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Resumen: Las parasitosis intestinales constituyen un problema de salud publica, siendo los nifios menores de 5 afios mas susceptibles.
Su diagnéstico eficaz, requiere del analisis seriado de heces, siendo este dificil de cumplir. Existen sustancias, que permiten preservar
la morfologia de los microorganismos, recolectando varias muestras en un solo vial y facilitando su analisis en una sola oportunidad. Se
plante6 determinar la prevalencia de protozoarios, cromistas y helmintos intestinales, en muestras de heces preservadas en solucion de
merthiolate-iodo-formaldehido (MIF), comparar los resultados entre una muestra unica (MIF-1) y un seriado con tres muestras (MIF-3), y
su utilidad en el examen seriado. A 19 niflos entre 3 y 5 afios de edad, de un preescolar, se realiz6 examen directo con lugol, Quensel, Zielh-
Neelsen modificado y hematoxilina férrica, encontrandose que estaban parasitados 84,2% (16/19) de los evaluados en MIF-1 y el 89,5%
(17/19) de los evaluados en MIF-3. El parasito predominante fue Blastocystis spp. y el protozoario patdgeno mas frecuente fue Giardia
duodenalis. Hubo diferencia significativa entre la frecuencia de protozoarios patdgenos detectados en MIF-3 respecto a MIF-1. El método
de preservacion MIF, puede sustituir al examen seriado de muestras frescas sin menoscabar la calidad del diagnostico parasitologico.

Palabras clave: métodos de preservacion de heces; diagnéstico parasitologico; MIF; examen seriado de heces.

Value of merthiolate-iodine-formaldehyde preservation method for the detection of
intestinal parasites in serial stool samples

Abstract: Intestinal parasites are a public health problem, being children under 5 years of age the most susceptible. Its effective diagnosis
requires serial analysis of stool specimen, which is difficult to comply with. There are media that preserve the morphology of microorganisms
therefore collecting several samples in a single vial will enable their analysis in a single opportunity. It was proposed to determine the
prevalence of protozoa, chromists and intestinal helminths in stool samples preserved in merthiolate-iodine-formaldehyde solution (MIF),
to compare the results between a single sample (MIF-1) and a series with three samples (MIF-3) to find the value of the serial examination
in a unique specimen. Stool specimens from 19 children between 3 and 5 years old from a preschool, underwent direct examination with
lugol, Quensel, modified Zielh-Neelsen and iron hematoxylin. Findings were as follows: 84.2% (16/19) of those from the MIF-1 group were
parasitized and 89.5% (17/19) of those included in MIF-3. The predominant parasite was Blastocystis spp. and the most frequent pathogenic
protozoan was Giardia duodenalis. There was a significant difference between the frequency of pathogenic protozoa detected in MIF-3
compared to MIF-1. The MIF preservation method can replace the serial examination of fresh samples without impairing the quality of the
parasitological diagnosis.
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Introduccion probabilidad de hallazgo de las diferentes formas evolutivas
de los parasitos, a menos que sea solicitado por el médico

La deteccion de parasitos intestinales en el area tratante, por lo tanto, la sensibilidad del diagndstico es muy
asistencial, se realiza generalmente mediante el examen baja, especialmente en pacientes con baja carga parasitaria.
coproparasitoldgico de una muestra Ginica y sin la aplicacion Es el caso de la giardiasis, enfermedad parasitaria de

de métodos de concentracion, que permitan aumentar la distribucion geografica cosmopolita causada por Giardia
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duodenalis, frecuente en los niflos, caracterizada por
cuadros entéricos agudos y cronicos graves de intensidad
variable, puede ocasionar el sindrome de malabsorcion con
consecuencias en su estado nutricional [1]. Es considerado
un protozoario de dificil diagndstico y tratamiento ineficaz,
debido entre otras cosas a lo inespecifico de los sintomas,
lo cual ocasiona que haya poca sospecha del mismo como
agente causal, por lo cual se realizan otras pruebas al paciente
que no permiten evidenciar al protozoario, y por otra parte,
cuando se indican las pruebas apropiadas, se encuentran
algunas dificultades para realizar el diagnostico, debido a
la intermitencia en la eliminacioén de las formas quisticas,
recomendandose para ello métodos de concentracion. No
obstante, el problema ain no ha sido resuelto en forma
satisfactoria y algunos autores sugieren que en los casos en
donde se sospeche la presencia de eliminacion baja o mixta
de quistes, se examinen un promedio de cinco muestras o
se estudien dos o tres muestras por semana durante un mes,
lo cual resulta impractico e incomodo para el enfermo [1].
Esta situacion es similar para otros protozoarios, debido a
factores que incluyen variaciones, tanto en la cantidad de
las formas de resistencia eliminadas, como en la dificultad
de identificacion de las formas trofozoiticas, por el deterioro
sufrido cuando las muestras no son preservadas y llegan al
laboratorio en condiciones inadecuadas para su analisis [2].

Por otra parte, existen circunstancias que limitan el
cumplimiento por parte del paciente (de llevar las tres
muestras requeridas), entre ellas, las dificultades de
coincidencia entre la emision de la muestra y los horarios
de los laboratorios, especialmente en nifios, quienes pueden
tener habitos de defecacion irregular, asi como, la limitacion
del cumplimiento del horario laboral o escolar y el aumento
del costo del examen por el traslado al laboratorio en tres
oportunidades distintas.

Con el objeto de solventar estas dificultades y garantizar
la realizacion de un adecuado analisis de la materia fecal,
nos propusimos evaluar el analisis de muestras mediante
el uso del método de preservacion mertiolate-iodo-
formaldehido (MIF), el cual permite conservar la muestra
de heces para su posterior observacion, preservando la
morfologia de las formas evolutivas de los parasitos y puede
ser utilizado como método de concentracion [3]. Ademas,
se compararon los resultados obtenidos entre el andlisis de
una muestra unica (MIF-1) y una muestra seriada (MIF-3),
a fin de determinar la contribucion de esta metodologia en
el mejoramiento de la deteccion de parasitos intestinales en
nifios de edad preescolar.

Materiales y métodos

Poblacion y muestra: El estudio se realizdo en niflos del
colegio Centro de Educacion Inicial “Felipa Toro”, ubicado
en Cua, estado Miranda durante los meses de noviembre
de 2014 a abril de 2015. De los 140 niflos matriculados
en la institucion, se selecciond una muestra de 48 nifos
con edades entre 3 y 5 afios, teniendo como criterios de
inclusion: ser estudiante del plantel, edad de acuerdo al

grupo etario seleccionado y tener el consentimiento de sus
padres, de forma verbal y por escrito, para participar de
forma voluntaria en el estudio.

Sensibilizacion de la comunidad: Previo al estudio se
realizd una charla con la finalidad de sensibilizar a los
miembros de la comunidad educativa (representantes y
maestros), sobre la importancia del tema. Se les suministrd
el material para la toma de la muestra seriada, la planilla
del consentimiento informado y la planilla de recoleccion
de datos. Se les explicaron los riesgos y beneficios de la
participacion y se ensefio al padre, madre o representante
sobre el procedimiento de recoleccion de la muestra. A cada
nifio se le tomo una muestra fresca y una muestra seriada
denominadas MIF-1 y MIF-3 respectivamente

Procedimiento de recoleccion de la muestra fresca (MIF-1):
A los padres o representantes se les suministro el recolector
de heces, en el cual debia colocar la muestra fresca e
identificarla adecuadamente.

Procedimiento de recoleccion de la muestra seriada
preservada en MIF-3: Se les entregd a los padres o
representantes un tubo que contenia la solucion para
el método de MIF y se les explico el procedimiento de
preservacion de la muestra, consistiendo el mismo en
colocar una porcion de las heces (el equivalente a un
1 gramo) en el tubo con preservante durante tres dias
diferentes, identificandolo adecuadamente.

Recepcion de la muestra: Se realizé en dos oportunidades,
con una semana de diferencia entre ellas. En la primera
ocasion se recibidé la muestra fresca y en la segunda se
recolectaron las muestras seriadas conservadas en los tubos
con solucion MIF.

Procesamiento de la muestra fresca (MIF-1): Una
vez recibidas las muestras frescas se evaluaron sus
caracteristicas fisicoquimicas, se colocaron en la solucion
MIF y después fueron procesadas. Posteriormente se
observaron 6 preparaciones del sedimento entre lamina y
laminilla, coloreadas con lugol y Quensel, se les realizd
frotis en lamina para la coloracion con Zielh-Neelsen
modificado [4,5] y so6lo las muestras que requerian la
realizacion de la coloracion de hematoxilina férrica para la
identificacion de trofozoitos ameboides, fueron fijadas en
liquido de Schaudinn modificado, a partir del sedimento del
MIF [6,7].

Procesamiento de la muestra preservada (MIF-3): Tres
muestras seriadas fueron preservadas por los representantes
en un tubo con solucion de MIF. Posteriormente fueron
procesadas mediante la observacion microscopica de 12
preparaciones (esto para aumentar la probabilidad de
hallazgos, ya que esta muestra contiene una mayor cantidad
de heces que el MIF-1) coloreadas con lugol, Quensel,
y Zielh-Neelsen modificado. A partir del sedimento del
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MIF (se fijo con el liquido de Schaudinn modificado)
solo a las muestras que requerian realizar la coloracion de
hematoxilina férrica para la identificacion de trofozoitos
ameboides [4-7].

Analisis estadistico: Los datos fueron expresados en valores
absolutos y porcentajes. Para la comparacion de los datos se
aplico la prueba exacta de Fischer. El analisis de los mismos
se realizo con el programa estadistico SPSS 19. Todo valor
de p menor de 0,05 fue considerado como significativo.

Componente bioético: Proyecto aprobado por el Comité
de Bioética de la Escuela de Bioanalisis de la Universidad
Central de Venezuela. La recoleccion de la muestra de heces
fresca o preservada y la recoleccion de los datos clinicos
epidemiologicos se realizd después de la recepcion del
consentimiento informado. Los participantes recibieron de
manera escrita los resultados del analisis parasitologico.

Resultados

De los 48 kits entregados a los representantes de los nifios
solo 19 (39,6%) cumplieron con el protocolo de entregar
las dos muestras (MIF-1 y MIF-3). De las 19 muestras
analizadas 9 (47,4%) pertenecian al género femenino y
10 (52,6%) al masculino (Tabla 1). El grupo etario estuvo
comprendido entre 3 y 5 afos, siendo el de 5 afios (63,2%)
el mas frecuente seguido por el de 4 anos (31,6%) y el de
tres afios (5,2%), (Tabla 2).

Tabla 1. Grupos de estudio por género y significancia estadistica, segiin la
presencia de parasitos o comensales.

Género
Grupos de estudio Femenino Masculino Total
n (%) n (%)

Si 8 (50%) 8 (50%) 16 (84%)
Parasitados MIF-1

No 1(33,3%) 2 (66,7%) 3 (16%)

Si 9 (52,9%) 8 (47,1%) 17 (89,5%)
Parasitados MIF-3

No 0 (0%) 2 (52,9%) 2 (10,5%)

P 0,5 0,418 0,330

Leyenda: n= niimero, %: porcentaje, p: significancia estadistica, MIF-1:
una muestra de heces, MIF-3: tres muestras de heces.

Del estudio parasitoldgico se obtuvo un 84% (16/19) de
nifios parasitados para MIF-1y 89,5% (17/19) para MIF-3,
sin diferencia estadisticamente significativa al compararlos
entre si (p=0,330) (Tabla 1 y 2). Tampoco hubo diferencia
significativa al comparar el género y la edad (Tabla 1 y 2).

El parasito mas frecuente fue Blastocystis spp. tanto en el
grupo MIF-1 (68,4%; 13/19) como el MIF-3 (63,2%; 12/19)
con p=0,252, con porcentajes similares (Tabla 3).

Entre los hallazgos de protozoarios comensales en el
grupo MIF-1 (52,5%; 10/19) y el MIF-3 (78,9%; 15/19)
aun cuando la proporcion en MIF-3 fue mayor, no se
encontrd diferencia significativa (p=0,091). Se observo

Tabla 2. Grupos de estudio por edad y significancia estadistica, segun la
presencia de parasitos o comensales.

Edad (afios)
Grupos de Estudio 3 4 5 Total
n (%) n (%) n (%)
Si 0 5 11 16
(0%) (31,3%)  (68,7%)  (84%)
Parasitados MIF-1
No 1 1 1 3
(33,3%)  (33,3%) (33,3%)  (16%)
Si 1 5 11 17
(5,9%)  (29,4%) (64,7%) (89,5%)
Parasitados MIF-3
No 0 1 1 2
(0%) (50%) (50%)  (10,5%)
P 0,5 0,286 0,256 0,330

Leyenda: n= niimero, %: porcentaje, p: significancia estadistica. MIF-1:
una muestra de heces, MIF-3: tres muestras de heces.

Tabla 3. Frecuencia de Blastocystis spp. protozoarios (comensales o
parasitos), y helmintos en 19 muestras con MIF-1 y MIF-3.

MIF-1 MIF-3
n % n % i

Blastocystis spp. 13 68,4 12 63,2 0,252
Protozoarios comensales

Entamoeba coli 1 53 0 0 0,500
Endolimax nana 4 21 5 26,3 0,276
Entamoeba hartmanni 5 26,3 10 52,6 0,069
Total 10 52,6 15 78,9 0,091

Protozoarios patogenos

Entamoeba histolytica /

—_

5.3 2 10,6 0,385

E. dispar

Dientamoeba fragilis 3 15,8 5 26,3 0,230
Giardia duodenalis 4 21 8 42,1 0,108
Total 8 42,1 15 79 0,018
Helmintos

Hymenolepis nana 1 53 0 0 0,500
Ascaris lumbricoides 1 53 1 5,3 0,513
Trichuris trichiura 0 0 1 53 0,500
Total 2 10,6 3 15,9 0,331

Leyenda: n: niimero; %: porcentaje. MIF-1: una muestra de heces, MIF-3:
tres muestras de heces, p: significancia estadistica.

similitud entre la proporcion de Entamoeba coli en MIF-
1 (5,3%; 1/19) en comparacion a MIF-3 (0,0% 0/19), con
p=10,500. De igual forma, la frecuencia de Endolimax nana
en MIF-1 (21,0%; 4/19) fue semejante a la encontrada en
MIF-3 (26,3%; 5/19) con p= 0,276 (Tabla 3). En el caso
de Entamoeba hartmanni se observd mayor frecuencia
de este microorganismo en MIF-3 (52,6%; 10/19) que en
MIF-1 (26,3; 5/19) sin embargo, no fue estadisticamente



28 Ramirez et al. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2020; 40:25-30

significativo (p= 0,069) (Tabla 3).

En relacién con la deteccion de protozoarios patdgenos se
observo mayor frecuencia de los mismos en el grupo MIF-3
(79%; 15/19) en comparacion con el grupo MIF-1 (42,1%;
8/19), siendo esta diferencia estadisticamente significativa
(»=0,018) (Tabla 3). Esto representa una diferencia de
deteccion de protozoarios patdgenos de un 36,8% en el
grupo MIF-3 con respecto al grupo MIF-1. La frecuencia de
Entamoeba histolyticalE. dispar 'y Dientamoeba fragilis en
el grupo MIF-1, fueron semejantes a la hallada en el grupo
MIF-3 con p=0,385 y p=0,230, respectivamente (Tabla
3). En cambio, para Giardia duodenalis se observd mayor
proporcion de éste en el grupo MIF-3 (42,1%; 8/19) en
comparacion con el grupo MIF-1 (21,0%; 4/19) pero no fue
estadisticamente significativo (p=0,108) (Tabla 3).

Con respecto a los helmintos, no se encontro significancia
estadistica (p=0,330) al comparar el grupo MIF-1 (10,5%;
2/19) con el MIF-3 (15,8%; 3/19), siendo la frecuencia de
Hymenolepis nana en el grupo MIF-1 (5,3%; 1/19) similar a
la del grupo MIF-3 (0,0%; 0/19) con p= 0,500. En el caso de
Ascaris lumbricoides la proporcion del mismo en el grupo
MIF-1 (5,3%; 1/19) y en el MIF-3 (5,3%; 1/19) fue muy
parecido con p=0,513. De igual modo Trichuris trichiura,
frecuencia en MIF-1 (0,0%; 0/19) fue similar a la de MIF-3
(5,3%; 1/19) con p= 0,500 (Tabla 3).

Discusion

Para realizar el diagndstico parasitologico el CDC [8]
(Centers for Disease Control and Prevention) recomienda
la evaluacion de tres muestras, recogidas en dias alternos,
para asi aumentar la probabilidad de encontrar algin
microorganismo causante del cuadro clinico. Con respecto
a este tema Hiatt ef al. [2], corroboraron que la sensibilidad
para detectar parasitos disminuye cuando se examina una
sola muestra en vez de tres, debido a que se estaria perdiendo
del 11 al 31% de los agentes patogenos que pudiesen estar,
aunque dicho porcentaje varia segiin el microorganismo.
El mismo comportamiento para protozoarios patdogenos
se evidencid en nuestro estudio, cuando se realizé la
comparacion entre el grupo MIF-1 y el MIF-3, con una
diferencia del 36,8% estadisticamente significativa, de los
agentes patégenos que se dejarian de detectar con solo una
evaluacion.

Ahora bien, al comparar la presencia de Entamoeba
histolytica/E. dispar, Giardia duodenalis y Entamoeba
hartmanni entre los grupos MIF-1 y MIF-3 (aun cuando la
diferencia no fue estadisticamente significativa), se aprecio
un aumento sustancial del microorganismo empleando
una muestra seriada, ocurriendo de forma semejante en
Entamoeba hartmanni y Giardia duodenalis, concordando
con Hiatt et al. [2], lo que indica la eficacia del método para
detectar microorganismos patégenos de dificil diagnostico,
como es el caso de Giardia duodenalis.

En el caso del cromista, Blastocystis spp., se observa poca
variabilidad entre las frecuencias halladas en los grupos
MIF-1y MIF-3. Fue detectado con mayor frecuencia siendo

superior a otras cifras publicadas en Venezuela y el mundo
[5-12]. Pero mostrando coincidencia en el hecho de ser el
microorganismo con mayor frecuencia en los infantes de
edad preescolar [13].

Como segundo agente patdégeno mas frecuente en el
estudio se ubico Giardia duodenalis. Este hecho es similar
a lo descrito por Devera et al. [14], no obstante es mayor a
lo registrado por Izzeddin e Hincapié [12] y Devera et al.
[15], lo cual puede ser debido a diferencias metodologicas.
Pero tal vez lo mas relevante, sea el hecho de que resulté ser
el protozoario patdgeno mas frecuente en nuestro estudio
y coincide con lo reportado a nivel mundial en este grupo
etario [1]; por otra parte, coincide con lo planteado por
otros autores quienes demuestran que el estudio de tres
muestras seriadas proporciona un aumento considerable de
las posibilidades de deteccion del protozoario [1,2].

Entre los protozoarios patogenos poco frecuentes se
encontrd Dientamoeba fragilis siendo su prevalencia
mayor a lo reportado por Calchi et al. [11], Izzeddin e
Hincapié¢ [12] y menor a lo reportado por Osman et al.
[16]. Es importante resaltar que para la deteccion de dicho
microorganismo es necesario realizar técnicas especificas
como cultivo y coloraciones permanentes [7,17] las cuales
no se llevan a cabo de manera rutinaria en los laboratorios,
por lo que se subestima la presencia del protozoario en
la poblacion. En este trabajo, los sedimentos donde se
observaron estructuras ameboides sospechosas de ser D.
fragilis, se fijaron posteriormente con liquido de Schaudinn
modificado y fueron coloreados con hematoxilina férrica,
lograndose identificar este parasito en la coloracion. Esto
constituye un aporte interesante en este trabajo, debido a
la innovacion de fijar el sedimento a partir del MIF en el
liquido de Schaudinn modificado y obteniendo resultados
satisfactorios con la coloracion de hematoxilina férrica.

La frecuencia de Entamoeba histolytica/E. dispar fue
alta en comparacion con los resultados arrojados por Calchi
et al. [11] y segun los datos del anuario de morbilidad del
Ministerio del Poder Popular para la Salud [18] en 2016,
reportada como tercera causa de morbilidad segun sindrome
gastrointestinal.

En lo que se refiere a los protozoarios comensales,
se hall6 mayor proporcion de éstos en el grupo MIF-
3 que en el MIF-1 sin ser significativo, quizas esto se
deba al tamafio de la muestra con la que se llevd a cabo
la investigacion; sin embargo, este resultado tiene gran
significado epidemiologico debido a que es indicativo de
contaminacion fecal en aguas o alimentos, ya que estos
protozoarios se adquieren por fecalismo [10-12]. Entre
estos destaca la alta prevalencia de Entamoeba hartmanni,
seguido por Endolimax nana y Entamoeba coli, lo cual
difiere con otros estudios donde la frecuencia fue mayor
para E. coli y Endolimax nana [13].

Es importante sefialar que la semejanza morfologica entre
Entamoeba hartmanni y Entamoeba histolytica, puede ser
una causa de error al momento de realizar el examen directo,
provocando sobreestimacion de los casos de amibiasis,
ademas de hacer un diagndstico errado, puesto que tienen
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diferentes significados clinicos, siendo E. hartmanni un
protozoario comensal y su presencia indica fecalismo; en
cambio, E. histolytica por ser un protozoario patdogeno
genera graves consecuencias en la salud del individuo que
la padece. Por lo antes indicado, es de vital significancia el
empleo de la micrometria para el diagnéstico de parasitos
intestinales, ya que el tamafio de las formas parasitarias es
la caracteristica fundamental que los diferencia.

Cabe sefialar que en la presente investigacion no se
detectd Cryptosporidium spp. ni Cyclospora cayetanensis,
hecho que difiere de lo encontrado por Devera et al. [15]
en nifios menores de 5 afios (8 casos de criptosporidiosis y
4 de ciclosporiosis,), Tedesco et al. [9] (19 casos), Nastasi
[19] (14 casos) y Lucero-Garzon et al. [20] (14 casos con
Cryptosporidum spp.; 16 con Cystoisospora belli (Isospora
belli) y 8 con Cyclospora cayetanensis). No obstante,
coincide con las bajas prevalencias reportadas a escala
mundial por otros autores [21].

Con respecto a los helmintos, se obtuvo baja frecuencia,
en comparacion con el estudio realizado por Hagel ef al. [22]
donde se reportd una mayor incidencia de 4. lumbricoides y
T. trichiura en las areas rurales, ademas encontraron que la
carga parasitaria de 4. lumbricoides fue significativamente
mayor en los niflos con deficiencias antropométricas. Por
otro lado, hay autores que explican la baja incidencia de
helmintos por las campafias masivas con antiparasitarios,
asi como, el uso indiscriminado de los mismos [19-23]. Este
aspecto no fue tomado en cuenta para la investigacion.

En conclusion, los nifios del Centro de Educacién Inicial
“Felipa Toro” presentan una alta prevalencia de parasitosis
intestinales, con predominio de Blastocystis spp., seguido
de Giardia duodenalis, Dientamoeba fragilis y Entamoeba
histolytica/E. dispar. Ademas, se demostrd que el empleo
de 3 muestras seriadas conservadas en MIF aumenta la
probabilidad de hallazgo de protozoarios patdgenos en un
36,8%, en comparacion con una muestra iinica y por otro
lado es posible emplear una muestra preservada en MIF
para realizar luego métodos de coloracion confirmatorios
como hematoxilina férrica y Zielh-Neelsen modificado.
Con estos resultados se recomienda llevar a cabo campaiias
informativas sobre las parasitosis intestinales y la forma
de prevenir su adquisicion, asi como realizar estudios
microbioldgicos al agua de consumo humano para de
esta manera, determinar la calidad de la misma. También
es indispensable impulsar estudios de prevalencia de las
parasitosis en las comunidades para conocer el estado
de salud de la poblacion y en el futuro construir mapas
epidemiologicos. Por altimo, se exhorta a utilizar el método
de MIF para la realizacion del examen seriado, preservando
tres muestras de heces de dias distintos en un mismo vial,
con la finalidad de aumentar la sensibilidad del diagnostico
coproparasitologico, especialmente en pacientes con
bajas cargas parasitarias, lo cual tiene beneficios practicos
adicionales para el paciente, ya que permite la recoleccion
de la muestra a cualquier hora del dia y disminuye los costos
del traslado al laboratorio.
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