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RESUMEN

Titulo: IDENTIFICACION DE FASES EVOLUTIVAS DE PARASITOS
EN MUESTRAS FECALES PRESERVADAS EN FORMOL 10%
DURANTE 18 MESES

Autores: Yubeisis Gonzélez y Joselyn Galindo
Tutores: Ytalia Blanco
Afo: 2024

En el diagndstico de las parasitosis intestinales, la preservacion quimica de las
heces es una excelente alternativa en estudios epidemioldgicos cuando se pretende
evaluar una gran cantidad de individuos en comunidades (especialmente rurales) o en
instituciones educativas. Se realiz6 un estudio para analizar muestras fecales que han
estado preservadas en formol al 10% por 18 meses, para de esta forma determinar la
frecuencia de enteroparasitos y verificar la integridad morfoldgica de los estadios
evolutivos. Fueron seleccionadas 56 muestras fecales procedentes de nifios en edad
preescolar y escolar de la poblacion “El Palmar” del municipio Padre Chien que
habian sido analizadas en mayo del afio 2022 y luego se preservaron en formol al
10%. En las muestras originales 38 (67,9%) tenian alguna forma evolutiva parasitaria
y en la reevalaucion 18 meses después de preservacion en 33 (58,9%) se evidencid la
presencia de parasitos. Siendo la diferencia estadisticamente significativa (p<0,05).
En general ocurrié una pérdida de algunos casos por grupos (p<0,05) y por taxones,
después de 18 meses de preservacion, en especial para Ascaris lumbricoides y
Blastocystis spp. Practicamente la morfologia caracteristica se conservé en todos los
casos con excepcion de Blastocystis spp. En conclusién, hubo una disminucion en la
frecuencia de enteroparasitos en muestras fecales preservadas en formol durante 18
meses pasando de 67,9% a 58,9%; pero la preservacion en formol sigue siendo una
estrategia Util, en especial para estudios epidemioldgicos o con fines de investigacion
o0 docencia.

Palabras clave: parésitos intestinales, preservacion fecal, diagnostico,
Blastocystis spp.



INTRODUCCION

Las infecciones intestinales por helmintos, protozoos y cromistas estan entre las
méas comunes a nivel mundial, pues se distribuyen en todas las regiones tropicales y
templadas del planeta; sin embargo, al ser mas prevalentes en los paises en desarrollo
y en las comunidades mas pobres, han sido consideradas como el resultado de las
condiciones de vida y fueron subestimadas por los servicios de salud publica (Chan,
1997; Navone et al., 2005; Devera et al., 2021; Hernanz Lobo et al., 2023).

Las parasitosis intestinales representan un problema de salud publica para la
poblacion infantil. Las consecuencias negativas de las parasitosis de mayor
importancia son aquellas relacionadas con el retraso en el desarrollo fisico y
cognitivo (Chan, 1997; Sakti et al., 1999; Navone et al., 2005; Jardim Botelho et al.,
2008).

Las infecciones parasitarias intestinales son producidas por tres grupos de
organismos: los cromistas, protozoarios y helmintos (Devera, 2015; Devera et al.,
2021). Giardia intestinalis y Entamoeba histolytica, agentes causales respectivamente
de la giardiosis y la amebosis, son los protozoarios de mayor importancia (Botero y
Restrepo, 1998; Rey, 2001). Dentro de los cromistas (antes incluidos entre los
protozoarios), Blastocystis spp. causa en la actualidad la parasitosis intestinal mas
comudn en Venezuela (Devera, 2015). Finalmente, de los helmintos, los hematodos
presentan mayor relevancia en el continente americano, destacando los denominados
geohelmintos (Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, los ancylostomideos y
Strongyloides stercoralis) y Enterobius vermicularis (Botero y Restrepo, 1998; Rey,
2001; Hernanz Lobo et al., 2023). En otros continentes los helmintos planos como
Schistosoma, Fasciola y Taenia presentan gran relevancia (Hernanz Lobo et al.,
2023).



Todavia en la actualidad y a pesar de los adelantos cientifico-tecnoldgicos, en
Ameérica Latina las cifras de prevalencia persisten elevadas y las causas y efectos
siguen siendo iguales (Chacin Bonilla, 2013; Devera et al., 2021). Ello se debe a que
el parasitismo intestinal infantil esti, a su vez, determinado por el acceso de las
poblaciones a recursos materiales (posesion de bienes, calidad de la vivienda),
recursos humanos (educacion) y de saneamiento (tipo de sanitario, fuente de consumo
de agua), asi como a las practicas de cuidado materno (alimentacion, prevencién e
higiene), y puede considerarse como un mecanismo intermedio entre estos factores y

el estado nutricional (Devera et al., 2021).

La prevalencia de enteroparasitosis depende de factores relacionados al agente
(tipo, cantidad, patogenicidad, etc,), hospedero (edad infantil) y el medio ambiente.
Dentro de ellos destacan: clima, vivienda deficiente, falta de educacion,
contaminacion fecal del suelo, aguas y alimentos. Todas ellas son caracteristicas del
subdesarrollo y es por eso que tradicionalmente las parasitosis intestinales han sido

consideradas un marcador de atraso sociocultural (Devera et al., 2021).

Las manifestaciones clinicas que producen los parasitos intestinales varian
desde infecciones asintomaticos (la mayoria), hasta manifestaciones de mayor
gravedad incluso la muerte. La sintomatologia desarrollada depende del tipo de
parasito, de la carga parasitaria, del estado inmunoldgico, nutricional y de la edad de
la persona infectada (Botero y Restrepo, 1998; Baron et al., 2007; Jardim-Botelho et
al., 2008; Solano et al., 2008; Hernanz Lobo et al., 2023).

La diarrea es uno de los sindromes mas frecuentes atribuidos a las parasitosis
intestinales, pero ésta no es la Unica manifestacion clinica ya que los trastornos
nutricionales que pueden causar los parasitos repercuten en el desarrollo fisico

(retardo pondo-estatural) y cognitivo de muchos nifios (Chan, 1997; Baron et al.,



2007; Jardim-Botelho et al., 2008; Solano et al., 2008). Es sabido que algunas
infecciones parasitarias intestinales pueden tener consecuencias negativas y afectar
incluso los niveles cognitivos de los nifios, principalmente cuando se asocian a las
anemias nutricionales, la desnutricion proteico energética y el déficit del crecimiento
en los nifios (Al Rumhein et al., 2005; Jardim Boptelho et al., 2008)

El dificil control de los parasitos se relaciona con una gran cantidad de factores
que intervienen en su cadena de transmision y constituyen causas importantes de

morbi-mortalidad en América del Sur (Devera et al., 2021).

Para el diagnostico de certeza de la mayoria de estas infecciones parasitarias es
necesario examinar las heces de la persona infectada. En la actualidad en América
Latina el examen parasitologico de las heces no ha podido ser sustituido por otras
metodologias diagndsticas (estudios inmunoldgicos y moleculares), debido
principalmente a su elevada especificidad, sencillez y bajo costo. Ademas, en las
ultimas décadas se han desarrollado pocas técnicas nuevas para el diagnostico
coproparasitologico (Parija y Srinivasa, 1999; McHardy et al., 2014; Verweij y
Stensvold, 2014).

Con el estudio parasitolégico de las heces se procura observar los trofozoitos o
quistes de los protozoarios, los huevos o larvas de helmintos, y las diversas formas de
Blastocystis spp., que pudieran estar presentes en el tubo digestivo del individuo
(Botero y Restrepo, 1998; Devera et al.,, 2008). La literatura especializada
recomienda que toda muestra fecal fresca debe ser sometida a examen directo,
técnicas de concentracion y tecnicas especiales segun el caso (Melvin y Brooke,
1971; Botero y Restrepo, 1998, Rey, 2001. El examen directo (con solucion salina
fisiolégica y un colorante temporal) es una técnica econdémica y sencilla, aunque
requiere de mucha pericia por parte del examinador (Melvin y Brooke, 1971; Botero

y Restrepo, 1998). En casos de parasitosis con cargas parasitarias bajas o de parasitos



con un ciclo de eliminacion irregular, se requiere de la realizacion conjunta de los
[lamados métodos de enriquecimiento o de concentracion (Melvin y Brooke, 1971;
Marti y Koella, 1993; Botero y Restrepo, 1998; Navone et al., 2005).

Otras alternativas a ser empeladas en recurrir al uso de muestras seriadas o
incluso la asociacion de varias técnicas (Marti y Koella, 1993; Souza et al., 1998;
Idris y Al-Jabri, 2001; Navone et al., 2005). Ademas, para los parasitos con ciclos
particulares se emplean técnicas especiales como los métodos de Graham y Baermann
para el diagnostico de Enterobius vermicularis y Strongyloides stercoralis,
respectivamente, y las coloraciones especiales como la de Kinyoun para coccidios
(Botero y Restrepo, 1998; Rey, 2001).

Cuando la muestra fecal fresca no puede ser analizada inmediatamente se debe
prevenir la destruccion de las formas parasitarias realizando preservacién mediante
medios fisicos (refrigeracién) o el empleo de sustancias quimicas (formol, mertiolate,
alcohol polivinilico y otros (Botero y Restrepo, 1998; Nace et al., 1999). En
Venezuela debido a su mayor disponibilidad y menor costo, suele emplearse para
esos fines el formol (Gutiérrez, 2018).

El formol no es el preservante ideal (Price, 1981), pero puede ser usado para
preservar muestras fecales y posteriormente ser sometidas a alguna técnica
diagnostica apropiada. Las cuales van desde el simple examen de una muestra de ese
preservado hasta sedimentacion espontanea y formol éter (Amato Netto y Correa,
1980). Es comdn en casos de estudios epidemiolédgicos o de investigacion preservar
las muestras en soluciones diluidas de formol (5 a 10%) con resultados satisfactorios
(Velasquez et al., 2005). Varios autores han verificado una serie de ventajas no solo
de preservar sino de usar formol. Dentro de ellas destacan: procedimiento facil de
hacer, aunque de toxicidad reconocida no es volatil ni inflamable, el formol es

adecuado para preservar quistes y ooquistes de protozoarios, huevos y larvas de



helmintos; y las formas de cuerpo central de Blastocystis spp. (Veldzquez et al., 2005;
Devera et al., 2008); puede mantener la morfologia de los organismos por largos
periodos (De Carli, 2001).

Respecto al tiempo de preservacion, mientras mayor sea el tiempo que se
mantengan preservadas las heces, mayor deberia haber méas deterioro en la
morfologia caracteristica de los estadio evolutivos preservados. Segun algunos
autores 12 meses deberia ser el tiempo maximo de preservacién; sin embargo, otro
investigadores, después de 12 meses de preservacion han logrado recuperar los
mismos parasitos observados al inicio y después de la preservacion (Musa y Ibrahim,
2007; Gutierrez, 2018).

Por otro lado, De Carli (2001) afirma que después de cierto tiempo de
preservacion en formol, las formas parasitarias pierden su morfologia caracteristica y

se deterioran, pero el tiempo exacto necesario para que ello suceda no se conoce.

Em 1986, Foreyt examind muestras fecales frescas de ciervos en busca de
huevos de nematodos (principalmente Haemonchus y Ostertagia), utilizando una
técnica de flotacion, y 200 dias después volvido a examinarla después de su
almacenamiento en formol a diferentes concentraciones (2,5, 5 o 10%).
Aproximadamente el 50% de los huevos de estrongilo se detectaron en heces

almacenadas en formol durante 200 dias.

En Libia, Ben Musa y Ibrahim (2007), después de 12 meses de preservacion de
las heces en formol a 10%, a temperatura ambiente, no encontraron una distorsion o
alteracion significativa de la morfologia de los quistes de los protozoarios
(Entamoeba coli y Giardia intestinalis) inicialmente observados antes de preservar
las muestras. Las prevalencias de ambos protozoarios fueron similares en la muestra

fresca sin preservar y 12 meses después de estar preservadas, por lo que concluyeron



que la preservacion en formalina es un medio adecuado para la identificacion precisa
de parésitos protozoarios.

En Brasil se comprobd que hasta por 40 dias es posible recuperar ooquistes de
Cryptosporidium en muestras fecales preservadas en formol, aplicando la coloracién
de Kinyoun (Amato Neto et al., 2003). Tambien en Brasil, Barda et al. (2015)
tomaron muestras fecales con geohelmintos y las preservaron en formol al 5%, las
alicuotaron en frascos y las preservaron por 30 dias, es decir, hasta por 30 dias fue

posible recupera los mismos geohelmintos en las heces fecales preservadas.

Knudson-Ospina et al. (2017) tuvieron éxito en preservar huevos de
ancylostomidios con acetato de sodio-acido acético-formalina, siendo adecuada para
el mantenimiento de la intensidad parasitaria y morfologia de los huevos por un

periodo de hasta cinco meses.

En 2018, Gutiérrez, usando heces preservadas por 12 mees comprobd que, con
excepcion de Blastocystis spp. que presentd una prevalencia inicial mayor (24,4%),
todos los parésitos encontrados presentaban prevalencias similares al inicio y después
de 12 meses de preservacion en formol al 10%. Es por ello que concluye que las
muestras fecales preservadas en formol por 12 meses pueden ser usadas para hacer el

diagnostico de enteroparasitos, con excepcion de Blastocystis spp.

Saber cuanto pueden permanecer las formas parasitarias preservadas en formol
tiene importancia para fines de ensefianza e investigacion pues de esta forma se
podrian utilizar muestras preservadas en formol por un determinado tiempo para
realizar investigaciones especificas o para fines docentes en laboratorios de
parasitologia en diversas carreras del area biomedica. Es por ello que se realizé un
estudio para determinar la frecuencia de parasitos intestinales en muestras fecales
preservadas durante un afio y medio (18 meses) en formol al 10% y asi establecer la

posible influencia del tiempo de preservacion de las muestras fecales en la



identificacion de estadios parasitarios al realizar un estudio comparativo al tener el

resultado al inicio del proceso de preservacion.



JUSTIFICACION

En el diagnostico parasitologico de los enteroparasitos varias técnicas permiten
el anélisis de las heces en busca de los estadios evolutivos de dicho parésitos. Suele
recomendarse en uso dos o mas técnicas debido a que una sola no suele ser
satisfactoria para el diagnéstico de todos los posibles parasitos presentes. Se
recomienda que las heces examinadas sean frescas (Melvin y Brooke, 1971; Idris y
Al-Jabri, 2001, Rey, 2001; Navone et al., 2005; Devera et al., 2008).

Sin embargo, no siempre es posible examinar heces frescas (por diversas
razones) y en estos casos es necesario realizar preservacion fisica o quimica las
mismas debido a que después de 6-8 horas la putrefaccion por multiplicacion
bacteriana y disminucion de pH determina destruccién de algunas formas evolutivas.
Es necesario enfatizar que ademas de ello, la preservacion adicionalmente tiene otras
ventajas: elimina la contagiosidad, desaparece el mal olor, facilita el transporte y
almacenaje, etc.) (Amato Neto et al., 1992; De Carli, 2001; Amato Neto et al., 2003;
Knudson-Ospina et al., 2017). Igualmente, usar muestras preservadas puede ser
adecuada para ejecutar técnicas especiales o coloraciones como (Amato Neto et al.,
1992; Nace et al., 1999; Amato Neto et al., 2003; Gould y Boorom, 2013) y también
serian adecuadas para extraer el ADN de algunos paréasitos (De Carli, 2001; Kuk et
al., 2012; Knudson-Ospina et al., 2017)).

Entonces, la preservacion fecal para fines de investigacion (conservacién e
identificacion de estadios parasitarios) es de importancia y justifica el presente
estudio. Igualmente, para fines docentes suele de rutina preservarse muestras fecales

para ser usadas durante el proceso de ensefianza-aprendizaje.



En la preservacion quimica de las heces pueden emplearse varias sustancias
(p.e. formol al 10%, alcohol polivinilico, etc.) pero la literatura especializada sostiene
que las formas evolutivas pueden permanecer con su anatomia inalterada hasta por 12
meses (Price, 1981; Botero y Restrepo, 1998; De Carli, 2001). Pero se disponen de
pocos estudios al respecto (Ben Musa y Ibrahim, 2007; Gutiérrez, 2018; Gil y Osuna,
2019).

En teoria, mientras mayor sea el tiempo que se mantengan preservadas las
heces, mayor deberia haber mas deterioro en la morfologia tipica de las fases
evolutivas preservadas (Musa y Ibrahim, 2007). Por todo lo anterior, se justifica
realizar un estudio partiendo de heces preservadas en formol durante 18 meses, para
comparar con la frecuencia inicial tanto global como por taxones y de esta forma
verificar si después de 18 meses se mantiene la morfologia de los estadios evolutivos

de los parasitos originalmente diagnosticados.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Establecer la frecuencia de parasitos intestinales en muestras fecales
preservadas en formol durante 18 meses, procedentes de nifios de EI Palmar,
municipio Padre Chien del estado Bolivar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer la frecuencia de enteroparasitos en muestras fecales preservadas

durante 18 meses, de manera global, por grupos y por taxones.

e Distribuir los nifios con y sin paréasitos intestinales segun edad y género.

e Comparar la frecuencia global y por taxones, de enteroparasitos en muestras
fecales preservadas en formol al inicio y después de 18 meses de

preservacion.

e Analizar la morfologia de las fases evolutivas diagnosticadas después de 18

meses de preservacion.
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METODOLOGIA

Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo y experimental con muestras fecales

preservadas procedentes de nifios preescolares y escolares del estado Bolivar.

Area de estudio

Las muestras fecales proceden de nifios en edad preescolar que, para otros fines,
fueron examinados en mayo de 2022 en la poblacion de “El Palmar”, estado Bolivar.
Esta es la capital del municipio y geograficamente se ubica en la Sierra Imataca en las
faldas de este sistema de colinas y montafias de pequefia altura, que comparten los
estados Bolivar y el Delta Amacuro. Su territorio es fronterizo al este con el
municipio Antonio Diaz del estado Delta Amacuro, al norte con Piar, al oeste y sur
con el municipio Roscio. Su superficie es de aproximadamente 3.000 kilémetros
cuadrados, lo que da una densidad de poblacion bastante baja, inferior a los 5

habitantes por kilometro cuadrado.

Su altura media sobre el nivel del mar es de 260 metros. El clima es tropical
[luvioso de selva en las zonas humedas boscosas, alternado con tropical de sabana.
Temperatura promedio anual 25 grados, maximas de 33 grados, minimas de 20
grados. Precipitacion promedio anual 1400 mm, estacion lluviosa de mayo a enero.

Por esas caracteristicas de le denomina “la tierra fresca”.

En “El Palmar” existen cinco Centros de Educacién Inicial (CEI), que son
instituciones educativas donde se atiende a nifios menores de 6 afios (lactantes y

preescolares). De ellos, dos son privados y tres son publicos. Por razones logisticas

11
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tres de estas instituciones (dos publicos y uno privado) fueron evaluadas en mayo del
2022: Unidad Educativa Nacional “Ysaura de Soto”, Unidad Educativa Nacional
“Josefa de Yépez” y Unidad Educativa Privada “Aristobulo Isturiz”, estudiandose

respectivamente en cada institucion: 18, 22 y 25 nifios.

Universo y Muestra

El universo sera igual a la muestra y estard conformado por 66 muestras fecales
preservadas en formol que fueron examinadas para la presencia de enteroparasitos en
mayo de 2022. Las muestras frescas habian sido preservadas y examinadas dentro de
las cuatros semanas siguientes de haber sido preservadas. Permanecieron
almacenadas en el Laboratorio de Diagnéstico Coproparasitolégico del Departamento
de Parasitologia y Microbiologia, UDO-Bolivar durante 18 meses, con una cantidad
adecuada de persevante y sellando la tapa de los envases para prevenir evaporacion.

Los criterios para seleccionar estas muestras fueron los siguientes:

1. Muestras previamente examinadas con la técnica se sedimentacion
espontanea, dentro de las cuatro semanas siguientes de haber sido preservadas en
formol al 10%.

2. Permanecer preservadas en formol al 10% y a temperatura ambiente durante
18 meses.

3. Tener cantidad suficiente que permita realizar de nuevo la sedimentacion

espontanea 18 meses después de preservada en mayo de 2022.

Recoleccién de datos

La informacion relativa a datos sociodemograficos, clinicos y resultados de

estudios parasitoldgicos de los nifios de donde proceden las muestras fecales se
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obtuvo de las fichas de control o de las bases de datos electronicas, del estudio
previamente realizado para otros fines, durante mayo de 2022.

Procesamiento de la muestra

Heces preservadas
Sedimentacion espontanea (Rey, 2001):

Se tomaron 10 ml del preservado y se filtraron por gasa “doblada en ocho”. El
liquido obtenido se coloc6 en un vaso plastico descartable de 180 ml. Se completd
dicho volumen agregando agua destilada. Se dejé sedimentar por 24 horas.
Transcurrido ese tiempo, se descartd el sobrenadante y con una pipeta Pasteur se
retird una pequefia muestra del sedimento en el fondo del vaso (1 a 2 gotas) y se
coloco en una ldmina portaobjeto, se agregd una gota de lugol, se cubri6 con laminilla

y se observo al microscopio.
Anélisis de datos

Con la informacién obtenida se elaboré una base de datos en el programa SPSS
21,0 para Windows. Los resultados se analizaron a través de estadistica descriptiva y
tablas de frecuencia expresados en porcentaje (%).
Consideraciones bioéticas

Este trabajo se desarroll6 siguiendo a las normas internacionales sobre

investigacion en seres humanos de acuerdo a la declaracion de Helsinki (WMA,
2008).



RESULTADOS

Se tenia un total de 66 muestras fecales preservadas, sin embrago luego de 18
meses de preservacion por accion del proceso de evaporacion habian disminuido su
volumen (muestras secas 0 en poca cantidad) ocho de ellas; ademas, en dos habia
quedado tan poca cantidad despues del primer andlisis (n=2) que no se podia hacer de
nuevo la técnica de concentracion. Todas esas 10 muestras fueron excluidas y es por

ello que finalmente fueron consideradas solo 56 muestras para el estudio.

De esas 56 muestras, en la evaluacion original un total de 38 (67,9%) tenian
alguna forma evolutiva parasitaria. En la reevalaucion 18 meses después de
preservacion en 33 (58,9%) se evidencid la presencia de parésitos. Siendo la
diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) a favor de las muestras originales
(Grafico 1).

En la tabla 1 se aprecia la frecuencia de los parasitos encontrados originalmente
y después de 18 meses de preservacion. En las muestras originales se identificaron 7
taxones y luego de 18 meses 8. En general ocurrié una pérdida de algunos casos por
grupos (p<0,05) y por taxones, después de 18 meses de preservacion, en especial para
Ascaris lumbricoides y Blastocystis spp. En dos parasitos (Giardia intestinalis y
Chilomastix mesnili) se encontraron mas casos que originalmente y en Endolimax
nana, Complejo Entamoeba e lodamoeba butschlii se mantuvo la misma cantidad de
casos originales. Solo Blastocystis spp. tuvo una diferencia estadisticamente
significativa (p<0,05) al compararlo con los casos identificados en las muestras
originales. Destaca que de los 6 casos de A. lumbricoides originales, ninguno fue

encontrado 18 meses después.
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Respecto a las caracteristicas morfolégicas de las fases evolutivas en las
muestras positivas luego de 18 meses, practicamente la morfologia caracteristica se
conservo en todos los casos con excepcion de Blastocystis spp. donde si bien en la
mayoria de los casos se mantuvo el aspecto morfoldgico tipico (Fig. 1A), en 4
muestras (13,8%) las formas de cuerpo central presentaban una alteracion importante
de la morfologia (Fig. 1B). Sin embargo, era posible establecer que se trataban de
formas de cuerpo central pero el borde celular tenia aspecto ondulado y el cuerpo
central se observada deforme; ademas habia poca cantidad del parésito en esas

muestras.
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Grafico 1.

Frecuencia de enteroparasitos en heces preservadas durante 18 meses.

Nifios de El Palmar, municipio padre Chien, estado Bolivar



Tabla 1.
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Comparacion de frecuencias de enteroparasitos en muestras fecales

preservadas (originales y luego de 18 meses). Nifios de EI Palmar, municipio

padre Chien, estado Bolivar

Muestra fecal
Parésito Original 18 meses Significancia
n % n % estadistica
Cromistas 32 57,1 29 51,8 S
Blastocystis spp. 32 57,1 29 51,8 S
Protozoarios 19 33,9 16 28,5 S
Giardia intestinalis 10 17,9 11 19,6 NS
Entamoeba coli 6 10,7 5 8,9 NS
Endolimax nana 4 7,1 4 7,1 NS
lodamoeba butschlii 4 7,1 4 7,1 NS
ComplejoEntamoeba 1 1,8 1 1,8 NS
Chilomastix mesnili 0 0,0 1 1,8 NS
Helmintos 6 10,7 0 0,0 -
Ascaris lumbricoides 6 10,7 0 0,0 -

S: diferencia estadisticamente significativa; NS: diferencia no significativa

estatistamente
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Fig 1.

Formas de cuerpo central de Blastocystis spp. en heces preservadas (18 meses).

A. Muestra donde se aprecia la morfologia tipica de una forma de cuerpo

central.

B. Otra muestra con formas de cuerpo central con morfologia alterada (flechas

negras).



DISCUSION

Cuando se realizan estudios epidemiologicos de enteroparasitosis, en especial
en comunidades rurales o periféricas, suelen preservarse las heces (Gil y Osuna,
2019). En el ambito hospitalario o para fines de diagnostico individual no suelen
emplearse heces preservadas (Blanco et al., 2013). Para realizar la preservacion fecal,
sin importar el persevante usado los textos clasicos informan que maximo deberia
mantenerse por 12 meses (De Carli, 2001), sin embargo se tienen pocos estudios al
respecto sobre del tiempo de preservacion o del mantenimiento individualizado de los

parasitos (Musa y Ibrahim, 2007).

En el presente trabajo se verificd que las muestras fecales después de 18 meses
en preservacion siguen siendo adecuadas y utiles ya que fue posible identificar
enteroparasitos en ellas; sin embargo ocurrié una disminucion en el numero de casos
positivos. Inicialmente la frecuencia total de enteroparésitos identificada fue de
67,9% y cayo a 58,9% con heces preservadas durante 18 meses, siendo la diferencia
estadisticamente significativa. Igual sucedié cuando se consideran los grupos de
parasitos (cromistas, protozoarios y helmintos). Pero cuando se individualizaron los
agentes los Unicos que realmente tuvieron pérdidas relevantes después de 18 meses en

preservacion fueron Blastocystis spp. y Ascaris lumbricoides.

Internacionalmente, no se tienen estudios previos donde se haya mantenido
tanto tiempo muestras fecales preservadas. Las pocas investigaciones similares han
empleado tiempos de preservacion menores (Musa y lbrahim, 2007; Barda et al.,
2015; Knudson-Ospina et al., 2017). En Venezuela, dos estudios realizados habian
tenido resultados discordantes y tampoco usaron tiempo de preservacion tan
prolongado (Gutiérrez, 2018; Gil y Osuna, 2019).
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El resultado de Blastocystis spp. se esperaba por la comprobada fragilidad
celular de este parésito a las condiciones medioambientales (Zierdt et al., 1967;
Devera et al., 2006; Gutiérrez, 2018). Se sabe que el rendimiento diagndstico de las
técnicas de concentracion mejoran cuando se preserva antes las heces en formol
(Velasquez et al., 2005; Devera et al., 2008), pero aun asi siempre ocurre una pérdida
importante de casos (Devera et al., 2006; 2008; Calderon y Ramirez, 2017; Medina y
Bravo, 2017). Es por esa razon bioldgica que el estandar de oro para diagnosticar

Blastocystis spp. es el examen directo de heces frescas (Devera et al., 2008).

En 2018, Gutiérrez, usando heces preservadas por 12 mees comprobd que todos
los paréasitos encontrados presentaban prevalencias similares al inicio y después de 12
meses de preservacion en formol al 10%. Unica excepcion para Blastocystis spp.
presentd una frecuencia inicial de 24,4% y bajo a 2% luego de estar almacenado por

12 meses en preservacion.

Luego en 2019, Gil y Osuna, especificamente para Blastocystis spp. realizaron
un estudio donde examinaron muestras fecales con Blastocystis spp. que habian
estado preservadas en formol al 10% por entre 6 y 16 meses, para de esta forma
determinar cuanto tiempo se mantiene la integridad morfologica de este paréasito. De
las 65 muestras analizadas en 64 (98,5%) se logro poner en evidencia nuevamente la
presencia del cromista. Ademas, la fase observada (forma de cuerpo central) en la
mayoria de los casos mantuvo su morfologia caracteristica. Solo en 5 muestras
(7,7%) se apreciaron formas de cuerpo central con morfologia alterada o presencia de

muchas formas granulares.

Al igual que en el trabajo de Gil y Osuna (2019) aqui, la morfologia
caracteristica de las fases evolutivas del parasito se mantuvo. Apenas en 4 casos hubo
una alteracién morfol6gica importante pero aun asi se podia identificar. De acuerdo a

este resultado, las heces preservadas en formol por hasta por 16 meses son adecuadas
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para diagnosticar a Blastocystis spp. Se enfatiza el caso de Blastocystis spp. por ser el
enteroparasito de mayor prevalencia en la actualidad en el estado Bolivar (Devera et
al., 2021).

Sobre Blastocystis spp. todavia persisten muchos aspectos de su morfologia,
biologia y patogenicidad que necesitan ser estudiados. Para fines de investigacion a
veces se requiere preservar al parasito asi que de acuerdo al presente estudio y el de
otros autores (il y Osuna, 2019) seria posible mantener al parasito con una morfologia

tipica entre 12 y 18 meses en formol.

Aunque las estadios evolutivos pueden mantener su forma por un periodo tan
prolongado como 18 meses no es recomendable hacer esto para fines diagndstico; Sin
embargo, para crear colecciones de parésitos para fines de docencia en laboratorios de

parasitologia tener este conocimiento es fundamental.

La preservacion parece no sucede de la misma forma para todos los
enteroparasitos (Gil y Osuna, 2019). Los resultados revelan que Blastocystis spp. es
el que sufre mayores deterioros morfologicos y posiblemente destruicién celular lo
que lleva a su disminucion en cuanto a numero en la muestra o hasta su desaparicion
completamente. Ello es asi porque la forma principalmente observada (y preservada)
es la de cuerpo central que no esta preparada para soportar las condiciones adversas
del medio ambiente fuera del intestino (Tan, 2008). Gil y Osuna (2019) en muestras
preservadas por 1 afio solo perdié un caso de Blastocystis mientras que aqui se
pudieron 3 y en otras 4 muestras habia deterioro importante de la morfologia. Es
decir, pareciera que mas de un afio no es apropiado para mantener el parasito en

formol.

Lo anterior estd en concordancia con lo que informan varios autores respecto a

la preservacion fecal; la integridad morfologica de los parasitos estd en relacion
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directa con el tiempo de preservacion (De Carli, 2001; Musa y lbrahim, 2007;
Gutiérrez, 2018).

También es oportuno comentar que otros factores pudieran influir en el
resultado obtenido: cantidad y concentracion del persevante usado, homogeneizado
previo o no de la muestra fecal, cantidad de heces, carga parasitaria (Gutiérrez et al.,
2018; Gil y Osuna, 2019) y posiblemente, en el caso de Blastocystis spp., el genotipo
(Bart et al., 2013; Skotarczak, 2018; todas son hipdtesis necesitan ser demostradas en

futuros estudios

Otro hecho interesante de comentar es que de los seis casos originales de A.
lumbricoides, ninguno fue recuperado en las heces después de 18 meses de
preservacion, esto puede indicar que hubo deterioro o destruccion de los huevos en
esas muestras. De los helmintos, estad demostrado que la SE es la técnica mas efectiva
para diagnosticar los huevos de A. lumbricoides por ser huevos grandes y pesados
(Oliveira Menezes et al., 2013; Goncalves et al., 2014; Oliveira Lima et al., 2020),
asi que no seria una falla de la técnica y la explicacién mas plausible para su ausencia
en las muestras preservadas después de 18 meses es que haya ocurrido destruccion de
estos huevos. Es decir, el formol tiene una utilidad relativa y depende del tiempo que

permanezcas preservadas las heces.

Respecto a los otros enteroparasitos, después de 18 meses en preservacion y
cuando se realiz6 nuevamente la SE se encontraron nuevos casos de G. intestinalis (1
caso) y de Chilomastix mesnili (1 caso). Estos hallazgos pueden ser parte del error
normal de observacion que presenta cualquier técnica dependiente de la observacion

por seres humanos.

Para fines docentes cuando se quiere guardar muestras de enteroparasitos para
la ensefianza de la parasitologia preservarlas en formol puede ser una opcion, sin

embargo, se recomienda: homogeneizar primera las heces antes de agregar el formol
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agregando solucion fisiologica, guardar las muestras en envases con tapas herméticas
y rotular indicando la fecha de preservacion y los parésitos presentes; cada tres meses
agregar formol para reponer las pedidas de liquido por evaporacion; si posible, revisar
microscopicamente de forma periodica las muestras para corroborar la presencia de

los parasitos indicados en cada preservado.

Aunque la diferencia de frecuencias de enteroparasitos entre las muestras
originales y después de 18 meses fue significativa, se comprueba la utilidad y el buen
rendimiento que tiene la SE para el diagndstico de enteroparasitos en particular
Blstocystsis spp., coincidiendo con otros estudios (Devera et al., 2008; Gil y Osuna,
2019). A pesar de no ser una eficacia ideal, la preservacién prolongada en formol al
10% es adecuada para mantener la morfologia de los enteroparasitos, aungque con

algunas variaciones segun el agente considerado.

Los resultados aqui obtenidos tienen una gran importancia cuando se trata de
estudios epidemioldgicos o cuando se requiere preservar al parasito para fines de

docencia ylo investigacion.



CONCLUSIONES

Hubo una disminucion en la frecuencia de enteroparasitos en muestras fecales
preservadas en formol durante 18 meses pasando de 67,9% a 58,9%; pero la
preservacion en formol sigue siendo una estrategia util, en especial para estudios
epidemioldgicos o con fines de investigacion o docencia. Posiblemente el tiempo de
preservacion si influye en la manutencion de la integridad de las formas parasitarias
preservadas en formol. Los parasitos que presentaron mayor disminucién en la
frecuencia después de la preservacion por 18 meses fueron el cromista Blastocystis

spp. y el helminto Ascaris lumbricoides.
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