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INTRODUCCION

El uso de abonos organicos es una practica ancestral, que ha sido empleada para
conservar y optimizar la disponibilidad de nutrimentos en el suelo, generando una
mejora en el rendimiento de los cultivos. Es posible considerar como abonos
organicos alos abonos verdes, aguas negras, compostas, estiércoles, residuos de
las cosechas, residuos organicos industriales, sedimentos organicos vy
vermicompostas.

Esta misma diversidad de abonos, nos proporciona una variedad de caracteristicas
fisicas y composicion quimica, siendo la principal, la cantidad de nutrientes que
seran aprovechados por el suelo, mejorando asi las propiedades fisicas, quimicas
y bioldgicas del mismo.

Sin embargo, uno de los aspectos poco atendidos de estos abonos organicos, son
las caracteristicas sanitarias una vez que han sido transferidos al suelo. Siendo las
principales la determinacion de coliformes totales y fecales, como también la
cuantificacion de huevos de helminto.

Es un riesgo latente que los abonos organicos faciliten la transmision de
enfermedades relacionadas con las excretas. Sin embargo, en las ultimas décadas,
la Organizacion Mundial de la Salud, el Banco Mundial y el Centro Internacional de
referencia para la evaluacion de desechos proporcionaron una serie de estudios y
reuniones de expertos para examinar estos riesgos a la salud. Partiendo de un
analisis de los datos epidemiologicos disponibles se determind que los principales
riesgos eran los siguientes, la transmisidn de infecciones por nematodos intestinales
tanto a los trabajadores del campos como a las personas que consumieran
verduras contaminadas y la trasmisién a los consumidores de productos agricolas
de enfermedades causadas por bacterias presentes en las heces, tales como la
diarrea y la disenteria bacteriana, la tifoidea y el célera.

El desarrollo de la parasitologia ha dado lugar a una larga serie de técnicas para la
enumeracion de los huevos de helminto y de las larvas intestinales en los lodos y
los abonos compuestos. La complejidad radica en la gran variedad de especies
parasitas humanas y animales, asi como de especies independientes, con tamafio,
gravedad especifica y propiedades de superficie diferentes y en concentraciones
mayores en abonos organicos en comparacion con otras matrices.

En la actualidad en México se carece de una Normativa oficial que regule los
contaminantes sanitarios o los procesos de calidad de compostas para uso agricola.
Debido a las caracteristicas fisicas de estos abonos organicos se debe emplear una
técnica que facilite la evaluacion de huevos de helminto de una forma eficiente y de
costos accesibles para los laboratorios que realizan este tipo de determinaciones.



FUNDAMENTOS TEORICOS

Conceptos béasicos de Parasitologia

Por definicion los parasitos son organismos que viven sobre o dentro de otro
organismo, usualmente causando dafio al huésped. Asi mismo, se considera a
cualquier organismo que causa enfermedad (Garcia et. al., 1994). En el contexto,
helminto hace referencia a una denominacion, no taxondémica utilizada para

designar a los gusanos parasitos y de vida libre.

En sus inicios las amibas de vida libre eran denominadas como “amibas del suelo”,
protozoos no patdégenos ubicuos en suelo y agua, empleados como modelos por los
bidlogos celulares; sin embargo, posteriormente se demostré6 su potencial

patogénico (Fraga,1984).

Existe una gran variedad de denominaciones y/o clasificaciones sin lugar a duda
una de las mas simples y mayormente empleadas es la derivada de su ciclo

bioldgico:

1. Parasitos Monoxenos o de Ciclo Directo; estos demandan un solo tipo de
hospedero (definitivo) para que su ciclo bioldgico llegue a completarse.
Algunos de estos parasitos son la Giardia intestinalis, Ancylostoma

duodenale o Sarcoptes scabiei (Agrios, 1985).

2. Parasitos Heteroxenos o de Ciclo Indirecto, estos requieren una
alternancia de hospederos (definitivos e intermediarios). Estos a su vez

pueden subdividirse en Diheteroxenos y Poliheteroxenos (Agrios, 1985).

a) Se puede considerar Diheteroxenos lo cual hace referencia a dos
hospedadores diferentes en los cuales los procesos de evolucion son
diferentes, los ejemplos mas comunes son las solitarias, la Taenia solium

la cual tiene como hospedero intermediario al cerdo, y la Taenia saginata



utiliza como intermediario al ganado bovino. En estos animales se ancla
el gusano de varios metros de longitud que puede desprender a diario
proglotides y hasta unos 100,000 huevos (Agrios, 1985).

b) Poliheteroxenos, son aquellos parasitos que requiere de mas de dos
hospedadores invertebrados y uno vertebrado para llevar a cabo su ciclo

biolégico un ejemplo es el Paragonimus mexicanus (Agrios, 1985).

Los procesos biolégicos de los parasitos se ven influenciados por diversos factores
ambientales y humanos, asi como en la presencia de focos naturales que
favorezcan o limiten su desarrollo. Los factores ambientales que ejercen una
influencia mas importante pueden dividirse en dos grandes grupos: Abidticos y
Bioticos.

Entre los factores abioticos se encuentra el clima (temperatura, humedad,
pluviometria, viento y radiacion solar) y los edaficos e hidricos son los factores de
mayor importancia y que mas influyen en la distribucién de los focos naturales de
los parasitos. La temperatura ejerce una influencia particularmente cuando su ciclo
presenta estadios evolutivos de los mismos en el suelo o en el agua. Un ejemplo es
Ascaris lumbicoides, se ha comprobado que el desarrollo de sus huevos no llega a
producirse cuando la temperatura ambiente se mantiene por debajo de los 15°C o

por encima de los 40°C (Agrios, 1985).

Los factores bidticos, como lo es la flora, la vegetacion y la fauna ejercen una
influencia notable, en el mantenimiento, propagacion y distribuciéon de un gran
namero de parasitos o de sus vectores. La fauna, y la existencia de especies que
pueden estar parasitadas, pueden ser el factor determinante de que algunos
parasitos lleguen a asentarse, directa o indirectamente, en el hospedador humano
(Lordello, 1984).

La forma de contacto y penetracion mas comun se presenta por via oral, la cual
tiene lugar cuando, de modo fortuito o accidental, el hospedador ingiere agua, suelo

o alimentos vegetales o animales, o bien otros organismos animales en los que se



encuentran las formas infestantes del parasito (quiste y ooquiste, huevos
embrionados o larvas de helmintos) (Garcia, 2001).

La peculiaridad de los helmintos es que dependiendo el género y especie su ciclo
biolégico es diferente, en donde un parasito adulto llega a producir miles de huevos

en un solo dia.

CICLO VITAL DE Ascaris lumbricoides
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Figura 1. Ciclo biolégico de los parasitos (cada especie tiene estadios de
evolucién particulares) (Taylor et al., 1978).

Existen tres grupos de helmintos de importancia: nematodos (ascaris), cestodos

(tenias), y trematodos (diostomas) (Taylor et al., 1978).
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Las fases que normalmente aparecen con las técnicas de diagnostico son huevos y
las larvas. Con menos frecuencia, pueden verse gusanos adultos como en el caso
de Ascaris o Enterobius y el diagnostico de algunos cestodos se basa en la
observacion de los segmentos o proglotides. No obstante, en la mayoria de las
infecciones por gusanos, la identificacion se basa en los huevos (Pajuelo, et al.,
2006).

Algunas de las claves de identificaciéon de los huevos son tamario, la forma, la fase
de desarrollo, el grosor, color y caracteristicas peculiares. En la evaluacion del
tamafo, se miden la longitud y anchura que se encuentran por lo general dentro de

limites especificos para cada género en especifico.

La forma, es otro parametro en donde cada especie tiene una forma particular

(Figura 5). La fase o estadio de desarrollo, en algunas especies, los huevos constan



de una sola célula; en otros, pueden tener varias; y en otras especies ya estan

embrionados (es decir, contienen una larva) cuando se eliminan con las heces.

El grosor de la cubierta del huevo, en algunos tipos de parasitos como Ascaris la
cual posee una membrana densa; otras, como los anquilostomas, la tiene mas fina.
El color, algunos huevos son incoloros, mientras que otros son amarillos o
marrones. La presencia de ciertas caracteristicas o estructuras que les confieren
peculiaridad como opérculos (tapas), espiculas, tapones, ganchos o el nimero de
nacleos que poseen (Dropkin, 1980).
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Figura 5. Identificacion de parasitos Intestinales (CDC, Villanova, 2000)

Las normas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Informe de
Engelberg para la aplicacion de aguas residuales en el suelo, establecen que
solamente las aguas que contienen no mas de 1 huevo de helminto por litro, pueden
emplearse para la irrigacion restringida de cosechas. Sin embargo, se ha reportado
gue estas directrices pueden modificarse aumentando hasta 10 huevos de helminto
/L, sin que se registre riesgo a la salud humana (Ayres et al., 1992). En México no

solo el agua residual puede ser un factor contaminante, sino que aunado a la



aplicacion indiscriminada de estiércoles y/o abonos al suelo la propagacion de este

tipo de contaminacion es extensiva.

La Unica regulacion que se emplea de manera indirecta es la NOM-004-
SEMARNAT-2002, la cual establece los limites y especificaciones contaminantes
en lodos y biosélidos para su aprovechamiento y disposicion final. Sin embargo,
esta regulacion no incluye abonos organicos que por su origen son susceptibles a
poseer una carga microbiolégica importante que compromete la inocuidad de los

cultivos.

Técnicas de determinacion y cuantificacion

En la actualidad las determinaciones microbiologicas que incluyen los parasitos son
ademas de costosas muy largas aunado a la poca especificidad estas técnicas, las
cuales se basan en principios fisicos de las larvas y los huevos los cuales bajo
condiciones especificas pueden precipitar o flotar a partir de ello se desprende una
serie de procedimientos que buscan la identificacidon y/o cuantificacion de parasitos
presentes.

Las técnicas de sedimentacion, se utilizan para la observacion de quistes de
protozoos, huevos y larvas de helmintos, pero la desventaja de estas técnicas
consiste en que los preparados contienen mas residuos que los procesados por
flotacion. En este caso, el acetato de etilo se usa para extraer los residuos y las
grasas de las heces y llevar los parasitos al fondo de la suspension. Estas técnicas
entonces son recomendadas por ser faciles de realizar, tener baja probabilidad de
errores técnicos y recuperar un amplio rango de organismos (Garcia, 2001). Se han
descrito una variedad de técnicas especiales para la concentracion o sedimentacion
de parasitos algunos propuestos por Ash, 1987; Beaver, 1984; Garcia, 1999;
Isenberg, 1992 y Villanova, 2000.

Las técnicas de flotacion permiten la separacion de quistes de protozoos y huevos
de ciertos helmintos del exceso de residuos mediante el uso de soluciones con
elevada gravedad especifica. Los elementos parasitarios son recuperados de la

capa superficial y los residuos se mantienen en el fondo del tubo. Con estas técnicas



los preparados son mas limpios que los obtenidos por sedimentacion
(Méndez,1998).

OBJETIVO

El presente método tiene por objetivo establecer la técnica para determinar, tipificar
y enumerar huevos de helminto presentes en abonos organicos, con la finalidad de

evaluar la calidad sanitaria del compostaje.

MATERIALES Y METODOS

MUESTREO, PREPARACION Y ACONDICIONAMIENTO DE LAS MUESTRAS

El muestreo constituye una parte integral y fundamental de cualquier programa de
evaluacion de calidad de abonos organicos, por lo cual, se debe efectuar integrando
en la muestra todos los estratos de la composta o de la pila de abono. Se debe
tomar muestra de la porcion superior, media e inferior, con estas porciones se
integra generando una muestra compuesta que representa la totalidad de la

muestra.

El volumen de muestra depende de la cantidad de material composteado debido a
ello es necesario busca el mejor grado de representatividad, por lo cual se sugiere

tomar al menos seis sub-muestras que se integren en una muestra compuesta.

Las muestras deben colocarse en un contenedor de plastico, e identificarse con los

siguientes datos:

Nombre del Sitio,

Tipo de Muestra,

Fecha de Toma,
Responsable de muestreo,
Comentarios.

aOkwbdE



La muestra debe mantenerse a una temperatura de 4°C £2°C hasta su llegada al
laboratorio, a partir de su toma y hasta antes de ser procesada, la muestra debe

estar en refrigeracidon hasta su andlisis.

REACTIVOS Y MATERIALES

Reactivos
v' Agua destilada
v" Cloruro de sodio (NacCl)

Materiales

Embudo

Espatula

Gasas

Probeta graduada
Tubos Falcén

Vaso de Precipitado
Vidrio de reloj

AN NI N N NN

Aparatos y/o instrumentos
Balanza

Camara de Sedgwich-Rafter
Centrifuga

Pipetas automaticas

Vortex

ANANENENEN

PROCEDIMIENTO

Preparacion de soluciones

Soluciéon de Cloruro de Sodio al 0.09%, homogenizar 0.9 g de cloruro de
sodio y aforar a 1000 ml de agua destilada. Almacenar en un recipiente

hermético.
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Seguridad

Durante el procesamiento de la muestra se debe utilizar guantes de latex y
cubre boca, para evitar cualquier riesgo de infeccion.
Se debe lavar y desinfectar el area de trabajo, asi como el material utilizado

por el analista, antes y después de cada ensayo.

Manejo de residuos

Todos los residuos de la muestra analizada seran esterilizados en autoclave
antes de su desecho.

Aquel material que sea reutilizado, pero que no pueda ser esterilizado debera
ser colocado en hipoclorito de sodio (10%) durante un dia antes de ser

lavado.

Procedimiento de analisis

1. Se realiza la determinacion de solidos totales, y con base en ello se pesan
cinco g de muestra y se colocan en un tubo falcéon.

2. Se adicionan 20 mL de Solucion de Cloruro de Sodio al 0.09%. La mezcla
se agita vigorosamente empleando vortex por tres min.

3. La mezcla se filtra colocando gasas sobre un embudo transfiriendo el filtrado
a otro tubo.

4. Se le agrega solucién de cloruro de sodio hasta obtener un volumen de 50
mL.

5. La mezcla se centrifuga a 1500 rpm por cinco min.
Mediante el uso de una pipeta automatica se retira el sobrenadante dejando
un volumen de 10 mL.

7. Al volumen restante se le agregan unas gotas de Yodo-Lugol.

8. Setoma una alicuota de 1mL y se coloca en una camara de Sedgewick -Raft.

9. Se procede a realizar la lectura y cuantificacion al microscopio. Anexo 7

11



Expresién de resultados

Los resultados obtenidos se expresan en nimero de huevos /5g de sélidos totales

(volumen de muestra analizada).
H/5g ST

Dénde:
H= Numero de huevos leidos en la muestra
gST= Gramos de solidos totales de la muestra analizada

Interferencias
La sobre posicion de estructuras y/o detritus no eliminados en el sedimento puede
dar una evaluacion errénea al dificultar la lectura. En tal caso, es importante diluir

con agua destilada y hacer las alicuotas que se consideren necesarias para que en

cada una se realice el conteo.

La falta de experiencia en la identificacion de géneros es un elemento comun de

sobre conteo.

PROCESO DE COMPARACION

La técnica propuesta se contrastd con otras técnicas ya establecidas y empleadas
desde hace ya muchos afios, aunado a la comparacion en eficiencia con la NOM-
004-SEMARNAR-2002.

Las técnicas realizadas como métodos de comparacion, fueron:

Método de Sedimentacion de Ritchie (Anexo 2)

v

v' Método de Charles-Barthelemy (Anexo 3)

v' Método de Concentracion por Flotacién de Willis (Anexo 4)
v

NOM-004-SEMARNAT-2002 (Anexo 5)

12



Disefio de experimento comparativo

Se establecié un experimento considerando 15 tratamientos con 10 réplicas, con lo
cual se generaron 150 unidades experimentales. El proceso comparativo consistié
en probar tres tipos de abonos organicos (composta de bovino de engorda,
composta de ovino y estiércol crudo). A cada uno de estos abonos se les determiné
la concentracion de huevos de helminto por cada una de las cinco técnicas
propuestas. Se realizé un se llevo a cabo analisis de varianza de un factor y prueba
de Tukey HDS para probar significancia entre los tratamientos con respecto al
tiempo de evaluacion. Se consider6 significancia a un nivel de P<0.05, se emple6
en programa SPSS, Version 18.

A cada una de las unidades experimentales se les realizé la cuantificacion de
huevos de helminto por medio de observacion microscopica empleando la camara
de Sedgewick-Ratft.

RESULTADOS EN LA APLICACION DE LA TECNICA PROPUESTA

Determinacion de Huevos de Helmintos

H Composta Bovino

H Composta Ovino

i Estiercol

T. Propuesta  Ritchie Willis Charles NOM
Técnicas empleadas

Figura 6. Medias de evaluacion de huevos de Helmintos en abonos
organicos por cinco técnicas analiticas diferentes.

La técnica propuesta mostro un mejor desprendimiento de las estructuras

parasitarias de la materia organica generando una mejor recoleccion de los mismos,

13



aunado a la rapidez diagnostica que se genera en donde se estima un tiempo de
andlisis de 30 min por muestra. A diferencia de las técnicas probadas donde se

multiplica el tiempo de andlisis de varias horas y hasta dias.

A excepcion de la matriz de estiércol crudo, en donde la técnica de Ritchie presento
mayor eficiencia, sin embargo en ambos casos tanto en la composta de bovino

como en la composta de ovino se presenté una mayor recuperacion de los parasitos.

Cuadro 1. Medias y desviacidon estandar de las evaluaciones de huevos de
Helmintos en abonos organicos por cinco técnicas analiticas diferentes. Los
superindices en vertical muestran nivel de significancia (P<0.05)

19% +2.59 30% +3.46 48" +3.41

13> +2.32 25" +3.09 552 +6.17
4°¢ +1.87 16° +1.64 39 +1.58
5¢ #0.97 17¢ +£1.25 16° +3.42

16 +3.15 25" +£1.95 17¢ +1.57

Sin lugar a duda la técnica que presenté menor eficiencia fue la técnica de Flotacion
de Willis donde las medias fueron considerablemente inferiores al resto de las
técnicas evaluadas. La NOM-004-SEMARNAT-2002 presentd un comportamiento
similar en el caso de la composta de bovino lo contrario ocurrié con las muestras de

estiércol.

14



Frecuencia de Huevos de Helminto en Composta de Bovino
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Figura 7. Reproducibilidad de las cinco técnicas para determinacion de
huevos de helminto en composta de bovino de engorda.

La reproducibilidad de una técnica es determinante en la calidad del resultado
obtenido, es posible observar que en el caso de la composta de bovino se mostro
una reproducibilidad en la mayoria de las técnicas, en la técnica propuesta por la
norma se pueden observar una fluctuacion ligeramente mayor que en el resto de los

datos presentados.

Frecuencia de Huevos de Helminto en Composta de Ovino
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Figura 8. Reproducibilidad de las cinco técnicas para determinacion de
huevos de helminto en composta de Ovinos.
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El caso de la composta de ovino por sus caracteristicas fisicas se pudo observar
una mejor reproducibilidad de las metodologias establecidas. Las diferencias del
tamafio de particula a la cual se encontré esta matriz favorecieron el proceso de

cuantificacion y la reproducibilidad entre sus determinaciones.

Frecuencia de Huevos de Helminto en
Estiércol
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Figura 9. Reproducibilidad de las cinco técnicas para determinacion de
huevos de helminto en estiércol crudo.

El caso del estiércol se tuvo una coherencia mas notable entre los datos obtenidos
bajo las técnicas de Ritchie y la técnica propuesta. Donde la baja eficiencia de la

técnica de la NOM permite tener una sub-deteccion.
La eficiencia se calcul6 basada en la siguiente ecuacion:

HH detectados

— " — % 100
Limite maximo de deteccion

Eficiencia =

16



Cuadro 2. Matriz de evaluacion de las técnicas evaluadas para la
determinacion de huevos de helminto en abonos organicos.

*Cloruro de
Sodio

*Solucién
salina

*Formaldehido
*Eter

*Lugol

*Solucién
Salina

*Formaldehido
*Acido citrico
*Eter

*Cloruro de
Sodio

*Lugol

*Tween 80
*Sulfato de Zinc
*Acido nitrico
*Etanol

*Eter

*Acido Sulfarico

*Rapidez

*tiempo
analitico de
min

*Alta capacid
de
Recuperacion

*Buena
capacidad
recuperacion

*Aceptable
capacidad
recuperacion.

*Metodologia
exhaustiva

30

ad

de

de

*|Interferencias
visuales por
solidos disueltos.

*Reactivos
Toéxicos

*Tiempo analitico
de 90 min aprox.

*Costos
superiores por
manejo de
reactivos

*Cosos
superiores por
manejo de
reactivos

*Baja sensibilidad

*Muy baja
eficiencia en
recuperacion.

*Costos elevados
por cantidad de
reactivos.

*Tiempo analitico
de
aproximadamente
5 dias

*Mayor limpieza
visual al analisis.

84.76%

70.33%

30.54%

20.76%

53.32%
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RECOMENDACIONES

Las metodologias revisadas muestran una eficiencia variable entre el tipo de matriz
empleada, en donde se puede observar una coherencia mas definida entre los tipos

de muestra en la determinacion por la técnica propuesta en este documento.

Los abonos organicos por sus caracteristicas biol6gicas deben ser analizados a
detalle para evitar las posibles implicaciones sanitarias. En la busqueda de generar
una conciencia de andlisis se esta aportando esta opcion analitica que favorezca en

un analisis eficiente, rapido y de bajos costos.
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Anexo 1.

Técnica Propuesta

Cuantificaciéon de Huevos de Helminto en Abonos
Organicos

Se toman 5 g de Muestra (preferentemente en base solida). Se colocan en tubo falcon de 50 mL

Se adicionan 20 mL de Solucién de Cloruro de Sodio al 0.09%.La mezcla se agita vigorosamente empleando vortex
por 3 min.

La mezcla se filtra a través de una gasa a otro tubo falcén, se agrega solucién de cloruro de sodio hasta obtener un
volumen de 50 mL.

La mezcla se centrifuga a 1500 rpm por 5 min. Mediante una pipeta se retira el sobrenadante dejando un volumen de
10 mL

Al volumen restante se le agregan unas gotas de yodo lugol, se toma 1 mL y se coloca en una camara de Sedgewick-
Rafter. Se procede a realizar cuantificacion a 10X.
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Anexo 2.

Método de concentracién por
sedimentacion Ritchie

Se colocan 5¢g. de la materia fecal en el vaso de precipitados, se afiaden 10 ml de
solucién salinay se homogeniza

Se filtra la suspensién a través de la gasa colocada en el embudo colectando el
filtrado en un tubo conico. Se centrifuga la suspension durante 2 min. a 2000 rpm

Se decanta el sobrenadante y se resuspende el sedimento con la solucion salina,
centrifugando, decantando y resuspendiendo 2 veces méas

Posterior al ultimo lavado, se agregan 5 mL de solucién de formaldehido al 10%, se
mezclay se deja reposar durante 10 min.

Posteriormente, se afiaden 0.5 mL de éter,

se tapan los tubos y se agitan energéticamente durante 30 s. Se centrifuga durante
2 min. a 2000 rpm

Después de centrifugar se forman 4 capas :

*éter en la superficial, *un tapén de restos fecales , *formaldehido, *sedimento en el
fondo del tubo, conteniendo los elementos parasitarios.

Se decanta el sobrenadante, se introduce la pipeta Pasteur hasta el sedimento, se
extrae con cuidado una gota del sedimentoy se coloca en el portaobjetos.

Nota: Para evaluar de la mismamanera la concentracion de huevos obtenidos se utilizo
la camara de Sedgewick-Rafter.

" v

Se le afiade una gota de lugol y se le coloca el cubreobjetos.
Se observa la preparacion en el microscopio con los objetivos 10x y 40x
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Anexo 3

Método de Charles - Barthelemy

Suspender 5 g de materia fecal en 10 mL. En la solucién salina formolada, utilizando la capsula de porcelana para
homogenizar.

Filtrar la suspension a través de la mallao gasa. Centrifugar a 1800 rpm durante 60 s.

Decantar y agregar al sedimento la solucion citrica formolada,
hasta llenar 2/3 de tubos. Se agita con fuerza y afiadir el éter hasta ¥z del borde

Tape el tubo y agite violentamente hasta lograr la homogenizacion de las sustancias que contiene.

Destapar con cuidado el tubo, para evitar la proyeccion de la mezclay
centrifugar durante 30 s a 1,800 rpm.

Con un aplicador, se rompe el tapdn de las heces, gasas y otros restos, agitando ligeramente con el aplicador.Se vuelve a
centrifugar durante 30 s.

Se rompe nuevamente el tapén superior de restos fecales, desprendiéndolo de las paredes del tubo con cuidado, ayudandose
con el aplicador.

Se decanta de una sola vez, procurando que quede una pequefia cantidad de liquido junto con el sedimento. Agrega al
sedimento una gota de lugol y agitar el tubo ligeramente para homogenizar

Con la pipeta, se toma una gota de la suspensién coloreada del fondo del tubo y se coloca en el porta y se cubre.
Nota: Para evaluar de la mismamanera la concentracion de huevos obtenidos se utilizd la cAmara de Sedgewick-Rafter.

Se observa en el microscopio con objetivos 10X y 40X.
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Anexo 4

Método de concentracién por Flotacion de Willis

Se colocan 5 g de materia fecal, se afiade una pequefa cantidad de solucion saturada de
cloruro de sodio, se homogeniza.

Se vierte en un tubo de ensaye hasta el borde y se coloca el cubreobjetos de tal manera que
guede en contacto con la superficie.

Se deja reposar por 15 min.

Transcurrido este tiempo se toma el cubreobjetos y se coloca sobre el portaobjetos, donde
previamente se le adiciono una gota de lugol.

7~

Nota: Para evaluar de la misma manera la concentracion de huevos obtenidos se utilizé la
camarade Sedgewick-Rafter

Se realiza la observacion al microscopio con objetivo de 10X y 40X.
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Anexo 5

NOM-004-SEMARNAT-2002

Por 1 miny con ayuda de una licuadora homogeneizar el peso en fresco que corresponda a 2 g de ST(solidos totales). Utilizar para ello 200 ml de una solucién de
Tween 80 al 0.1%, integrando los enjuagues del recipiente que originalmente contenia la muestra.

Recuperar el homogeneizado y enjuagues del vaso de la licuadora en un recipiente de plasticode 2L. Utilizando para ello 800 mL de la solucién de Tween 80 al
0.1%. Dejar sedimentarla muestra al menos durante 3 horas.

Aspirar el sobrenadante por vacio y filtrar a través del tamiz de poro seleccionado (150 a 170 pm). Enjuagar recipiente y tamiz con 1L de agua destilada, para lo
cual se recomienda utilizar una pizeta. El filtrado y los enjuagues se recuperan en el recipiente de plastico de 2L. Dejar sedimentaral menos durante 3 horas

Aspirar el sobrenadante por vacié y desecharlo. Resuspender la pastilla en 150 ml de la solucién de sulfato de zinc. Homogeneizar la pastillacon ayuda de un
agitador de tubos y solo en caso de ser necesario utilizar aplicadores de plastico o espatula de teflén para lograr su completadisolucién. Centrifugar a 660 g por 5
min.

a D

En caso de contar con un tamiz de 20 um de poro se recomienda efectuar un segundo filtrado cuya finalidad es remover el detritus de menor tamafio y facilitar la

lectura de los huevos de helminto.en el sedimento final al microscopio. Para ello, filtrar el sobrenadante y recuperar la pelicula que ha quedado retenida sobre la

malla con el volumen de agua destilada que sea necesario (utilizar pizeta), en tubo de 200 ml de centrifuga, desechar filtrado y centrifugar nuevamente . En caso
contrario verter el sobrenadante en un recipiente de 2L y romper la densidad con 1L de agua destilada. Sedimentar al menos durante 3 horas.

Una vez transcurrido el tiempo aspirar el sobrenadante por vacio y recuperar el sedimento resultante en un tubo de centrifuga de 200 mL o mayor capacidad,
incluir los enjuagues del recipiente. Centrifugar a 660 g durante 5 min.

Aspirar el sobrenadante por vacié y resuspender el sedimento por agitacion, con ayuda de un agitador de tubos (si es necesario, utilizar un aplicador). La solucién
resultante se recupera en un tubo cénico de centrifuga de 50 mL, incluyendo el agua destilada de enjuague. Centrifugar a 660g durante 5 min.

Aspirar el sobrenadante y con ayuda de un agitador de tubos resuspender la pastilla en 15 ml de la soluci6n de alcohol- acido y posteriormente agregar 10 ml de
éter. Agitar suavemente y de vez en cuando, destapar para dejar escapar el gas que se desprenda. Por seguridad realizar todo este proceso dentro de la
campana de extraccién o con mascarillade proteccion antigas.

Centrifugar a 660 g por 5 min. Aspirar el sobrenadante, dejando 5 mly realizar un segundo enjuague agregando H2S04 al 0.1N.
Centrifugar a 660 g por 5 min aspirar el sobrenadante dejando 5 ml del mismo. Para la lectura verter el sedimento final enuna celda de Sedgwich Rafter.
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Anexo 6.

Foto galeria de observaciones realizadas de los parasitos en las muestras de
abonos orgéanicos por la técnica propuesta.
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Anexo 7

Serealizala
determinacion
de solidos
fotales, y con
base en ello se
pesan § g de
muestra y se
colocan en un
tubo falrn.

Se adicionan
20mL de
Solucion de
Cloruro de
Sodio al 0.09%.

La mezcla se
agita
vigorosamente
empleando
vortex por 3
min.

Lamezclase || Lamezclase | Setomauna Sieparlfzcaerdlg a
fitra colocando || centrifigaa | alicuota de leclura
gasas sobreun || 1500rpmpord |  1mLyse cuantiﬂcagli(’)n

embudo min. coloca en una b "
transfiriendo el camara de e
fitrado a otro Sedgewick
tubo. Raft.
| S
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El uso de abonos organicos es una practica ancestral, que ha sido
empleada para conservar y optimizar la disponibilidad de nutrimentos
en el suelo, generando una mejora en el rendimiento de los cultivos. Es
posible considerar como abonos organicos a los abonos verdes, aguas
negras, compostas, estiércoles, residuos de las cosechas, residuos
organicos industriales, sedimentos organicos y vermicompostas. Sin
embargo, uno de los aspectos poco atendidos de estos abonos
organicos, son las caracteristicas sanitarias una vez que han sido
transferidos al suelo. Siendo una de las principales, la determinacion y
cuantificacion de huevos de helminto. Los métodos establecidos para
dichas evaluaciones son costosos ademas que llevan un largo tiempo
de analisis y no son especificos para matrices como lo son las
compostas. De esto parte la necesidad de realizar esta determinacion
basada en un método rapido, confiable y de costos accesibles para sus

usuarios.
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