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Resumen

Introduccién. La fascioliasis es una enfermedad parasitaria zoondtica de gran importancia econémica y sanitaria en la ganaderia a nivel mundial, su presencia es
mas frecuente en regiones con lluvias moderadas a intensas, favoreciendo la existencia del huésped intermediario. El objetivo de este estudio fue determinar la
eficiencia del método de tamices en la visualizacién de huevos de Fasciola hepatica en muestras fecales.

Materiales y métodos. Se prepararon suspensiones fecales con diferentes volimenes y se sometieron a filtracién secuencial en tamices de 1000, 500, 250, 125y
63 pm, evaluandose bajo estereoscopio la fraccion Gtil para el diagnéstico. Adicionalmente, 2 grupos de 11 muestras cada uno fueron procesadas en un ensayo
piloto utilizando los tamices de 125y 63 pm para determinar la utilidad diagnostica de su fraccion filtrada, paralelamente, se procesaron las muestras mediante la
técnica de Dennis modificado para comparar su desempefio con la fraccion de los tamices.

Resultados. El sistema de tamices permitié obtener fracciones adecuadas para la observacion de huevos, destacando el tamiz de 63 pm con la fraccion mas
eficiente. Las diluciones de mayor volumen favorecieron la recuperacion del material de interés. La comparacion cualitativa con Dennis modificado mostré con-
cordancia en la identificacion de muestras positivas y negativas y el método de tamices presenté una ventaja significativa al requerir un tiempo de procesamiento
considerablemente menor. Discusién. El método de tamices representa una alternativa practica y eficaz para la recuperacion de huevos de Fasciola hepatica, con
utilidad potencial en entornos limitados.
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Standardization of a method based on granulometry sieves for the diagnosis of fascioliasis

Abstract

Introduction. Fascioliasis is a parasitic disease of great economic and sanitary importance in livestock worldwide. Its presence is more frequent in regions with
moderate to heavy rainfall; however, it also occurs in drier areas under conditions that favor the existence of the intermediate host. The aim of this study was to
determine the efficiency of the sieve method in the concentration and visualization of Fasciola hepatica eggs in fecal samples.

Materials and methods. Fecal suspensions of varying volumes were prepared and subjected to sequential filtration through sieves of 1000, 500, 250, 125, and 63
pm. The fraction useful for diagnosis was evaluated under a stereomicroscope. Additionally, two groups of 11 samples each were processed in a pilot study using
the 125 and 63 um sieves to determine the diagnostic utility of their filtered fraction. Simultaneously, samples were processed using the modified Dennis technique
to compare its performance with that of the fraction retained on the sieves.

Results. The sieve system yielded fractions suitable for egg observation, with the 63 pm sieve being the most efficient. Higher-volume dilutions improved the
recovery of the material of interest. A qualitative comparison with the modified Dennis method showed complete agreement in identifying positive and negative
samples, and the sieve method offered a significant advantage by requiring considerably less pre-observation processing time.

Discussion. The sieve method is a practical, accessible, and effective alternative for the recovery and visualization of Fasciola hepatica eggs and has potential utility
in environments with infrastructure limitations.
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Introduccion

La fascioliasis es una enfermedad parasitaria de gran impor-
tancia econémica y sanitaria en la ganaderia a nivel mundial’.
Esta enfermedad es causada por el trematodo Fasciola hepa-
tica, la cual afecta a una gran cantidad de mamiferos, siendo

también una zoonosis y convirtiéndose en hospederos ac-
cidentales®. Su presencia es mas frecuente en regiones con
lluvias moderadas a intensas, también se manifiesta en zonas
mas secas con condiciones que favorecen la existencia del
huésped intermediario®, como los valles pantanosos donde
proliferan caracoles del género Lymnaea®.
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En el ganado vacuno, la enfermedad causa importantes pér-
didas productivas por la disminucién en la produccion de
leche y carne, ademas del decomiso de higados infectados®.
Estas alteraciones se traducen en elevados costos tanto por
la disminucién en la productividad como por los gastos en
tratamientos antihelminticos®.

El diagnodstico de fascioliasis puede ser parasitolégico, in-
munolégico®® o post-mortem'. Sin embargo, los métodos
inmunoldgicos presentan desventajas importantes a pesar
de su sensibilidad, como la reactividad cruzada con otros tre-
matodos, que limita su especificidad? o el alto costo de las
pruebas que no son de rutina en los laboratorios; asimismo,
el diagndstico parasitolégico basado en técnicas de flotacion
o sedimentacion permite la observacién directa de huevos en
muestras fecales' . Sin embargo, la eliminacién de huevos
ocurre de forma intermitente y a partir de las 8 a 12 semanas
post infeccion', lo que obliga a analizar multiples muestras
para confirmar un resultado negativo.

Este panorama evidencia la necesidad de contar con métodos
mas sensibles, especificos y sobre todo adaptables a las con-
diciones del campo, que permitan un diagndstico temprano
y certero, crucial para implementar tratamientos oportunos y
evitar pérdidas econémicas significativas. La fascioliasis se con-
sidera una enfermedad subestimada, principalmente por la fal-
ta de técnicas de diagnostico rapido, sensibles y econdmicas
al alcance de los centros de salud'®. En este contexto, la estan-
darizacién de un método basado en tamices de granulometria
surge como una alternativa favorable'’. permitiendo la hip6-
tesis de que esta técnica separa las fracciones fecales segun el
tamanio de particula y concentra los huevos del parasito en una
fraccion mas limpia y manejable, facilitando su visualizacion al
microscopio y reduciendo la interferencia de residuos'®2,

Ademas, esta técnica se caracteriza por su facilidad de imple-
mentacion, pues no requiere equipos sofisticados ni reacti-
vos quimicos que deterioren las estructuras parasitarias. Esto
la postula como una herramienta ideal para zonas rurales
con escasa infraestructura, donde los métodos de diagnésti-
co convencionales resultan impracticos o inaccesibles.

El objetivo general de este estudio es estandarizar un méto-
do basado en tamices de granulometria para el diagnostico
de fascioliasis en muestras fecales que se puede usar para
muestras veterinarias y humanas sin adaptaciones adiciona-
les. Para lograrlo, se evaluara la utilidad del uso de tamices de
diferentes didmetros en la separacion de particulas fecales;
asi mismo, se determinara la eficiencia del método en la con-
centracién y visualizacion de huevos de Fasciola hepatica; y se
compararan los resultados obtenidos con técnicas parasitolé-
gicas convencionales, como el método de Dennis modificado.

Materiales y métodos

Se realizd un estudio experimental descriptivo de tipo pi-
loto, orientado a la estandarizacién del método basado en
tamices de granulometria (mallas de acero inoxidable con
diferentes calibres de poros)'” para la deteccion de huevos

de Fasciola hepatica en muestras fecales y posteriormente se
compard con el método de Dennis modificado (método de
sedimentacion espontanea)’.

La muestra de estudio correspondid, por una parte, a una so-
lucion de lavado de higado infectado con fasciolas, obtenida
en el laboratorio de parasitologia de la Universidad Industrial
de Santander; para el desarrollo de la estandarizacion se tra-
bajé con una alicuota de 200 pL de lavado hepatico, que con-
tenia un recuento promedio de aproximadamente 600 hue-
vos de F. hepdtica; por otra parte, se trabajé con muestras de
materia fecal humana libre de parasitos (muestras residuales
anonimizada) (negativa al examen coproparasitoldgico di-
recto) para la preparacion de soluciones control, con el fin de
estandarizar el procedimiento de recuperacion y observacion
de los huevos.

Se pesd 1 gramo de materia fecal y se diluyé en diferentes
volimenes de agua destilada (3, 5, 7 y 9 mL), obteniéndo-
se cuatro soluciones independientes; a cada una de ellas se
le adicionaron 200 pL del lavado hepético con huevos de F
hepatica. Posteriormente, las soluciones fueron homogenei-
zadas mediante vértex para asegurar una dispersion uni-
forme del material. Las soluciones preparadas se sometieron
a un proceso de tamizado en serie, utilizando tamices de
1000, 500, 250, 125y 63 pm de didametro de poro. La fraccion
Gtil (material retenido) en cada tamiz fue recolectada en cajas
Petri estériles y conservado para su posterior analisis bajo
estereoscopio, donde se registré el nimero de huevos pre-
sentes en cada muestra, para evaluar tasa de recuperacion
de cada tamiz.

Paralelamente, se contaminaron 11 muestras de heces
fecales libres de parasitos con 600 uL del lavado hepatico
cada una. Para reducir sesgos de observacion, las 11 mues-
tras procesadas por cada método fueron analizadas bajo un
procedimiento ciego, de manera que el operador desconocia
la condicién positiva o negativa; se procesaron por la técnica
de Dennis modificado (aproximadamente 50 mL de sedi-
mento recuperado) y por el método de tamices, utilizando
la porcién de muestra que quedaba sobre el tamiz de 63 um
(diluida en 9 ml) después de realizar la filtracién, para final-
mente ser observado en el estereoscopio. La comparacién
se realizd teniendo en cuenta los siguientes parametros,
presencia o ausencia de huevos del parasito en las muestras,
tiempo de procesamiento reportado para cada técnica y difi-
cultad en la visualizacién de los huevos en las muestras.

Se analiz6 un segundo grupo independiente conformado por
11 muestras de heces fecales libres de parasitos, las cuales
fueron inoculadas con 600 uL del mismo lavado hepético
cada una; estas muestras fueron procesadas exclusivamente
mediante filtracion en el tamiz de 125 ym y el material que
atraveso el filtro se observé bajo estereoscopio. La lectura de
estas fracciones se realiz6 bajo un disefio ciego, de manera
que el operador desconocia la condicion asignada; se registro
la presencia de huevos y el tiempo requerido para su hallazgo.
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Aprobacién por comité de ética. De acuerdo con la norma-
tiva institucional, este estudio se clasifica como investigacion
sin riesgo, al utilizar muestras biolégicas anonimizadas y sin
intervencion directa en seres humanos, por lo que no re-
queria aprobacion formal.

Resultados

Método de filtracion por tamiz

El método de tamizado secuencial permitié evaluar la recu-
peracién de huevos de Fasciola hepatica en 4 volimenes de
suspension fecal (3,5, 7y 9 mL). Los resultados muestran que
la distribucién de los huevos vari6 segun el tamafio del poro
y el volumen empleado, (ver Tabla 1). En todas las diluciones,
los tamices de 63 um y 250 uym concentraron la mayor pro-
porcion de huevos, siendo el tamiz de 63 um el mas eficiente.
En contraste, los tamices de 500 pm y 1000 pm retuvieron
cantidades minimas, lo que confirma que los huevos atra-
viesan facilmente estas mallas de mayor didmetro junto con
gran cantidad de detritos y material interferente.

Asimismo, se observé que las soluciones de mayor volumen
(5, 7y 9 mL) presentaron una recuperacién general superior,
indicando que el aumento del volumen favorece la disper-
sion de la muestra y la liberacién de los huevos. Estas solu-
ciones mostraron el mejor desempefio, con recuperaciones
elevadas en los tamices de 63 pm y 250 um. En la solucion de
5 mL, se concentraron 272 huevos en el tamiz de 63 pmy 156
huevos en el de 250 um. La soluciéon de 7 mL mantuvo este
comportamiento, con 287 huevos recuperados en 63 pm y
150 huevos en 250 um. En la solucidon de 9 mL, el tamiz de
63 um continud siendo el mas eficiente con 285 huevos re-
cuperados, seguido por los tamices de 250 um (130 huevos)
y 125 pm (90 huevos).

Por el contrario, la solucién de 3 mL fue la menos eficiente,
con una menor recuperacién total de huevos. En esta dilu-
cion, los tamices de 250 ym y 63 um retuvieron 185y 190
huevos, respectivamente, mientras que los tamices con ma-
yor tamafio de poro (1000 pm y 500 pm) solo retuvieron 1y
40 huevos, correspondientemente.

En conjunto, los datos confirman que los tamices de 63 umy
250 um representan la fraccion critica del sistema de separa-
cion y que las diluciones de 5, 7 y 9 mL ofrecen condiciones
mas favorables para la recuperacion de huevos de F. hepati-
ca. Estos volimenes permiten una mayor desagregacion de
la muestra fecal y aumentan la probabilidad de que los hue-
vos sean liberados y retenidos en los tamices mas eficientes.

Comparacion entre técnicas: Dennis modificado y
filtracion por tamiz

En la comparacion entre la técnica de Dennis modificado y
el método de tamiz de 63 pm se observd que ambos méto-
dos mostraron una concordancia del 100% en la clasificacion
cualitativa de las muestras (ver tabla 2), ya que los 6 resul-
tados positivos y 5 resultados negativos fueron los mismos
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Tabla 1. Totalidad de los huevos recuperados en el proceso de filtracion por
tamiz

Tamaiio
de poro ]
c
(Th)] i
2
Solucién 0
(mL)
3 1 40 185 60 190 0 476
5 15 46 156 105 272 0 594
7 3 65 150 80 287 0 585
9 7 32 130 90 285 0 544
Total 26 183 621 335 1034 0

en los dos procedimientos y tuvieron coherencia con los
resultados del ciego. En las muestras positivas, el promedio
del tiempo registrado para la deteccion del primer huevo co-
rrespondi6é a 1 minuto y 8 segundos en Dennis modificado,
mientras que en el tamiz de 63 pm el promedio del tiempo
correspondid a 2 minutos y 20 segundos. El tiempo mas cor-
to de deteccion del primer huevo fue de 12 segundos con el
Dennis y 1 minuto y 5 segundos con tamiz. En las muestras
negativas, el tiempo maximo de observacién establecido fue
de 30 minutos para ambos métodos. Ademas, se registré que
el tiempo total minimo requerido de procesamiento previo a
la observacién microscédpica fue de 1 horay 10 minutos para
la técnica de Dennis modificado, mientras que el método ba-
sado en tamiz de 63 pm requirié 15 minutos para completar
su procesamiento.

Evaluacion independiente del tamiz de 125 um

En la evaluacion con el tamiz de 125 pm, se identificaron 6
muestras positivas y 5 muestras negativas, correspondiendo
a los resultados del ciego (ver tabla 3). Este ensayo, a dife-
rencia de los anteriores, se llevé a cabo con el material que
atravesé el tamiz. El tiempo promedio de deteccion del pri-
mer huevo en las muestras positivas fue de 6 minutos y 28
segundos. El tiempo maés corto de deteccidn fue de 1T minuto
y 45 segundos y el tiempo maés largo de deteccidn fue de 10
minutos y 55 segundos. En las muestras negativas, el tiem-
po maximo de observacién establecido fue de 30 minutos.
Ademas, se registrd que el tiempo total de procesamiento
previo a la observacidon microscopica fue de 10 minutos ya
que se redujo un paso al recuperar y observar el material que
inicialmente atraveso el filtro sin necesidad de recuperar lo
que quedaba retenido.

Comparacion visual de los campos observados en cada
meétodo

En la preparacién obtenida mediante la técnica de Dennis
modificado se observd un campo microscopico con alta pre-
sencia de material particulado, fibras y restos orgéanicos. La
fraccion correspondiente al tamiz de 63 ym presentd un se-
dimento notablemente mas limpio, con escasas interferen-
cias y huevos distribuidos de manera visible sobre un fondo
claro. En la fraccion filtrada del tamiz de 125 um se evidencié
un nivel bajo-moderado de interferencias, con presencia de
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Tabla 2. Resultados de la comparacion entre técnicas: método Dennis
modificado y Filtracion por tamiz de 63 pm.

Dennis modificado

Tamiz (63 pm)

Muestra . Tiempo . Tiempo

Interpretacion (mm:ss) Interpretacion (mm:ss)
046 Negativo 30:00 Negativo 30:00
013 Negativo 30:00 Negativo 30:00
038 Positivo 01:00 Positivo 03:50
050 Negativo 30:00 Negativo 30:00
036 Negativo 30:00 Negativo 30:00
021 Positivo 00:26 Positivo 02:27
020 Positivo 00:12 Positivo 00:41
002 Positivo 00:40 Positivo 01:20
047 Positivo 00:44 Positivo 01:05
035 Positivo 03:45 Positivo 04:39
030 Negativo 30:00 Negativo 30:00

escasas fibras y fragmentos orgénicos, menor que en la téc-
nica de Dennis modificado (ver figura 1). Entre las tres prepa-
raciones, la obtenida con el tamiz de 63 pm mostré la menor
cantidad de material no parasitario y la mayor claridad del
campo visual, pero con un ligero incremento (5 minutos) en
el tiempo de procesar la muestra, a diferencia del tamiz de
125 um donde solo es necesario una filtracion.

Discusion

Los hallazgos de este estudio confirman que el método ba-
sado en tamices de granulometria es una alternativa eficien-
te para la recuperacion de huevos de Fasciola hepatica. La
mayor concentracion observada en el tamiz de 63 pm puede
explicarse por la separacion del material segun el tamafio de
las particulas, mecanismo descrito por Gutiérrez-Rodriguez
(2023)"® y coherente con la morfologia del huevo, que pre-
senta dimensiones alrededor de 130 pm-150 pm de largo
por 60 um-90 pm de ancho, las cuales son adecuadas para
ser retenido en mallas finas. Este comportamiento es cohe-
rente con lo sefialado por Cafiete et al. (2011)? y Lopez et al.
(2017)°, quienes describen que los huevos de F. hepatica son
estructuras grandes, pesadas y de morfologia estable, carac-
teristicas que facilitan su concentracién mediante métodos
fisicos. En contraste, los tamices de 500 y 1000 yum mostraron
una retencidon minima, también explicado por el tamafo que
poseen los huevos del parasito?®.

La comparacion entre el método de tamices y la técnica de
Dennis modificada mostré una concordancia cualitativa to-
tal en la deteccion de muestras positivas y negativas, lo cual
coincide con lo reportado por Correa et al. (2016)'? respecto
al buen desempeno diagndstico de la técnica modificada de
Dennis. Sin embargo, se observaron diferencias relevantes en
los tiempos de procesamiento y en la claridad del sedimento.
El método de Dennis modificado implico tiempos mas prolon-
gados y produjo sedimentos con mayor presencia de restos

vegetales y detritos, fendmeno que ha sido descrito previa-
mente para técnicas de sedimentacién fecal en general (Man-
ser et al, 2016)%. De forma complementaria, estudios como
el de Delgado et al. (2012)"" han sefialado que los métodos
coproparasitolégicos basados en sedimentacion pueden pre-
sentar una acumulacién considerable de material orgéanico, lo
que puede interferir con la observacion microscopica®-3.

En contraste, el presente estudio demostré que el método
basado en tamices—particularmente el tamiz de 63 pm—
produce un sedimento visiblemente mas claro y reduce el
tiempo de procesamiento de mas de una hora a minutos.
Esta ventaja operativa se alinea con lo planteado por Mar-
cos y Terashima (2007)* quienes enfatizan la necesidad de
técnicas rapidas, practicas y reproducibles para facilitar el
diagnostico de fascioliasis en contextos rurales o con infraes-
tructura limitada. En conjunto, estos hallazgos sugieren que
el sistema de tamices no solo iguala el rendimiento cualitati-
vo del método de Dennis modificado, sino que lo supera en
eficiencia practica y claridad de la muestra®*.

Por otro lado, el analisis realizado con el tamiz de 125 ym
permitié confirmar que los huevos pueden atravesar esta
malla y concentrarse en el filtrado, lo cual se explica por la
cercania entre el tamafio del poro y el eje menor del huevo.
Las dimensiones del huevo reportadas en la literatura (Giral-
do et al,, 2016)* son suficientes para sustentar que un poro
de 125 pym permite el paso de algunos huevos dependiendo
de su orientacién y del flujo de la muestra. El hallazgo de
huevos en esta fraccion filtrada demuestra que esta porcién
posee una concentracién suficiente para fines diagndsticos,
lo que refuerza la aplicabilidad del método®2.

Finalmente, las diferencias en la claridad del sedimento en-
tre los métodos evaluados se explican por los principios de
separacion que cada uno utiliza. La técnica de Dennis modifi-
cada, al basarse en sedimentacién espontanea, retiene simul-

Tabla 3. Resultados de filtracion por tamiz de 125 pm.

Tamiz (125 pm)

Muestra
Interpretacion Tiempo (mm:ss)
023 Positivo 08:20
041 Positivo 10:00
048 Negativo 30:00
022 Negativo 30:00
034 Positivo 02:02
024 Negativo 30:00
037 Negativo 30:00
001 Positivo 05:44
026 Negativo 30:00
049 Positivo 01:45
042 Positivo 10:55
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Figura 1. Comparacion visual de las interferencias y detritos entre los métodos analizados.

tdneamente huevos, restos vegetales y otros detritos, lo que
genera interferencias u ocultamiento que dificultan la obser-
vacion, fenémeno ampliamente descrito por Manser et al.
(2016)%. Por el contrario, el tamiz de 63 pm permitié obtener
un sedimento mas limpio, reduciendo la carga de material
no parasitario y mejorando la visibilidad de los huevos?'2¢.

Como conclusion, el método de tamizado para la concen-
tracién coproparasitoldgica de Fasciola hepatica constituye
una técnica sencilla, econdmica y accesible, cuyo uso no re-
quiere equipos especializados ni reactivos que comprome-
tan la integridad de los huevos o representen riesgos para el
operador. Estas caracteristicas facilitan su implementacién en
laboratorios con recursos limitados y en zonas rurales donde
se requiere un diagnostico oportuno para orientar el mane-
jo adecuado de la fascioliasis. Su aplicacion permite obtener
fracciones adecuadas para la observacion microscdpica y se
adapta con facilidad a diferentes condiciones de trabajo, lo
que favorece su incorporacion en actividades de campo.

Dado su caracter practico y su bajo costo, esta metodologia
representa una alternativa viable dentro de los procedimien-
tos diagndsticos orientados a la identificacion de F. hepatica,
futuros estudios podrian evaluar su desempefio bajo dife-
rentes condiciones de procesamiento y determinar sus para-
metros de validez diagndstica mediante series de muestras
controladas, con el fin de avanzar hacia su validacion formal
como herramienta diagndstica en escenarios clinicos huma-
nos y veterinarios. El método de tamices puede considerarse
una opcion confiable para apoyar estrategias de deteccién
de Fasciola hepatica en contextos con limitaciones de in-
fraestructura.

Responsabilidades éticas
Proteccion de personas y animales. Los autores de-
claran que los procedimientos realizados en este estu-

dio se ajustaron a las normas éticas del comité de in-
vestigaciéon institucional y a los principios de la Decla-
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rial biolégico residual de laboratorio, por lo que no fue nece-
sario obtener consentimiento informado.
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