes tiempos 

de dispersión (5’, 15’ y 30’), 25 g. de muestras de suelo fueron utilizadas para reducir la 

variabilidad espacial. Los altos porcentajes de recuperación fueron obtenidos cuando se 

usó 50 mM Tris 0.5 % Tween 80; agitación magnética por 15 minutos, como técnica de 

dispersión y la solución sobresaturada de Cloruro de Sodio (NaCl) como solución 

flotadora. Los porcentajes de recuperación de ooquistes de suelos fueron de 1 a 2 

ooquistes por gramo de suelo, dependiendo del tipo de suelo. Los porcentajes de 

recuperación sin dispersantes (agua destilada o fosfato salino bufferado) fueron menos 

que 0.1%, lo cual indica ooquistes adheridas a partículas del suelo. Los porcentajes de 

recuperación disminuyeron con tiempos de almacenaje, aunque la adición de dispersantes 

(Tris-Tween 80) antes del almacenaje parece prevenir parcialmente la adhesión 

(Kuczynska y Shelton, 1999). 

Giardia y Cryptosporidium son agentes importantes de enfermedades parasitarias de 

cuerpos de agua, en este trabajo se evaluó la eficiencia de dos métodos de concentración 

para quistes de Giardia y ooquistes de Cryptosporidium con métodos de filtración de 

membrana y el método de filtración crossflow. Los resultados demostraron la alta 

eficiencia de la filtración crossflow en comparación con la primera. Los quistes de 

Giardia y ooquistes de Cryptosporidium fueron evaluados en muestras de aguas servidas, 

el segundo método fue capaz de reducir el número de quistes de Giardia, pero no los 

ooquistes de Cryptosporidium en aguas residuales (Brandonisio y Portencasa, 2000). 

Los ooquistes raramente han sido recuperados del medio ambiente debido a la falta de 

métodos sensibles. La separación inmunomagnética, separación de célula activada por 

inmunofluorescencia y PCR están demostrando recientemente usos promisorios en la 

detección de protozoos de matrices complejos, tales procedimientos podrían ser aplicados 

para la detección de Toxoplasma gondii. Si los estudios sobre la composición bioquímica 

y antigénica de la pared del ooquiste son completados, utilizando estos métodos podría 

ser posible evaluar la ocurrencia, prevalencia viabilidad y virulencia de ooquiste de 

Toxoplasma gondii en matrices medio ambientales y fuentes específicamente de 

contaminación humana y animal (Dumétre y Dardé, 2003). 

En alpacas procedentes del departamento de Junin, sobre seroprevalencia de Sarcocystis, 

utilizando la técnica de ELISA indirecta en 941 muestras de sangre de alpacas (entre 
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hembras y machos), de diferentes edades; obteniéndose los siguientes resultados: la 

seroprevalencia en animales menores de 1 año fue de 46.00%, 1 año 98.00%, 2 años 

96.00%, 3 años 95.00%, mayores de 4 años 98.00 % y una seroprevalencia general de 

89.70 % (Castro et al., 2004). 

Un método de detección de ooquistes de Toxoplasma gondii del suelo fue evaluado 

usando la técnica de flotación con sacarosa, con una modificación adicionando 0.1% de 

gelatina dentro del lavado y la solución flotadora, El PCR fue desarrollado con muestras 

no tratadas y tratadas con polivinilpirrolidone (PVP), la adición de gelatina en la solución 

de sacarosa facilitó una mayor recuperación de ooquistes. Los límites de detección con el 

método fue 1 ooquiste/gr de suelo, indicando que este método es utilizado en estudios 

epidemiológicos (Matsuo et al., 2004). 

El propósito fue mejorar la detección de ooquistes de Toxoplasma gondii en muestras de 

suelo, comparando tres protocolos de extracción (A, B y C) sobre ooquistes esporulados 

y no esporulados de diferentes cargas y edades, probando el efecto de la esporulación y 

las características del suelo. La recuperación de ooquistes utilizando el protocolo C, en el 

cual la solución de flotación fue colocada bajo la solución muestra, después del paso de 

dispersión, fue al menos 10 veces más alto que los protocolos A y B en los cuales la 

muestra fue justamente filtrada antes de la flotación. La eficiencia del protocolo C 

probado sobre matrices de suelo artificial y 5 suelos naturales mezclados con ooquistes 

fue disminuyendo en suelos con alta proporción de arena. Se recomienda el protocolo C 

para investigaciones de campo (Lélu et al., 2011). 

El objetivo de este estudio fue cuantificar la viabilidad de ooquistes de Toxoplasma gondii 

bajo 2 condiciones de lluvias. Los ooquistes se colocaron en 54 cámaras de centinela que 

contenían suelos y 18 tubos de agua cerradas, todo se colocaron en 2 contenedores llenos 

de tierra. Los contenedores se regaron para simular niveles de lluvias de climas húmedos 

y áridos mantenidos a temperatura estable por 21.5 meses. A los 9 meses se tomó muestras 

de 6 cámaras y 2 tubos, 3 métodos fueron usados para medir la viabilidad de ooquistes: 

conteo microscópico, PCR cuantitativo (qPCR) e inoculación en ratones. Paralelamente 

los ooquistes fueron colocados en refrigeración durante el mismo periodo de analizar su 

detectabilidad fuera del tiempo estipulado. Todas estas pruebas mostraron valores 

decrecientes y diferencias altamente significativas entre condiciones de sequedad y 

humedad. La proporción de sobrevivencia de ooquistes después de 100 días se estimó en 
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7.40% por qPCR bajo condiciones de sequedad y 43.70% bajo condiciones de humedad 

(Lélu et al., 2012). 

Se ha desarrollado un método de detección de ooquistes de Toxoplasma gondii en el agua 

y se propone una estrategia para la detección de multiples parásitos de cuerpos de agua, 

incluyendo Cryptosporidium spp y Giardia, las muestras de agua fueron filtradas para 

recuperar ooquistes de Toxoplasma gondii, después de la detección de ooquistes de 

Cryptosporidium y quistes de Giardia por inmunofluorescencia, las muestras fueron 

purificadas con sacarosa con gradiente de densidad. La detección de Toxoplasma fue 

basada sobre la amplificación del PCR e inoculación en ratones, para determinar la 

presencia e infectividad de ooquistes recuperados. Después del ensayo experimental 

determinaron que, el PCR fue el más sensible que el bioensayo (Aubert y Villena, 2009). 

En el estudio, cuatro métodos conocidos fueron utilizados para recuperar ooquistes de   

Cryptosporidium parvum de muestras de agua y heces (sedimentación, sedimentación con 

reducida cantidad de agua, flotación con sucrosa y separación con agua éter) fueron 

comparados para recuperar ooquistes de muestras del suelo previamente contaminados. 

La técnica de separación en dos fases demostró ser el mejor método a escoger, con un 

promedio de recuperación de 61.2 % ± 15.6 % según este método las recuperaciones más 

bajas y más altas fueron de 37.0 % a 95.0 % respectivamente. Otros dos resultados 

importantes fueron observados en experimentos del suelo, la eficiencia de la recuperación 

estuvo influenciada por la viabilidad de los ooquistes (la alta viabilidad fue directamente 

correlacionada con un incremento en la eficiencia de la recuperación), el alto contendido 

de arena en las muestras de suelo redujo la recuperación de ooquistes por su efecto nocivo 

en la viabilidad de ooquistes (Zilberman et al., 2009). 

La composición del suelo, y particularmente la proporción de arena, parece afectar la tasa 

de recuperación de ooquistes de Toxoplasma gondii. De los suelos probados la 

composición del suelo más estrechamente relacionado con este estudio fue 97.0% de 

arena, 3.0 % de materia orgánica, en ese suelo se recuperó más del 20.0 % de ooquistes 

de Toxoplasma gondii mientras que los suelos con solo un 30 % de arena permitieron la 

recuperación de más del 30 % de ooquistes (Lélu et al., 2011) 

Éste estudio describe un método de flotación rápida y económico para recuperar ooquistes 

de Eimeria del suelo, las muestras del suelo se contaminaron experimentalmente con 

50000 ooquistes de Eimeria bovis, se probó el efecto de la tensión mecánica agitando la 
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mezcla de tierra y ooquistes 0, 1, 5 y 10 veces antes de la recuperación de ooquistes. El 

porcentaje de recuperación mediante el método de flotación fue del 22.00 %, similar a los 

resultados obtenidos con los métodos más intensivos, la presencia de suelo redujo el 

porcentaje de ooquistes que pudieron recuperarse en un 23.00 %, una sola sacudida de la 

mezcla fue suficiente para reducir significativamente la proporción recuperable de 

ooquistes. Los resultados indican que se puede aplicar el método simple desarrollado para 

recuperar ooquistes, y que el manejo suave de las muestras de suelo antes del aislamiento 

de los ooquistes es importante (Lassen y Lepik, 2014).  

En alpacas beneficiadas en el camal municipal de Nuñoa - Melgar, para determinar la 

prevalencia de Sarcocistiosis microscópica en corazón de 939 animales entre jóvenes y 

adultos, se reportó una prevalencia de 80.62 %, según edad las alpacas adultas presentaron 

mayor prevalencia 54.21 % en relación a los jóvenes 26.41% (Gutierrez et al., 2015). 

En un estudio de prevalencia de Sarcocystis spp en alpacas y perros pastores de la Unidad 

de Producción Cochas de la SAIS Tupac Amaru, mediante exámenes macro y 

microscópicos del músculo esquelético y cardiaco de alpacas beneficiadas en el camal de 

la empresa. La búsqueda de quistes macroscópicos se realizó mediante el examen visual 

de las canales, en tanto que los quistes microscópicos se diagnosticaron mediante el 

Método del Triquinoscopio. El examen parasitológico de heces en perros pastores se 

efectuó en el 30.00 % de la población por el Método de Flotación con Solución 

Sobresaturada de Sulfato de Zinc a fin de detectar ooquistes y/o esporoquistes. Se 

encontró altos niveles de infección por micro o / macroquistes de Sarcocystis (75 % al 

100 %) en alpacas de 2, 3 y 4 años de edad, respectivamente y un 36% de perros pastores 

infectados con ooquistes y /o esporoquistes (Leguía y Santiago, 2018). 

El estudio fue realizado para desarrollar métodos para la detección de ooquistes, del agua, 

suelo y alimentos, mediante técnicas de concentración y bajo condiciones de laboratorio. 

Las altas prevalencias de contaminación con ooquistes de Toxoplasma gondii fueron 

determinadas en áreas rurales con valores del 20%, seguido por la contaminación de 

patios de hogares en el 16.7% y recintos públicos 14.5 %; mientras que las prevalencias 

más bajas de 13.3 % fueron reportados en jardines de hogares de áreas urbanas, en estos 

lugares los gatos defecan siendo una fuente de infección (Ajmal et al., 2013). 
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CAPÍTULO II 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

2.1.  Identificación del problema. 

Las altas prevalencias reportadas del 70 al 100% de Sarcocystiosis en las cuatro especies 

de camélidos sudamericanos en todas las regiones del país (Mostajo, 1983; Fernández, 

1991; Castro et al., 2004; Gutiérrez  2015; Leguía y Santiago, 2018),  demuestran los altos 

niveles de contaminación de los pastizales de camélidos sudamericanos con el parásito, 

debido a la estrecha convivencia de alpacas y  llamas con los perros y la alimentación de 

estos con carne infectada, favoreciendo la transmisión horizontal, única forma de 

infección, a esto se  adiciona la acción predadora de los zorros; los cuales al no desarrollar 

inmunidad son reinfectados continuamente, eliminando una enorme cantidad de ooquistes 

y esporoquistes  junto con el material fecal por periodos prolongados, contaminado los 

campos de pastoreo, a diferencia de otras coccidias, estas no requieren evolucionar en el 

medio ambiente sino salen completamente esporuladas, lo cual les confiere resistencia en 

el medio ambiente,  solo deben  sobrevivir esta diferencia le brinda una mayor 

adaptabilidad y ventaja. Los camélidos sudamericanos se infectan al ingerir pasto o agua 

contaminada con esporoquistes, de Sarcocystis spp reproduciéndose asexualmente para 

finalmente establecerse en el tejido muscular formándose los quistes macroscópicos o 

microscópicos dependiendo de la especie de Sarcocystis.  Al no existir una metodología 

que posibilite detectar y cuantificar esporoquistes en muestras de suelo y pastizales 

naturales, que permitirian determinar niveles de contaminación, viabilidad, 

sobrevivencia, dispersión en el suelo y agua con el parásito, factores de riesgo 

desconocidos debido a la dificultad en muestras medio ambientales. Razones que 

motivaron realizar esta investigación con el objetivo de desarrollar un método efectivo, 

económico y sencillo que permitió detectar y cuantificar esporoquistes de Sarcocystis en 
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suelos y pastizales naturales, basado sobre el análisis de métodos usados para otros 

protozoarios, para el entendimiento de la dinámica de la infección en camélidos 

sudaméricanos, siendo su control un reto para los programas de salud y en el Perú este 

problema se complica por los bajos niveles educativos de las poblaciones en riesgo en las 

zonas rurales. 

2.2.  Enunciados del problema. 

Interrogante General: 

¿El desarrollo de un método permitirá detectar los esporoquistes de Sarcocystis 

spp en suelo y pastizal natural de camélidos sudamericanos? 

Interrogantes Específicas: 

¿Cómo influye el tiempo de almacenamiento de las muestras de suelo y pastizal 

natural en la recuperación de esporoquistes de Sarcocystis? 

 

¿Cuál de las soluciones dispersantes: agua destilada o Tween 80 y soluciones de 

flotación: Sacarosa o Sulfato de Zinc utilizadas, permiten un mayor porcentaje de 

recuperación de esporoquistes de Sarcocystis en muestras de suelo y pastizal 

natural experimentalmente contaminadas? 

2.3. Justificación. 

Con el trabajo de investigación realiado se pretende suplir un vacío referente a la 

detección y cuantificación de esporoquistes de Sarcocystis spp en muestras de suelo y 

pastizales naturales de camélidos sudamericanos contaminados con el parásito. 

No se ha logrado una alternativa para la prevención y control de la Sarcositiosis en 

camélidos sudamericanos, porque no existe una vacuna disponible para proteger a estas 

especies  contra esta enfermedad, los farmacos anticoccidiales que existen en el mercado 

no son efectivos para el tratamiento de los hopedadores tanto definitivos como  

intermediarios, no se ha resuelto la cadena de beneficio, no se cuenta con centros de 

beneficio autorizados, de manera que la prevención es una de las formas prácticas de 

control de la sacocistiosis en camélidos sudamericanos que requiere del conocimiento de 

otros factores de riesgo como: niveles de contaminación de pastizales, sobrevivencia de 

esporoquistes, viabilidad de esporoquistes en pastizales, dispersión en el suelo y agua  etc. 
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Factores de riesgo que no se conocen,  por la falta de un método de diagnóstico en  

muestras medio ambientales, por ello la investigación realizada permitirá   conocer estos 

aspectos  fundamentales, para una buena planificación del pastoreo, puesto que algunas 

formas de manejo del pastoreo han contribuído en el logro del control de algunas 

enfermedades, complementadas con las prácticas de manejo del hato que podrían 

impactar enormemente en la exposición de los camélidos a esporoquistes de Sarcocystis 

en pastizales naturales. La prevención y control de esta enfermedad es una necesidad para 

un vasto sector de criadores de camélidos domésticos en las zonas alto andinas, puesto 

que alrededor del 90 por ciento de las alpacas y llamas se encuentran en manos de 

pequeños  productores, constituyendo el principal medio de subsistencia, representando 

una fuente económica importante, y cumpliendo un papel fundamental en el desarrollo de 

las comunidades andinas, sin embargo la  sarcocistiosis tiene un impacto negativo en su 

economía debido a la presencia masiva de macroquistes en la musculatura de estas 

especies,  dando una mala presentación visual a las canales, depreciándolas, ocasionando 

su decomiso en los camales de beneficio, limitando su consumo, pese a ser una carne roja 

de alto valor nutritivo, con bajos niveles de grasa intramuscular, y precisamente el bajo 

nivel educativo de los productores y el desconocimiento de acciones simples de 

prevención posibilitan el mantenimiento de prevalencias altas de esta enfermedad; en 

consecuencia, el manejo del pastoreo podría ser una alternativa que complemente planes 

y programas de prevención y control, siendo  un reto para los programas de salud. 

2.4.  Objetivos. 

2.4.1.  Objetivo General. 

Desarrollar un método que permita detectar esporoquistes de Sarcocystis spp en 

pastizales de camélidos sudamericanos. 

2.4.2.  Objetivos Específicos: 

Determinar los porcentajes de recuperación de esporoquistes en pastizales de zona 

húmeda y seca contaminados experimentalmente, en función al tiempo de 

almacenamiento de la muestra por 1, 4 y 7 días.  

Determinar los porcentajes de recuperación de esporoquistes en pastizales de 

zonas húmeda y seca, contaminados experimentalmente según la solución de 
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dispersión: agua destilada y tween 80 y solución de flotación: Sacarosa y ZnSO4 

utilizadas.   

2.5. Hipótesis. 

2.5.1. Hipótesis General. 

- Una técnica de concentración y flotación, previo lavado de la muestra con una 

solución dispersante permite la detección de esporoquistes de Sarcocystis spp   

en pastizales contaminados de camélidos sudamericanos.   

2.5.2. Hipótesis Específicas: 

- Los porcentajes de recuperación de esporoquistes de Sarcocystis spp en 

pastizales experimentalmente contaminados, disminuyen en función al tiempo 

de almacenamiento de las muestras. 

 

- El lavado de la muestra de pastizal experimentalmente contaminado con 

esporoquistes de Sarcocystis spp con Tween 80 y el uso de una solución de 

flotación sea ésta, sulfato de zinc o sacarosa, permite un mayor porcentaje de 

recuperación de esporoquistes de Sarcocystis spp con relación al agua 

destilada y las soluciones de sacarosa o sulfato de zinc. 
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CAPÍTULO III 

MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1.  Lugar de estudio. 

El trabajo de investigación se ha realizado entre la ciudad de Puno y el Centro 

Experimental La Raya, la ciudad de Puno se localiza a orillas del Lago Titicaca.  Las 

muestras de pastizales fueron colectadas del Centro experimental La Raya, dependencia 

de la Universidad Nacional del Altiplano-Puno, ubicado al noroeste del departamento de 

Puno, provincia de Melgar en la jurisdicción del distrito de Santa Rosa, al pie del nudo de 

Vilcanota de la cordillera de los andes, entre las coordenadas 14°30’33” latitud sur y los 

70°57’12” longitud oeste, a una altitud de 4,150 y 5,400 msnm (SENAMHI, 2009). El 

Centro posee una topografía peculiar de partes altas con predominancia de laderas y 

pendientes bastante pronunciadas sujetas a erosión por inclemencias climáticas adversas, 

sin embargo, también presenta una parte de planicie con ligera pendiente en la zona baja. 

Los aspectos geográficos de acuerdo a las consideraciones ecológicas, determinan serias 

limitaciones térmicas, se traduce en presencia de heladas y sequías que limitan el 

desarrollo de la actividad agrícola, con mayor potencial para el desarrollo de una 

ganadería sostenida (producción de camélidos) considerando además la precipitación 

pluvial y la temperatura, se establece que el clima es de tipo húmedo frio,  la precipitación 

está concentrada en los meses de noviembre a marzo, la misma que varía entre 90 mm/mes  

a 200 mm/ mes, encontrándose un promedio de precipitación anual promedio de 900 mm 

las temperaturas máximas y mínimas son de -7 y +15, con un promedio anual de 7.49 °C, 

la velocidad de los vientos está comprendida dentro de la clasificación de moderada, la 

humedad relativa es de 65 a 85 %.  Los pastizales están ubicados entre 4,300 a 5,000 

msnm presentando temperaturas que varían entre 13 °C a 15 °C presentando su punto más 

alto en el mes de noviembre y las temperaturas mínimas están entre -7°C a 2.5°C siendo 

su punto más bajo el mes de junio (Bazán, 2017).  
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La comunidad vegetal del área está compuesta en mayor proporción por gramineas, y su 

utilización predominante es por alpacas y en menor escala por llamas, caballos y vacunos; 

el Centro presenta varios bofedales, considerado uno de los mejores pastizales para 

camélidos sudamericanos y generalmente se tipifican con una asociación Distichia 

muscoides y Festuca dolichophylia. Los suelos del centro se caracterizan por tener un pH 

ácido a extremandamente ácido que vá entre 6.36 a 4.36 (Oscanda y Bustinza, 1987). 

En un estudio de caracterización de suelos del bofedal Huichicancha en el distrito de Santa 

Rosa- Melgar que corresponde puna húmeda, se reportó que la composición florística se 

encuentra conformada por las siguientes especies: Scirpus rigidus, Alopecuros bracteata, 

Hordeum muticum, Plantago tuberosa, Poa aequigluma, Alchemilla rodifolia, Alchemilla 

pinnata, Festuca dolichophyla entre otras especies (Siguayro, 2008). 

Las muestras fueron evaluadas en el Laboratorio de Parasitología de la Facultad de 

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional del Altiplano-Puno.  

3.2.  Población. 

La investigación se realizó con un total de 96 muestras, conformadas por porciones de 

suelo y pastizal, distribuidos de la siguiente forma: 48 muestras/zona (húmeda y seca), de 

los cuales 12 muestras fueron procesadas por 4 métodos de diagnóstico, dentro de las 12 

muestras, 4 sub-muestras fueron evaluadas después de 1, 4 y 7 días de almacenamiento. 
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Tabla 1  

Distribución de material muestral para la realización de la investigación. 

Sol. De dispersión y 

Sol. De flotación. 

Contaminación de pastura Tiempo de almacenamiento 

de muestras 
Zona 

Seca 

Zona 

húmeda 

 H2O destilada y 

Sacarosa 

12 12 1día           4 días            7 días 

 Tween 80 y Sacarosa 12 12 1día           4 días            7 días 

 H2O destilada y 

ZnSO₄ 

12 12 1día           4 días            7 días 

 Tween 80 y ZnSO4 12 12 1día           4 días            7 días 

Sub total 48 48  

Total 96  

 

3.3.  Muestra. 

Conformada por suelo y pastizal natural colectado de zona húmeda y seca del Centro 

experimental La Raya de la Universidad Nacional del Altiplano-Puno. 

3.4. Métodos de Investigación. 

Los métodos que se describen son validas para los dos objetivos especificos 

3.4.1. Para la obtención de esporoquistes de Sarcocystis spp. 

La obtención de esporoquistes de Sarcocystis spp se realizó en perros (cachorros) 

de aproximadamente 2.5 meses de edad, de raza criolla, realizándose el análisis 

coproparasitológico de cada uno, resultando dos positivos a Toxocara canis, 

desparasitándose con el antihelmíntico pamoato de pirantel al  3% administrado 

por vía oral; posteriormente  a los 2  y 5 días  post-dosificación se volvió a efectuar 

el análisis coproparasitológico de los cachorros parasitados para descartar la 

presencia de estos  nemátodes que podrían dificultar con la realización de la 
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investigación. 

Posteriormente fueron infectados con carne y corazón de alpacas con quistes de 

Sarcocystis spp. 

a. Evaluación de macroquistes en tejido muscular esquelético de alpaca: 

La carne de alpaca se obtuvo en la feria dominical del mercado de abastos del 

distrito de Laraqueri, la evaluación de éstas carnes se realizó mediante la 

observación visual de quistes macroscópicos, luego por disección con un bisturi 

se procedió a la estracción de 100 quistes. 

b. Evaluación de microquistes en tejido muscular cardiaco de alpacas a 

través del método de compresion de tejido muscular: 

El corazón de alpaca adquirido  en la feria dominical del mercado de abastos del 

distrito de Laraqueri,  fue colocado en una bandeja, examinándose detenidamente  

a través de la inspección, palpación y cortes,  posteriormente con una pinza y 

bisturí se tomó una pequeña porción de tejido muscular de la zona ventricular de 

éste órgano,  para disponer  en una lámina portaobjetos que previamente contenía 

una o dos gotas de lugol parasitológico, luego con los dedos índice y pulgar con 

una laminilla cubreobjetos, se realizó  una ligera presión  para aplastar el tejido, 

considerándose la muestra como positiva al evidenciar   quistes con el objetivo de 

10 x del microscopio  y bradizoitos con el objetivo de 40 x. 

c. Infección experimental de cachorros con quistes macro y 

microscópicos de Sarcocystis spp: 

Se realizó la infección experimental de los cuatro perros (cachorros) a dos 

cachorros se les proporcionó carne de alpaca con 100 quistes macroscópicos de 

Sarcocystis aucheniae y a los otros dos corazones de alpaca con quistes 

microscópicos de Sarcocystis lamacanis en la proporción de 50 gr.  

d. Colección y evaluación de muestras fecales: 

Los cachorros fueron alojados en casetas individuales para facilitar la colección 

de   muestras fecales, que se realizaron en forma diaria a partir del 15vo. día post 

infección, siendo depositados en frascos de plástico de boca ancha previamente 
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rotuladas, en una cantidad de 10 g.  

e. Evaluación de las muestras fecales mediante el método cualitativo de              

concentración por flotación con sacarosa. 

Procedimiento: 

- En un mortero se homogenizó aproximadamente 3.0 g. de heces en 20 ml. de 

agua destilada.  

- Se tamizó y el filtrado fue depositado en un tubo de centrifuga de 15 ml. de 

capacidad. 

- Se centrifugó a 1000 rpm por 3 minutos. 

- Se eliminó el sobrenadante, resuspendiendose al sedimento con solución 

sobresaturada de sacarosa, homogenizando la muestra. 

- Nuevamente se centrifugó a 1000 rpm por 5 minutos. 

- Se agregó al tubo de centrífuga, solución de sacarosa, logrando que en el 

borde se forme un menisco convexo, colocándose una laminilla cubreobjetos, 

dejando así por un espacio de 3 minutos. 

- La colección de esporoquistes se realizó, trasladando la laminilla cubreojetos 

a una lámina portaobjetos y observando al microscopio con los objetivos de 

10 y 40x. 

3.4.2. Cuantificación de esporoquistes mediante el Método Modificado de 

Mc Master. 

Procedimiento:  

- En un mortero se homogenizó 3.0 g de material fecal en 42 ml de agua 

destilada. 

- Se tamizó y el filtrado fué depositado en un tubo de centrífuga de 15 ml de 

capacidad. 

- Se centrifugó a 1000 rpm por 3 minutos. 

- Se eliminó el sobrenadante, reemplazándose con solución sobresaturada de 

sacarosa  

- Se homogenizó el contenido del tubo de centrífuga y la muestra fue llenada 

con un gotero a la cámara de Mc Master. 

- Se esperó aproximadamente unos 3 minutos para que los esporoquistes floten 
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y se ubiquen en la cara inferior de la lámina superior de la Cámara de Mc 

Master.  

- La cámara de Mac Master fue colocada en la platina del microscopio, con el 

objetivo de 10 x se inició con el conteo de esporoquistes ubicados dentro del 

área de lectura de la cámara, en un foco óptico donde se ubiquen las 

microburbujas de aire. 

- Los resultados fueron expresados como esporoquistes por gramo de heces 

(EPG). 

Interpretación:  

- Si en 45 ml había 3 g de material fecal, en 15 ml habría 1.0 g. si de los 15 ml 

se tomó solo 0.15 ml que es el volúmen de cada área de lectura de la Cámara 

de Mc Master, se estaría utilizando la centésima parte de 15 ml, el FACTOR 

DE RELACIÓN para cada área será 100, y si la lectura se realiza en las 2 áreas 

el factor será 50.  

3.4.3. Procedimiento de la evaluación de muestras de pastizal natural. 

La evaluación de las muestras se realizó en dos fases: 

a) Fase de colección de la muestra de pastizal en campo. 

La colección de la muestra de pastizal consistió en:  

Muestras de suelo y pastizal  fueron  colectadas con una hoz de diferentes  

áreas de  zona húmeda (bofeda) y zona seca del Centro experimental  La Raya, 

áreas que previamente fueron cercadas con malla de alambre para  no tener 

acceso de animales como perros y otros herbívoros, completamente mezcladas 

por separado, en una cantidad aproximada de 1000 g / vez  colocadas en bolsas 

de plástico con su respectiva identificación en la que se consideró la fecha de 

colección  y área, estas fueron trasladadas al Laboratorio de Parasitología de 

la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNA para su 

procesamiento. 

b) Fase de recuperación de esporoquistes de Sarcocystis spp. 

Para determinar el porcentaje de recuperación en función al tiempo de 

almacenamiento de las muestras, cada muestra de pastizal y suelo fueron 



24 
 

pesadas en una balanza digital en una cantidad de 10 g siendo colocada en una 

bolsa de polietileno y contaminada con 10³ esporoquistes de Sarcocystis spp 

obtenidas del material fecal de los cachorros (perros) infectados, las muestras 

se almacenaron a 4°C hasta su procesamiento, siendo analizadas después de 

1, 4 y 7 días; utilizando las soluciones de dispersión, soluciones de flotación y 

agitación manual durante 5 minutos. 

 

c) Procesamiento y evaluación de la muestra de pastizal. 

Reactivos utilizados: 

Soluciones de flotación: se utilizó soluciones sobresaturadas de: 

- Sacarosa fría (1280 g/litro; peso especifico, 1.18). 

- ZnSO4: (333 g/litro; peso específico, 1.18), (Rojas, 1990).  

Soluciones dispersantes: 

- Agua destilada. 

- Tween 80 (1 ml de Tween 80 y 1000 ml de agua destilada) 

 (Kuczynka y Shelton, 1999 y Afonso, et al., 2008). 

Técnica de dispersión: Agitación manual por 5 minutos. 

Tiempo de almacenamiento- de las muestras: 1, 4 y 7 días. 

3.4.4. Procedimiento para la recuperación de esporoquistes: 

Todas las evaluaciones se realizarón utilizando las soluciones de dispersión y 

flotación indicadas: 

- 10 g de muestra de suelo y pastizal contenidas en una bolsa de polietileno, 

previamente contaminadas con 1000 eporoquistes de Sarcocystis spp fueron 

extraidas de la refrigeradora a T° de 4°C, de acuerdo a los días de su 

almacenamiento, para ser colocadas en un recipiente, para su lavado con 500 

ml de solución de dispersión, agitándose manualmente la muestra por espacio 

de 5 minutos, descartándose el pastizal transcurrido este lapso de tiempo. 

- Se filtró la suspensión por un tamiz (100 μm/poro) a un vaso cónico de 

sedimentación de 500 ml de capacidad. 
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- Se dejó sedimentar durante toda una noche. 

- Se eliminó el sobrenadante y el sedimento fue transferido a varios tubos de 

centrífuga de 15 ml de capacidad. 

- Se centrifugó por 5 minutos a 1000 rpm. 

- Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió a los sedimentos de los tubos 

utilizados con solución de flotación. 

- Se centrifugó por 10 minutos a 1000 rpm. 

- A cada tubo se agregó solución de flotación, hasta lograr la formación de un 

menisco convexo en el borde de cada tubo, colocándose laminillas 

cubreobjetos. 

- Se esperó aproximadamente unos 3 minutos para que los esporoquistes se 

adhieran a la cara inferior de las laminillas cubreobjetos 

- Las laminillas cubreobjetos fueron trasladada a láminas portaobjetos, 

observándose en el microscopio con objetivos de 10 y 40 x efectuandose el 

conteo microscópico de esporoquistes. 

      

3.4.5. Diseño experimental u observacional. 

Los datos obtenidos en la investigación, sobre recuperación de esporoquistes de 

Sarcocystis spp en suelo y pastizal natural de zona seca y húmeda 

experimentalmente contaminados, fueron analizados bajo un arreglo factorial de 

2x4 con 3 bloques, bajo el diseño de bloque completo al azar con sub-muestreo, 

cuyo modelo estadístico es: 

Yijkl = μ + αi + βj   + (αβ) ij + βk + eijk + δijkl 

             Donde: 

             Yijkl    = variable respuesta, porcentaje de esporoquistes recuperados. 

              μ       = efecto de la media poblacional. 

              αi      = efecto del iésimo zona (húmeda y seca) 

  βj        = efecto del jésimo uso de solución de dispersión y solución de flotación 

(1, 2,3,4) 
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              (αβ)ij = efecto de la interacción zona de muestreo con solución flotadora y 

dispersión 

              βk      = efecto del keésimo bloque de sub muestreo (1, 4 y 7 días). 

              eijk       = efecto del error no controlable del investigador 

              δijkl    = efecto de las unidades de submuestreo en cada bloque.       

La comparación de medias, se contrastó utilizando la prueba múltiple de 

significación de Tukey α= 0.05. 
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CAPÍTULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los resultados se muestran en las tablas siguientes. 

4.1. Porcentajes de recuperación de esporoquistes en pastizales de zona húmeda y 

seca contaminados experimentalmente, en función al tiempo de almacenamiento de 

la muestra 

Tabla 2   

Porcentaje de recuperación de esporoquistes de sarcocystis spp en pastizales en función 

al tiempo de almacenamiento de las muestras. 

Zona Tiempo de 

almacenamiento 

 muestra días 

Porcentaje 

recuperación de 

esporoquistes 

C.V. 

% 

Húmeda 1 23.50 4.66 

4 22.34 6.00 

7 21.61 18.20 

Seca 1 21.31 15.73 

4 20.30 10.07 

7  19.19 22.94 

 

En pastizales de zona húmeda experimentalmente contaminadas de acuerdo al 

almacenamiento de las muestras por: 1, 4 y 7 días, los porcentajes de recuperación de 

esporoquistes fueron de 23.50 %, 22.34% y 21.61% respectivamente en relación a 21.31 
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%, 20.30 % y 19.19 % de zona seca. Estos valores contrastados a la prueba estadística de 

Tukey indican que las medias no son estadisticamente diferentes (p≥0.05) para ambas 

variables, días de almacenamiento de muestras y zonas de muestreo de pastizal, En ambas 

zonas de muestreo los porcentajes de recuperación de esporoquistes disminuyeron 

ligeramente después de los días 4 y 7 (Tabla 2). 

 Al no encontrar investigaciones referidas al tema, la discusión se ha realizado con 

resultados obtenidos en suelos experimentalmente contaminados con otras coccidias del 

Phylum Apicomplexa. 

La ligera disminución en los porcentajes de recuperación de esporoquistes de Sarcocystis 

spp después del almacenamiento de las muestras por 1, 4 y 7 días a  temperatura de 4°C 

en ambas zonas de muestreo, probablemente sean debidas al tipo de muestra, pastizal y 

suelo utilizada en el experimento, obviamente con mayor cantidad de materia orgánica en 

zona húmeda, corroborado por Lélu et al. (2011) quienes indican que la eficiencia en la 

recuperación de ooquistes de Toxoplasma gondii tiende a ser más alta en matrices de 

suelos con mayor cantidad de materia orgánica, además el tiempo de almacenamiento fue 

más corta, lo que permitió una menor descomposición de esporoquistes y tal vez a la 

mayor resistencia de los esporoquistes por carecer de cuerpo de stieda (Cordero del 

Campillo et al., 1999) 

Nuestros resultados difieren con los obtenidas por Kuczynska y Shelton (1999), quienes 

realizaron experimentos con los siguientes tipos de suelo: franco arenoso (66.9% de arena, 

16.6 % de limo, 16.5 % de arcilla y 1.1 % de material orgánica); suelo franco arcilloso 

limoso (18.4 % de arena, 53.2 % de limo, 28.4 % de arcilla y 3.1 % de material orgánica); 

franco arcilloso (25.7 % de arena, 53.2 % de limo, 31.8 de arcilla y 2.8 % de materia 

orgánica),  en el cual alicuotas de 25 g. de suelo secada al aire, fueron contaminados con 

10⁴ ooquistes de Cryptosporidium parvum utilizando como solución de dispersion Trix-

Tween 80 y como solución de flotación cloruro de sodio, las muestras se almacenaron a 

4°C y se procesaron después de 1 hora; 1, 3, 7, 10, 14 y 21 días, por agitación magnética 

durante 15 minutos, los porcentajes de recuperación se evaluaron en función al tiempo de 

almacenamiento sin y con la adición de la solución dispersante. Los porcentajes de 

recuperación de suelos franco arenosos disminuyeron sustancialmente a menos de 1% 

después de  21 días de almacenamiento de las muestras, es decir del 6% al 0.5 % aunque 

la adición de la solución de disperción  mejoró los porcentajes de recuperación, ésta 
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diferencia probablemente sea debido a la mayor adhesion de los ooquistes a las particulas 

del suelo y a la descomposición de los ooquistes por el mayor tiempo de almacenamiento 

de las muestras de 21 días, puesto que la adhesion de las particulas del suelo no impide la 

descomposición de ooquistes, pero interfiere en su cuantificación.  

Resultados superiores fueron obtenidos por Maudsley et al. (1992) quienes han descrito 

un método para la extracción y cuantificación de ooquistes de Cryptosporidium parvum 

en diferentes tipos de suelos experimentalmente contaminados en el que se utilizó la 

flotación de sacarosa;  estos autores informaron eficiencias de extracción de hasta 61.6% 

para muestras de suelo de 1 g procesadas poco después de la adición de ooquistes; sin 

embargo, las eficiencias de extracción disminuyeron  a 4% después de 24 horas y la 

disminución fue mayor a 99 % después de una semana de almacenamiento de las 

muestras; resultados contrastantes con los obtenidos en la investigación realizada.   

Teniendo en consideración el tipo de suelo, Kuczynska y Shelton (1999) refieren que los 

porcentajes  de recuperación de ooquistes de Cryptosporidium parvum  que se 

determinaron para suelos arenosos, franco arcillosos limosos y franco arcillosos, 

disminuyeron a medida que aumentó el contenido de arcilla, y posiblemente esta 

condición podría influir en los resultados obtenidos en el estudio puesto que el análisis de 

caracterización de suelo de bofedales de puna húmeda y seca del distrito de Santa Rosa - 

Melgar en la cual se encuentra el Centro Experimental La Raya, presenta un 46 % de 

arena, 9 % de arcilla y 45 % de limo, con un pH de 4.99  y considerado con una textura 

de franco  (INIA, 2007). 

4.2. Porcentajes de recuperación de esporoquistes en pastizales de zonas húmeda y 

seca, contaminados experimentalmente según la solución de dispersión  

En la tabla 3, se muestra porcentajes de recuperación de esporoquistes en pastizales de 

zonas húmeda y seca, contaminados experimentalmente según la solución de dispersión 

  



30 
 

Tabla 3  

Porcentaje de recuperación de esporoquistes de Sarcocystis spp en función a la solución 

de dispersión y flotación 

Zona Húmeda  Seca 

Solución de 

dispersión con 

solución de 

flotación. 

Nº 

muestra 

𝒙̅  

% 

Recup. 

C.V. 

 % 

Nº 

muestra 

𝒙̅  

%  

Recup. 

C.V. 

 % 

H₂O Destilada y 

Sacarosa 

12.00 26.56 4.66 12.00 22.68 15.73 

Tween 80 y 

Sacarosa 

12.00 34.02 6.00 12.00 30.13 10.07 

H2O Destilada y 

ZnSO₄  

12.00 12.48 18.20 12.00 12.61 22.94 

Tween 80 y ZnSO₄  12.00 16.88 10.46 12.00 12.51 13.30 

 

En las dos zonas de muestreo de pastizal húmedo y seco, los experimentos se realizaron 

utilizando como solución de flotación sacarosa fría y sulfato de zinc, y como solución 

dispersante agua destilada y tween 80, y como técnica de dispersión la agitación manual 

por 5 minutos. Los porcentajes de recuperación   fueron los siguientes: 26.56% y 22.68% 

con agua destilada y sacarosa, 34.02% y 30.13% con tween 80 y sacarosa, 12.48% y 

12.61% con agua destilada y sulfato de zinc, 16.88% y 12.51% con tween 80 y sulfato de 

zinc en ambas zonas de muestreo. Los mayores porcentajes de recuperación en ambas 

zonas de muestreo fueron obtenidos con tween 80 y sacarosa, siendo significativamente 

mayores (P≤0.05) (Anexo 9) que los porcentajes de recuperación con las otras soluciones 

en ambas zonas de muestreo. Así mismo los valores obtenidos según zona de muestreo 

indican tener diferencia estadística (P ≤ 0.05) (Anexo 8) 

Los niveles de recuperación de esporoquistes dependen del peso específico de la solución 

de flotación, de la separación física de los esporoquistes de las partículas del suelo y 

pastizal y de la dispersión de las partículas del suelo durante la fase de sedimentación, la 

solución de flotación ideal debería tener un p.e. relativamente alta y una baja viscosidad, 
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la separación de los esporoquistes de las partículas del suelo debería ser simple, 

probablemente  la sacarosa y el dispersante tween 80 tendrían estas condiciones. 

Tabla 4  

Porcentajes de recuperación de esporoquistes de Sarcocystis spp en pastizal de zona 

húmeda en función a las soluciones de dispersión y días de almacenamiento de las 

muestras. 

 Método de flotación con sacarosa  Método de flotación con sulfato de zinc 

Solución 

dispersante 

Almacena-

miento 

días 

% 

Recup. 

CV 

% 

Solución 

dispersante 

Almacena-

miento 

días 

% 

Recup. 

CV 

% 

Agua 

Destilada 

1 26.8 4.31

  

Agua 

Destilada 

1 13.7 19.23  

4 25.6 4.92

  

4 13.1 14.11  

7 27.2 3.44

  

7 10.7 12.32  

Tween 80 1 35.3 5.51

  

Tween 80 1 18.2   9.49  

4 33.5 6.24

  

4 17.2   7.34 

7 33.3 6.05

  

7 15.3   6.73  

 

Los porcentajes de recuperación de esporoquistes de Sarcocystis en pastizales 

experimentalmente contaminadas de zona húmeda, se determinaron utilizando como 

soluciones de flotación: sacarosa y sulfato de Zinc y como soluciones de dispersión agua 

destilada y tween 80 (Tabla 4). Los porcentajes de recuperación según días de 

almacenamiento de las muestras por 1, 4 y 7 días, muestran valores que no denotan 

variabilidad y estadísticamente indican no tener diferencia (Anexo 12), sin embargo, estos 

resultados varian según las soluciones de dispersión y flotación utilizadas, evidenciando 
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variabilidad y estadísticamente indican tener diferencia (P≤ 0.05). Los valores más altos 

se lograron cuando se utilizó el Tween 80 como solución dispersante (35.3 % y 18.2 %) 

con las soluciones de flotación utilizadas, con relación a los menores valores obtenidos 

con agua destilada como solución dispersante (26.8 % y 13.7 %) independientemente de 

los tiempos de almacenamiento de las muestras, los coeficientes de variabilidad fueron 

más altos, en los más bajos niveles de recuperación de esporoquistes (sulfato de Zinc y 

agua destilada). 

Tabla 5  

Porcentaje de recuperación de esporoquistes de Sarcocystis spp en pastizales de zona 

seca en función a las soluciónes de dispersión y días de almacenamiento de la muestra. 

  Método de flotación con sacarosa Método de flotación con sulfato de zinc 

Solución 

dispersante 

Almacena-

miento 

días 

% 

Recup. 

C.V 

% 

Solución 

dispersante 

Almacena-

miento 

días 

% 

Recup. 

C.V 

% 

Agua 

destilada 

1 23.5 20.36 Agua 

destilada 

1 13.7 34.60  

4 23.7 17.15 4 12.8 10.78  

7 20.9  5.14  7 11.4 14.72  

Tween 80 1 30.7 14.14 Tween 80 1 17.5 12.44  

4 23.3 10.14 4 15.4   7.34  

7 30.4  6.14  7 14.1   9.97  

 

La recuperación de esporoquistes de Sarcocystis en pastizales experimentalmente 

contaminadas de zona seca, se establecieron utilizando como solución de flotación 

sacarosa y sulfato de Zinc y como solución de dispersión agua destilada y tween 80 (: 

Tabla 5); los porcentajes de recuperación en función a los días de almacenamiento de las 

muestras por 1, 4 y 7 días, mantenidas a temperatura de 4 °C muestran valores que no 

denotan variabilidad y estadísticamente indican no tener diferencia significativa  (P= ≥ 

0.05)  (Anexo: Tabla 14), sin embargo estos porcentajes  varian de acuerdo a la solución 

de dispersión utilizada, evidenciando variabilidad  y estadísticamente indican tener 

diferencia  (P≤ 0.05). Los porcentajes de recuperación fueron menores al utilizar agua 
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destilada como dispersante (23.5% y 13.7%) con relación a los mayores porcentajes 

logrados con la solución de dispersión Tween 80 (30.7% y 17.5%) con las soluciones de 

flotación Sacarosa y Sulfato de zinc, independientemente de los tiempos de 

almacenamiento de las muestras. 

La detección y cuantificación de esporoquistes de Sarcocystis fue complicada, debido a 

los altos niveles de partículas de tierra en el fondo de las copas utilizadas durante el 

proceso de sedimentación, experimento que concuerda con lo mencionado por Kato y 

Bowman (2002) y Lélu et al. (2011) que los ooquistes pueden ser difíciles de detectar 

porque son más frágiles que los huevos de parásitos mas grandes, muchos de los métodos 

existentes son complicados y el tiempo demandado requiere de materiales y reactivos 

especiales, teniendo un éxito moderado en la cuantificación. 

Al no encontrar estudios referidos a la investigación efectuada, la discusión se ha 

realizado con resultados obtenidos en investigaciones de contaminación experimental de 

suelos con otros coccidios del Phylum Apicomplexa. Nuestros resultados son mayores a 

los obtenidos por Kucsynscka y Shelton (1999)  quienes en un estudio de recuperación de 

ooquistes de Cryptosporidium parvum de suelos arenosos, franco arcilloso limoso y 

franco arcilloso, obtuvieron los porcentajes  más altos de recuperación de 12 a 18.8% 

mediante la  flotación con  cloruro de sodio (NaCl)  y como solución de dispersion Tris-

Tween 80, se argumenta que esto se debió principalmente a la capacidad de los cationes 

monovalentes para dispersar las partículas del suelo, lo que minimizó la recuperación de 

oocistos o agregados de partículas del suelo, los porcentajes de recuperación por flotación 

con sacarosa fueron bajos (2.8%), se indica  que fue debido a una combinación de menor 

gravedad específica  (p.e: 1.18; 700 g/l de agua destilada) y una mayor viscosidad de la 

solución, lo valores fueron sustancialmente menores con la flotación de ZnSO4  (0.8%) a 

pesar de la mayor gravedad específica de la solución ( p.e: 1.3 y 700 g/ l de agua destilada) 

a diferencia de nuestros resultados donde los mayores porcentajes  se lograron  utilizando 

como solución de flotación sacarosa con el mismo peso específico (p.e 1.18, 1280 g/l de 

agua destilada) que mencionan y como solución de dispersión solo tween 80, así mismo 

los valores logrados con sulfato de zinc y Tween 80 de 16.88 % y 12.65% en zona húmeda 

y seca  fueron sustancialmente mayores en relación a los obtenidos por estos autores, pese 

a la menor densidad de la solución utilizada (333 g/l de agua destilada). Las diferencias 

en los resultados, posiblemente sean debidos a: las cantidades de reactivos e insumos 

utilizados en la preparación de las soluciones de flotación, al material empleado en los 
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protocolos de diagnóstico, la cantidad y tipo de muestra  en los procedimientos de 

recuperación de estos coccidios, debemos indicar que las muestras que los autores  

utilizaron estuvieron constituidos solo por suelo, a diferencia de las nuestras, suelo y 

pastizal natural  con mayor cantidad de materia orgánica, no fue posible utilizar el NaCl 

como solución de flotación, puesto que el uso de este reactivo en zona de altura, ocasiona 

la cristalización de la muestra a observar,  dificultando la visualización de los 

esporoquistes.  

Nuestros resultados  con sacarosa y tween 80 (34.02% y 30.13%) en pastizales naturales 

de ambas zonas de muestreo (húmedo y seca) se aproximan a los obtenidos por Lélu et 

al. (2011) quienes en muestras de suelos, experimentalmente contaminados con ooquistes 

de Toxoplasma gondii mediante 3 protocolos de extracción A, B y C, utilizando como 

solución de flotación sacarosa fria y como solución de dispersion: agua destilada, 

hexametafosfato y tris-tween 80,  lograron recuperar las más altas concentraciones de 

ooquistes no esporulados con el protocolo C, debido a que el paso de filtración aplicado 

en los protocolos A y B  podrían ser los responsables de la pérdida de ooquistes, 

probablemente por ser retenidos en los filtros utilizados en relación al protocolo C, en el 

cual no se realizó el filtrado de la muestra, y la solución de flotación fue directamente 

colocado sobre el sedimento de la suspensión contaminada, resultando ser al menos 10 

veces mejor que los otros protocolos probado en matrices de suelos artificiales (5) y   

naturales (4), en matrices artificiales,  la más alta eficiencia de recuperación del 32 % fué 

obtenido en suelos con baja proporsión de arena; y éstas altas eficiencias de recuperación 

de ooquistes tuvieron una tendencia mayor en matrices con materia orgánica que en 

matrices minerales, es así que en suelos naturales con menos del 20 % de arena se obtuvo 

el 35 % de recuperación de ooquistes, en contraste de suelos con más del 40 % de arena 

donde el porcentaje de recuperación logrado fué del 17 %. Resultados que corroboran a 

los reportados en nuestra investigación, debido a que utilizamos mezcla de pastizal natural 

y suelo de zona húmeda y seca que tiene una buena proporción de materia orgánica y 

definitivamente la eficiencia del porcentaje de recuperación de esporoquistes de 

Sarcocystis y otras coccidias, dependería de la caracterización de los suelos naturales y 

su composición mineral podría afectar en este proceso. 

Lélu et al. (2011) señalan que las tasas de recuperación de ooquistes de Toxoplasma 

gondii disminuyeron con la edad de los ooquistes utilizados para la contaminación de las 

muestras, así  mediante el protocolo C, se logró la recuperación del 46 % de ooquistes  al 
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contaminar el suelo con ooquistes de 2 meses de edad, en relación al 15 % obtenido con 

ooquistes de 22 meses de edad, los ooquistes fueron conservados en solución salina 

tamponada con fosfato estéril (PBS) (pH 7.2) a 4 °C hasta su uso.  Este estudio 

confirmaría nuestros resultados alcanzados, debido a que la muestra de pastizal natural y 

suelo fueron contaminados con esporoquistes de Sarcocystis spp provenientes de heces 

frescas de cachorros experimentalmente infectados, al menos después del primer día de 

contaminación lográndose los valores más altos de recuperación (Anexo 11) 

Comparando los valores logrados con Tween 80 y Sacarosa en ambas zonas de muestreo, 

estos son mayores a los de Matsuo et al. (2004) quienes utilizaron 2 métodos para la 

detección de ooquistes de Toxoplasma gondii en muestras de suelo: método modificado 

de flotación con sacarosa y PCR. Para el primer método  se contaminó  suelo  (30 g)  y se 

suspendio en 50 ml de la solución  Tween 80 (0.1%), se filtró, descartándose el 

sobrenadante, se verificó el efecto de la gelatina al 0.1% en la recuperación de ooquistes 

en las soluciones de lavado y flotación con solución de sacarosa (p.e.1.20) el tubo fue 

llenada hasta el tope con solución de flotación, se cubrió con una lámina cubreobjetos 

centrifugandose por 5 minutos, el cubre objetos fue removida a una lámina portaobhjetos 

y examinada en el microscopio a 200 x  realizandose el conteo en todo el cubreobjetos, la 

adición de gelatina incrementó significativamente el número de ooquistes recuperados del 

7% al 21% comparado con muestras sin la adición de gelatina; en consecuencia, se piensa 

que los dispersantes como la gelatina separarían los organismos deseados de las partículas 

del suelo; se detalla el procedimiento, por la similitud del conteo efectuado en el estudio 

efectuado, pero difiere en las cantidades de muestra procesada y soluciones utilizadas. 

Los valores reportados en el estudio, con agua destilada y sacarosa de zona seca (22,68%) 

se aproximan  a los obtenidos por Lassen y Lepik, (2014)  en la recuperación de ooquistes 

de Eimeria bovis en muestras de suelo, analizada y estimada como suelo arenoso (80.62% 

de arena, 12.31% de limo, 7.07% de arcilla y 0.96 % de carbón orgánico) muestras que 

en alicuotas de 10 g fueron contaminadas con 50 000 ooquistes de 12 meses de edad, 

experimento  realizado en jeringas hipodérmicas de 50 ml de capacidad, eliminándose el 

paso de centrifugación, el tamizado se redujo a una gasa médica, utilizándose como 

solución de flotación sacarosa (p.e.1.24)  lográndose recuperar el 22%  de ooquistes, un 

experimento separado probó el efecto del estrés mecánico que provoca el proceso de 

agitación de la mezcla de tierra y ooquistes 0, 1, 5 y 10 veces antes de la recuperación, un 

sólo batido de la mezcla de ooquistes y suelo fue suficiente para reducir 



36 
 

significativamente la tasa de recuperación en casí el 50 %,  la agitación de 5 a 10 batidos 

redujieron la recuperación a 1.6 %. Este estudio hace referencia que el manejo mecánico 

de la mezcla de arena, ooquistes y líquidos ejercen estrés físico en la muestra ocasionando 

la pérdida de ooquistes en éste tipo de diagnósticos, situación que no fue relevante, en 

nuestros resultados debido a que la mezcla de muestra y solución de dispersión fue por 

agitación manual durante 5 minutos, los menores porcentajes  alcanzados en éste estudio 

se deberían a la mayor proporción de arena en la muestras evaluadas, la edad de  ooquistes 

utilizados  para la contaminación de las muestras, el material utilizado en el experimento 

y el obviar el uso del dispersante; sin embargo parece necesario e importante el manejo 

de las muestras antes de la recuperación de este tipo de protozoarios.  

Los valores logrados en el estudio, fueron inferiores a los referidos por Mawdsley y 

col. (1996) quienes han descrito un método para la extracción y cuantificación de 

ooquistes de Cryptosporidium parvum en diferentes tipos de suelos experimentalmente 

contaminados, en los que se utilizó la flotación de sacarosa, estos autores encontraron 

eficiencias de extracción de hasta 61.6% para muestras de suelo de 1 g procesadas poco 

después de la adición; así mismo, Walker et al. (1998) obtuvieron resultados comparables 

usando un procedimiento adaptado del método de Mawdsley et al., en éste estudio, el 

porcentaje de recuperación fue del 43% ± 5,7% (intervalo de confianza promedio ± 95%) 

para las muestras recién contaminadas, siendo un método adecuado para experimentos de 

laboratorio debido a que los oocistos se distribuyan de manera relativamente homogénea 

en todo el suelo, aducimos que esta diferencia sea debida a que estos autores tuvieron otra 

forma de contaje de ooquistes,  

En la investigación realizada por Zilberman et al. (2009) Se ha probado cuatro métodos 

conocidos que fueron utilizados para recuperar ooquistes de Crytosporidium parvum de 

muestras de agua y heces (técnica de sedimentación flotación, T. de sedimentación 

flotación con reducida cantidad de agua, flotación con sucrosa y separación con éter-agua) 

estas técnicas fueron utilizados para recuperar ooquistes en muestras de suelo (20 g) 

previamente contaminados con ooquistes de 2 a 8 días de edad. La técnica de separación 

en dos fases demostró ser el mejor método a escoger, con un promedio de recuperación 

de 61.2 ± 15.6 % según este método las recuperaciones más bajas y más altas fueron de 

37 % a 95% respectivamente. Así mismo la eficiencia de la recuperación estuvo 

influenciada por la viabilidad de los ooquistes (la viabilidad alta fue directamente 

correlacionada con un incremento en la eficiencia de la recuperación), los resultados 
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obtenidos con la técnica de flotación con sucrosa de 39.6 % ±15.6 %, se aproximan a los 

obtenidos en el estudio efectuado, donde la flotación con sacarosa y tween 80 logró 

recuperar el 34.02% de esporoquistes de Sarcocystis en pastizal de zona humeda y 30.13% 

en zona seca. En el protocolo de los autores se utilizó agua destilada y después del filtrado 

se colocó en 400 ml de solución de sacarosa dejando flotar durante toda una noche; la 

técnica de separación en dos fases es más compleja y requiere de otros reactivos como el 

glicol polietilene 6000, la eficiencia en la cuantificación de ooquistes, se debería a que en 

todas las técnicas probadas fue determinado por tinción de anticuerpos monoclonales y 

epifluorescencia. 

Los resultados obtenidos según solución de dispersión utilizada (Tablas:4 y 5) difieren de 

los obtenidos por Kuczynska y Shelton (1999) quienes al contaminar suelos franco 

arenosos con ooquistes de Cryptosporidum parvum utilizando diferentes soluciones de 

dispersión como: agua destilada, PBS (solución salina tamponada con fosfato BD), 

Tween 80, Triton X-100  y Tris-Tween 80; los porcentajes de recuperación con Tris-

Tween 80 fueron significativamente mayores (P <0.05) con valores de (14.7%) con 

relación a los porcentajes de recuperación con  otros dispersantes,  se evaluo el tiempo de 

dispersion de 5, 15 y 30 minutos, los porcentajes de recuperación después de 15 o 30 

minutos fueron significativamente más altos (<0.05) que los porcentajes de recuperación 

después de 5 minutos, incrementándose este porcentaje a (18.0% ± 3.2%); sin embargo, 

los porcentajes más bajos fueron obtenidos con agua destilada (0.6%) y PBS (0.02%), con 

Tween 80 se logró valores de (3.2%). Estos resultados difieren con los resultados de 

Mawdsley et al. (1996) que obtuvieron niveles más altos de recuperación con Tris-Tween 

80, utilizando como técnica de dispersión la agitación magnética, que es un procedimiento 

relativamente suave, se menciona que las fuerzas de corte creadas por la mezcla fueron 

demasiado severas para las paredes de los oocistos.  

En el estudio desarrollado, los resultados obtenidos  utilizando Twenn 80 como solución 

dispersante, fueron mayores a los mencionados por Kuczynska y Shelton (1999), 

empleando el mismo dispersante, posiblemente por la menor cantidad de muestra ( 10 g) 

y el mayor tiempo de dispersion de toda una noche en el protocolo, debido a que  la 

dispersion se realizó en copas de sedimentación de 500 ml de capacidad,  que demandan 

el uso de mayor cantidad de solución de dispersión a utilizar y un mayor tiempo de 

dispersión, a diferencia de la investigación  mencionada en el que usó  mayor cantidad de 

muestra (25 g) realizándose la dispersión en tubos de 100 y  50 ml de capacidad, con igual 
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cantidad de solución de dispersión y  sometidos a presiones de centrifugación por 10 

minutos. Referente a los días de almacenamiento de las muestras, los autores 

mencionados refieren que los porcentajes de recuperación de suelos franco arenosos 

disminuyeron a valores menores del 1% después de 10 días de almacenamiento; sin 

embargo, estos valores mejoraron con la adición de solución dispersante, situación que 

no se presentó en el estudio realizado. 

Nuestros resultados según solución de dispersión utilizada fueron mayores a los obtenidos 

por Lélu et al. (2011) quienes en muestras de suelo (10 g) experimentalmente 

contaminados con ooquistes de Toxoplasma gondii mediante 3 protocolos de extracción,  

utilizando  sacarosa como solución de flotación en todos los casos y como solución de 

dispersión: agua destilada, Tris-Tween 80 y Hexametafosfato,  la eficiencia de la 

recuperación de ooquistes usando los protocolos A, B y C  estimados a partir de los 

resultados de conteo variaron de acuerdo a la solución de dispersión utilizada,  las más 

altas tasas  se lograron con el protocolo C, habiéndose reportado los siguientes resultados: 

18% con agua destilada, 15% con Tris-Tween 80 y 9.8% con Hexametafosfato, las 

diferencias en los resultados podrían atribuirse a la cantidad de solución de dispersión 

utilizada en la investigación 20 ml y el uso de tubos de 50 ml de capacidad, siendo 

sometida a presiones de centrifugación a diferencia del material y tiempo de 

sedimentación empleada en el protocolo de diagnóstico que utilizamos. 

Es preciso indicar que los valores obtenidos en ambas zonas de muestreo difieren, 

obteniéndose los mayores porcentajes de recuperación en muestras contaninadas de zona 

húmeda en relación a la zona seca, la zona de muestreo es una variable que estadísticamente 

indican tener diferencia (P= ≤ 0.05 Anexo 8) es decir la zona de muestreo influye en el 

porcentaje de recuperación de esporoquistes, esta diferencia posiblemente sea debida a la 

mayor cantidad de materia orgánica en zona húmeda.  Si se realizaría la comparación de los 

valores obtenidos por zonas de muestreo en pruebas de campo, con contaminación natural  

de esporoquistes eliminados en material fecal de perros infectados con este protozoario, los 

resultados posiblemente variarían,  por el lapso de sobrevivencia del parásito en el medio 

que definitivamente dependen de las condiciones medio ambientales  como indica Cordero 

del Campillo et al. (1999). Por otra parte, se ha mencionado en las discusiones anteriores que 

las caracterizaciones de los suelos influyen en los porcentajes de recuperación de ooquistes 

de otros coccidios, de manera este es un aspecto importante a tener en cuenta al realizar la 

evaluación de los pastizales a evaluar.  
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CONCLUSIONES 

Primera: Los porcentajes de recuperación de esporoquistes de Sarcocystis spp en 

pastizales contaminados experimentalmente en función al tiempo de 

almacenamiento de las muestras por 1, 4 y 7 días fueron de 23.50%, 22.34% 

y 21.61% en pastizales de zona húmeda y de 21.31%, 20.30% y 19.19% en 

pastizales de zona seca. 

Segunda: Los porcentajes de recuperación de esporoquistes de Sarcocystis spp en 

pastizales de zona húmeda y seca contaminados experimentalmente en 

función a la soluciones de dispersión y flotación utilizadas fueron de: 26.56% 

y 22.68% con agua destilada y sacarosa; 34.02% y 30.13% con Tween 80 y 

sacarosa; 12.48% y 12.61% con agua destilada y Sulfato de Zinc; 16.88% y 

12.65% con Tween 80 y Sulfato de Zinc respectivamente, obteniéndose los 

mayores porcentajes de recuperación en ambas zonas de muestreo con Tween 

80 y sacarosa.  
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RECOMENDACIONES 

Primera: Siendo el estudio una investigación experimental de laboratorio, con una 

distribución relativamente homogénea de esporoquistes en suelo y pastizal 

natural, se recominenda su aplicación a escala de campo, con una distribución 

de esporoquistes probablemente más heterogénea. 

Segunda: Dentro del protocolo de diagnóstico, por lo laborioso del conteo microscópico 

de esporoquistes, se recomienda su perfeccionamiento por otras que requieren 

de la disponibilidad de otros materiales, reactivos y equipos de laboratorio.  

Tercera: En futuras investigaciones en pastizales naturales, sería necesario considerar la 

caracterización de los suelos, por la repercusión que tiene en los porcentajes de 

recuperación de esporoquistes de Sarcocystis spp. 
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ANEXOS 

 

Anexo 1. Figura porcentaje de recuperación de esporoquistes de Sarcocystis en pastizales 

en función al tiempo de almacenamiento de la muestra. 

 

Anexo  2. Figura porcentaje de recuperación de esporoquistes de Sarcocystis spp en 

función a la solución de dispersión y flotación zona húmeda 
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Anexo 3. Figura porcentaje de recuperación de esporoquistes de Sarcocystis spp en 

función a la solución de dispersión y flotación zona seca. 
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Anexo 4. Porcentaje de recuperación de esporoquistes de sarcocystis en pastizales de zona 

húmeda y seca en función al tiempo de almacenamiento de las muestras y soluciones 

utilizadas. 

 

º Zona Solución de 

dispersión con 

solución flotación 

Tiempo de 

almacenamiento 

(días) 

% recuperación 

de esporoquistes 

01 Húmeda 1 1 28.2 

02 Húmeda 1 1 25.4 

03 Húmeda 1 1 27.1 

04 Húmeda 1 1 26.7 

05 Húmeda 1 4 27 

06 Húmeda 1 4 26.3 

07 Húmeda 1 4 25 

08 Húmeda 1 4 24.2 

09 Húmeda 1 7 27.6 

10 Húmeda 1 7 26.7 

11 Húmeda 1 7 28.3 

12 Húmeda 1 7 26.2 

13 Húmeda 2 1 35.7 

14 Húmeda 2 1 32.8 

15 Húmeda 2 1 37.5 

16 Húmeda 2 1 35 

17 Húmeda 2 4 35.6 

18 Húmeda 2 4 32.8 

19 Húmeda 2 4 34.7 
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20 Húmeda 2 4 30.9 

21 Húmeda 2 7 33.2 

22 Húmeda 2 7 34.5 

23 Húmeda 2 7 35 

24 Húmeda 2 7 30.5 

25 Húmeda 3 1 15.8 

26 Húmeda 3 1 13.2 

27 Húmeda 3 1 15.7 

28 Húmeda 3 1 10.2 

29 Húmeda 3 4 12.9 

30 Húmeda 3 4 13.2 

31 Húmeda 3 4 15.3 

32 Húmeda 3 4 10.8 

33 Húmeda 3 7 9.4 

34 Húmeda 3 7 12.5 

35 Húmeda 3 7 10.6 

36 Húmeda 3 7 10.2 

37 Húmeda 4 1 18.8 

38 Húmeda 4 1 18 

39 Húmeda 4 1 15.9 

40 Húmeda 4 1 20 

41 Húmeda 4 4 15.9 

42 Húmeda 4 4 16.4 

43 Húmeda 4 4 18.6 

44 Húmeda 4 4 17.9 

45 Húmeda 4 7 13.9 
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46 Húmeda 4 7 15.9 

47 Húmeda 4 7 15.1 

48 Húmeda 4 7 16.2 

49 Seca 1 1 30.2 

50 Seca 1 1 23.1 

51 Seca 1 1 21.3 

52 Seca 1 1 19.2 

53 Seca 1 4 28.6 

54 Seca 1 4 25.4 

55 Seca 1 4 20.1 

56 Seca 1 4 20.6 

57 Seca 1 7 20 

58 Seca 1 7 22 

59 Seca 1 7 21.7 

60 Seca 1 7 20 

61 Seca 2 1 32.2 

62 Seca 2 1 35.6 

63 Seca 2 1 29.8 

64 Seca 2 1 25 

65 Seca 2 4 32.2 

66 Seca 2 4 30.7 

67 Seca 2 4 29.2 

68 Seca 2 4 25.2 

69 Seca 2 7 32.5 

70 Seca 2 7 31 

71 Seca 2 7 28 
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72 Seca 2 7 30.1 

73 Seca 3 1 19.8 

74 Seca 3 1 15 

75 Seca 3 1 10.2 

76 Seca 3 1 9.7 

77 Seca 3 4 12.6 

78 Seca 3 4 14.3 

79 Seca 3 4 11 

80 Seca 3 4 13.2 

81 Seca 3 7 10.5 

82 Seca 3 7 12 

83 Seca 3 7 9.6 

84 Seca 3 7 13.4 

85 Seca 4 1 20.3 

86 Seca 4 1 15.4 

87 Seca 4 1 16.2 

88 Seca 4 1 18 

89 Seca 4 4 15.2 

90 Seca 4 4 17 

91 Seca 4 4 15.2 

92 Seca 4 4 14.3 

93 Seca 4 7 12 

94 Seca 4 7 14.9 

95 Seca 4 7 15 

96 Seca 4 7 14.3 
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Leyenda: 

N : Número de muestra. 

Zona : Pastura de Zona Húmeda (Bofedal) 

  Pastura de Zona Seca. 

Tiempo: Almacenamiento muestra (1, 4 y 7 días) 

Solución de dispersión con solución de Flotación. 

1: Agua destilada y sacarosa. 

2: Tween 80 y sacarosa. 

3: Agua destilada y sulfato de Zinc. 

4: Tween 80 y Sulfato de Zinc. 
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Anexo 5.  Porcentaje de recuperación de esporoquistes de zona seca en función al tiempo 

de almacenamiento de la muestra y soluciones utilizadas 

 

.Zona Seca 

Sol. De flotación 

+ Sol. de 

dispersión 

Sacarosa + 

Agua 

destilada 

Sacarosa + 

Tween 80 

Sulfato de 

Zinc + Agua 

Destilada 

Sulfato de 

Zinc + Tween 

80 

Tiempo de 

almacenamiento 

Muestra 

 

Sub muestras 

 

Sub muestras 

 

Sub muestras 

 

Sub muestras 

 

 

1 DÍA 

30.2 

23.1 

21.3 

19.2 

𝑋 ̂ = 23.5 

32.2 

35.6 

29.8 

25.0 

𝑋 ̂ = 30.7 

19.8 

15.0 

10.2 

9.7 

𝑋 ̂ = 13.7 

20.3 

15.4 

16.2 

18.0 

𝑋 ̂ = 17.5 

 

 

4 DÍAS 

28.6 

25.4 

20.1 

20.6 

𝑋 ̂ = 23.7 

32.2 

30.7 

29.2 

25.2 

𝑋 ̂ = 29.3 

12.6 

14.3 

11.0 

13.2 

𝑋 ̂ = 12.8 

15.2 

17.0 

15.2 

14.3 

𝑋 ̂ = 15.4 

 

 

7 DÍAS 

20.0 

22.0 

21.7 

20.0 

𝑋 ̂ = 20.9 

32.5 

31.0 

28.0 

30.1 

𝑋 ̂ = 30.4 

10.5 

12.0 

9.6 

13.4 

𝑋 ̂ = 11.4 

12.0 

14.9 

15.0 

14.3 

𝑋 ̂ = 14.1 
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Anexo 6. Porcentaje de recuperación de esporoquistes de zona húmeda en función al 

tiempo de almacenamiento de la muestra y soluciones utilizadas. 

 

Zona Seca 

Sol. De flotación 

+ Sol. de 

dispersión 

Sacarosa + 

Agua 

destilada 

Sacarosa + 

Tween 80 

Sulfato de 

Zinc + Agua 

Destilada 

Sulfato de 

Zinc + Tween 

80 

Tiempo de 

almacenamiento 

Muestra 

 

Sub muestras 

 

Sub muestras 

 

Sub muestras 

 

Sub muestras 

 

 

1 DÍA 

28.2 

25.4 

27.1 

26.7 

𝑋 ̂ = 26.8 

35.7 

32.8 

37.5 

35.0 

𝑋 ̂ = 35.3 

15.8 

13.2 

15.7 

10.2 

𝑋 ̂ = 13.7 

18.8 

18.0 

15.9 

20.0 

𝑋 ̂ = 18.2 

 

 

4 DÍAS 

27.0 

26.3 

25.0 

24.2 

𝑋 ̂ = 25.6 

35.6 

32.8 

34.7 

30.9 

𝑋 ̂ = 33.5 

12.9 

13.2 

15.3 

10.8 

𝑋 ̂ = 13.1 

15.9 

16.4 

18.6 

17.9 

𝑋 ̂ = 17.2 

 

 

7 DÍAS 

27.6 

26.7 

28.3 

26.2 

𝑋 ̂ = 27.2 

33.2 

34.5 

35.0 

30.5 

𝑋 ̂ = 33.3 

9.4 

12.5 

10.6 

10.2 

𝑋 ̂ = 10.7 

13.9 

15.9 

15.1 

16.2 

𝑋 ̂ = 15.3 
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Anexo 7. Porcentaje de recuperación de esporoquistes de pastizales en función a la 

solución de flotación y dispersión. 

 

Zona Humeda Seca 

Concentración 

Esporoquistes/Muestra 

10³ 10³ 

Sol. De flotación + Sol. De 

dispersión. 

Número 

de 

Muestras 

Promedio % 

Recuperación 

Número de 

Muestras 

Promedio % 

Recuperación 

Sacarosa + Agua Destilada 

Sacarosa + Tween 80 

Sulfato de Zinc + Agua 

Destilada 

Sulfato de Zinc + Tween 80 

12 

12 

12 

 

12 

26.5 

34.0 

12.5 

 

16.9 

12 

12 

12 

 

12 

22.7 

30.1 

12.6 

 

15.6 

TOTAL 48  48  
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Anexo 8. Porcentaje de recuperación de esporoquistes en pastizales en función a la 

solución de dispersión y tiempo de conservación de muestras, cuando se utiliza el método 

de flotación con sacarosa. 

 

Zona Humeda Seca 

Concentraci

ón 

Esporoquist

es por 

Muestra 

 

10³ 

 

10³ 

Sol. De 

Dispersión 

N° días 

almacenamie

nto muestra 

N° de 

Muestr

as 

Promed

io % 

Recup. 

N° días de 

almacenamie

nto muestra 

N° de 

Muestr

as 

Promed

io % 

Recup. 

Agua 

Destilada 

 

 

 

Tween 80 

1 

4 

7 

 

1 

4 

7 

4 

4 

4 

 

4 

4 

4 

26.8 

25.6 

27.2 

 

35.3 

33.5 

33.3 

1 

4 

7 

 

1 

4 

7 

4 

4 

4 

 

4 

4 

4 

23.5 

23.7 

20.9 

 

30.7 

29.3 

31.4 
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Anexo 9.  Porcentaje de recuperación de esporoquistes en pastizales en función a la 

solución de dispersión y tiempo de conservación de muestras, cuando se utiliza el método 

de flotación con sulfato de zinc. 

 

Zona Humeda Seca 

Concentra

ción 

Esporoquis

tes por 

Muestra 

 

10³ 

 

10³ 

Sol. De 

Dispersión 

N° días 

almacenami

ento 

muestra 

N° de 

Muestr

as 

Promedio 

% 

Recuperac

ión 

N° días 

almacenami

ento 

muestra 

N° de 

Muestr

as 

Promedio 

% 

Recuperac

ión 

Agua 

Destilada 

 

 

 

Tween 80 

1 

4 

7 

 

1 

4 

7 

4 

4 

4 

 

4 

4 

4 

13.7 

13.1 

10.7 

 

18.2 

17.2 

15.3 

1 

4 

7 

 

1 

4 

7 

4 

4 

4 

 

4 

4 

4 

13.7 

12.8 

11.5 

 

17.57 

15.4 

14.1 

 

Anexo 10. Medidas de resumen, porcentaje de recuperación de esporoquistes según 

zona. 

Zona n Promedio D.E. C.V. Min Max 

Húmeda 48 22,49 8,66 38,52 9,40 37,50 

Seca 48 20,27 7,40 36,54 9,60 35,60 
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n: Numero de muestras, D.E.: Desviación estándar, C.V.: Coeficiente de variación, Min: 

Mínimo, Max: Máximo. 

Anexo 11. Medidas de resumen, porcentaje de recuperación de esporoquistes según 

solución 

 

Solución n Promedio D.E. C.V. Min Max 

1 24 24,62 3,28 13,31 19,20 30,20 

2 24 32,07 3,22 10,03 25,00 37,50 

3 24 12,55 2,54 20,28 9,40 19,80 

4 24 16,27 1,99 12,24 12,00 20,30 

n: Numero de muestras, D.E.: Desviación estándar, C.V.: Coeficiente de variación, Min: 

Mínimo, Max: Máximo. 

 

Anexo 12. Medidas de resumen, porcentaje de recuperación de esporoquistes según 

tiempo 

. 

Tiempo n Promedio D.E. C.V. Min Max 

1 32 22,41 8,12 36,25 9,70 37,50 

4 32 21,32 7,70 36,11 10,80 35,60 

7 32 20,40 8,56 41,98 9,40 35,00 

n: Numero de muestras, D.E.: Desviación estándar, C.V.: Coeficiente de variación, Min: 

Mínimo, Max: Máximo. 

Anexo 13. Efecto de la zona sobre el porcentaje de recuperación de esporoquistes. 

 

Zona Porcentaje de recuperación de esporoquistes CV, % 

Seca 20,27a 36,54 

Húmeda 22,49b 38,54 
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Probabilidad 0,001  

Medias con letras diferentes son estadísticamente diferentes (p<0,05)  

 

Anexo 14. Efecto de la solución utilizada sobre el porcentaje de recuperación de 

esporoquistes. 

 

Solución Porcentaje de recuperación de esporoquistes CV, % 

1 24,62c 13,31 

2 32,07d 10,03 

3 12,55a 20,28 

4 16,27b 12,24 

Probabilidad 0,001  

Medias con letras diferentes son estadísticamente diferentes 

(p<0,05) 

 

 

Anexo 15. Efecto del tiempo en días sobre el porcentaje de recuperación de esporoquistes. 

 

Tiempo Porcentaje de recuperación de 

esporoquistes 

CV, % 

1 22,41b 36,25 

4 21,32ab 36,11 

7 20,40a 41,98 

Probabilidad 0,004  

Medias con letras diferentes son estadísticamente diferentes 

(p<0,05) 
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Anexo 16. Efecto de la zona y solución utilizada sobre el porcentaje de recuperación de 

esporoquistes 

Zona Solución Porcentaje de recuperación de 

esporoquistes 

CV, 

% 

Seca 

1 22,68c 15,73 

2 30,13e 10,07 

3 12,61a 22,94 

4 12,65b 13,30 

Humeda 

1 26,56d 4,66 

2 34,02f 6,00 

3 12,48a 18,20 

4 16,88b 10,46 

 Probabilidad 0,006  

Medias con letras diferentes son estadísticamente diferentes (p<0,05)  

Anexo 17. Efecto de la zona y tiempo sobre el porcentaje de recuperación de 

esporoquistes 

Zona Tiempo Porcentaje de recuperación de 

esporoquistes 

CV, 

% 

Seca 

1 21,31 15,73 

2 20,30 10,07 

3 19,19 22,94 

Humeda 

1 23,50 4,66 

2 22,34 6,00 

3 21,61 18,20 
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 Probabilidad 0,996  

Medias con letras diferentes son estadísticamente diferentes (p<0,05)  

Anexo  18. Corazón de alpaca para evaluación microscópica. 

 

 

Anexo 19. Sarcocystis lamacanis en tejido cardíaco de alpaca. 
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Anexo 20. Bradizoitos de Sarcocystis lamacanis  
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Anexo 21. Esporoquistes de Sarcocystis lamacanis en material fecal de cachorro 

infectado. 

 

 

Anexo 22. Tejido muscular estriado de alpaca con quistes macroscópicos (Sarcocystis 

aucheniae) 

 

Anexo 23. Infección de cachorro con quistes macroscópicos de Sarcocystis 
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Anexo 24. Infección de cachorro con macroquistes de Sarcocystis 

 

Anexo 25. Cuantificación de esporoquistes por el método de Mac Master 
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Anexo 26. Reactivos utilizados para métodos de diagnóstico. 

 

Anexo 27.  Muestras en proceso de sedimentación. 
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Anexo 28. Flotación de muestras con solución de sacarosa  

 
Anexo 29. Flotación de muestras con solución de sacarosa y sulfato de zinc. 
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Anexo 30. Ooquistes de Sarcocystis spp de muestras de pastizal con método de 

flotación (Sacarosa y Tween 80). 

 

Anexo 31. Esporoquistes de Sarcocystis spp de pastizal con método de flotación 

(Sacarosa y Tween 80). 
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