Gomparacion del Método de Stoll y el Frotis Directo
Normalizado para la Determinacitn Cuantitativa de
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El recuento de los huevos de helmintos complementa el exa-
men coprolégico cualitativo, suministrando informacién de impor-
tancia clinica y epidemiolégica sobre la intensidad aproximada
de varios helmintiasis intestinales. Tal determinacién es también
indispensable durante los ensayos terapéuticos de drogas antihel-
minticas. De los dos métodos generalmente empleados para efec-
tuar recuentos de huevos, el mds conocido y generalmente usado
se conoce como el método de dilucién de Stoll, segin la descrip-
cién de Stoll y Hausheer (1926), pero varias dificultades de proce-
dimiento han limitado su aplicacién. Lla técnica conocida como
frotis directo normalizado, descrita por Beaver (1949, 1950), es de
ejecucién relativamente sencilla pero su empleo poco se ha gene-
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ralizado a pesar de que algunos estudios comparativos con la
técnica de Stoll (Maldonado, 1956; Melvin et al., 1956}, coincidie-
ron en hallar equivalentes los resultados de ambos métodos para
apreciar la magnitud de los parasitismos.

El presente trabajo tiene por objeto presentar una compara-
cién estadistica de las cifras obtenidas por las dos técnicas en el
mismo grupo de pacientes y con base en los resultados, procura
contribuir a estimular el interés en el empleo del frotis directo
normalizado.

MATERIAL Y METODO

Lo investigacién se cumplié estudiando muestras de heces de
410 individuos parasitados por una hasta cinco de las especies de
helmintos que se mencionan adelante, Estuvieron representados
ambos sexos y todos los grupos de edad, Llos pacientes fueron
seleccionados de una agrupacién suburbana de bajo nivel socio-
ecbnémico de la ciudad de Cartagena, Colombia, en donde se des-
arrolla el programa de Medicina Preventiva Familiar, organizado
por la Facultad de Medicina de dicha ciudad.

Por lo general, las muestras comenzaban a procesdrse poco
tiempo después de recibidas en el laboratotio, pero en caso de
demora se guardaban en nevera hasta el momento del examen.
Los procedimientos se adhirieron estrictamente a las descripciones
otiginales de los autores. En toda muestra se practicd el recuento
de huevos de helmintos por cada una de las dos técnicas, de
acuerdo a la descripcién siguiente:

Método de Stoll

Elemetos:

1. Solucién N/10 de NaOH {0.4%).

2. Frascos de Stoll tipo erlenmeyer, marcados o los niveles de
56 y 60 ml., con tapén de caucho correspondiente,

Perlas de vidrio pequefias,

4. Portaobjetos y laminillas de 22 x 30 mm.
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10.

Pipetas calibradas para 0.075 ml.

Aplicadores de madera.
Procedimiento:

llenar el frasco hasta la marca de 56 ml. con la sclucién
N/10 de NaOH.

Afadir las heces con un aplicador, sin untar el cuello del fras-
co, hasta que el liquido alcance la marca de 60 ml.

Afadir las perlas, tapar y sacudir vigorosamente.
Dejar en reposo de 12 a 24 horas, sacudiendo ocasionalmente.,

Sacudir verticalmente por 20 a 30 segundos, destapar y

sdcar inmediatamente con la pipeta 0.075 ml. exactos.

Enjugar el exceso de suspensién en el exterior de la pipeta
y colocar la muestra de 0.075 ml. sobre la l&dmina.

Cubrir con laminilla de 22 x 30 mm. y contar los huevos de
toda la preparacién.

Multiplicar este recuento por 200 y registrar el resultado como
huevos/ml., sin correccién.

Corregir de acuerdo a la consistencia de las heces multipli-
cando el dato anterior por los siguientes factores: heces du-
ras, x 1; pastosas, x 2; blandas, x 3; liquida o diarrei-
cas, x 4.

Las cifras corregidas se informan como huevo [ ml.; (base
de heces duras).

Método de Beaver

Esta técnica se basa en la comprobacién de que los huevos

de las especies que habitan en el intestino delgado y parte alta
del colon, tienen distribucién uniforme en las heces. Beaver co-
menzd por demostrar que repitiendo frotis directos de igual den-
sidad y preparaciones por dilucién de la misma muestra, se obte-
nian recuentos del mismo grado de variabilidad, La densidad
{turbidez) uniforme de los frotis se logré con el empleo de foté-
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metros y la calibracién de éstos parg obtener una cantidad stan-
dard conocida, se obtuvo preparando por métodos analiticos sus-
pensiones de sulfato de bario.

Elementos:

1. Fotdmetro tipo exposimetro, sensible a luz tenue y que pre-
sente la escala en la misma cara de la ventana de la célula
fotoeléctrica. En el presente trabajo se usé un Weston Mas-
ter, modelo 703. El aparato se adapta colocando sobre la
ventana de la célula un bloque de madera de 18 mm. de
espesor, provisto de una perforacién circular central de 16 mm.
de didmetro. Este bloque sirve de plotaforma para el porta-
objetos que llevard la preparacién y reduce la ventana al
tamafo convenienfe para extender el frotis. Directamente so-
bre la plataforma se coloca una ldmpara elécirica despla-
zable que produzca una lectura de 20 bujias cuando se en-
cuentre aproximadamente a una altura de 25 cm. de la per-
foracién circular del bloque.

2. Para la calibracidén se preparan dos soluciones: 2N Na,SO, y
N/1 BaCl,. A cada solucién se afiade ', parte de glicerina
pura. Si se desea una turbidez equivalente a 1 mg., com-
binese 1 parte del BaCl, glicerinado con é partes de Na,SO4
glicerinado; para una turbidez equivalente a 2 mg., que es
la més usada, combinese 1 parte de BaCl, glicerinado con
3 partes de Na,SOQ4 glicerinado. Coléquese una ldmina sobre
el centro de la plataforma y moviendo la [dmpara, blsquese
un ndmero entero en la escala de bujias. Apliquese una gota
(1/20 ml.} de la suspensién de BuSO; equivalente a 1 6 2 mg.
a nivel de la ventana de 16 mm. Anotar la reduccién en la
lectura de la escala. Repetir la operacién hasta que se ob-
tenga un promedio de reduccién luminosa, que viene a ser
igual al producido por T mg. de heces duras emulsionadas en
una gota de agua.

Procedimiento:

1. Colocar una ldmina limpia sobre la ventana de la plataforma
y adaptar la ldmpara para obtener el mismo ndmero entero
usado en la calibracién.
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2. Poner una gota de agua o solucidén salina sobre la [Gming,
emulsionar la materia fecal hasta que la luz se reduzca al
nivel calibrado para 1 mg. o 2 mg.

3. Cubrir con laminilla de 22 x 22 mm, y contar los huevos de
toda la preparacién.  Multiplicando por 1.000 o por 500,
segln el caso, se obtiene la cifra de huevos por gramo.

Para la comparacién estadistica de los datos cuantitativos se
calculé como medida de asociacidén el coeficiente de correlacidn
segUn el procedimiento aceptado corrientemente. En segundo lu-
gar, se utilizé la prueba de chi cuadrado por el método gréfico
como medida de asociacién entre las dos varigbles descritas cua-
litativamente. Para esto fue necesario transformar las cifras de
huevos en parasitismos leves, moderacdos e intensos. Con este
objeto para cada parésito las anteriores categorias se clasifica-
ron asi:

Para Ascaris lumbricoides, la infeccidon leve (L) representa hasta
5.000 huevos por ml. de heces; infeccién moderada (M), des-
de 5.000 o 20.000 huevos; e infeccién intensa (I} por encima de
20.000 huevos, Estas cifras se basan en un célculo de aproxima-
damente 1.000 huevos por ml. de heces por gusano (Brown vy
Cort, 1927; Agustine et al,, 1928).

Para Trichuris trichivra, L representa hasta 10.000 huevos
por ml, M representa entre 10.000 y 20.000 e | equivale a mds
de 20.000 huevos. Lo anterior se basa en el cdleulo de aproxima-
damente 300 huevos por ml. por pardsito (Burrows, 1950].

Para Necator americanus, el ancilosiomideo de mayor inci-
dencia en la regidn estudiada, L representa hasta 5.000 huevos,
M de 5.000 a 20.000 e I, 20.000 o mds, segin el cdlculo de 50
huevos por mi. por parésito adulto (Stoll y Hauscheer, 1926).

Para Hymenolepis nana, L representa hasta 5.000 huevos,
M de 5.000 a 20.000 e | por encima de 20.000. Este pardsito se
calcula que sélo produce aproximadamente 12 huevos por ml.
por aclulto (Beaver y Sodeman, 1952),

En el caso de Strongyloides stercoralis, pardsito que solamen-
te deposita varias docenas de huevos en la mucosa intestinal por
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dia durante los pocos meses de maxima fecundidad {Faust et al.,
1962), arbitrariamente L representa hasta 1.000 larvas por ml, de
heces, M representa de 1.000 a 5.000 larvas e I, 5.000 ¢ més lar-
vas. En este casc no es posible hacer el cdlculo del ndmero de
adultos por individuo, pues no se conoce en forma precisa la mag-
nitud de la oviposicién de las hembras.

RESULTADOS

En las 410 muestras observadas se encontraron 1.032 infec-
ciones por helmintos, correspondientes a las cinco especies ana-
lizadas, repartidas en esta forma: Ascaris lumbricoides, 291; Tri-
churis frichivra, 388; Ancylostomidae, 203; Strongyloides stercora-
lis, 87; Hymenolepis nana, 43.

El Cuadro N¢ T presenta los resultados generales del trabajo:
ndmero de positivos por cada una de las técnicas y los coeficien-
tes de correlacién.

CUADRO N¢ 1

Coeficientes de correlacién de los métodos de Beaver y de Stoll
en el recuento de huevos de cinco helmintos intestinales

Ascaris Trichuris Necator Strongy- Hymeno-

loides lepis
Total de infecciones 291 388 203 87 63
Casos positivos por
el método de Beaver 288 385 200 87 62
Casos positivos por
el método de Stoll 284 372 184 35 55
Casos positivos en
ambos métodos 281 370 181 35 54

Coeficientes de
correlacién para

los positivos en
ambos métodos 0.79 0.90 0.88 0.63 0.96



El Cuadro N? 2 muestra los promedios de huevos contados
por el frotis directo normalizado y por la técnica de dilucién.
Igualmente, el ndmero promedio de helmintos adultos por persona,
segun .cada técnica, de acuerdo a los cdleulos explicados atrés
para cada especie.

CUADRO N@ 2

Recuento promedio de huevos de helmintos y cdilculo del promedio
de pardsitos por persona, segin los métodos de Beaver y de Stoll

Ascaris Trichuris Necator Iymenotepis

NUmero de casos 281 370 181 54

Promedio de huevos
Método de Beaver 63.840 24970 6.820 20.680

Promedio de huevos
Método de Stoll 52.430 19.500 5.700 14.310

Helmintos por persona
Método de Beaver 65 83 136 1.723

Helmintos por persona
Método de Stoll 52 65 114 1.192

La Figura N 1 representa los hallazgos analizados por el
método grdfico de chi cuadrado. X corresponde a Beaver, Y co-
rresponde a Stoll; L a infeccién leve, M a infeccién moderada e
| a infeccién intensa. Al detallar los resultados vemos que en
el caso de Ascaris lumbricoides ambos recuentos coinciden en 226
de los 281 casos, o sed, en un 80.4%. Tenemos 4 casos de re-
cuentos de divergencia amplia (1.4%).

Para Trichuris trichiura hay 292 coincidencias en 370 recuen-
tos (78.9%) y 8 casos de recuentos ampliamente divergentes
(2.1%]). En Necator americanus coinciden 159 de 181 exdmenes,
lo que da una asociacién de 87.8%; recuentos muy divergentes,
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2 muestras {1.1%). 48 de 54 recuentos de huevos de H. nana
coinciden, dando una asociacién de 88.89%; 1 caso de recuento
de divergencia amplia (1.8%). Poara Strongyloides stercoralis, 18
de 35 recuentos coinciden, dando una asociacién de 51.4%; los
recuentos muy divergentes fueron 5 (14.2%).

Ascaris Trichuris Necator

{] 3 | 20 |146 I 7 | 36|97 1] 2 3 9

X M{13 52| 5 XM| 19 |36l 8 X M{ 11 | 28

L| 281 13 1 L1159 | 7 1 Lt122 | 6
L M I L M 1 L M I
Y Y Y
H, nana Strongqyloides
It 1 2 1" Il S 4 3
X M| 3] 12 XMl 709
Ll 25 L1 6 1
L M 1 L M 1
Y Y

FIGURA N° 1.— Relaciones chi cuadrado de los recuentos de huevos
por los métodos de Beaver (X) y de Stoll (Y). L — infecciones leves,
M — moderadas, I =— intensas.

DISCUSION

Los resultados del estudio muestran que los coeficientes de
correlacién dieron valores estadisticos altamente significativos. Hay
que exceptuar los hallazgos para Strongyloides stercoralis, pues
no se incluyeron 52 casos (59 % del total para este helminto] que
resultaron negativos por la técnica de Stoll, anulando por tanto
el valor comparativo, El coeficiente de correlacién de los 35 casos
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restantes, positivos en ambos métodos, es de bajo nivel y carece
posiblemente de valor si se tiene en cuenta que grados de corre-
lacién moderadamente altos resultan estadisticamente no signifi-
cativos, si estdn basados en una muestra relativamente pequefia,
Las mismas limitaciones afectan la comparacién por el método
gréfico.

En encuestas epidemiolégicas tiene valor primordial el cla-
sificar los parasitismos en intensos, moderados o leves. El método
grafico usado atrds muestra en forma evidente los casos que
coinciden y los que difieren. Las cifras de coincidencia fueron
altas y los casos de divergencias amplias fueron minimos.

Los resultados anteriores indican que ambos métodos pueden
usarse indistintamente, de modo que el criteric de eleccidén serd
dado por la sencillez y rapidez del procedimiento. La técnica de
Beaver reUne estas dos condiciones y varias otras que la ponen
en ventaja, tales como menos cantidad de muestra, menos vidrie-
ria y mucho menos espacio de laboratorio. Otra ventaja muy
importante es que se omite la lectura de la consistencia de las
heces. Este ha sido el mayor obstdculo en la aplicacién rutina-
ria del método de Stoll, puesto que en las heces fecales entran
siempre elementos de materia indigesta gruesa y cantidades va-
riables de agua que diluyen lo que verdaderamente se debe con-
siderar como excrementos. El frotis normalizado puede simplificar
el trabajo coprolégico haciendo superfluo el examen del frotis di-
recto en solucién salina.

Cuando se contfrola periddicamente el buen funcionamiento
del fotémetro con suspensiones de sulfato de bario, las posibili-
dades de cometer erorres son pocas. Por el contrario, el método
de Stoll exige permanente concentracién durante sus varias eta-
pas, como al medir el liquido y las heces, al desmenuzar la
muestra, al tomar con la pipeta gotas verdaderamente represen-
tativas de la suspensidén. Los descuidos se reflejan en errores
amplios.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se practicaron recuentos comparados de huevos de cinco hel-
mintos intestinales utilizando dos técnicas: frotis directo normaliza-
do de Beaver y técnica de dilucién de Stoll.
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Se efectuaron comparaciones en 281 infecciones de A. lum-
bricoides, 370 de T. trichiurd, 181 de Necator, 35 de Strongyloides
y 54 de H. nana. El valor del coeficiente de correlacidn expresé
un grado intenso de asociacién en todas las series, con excepcidén
de Strongyloides, donde se presenté asociacién de menor grado.
La coincidencia de las infecciones agrupadas cualitativamente en
leves, moderadas e intensas, y expresadas en porcentaje, fue tam-
bién muy alta.

Lo téenica de Beaver demosird ser de fécil ejecucidn, poco
demorada y no sujeta a los errores del cdlculo de la consisfencia
de las heces. No requiere vidrieria o reactivos especiales y foma
el mismo tiempo que un frotis directo de rutina. En esfe trabajo
se encontré, ademds, que muchas infecciones positivas por el mé-
todo de Beaver, pasaban desapercibidas en la técnica de dilucién.
El caso opuesto fue menos frecuente. Este defecto del método de
dilucién es especialmente acentuado cuando se investigan lar-
vas de Strongyloides.

Teniendo en cuenta que el recuento de huevos de helmintos
es un procedimiento valioso para el clinico, el epidemiélogo e
indispensable en ensayos de antihelminticos, se desea en
carecer como conclusién final de este estudio una mayor difusién
y un correcto aprecio del valor del procedimiento de Beaver en la
actividad de laboratorios de salud pUblica, de investigacién cli-
nica y farmacolégica.
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