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ABSTRACT

The identification of geohelminths in the environment allows the evaluation of levels of fecal
contamination and the risk of parasitic transmission. The objective of the present work was to standardize
and validate the Willis parasitological technique for the detection of geohelminth eggs (e) in beach sand
samples. One g, 5 g and 10 g of sterile sand were contaminated with a suspension of hookworms eggs in
0.85% Saline Solution (SS) at three different concentrations (100 e-g” sand, 200 e-g” sand, 400 e-g" sand).
The validation was carried out with a suspension of eggs of Ascaris lumbricoides (Linnaeus, 1758),
Trichuris trichiura (Linnaeus, 1771) and Hookworms in SS, at the concentrations 0of400 e-g” and 800 e-g’
"as well as a sampling in Playa Blanca, Carabobo state and the Cafio Pendare amerindians community in
Cedefio municipality, Bolivar state, Venezuela. The optimal working conditions were 10 g of sand
contaminated with a concentration of 400 e-g” (p = 0.00), with significant differences between variations
in suspension concentration (p = 0.00), but not between the series of contaminated sand (p = 0.63),
demonstrating that the parasitic concentration is directly proportional to the number of eggs recovered (r=
0.82, p=0.00). In the validation, it was demonstrated that the percentage of recovery varies according to
the species, the eggs of hookworms showed greater recovery. Although there were no parasitic forms
during the sampling of Playa Blanca, the presence of 4. lumbricoides eggs was detected in 18.5% of the
soil samples from the Caflo Pendare community, demonstrating the effectiveness of the standardized
technique of Willis in soil samples.
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RESUMEN

La identificacion de geohelmintos en el medio ambiente permite evaluar los niveles de contaminacion
fecal y el riesgo de trasmision parasitaria. El objetivo del presente trabajo fue estandarizar y validar la
técnica parasitoldgica Willis para la deteccion de huevos (h) de geohelmintos en muestras de arena de
playa. Se contaminaron 1 g, 5 gy 10 g de arena con una suspension de huevos de Anquilostomideos en
Solucién Salina Fisioldgica 0,85% (SSF) a tres concentraciones distintas (100 h-g" arena, 200 h-g" arena,
400 h-g" arena), se aplicd la técnica de Willis con solucién de NaCl 33% p/v y se contaron los huevos
recuperados. La validacion se realizoé con una suspension de huevos de Ascaris lumbricoides (Linnaeus,
1758), Trichuris trichiura (Linnaeus, 1771) y Anquilostomideos en SSF, a concentraciones de 400 h-g" y
800 h-g"' asi como un muestreo en Playa Blanca edo. Carabobo y en una comunidad indigena Cafio
Pendare, edo. Bolivar. Las condiciones optimas de trabajo fueron 10 g de arena contaminadas a una
concentracion de 400 h-g” (p =0,00), con diferencias significativas entre variaciones de concentracion de
la suspension (p = 0,00) no asi, entre las serie de arena contaminadas (p = 0,63), demostrando que la
concentracion parasitaria guarda relacion directamente proporcional al nimero de huevos recuperados
(r=0,82; p =0,00). En la validacion se demostr6 que el porcentaje de recuperacion varia en funcion a la
especie, siendo los huevos de Anquilostomideos los de mayor recuperacion. Aun cuando, no se
evidenciaron formas parasitarias durante el muestreo de Playa Blanca, se detecto la presencia de huevos
de A. lumbricoides en 18,5% de las muestras de suelo de la comunidad Cafo Pendare, demostrando la
efectividad de la técnica estandarizada de Willis en muestras de suelo.

Palabras clave: Arena — geohelmintos — parasitos — playa — técnica Willis — zoonosis

INTRODUCCION  por ende, paises como Estados Unidos y Brasil, a
través de la Agencia de Proteccién Ambiental de
Estados Unidos, USEPA, (2000) y el Consejo
Las parasitosis son problemas de salud publica a Nacional del Medio Ambiente en Brasil
nivel mundial donde aproximadamente 1500 mill (CONAMA, 2002); respectivamente, estipulan un
de personas, casi el 24% de la poblacion mundial, monitoreo periddico de las condiciones de calidad
esta infectada por geohelmintos, estimandose que  sanitarias de arena de costa, asi como del agua de
una de cada tres personas esta infectada por estos ~ mar para la clasificacion de un balneario como apto
parasitos y cerca 46 mill de nifios entre 1 y 14 afios o no para actividades de recreacion. En la
estan en riesgo de infectarse (OMS, 2019). Enla  Republica Bolivariana de Venezuela no existe
ultima década se ha optado por evaluar la  marco legal ni normativa nacional que contemple
parasitosis ambiental en zonas de alta densidad de  la deteccion de posibles parasitos contaminantes
poblacion humana y animal, tales como parques  para el humano en la arena de playa ni agua de mar
urbanos, plazas publicas, playas, zonas de lo que constituye un factor de mayor exposicion
recreacion, en escuelas y paseos publicos en para infecciones (MPPPA, 2002, 2006). Sin
localidades urbanas, suburbanas y rurales (de embargo, se ha demostrado la presencia de formas
Oliveira et al., 2011); proporcionando informaciéon  parasitarias en arena de playa (Guerrero et al.,
util acerca de la magnitud del problema de salud  2014; Guerrero et al., 2015) que expone una fuente
publica, y establecer prioridades en las zonas de infeccion importante para la poblacidon
geograficas de mayor riesgo de contaminacion  venezolana.
para el control enfermedades parasitarias y
reduccion de su prevalencia (Ziegelbauer et al.,  Existen muchas variables que pueden influir en la
2012). recuperacion de formas parasitarias en muestras de
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tierra, entre las que se encuentran las caracteristicas
y composicion del suelo (composicion
fisicoquimica, granulométrica, porcentaje de
humedad, temperatura y pH) (Cazorla et al., 2007,
Hassan & Oyebamiji, 2018), condiciones
ambientales (longitud, latitud, sombreado,
localizacion geografica) (Montalvo-Sabino et al.,
2014), sanitarias (densidad poblacional canina y
humana, presencia de materia organica fecal, entre
otras) asi como el procedimiento para la
recoleccion de muestras de suelo tales como
profundidad (Caceres et al., 2004), extension de
terreno muestreado, hora de muestreoy disefio del
muestreo (Milano & Oscherov, 2002; Devera et al.,
2008; Cavalcante & Gagliani, 2011; de Oliveira ef
al., 2011; Guerrero et al., 2014). Es igualmente
importante considerar las interacciones entre la
textura del suelo, la estructura de flotacion y las
soluciones empleadas en la técnica (Nunes et al.,
1994; Oge & Oge, 2000; Mandarino-Pereira et al.,
2010; Tavalla et al., 2012), por ende los resultados
de las investigaciones de parasitos en suelos han
sido muy variables, incluso utilizando una misma
técnica (Bojanich et al.,2015).

Latécnica de Willis (Willis, 1921) esuna de las mas
antiguas en coprodiagnostico, fundamentada en el
principio de flotacion simple de huevos de
helmintos con densidad inferior a 1200, y que no
requiere de mayores equipamientos (Pérez & Rafia,
2016). A partir de ésta se han derivado muchas
modificaciones procedimentales (Cazorla et al.,
2007; Devera et al., 2015; Pérez & Raiia, 2016)
para adaptarla particularmente al procesamiento de
muestras de tierra.

Se denota la necesidad de estandarizar y validar la
técnica parasitologica de Willis para la
recuperacion de huevos de helmintos en muestras
de arena de playa, que permita su recomendacion
para posteriores investigaciones de frecuencia
parasitaria en suelos de playas con gran
transitabilidad de personas susceptibles, para
identificar las zonas de riesgo, por lo que se planted
como objetivo estandarizar la técnica
parasitologica de Willis para la deteccion de
huevos de geohelmintos en muestras de arena de
playa y validar la técnica con muestras de arena
contaminada experimentalmente con diferentes
especies y cantidades de huevos de helmintos, asi
como con muestras de suelo de Playa Blanca del
Municipio Puerto Cabello edo. Carabobo y de la
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comunidad indigena Cafio Pendare, edo Bolivar,
Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Se desarrolld una investigacion de diseflo
experimental, descriptivo, de campo, de corte
transversal. Se prepard un pool de dos Kg de arena
procedentes de diversas playas de Puerto Cabello
(E1 Palito, Playa Blanca, Quizandal), edo.
Carabobo, Venezuela a fin de minimizar
interferencias por variaciones granulométricas.
Dicho pool fue esterilizado en autoclave y
almacenado en frasco de vidrio con tapa hasta el
momento de su uso. Las unidades experimentales
consistieron en muestras de arenade 1,5y 10 g
dispuestas en placas de Petri (6 cm de diametro) y
contaminadas a tres concentraciones diferentes
(100 h (huevos) g" arena,200h g" arenay400hg’
arena) a partir de una suspension de huevos de
geohelmintos, a fin de evaluar el porcentaje de
recuperacion de parasitos tras aplicar la técnica de
Willis. Este procedimiento se realizd por
triplicado, llamandose “Serie 1 g”, “Serie 5 g”,
“Serie 10 g”, cada una acompaiiada de un control
positivo que consistio en la misma cantidad de
arena de la serie, con el doble de la concentracion
de huevos calculados para la misma, y un control
negativo que consistio en una cantidad de arena
estéril igual que el calculado para la serie.

Suspension de geohelmintos

Se elaboraron tres (3) suspensiones de
concentrados de huevos de geohelmintos a fin de
determinar las condiciones ideales de preservacion
de los mismos para desarrollar la fase experimental
de estandarizacion de la técnica de Willis.

-Concentrado de huevos de Ascaris lumbricoides
(Linnaeus, 1758), suspendidos en formalina al
10%

A partir de una deposicion de adultos de 4.
lumbricoides obtenidos de la desparasitacion de un
paciente de una comunidad rural en el 2007,
conservados en formalina al 10%. Las hembras
adultas de A. Ilumbricoides se diseccionaron
mediante un corte longitudinal con un bisturi N° 5
para exponer las vias uterinas y luego otro corte
para extraer los huevos. Se resuspendieron los
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huevos extraidos con solucion salina fisioldgica
0,85% (SSF)y se centrifugd a 1500 rpm por 2 min'y
30 seg. Se descarto el sobrenadante y se centrifugo
nuevamente a 3000 rpm por 30 seg. Se elimind el
sobrenadante para concentrar la suspension. Se
determinod la concentracién de la suspension de
huevos realizada. Por altimo, se conservaron los
huevos adicionando formalina al 10%.

-Concentrado de huevos de A. lumbricoides,
suspendidos en tampon fosfato salino, (PBS, por
sus siglas en inglés, Phosphate Buffer Saline)

Se extrajeron huevos a partir de las hembras adultas
de A. lumbricoides preservadas en formalina al
10%, realizando el mismo procedimiento descrito
inicialmente pero sustituyendo la formalina al 10%
por PBS.

-Concentrado de huevos de Anquilostomideos sin
preservantes

Se realiz6 una suspension de huevos de
Anquilostomideos a partir de 5,49 g de deposicion
fecal reciente de un paciente con una carga
parasitaria de 11.822 h por g de heces (hgh),
calculada segin la técnica Kato Katz por
duplicado. Seguidamente se realizo el tamizaje de
toda la deposicion fecal empleando una malla
metalica de 210 puntos de porosidad, a fin de
eliminar detritus y restos alimentarios. Se
homogeneizo6 y se disolvid en solucion salina al
0,85% ajustando su concentraciéon a valores
deseados para seguir el protocolo de
estandarizacion.

Estandarizacion de la técnica de Willis para la
recuperacion de huevos de parasitos geohelmintos
en muestras de arena de playa

Se realizaron pruebas pilotos que consistieron en la
aplicacion de la técnica de Willis en porciones de
arena procesadas por triplicado (serie 1 g, serie 5 g
y serie 10 g) a tres concentraciones distintas (100,
200y 400 h-g" arena) de cada suspension de huevos
de geohelmintos elaborada, seleccionando la que
presentd mayor recuperacion parasitaria. Con la
suspension de huevos de Anquilostomideos sin
preservantes se realizd el protocolo de
estandarizacion de la técnica, que consistio en
nueve tratamientos segun las variables
manipuladas (Tabla 1).

Técnica de Willis
Seguidamente a la contaminacion de las unidades
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experimentales, se agregd suficiente solucion
saturada de cloruro de sodio al 33% hasta labocade
la placa de Petri, y se mezclaron con aplicadores de
madera. Luego se coloco una lamina portaobjetos,
se adicioné mas solucidon hasta que se logré el
contacto de la misma con la lamina. Se dejo reposar
por veinte (20) min. Se procedi6 a voltear
rapidamente para cuantificar microscopicamente
la cantidad de huevos recuperados recorriendo toda
la ldmina con el microscopio oOptico a 100X.
Empleando la misma preparacion, en cada placa de
Petri, se puso en contacto una segunda lamina
portaobjetos, dejando reposar por veinte (20) min.

Validacion de la Técnica de Willis estandarizada
-Validacion de la Técnica estandarizada de Willis
con muestras de arena de concentracion
parasitaria conocidas

Se prepard un pool de muestras fecales frescas sin
preservantes proveniente de dos pacientes de una
comunidad indigena del estado Amazonas, con alta
carga parasitaria, evaluados previamente en el
marco de un proyecto de desparasitacion de la
Fundacion Tierra Blanca del Departamento de
Parasitologia, Facultad de Ciencias de la Salud,
Universidad de Carabobo Sede Carabobo,
Venezuela. La suspension de estos huevos de
geohelmintos en solucion salina al 0,85% se realizd
de igual manera que para la suspension de
Anquilostomideos sin preservantes. Siguiendo las
condiciones 6ptimas de trabajo para la Técnica de
Willis; se contaminaron 10 g de arena a dos
concentraciones parasitarias (400 h-g" arena y 800
h-g" arena) por triplicado a partir de la suspension
de huevos de geohelmintos en SSF preparada
previamente. El control positivo para cada serie
consistio en 10 g de arena contaminada con el doble
de concentracion parasitaria de cada serie.

-Validacion de la Técnica estandarizada de Willis
conmuestras experimentales

Se realizd un muestreo de campo en dos lugares
con caracteristicas topograficas y condiciones
granulométricas del suelo diferentes para evaluar
comportamiento de la técnica de Willis en
condiciones ambientales diversas.

-Validacion de la Técnica estandarizada de Willis
con muestras de arena de Playa Blanca, municipio
Puerto Cabello, edo. Carabobo

Se llevdo a cabo un muestreo de campo en el
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Balneario Playa Blanca, municipio Puerto Cabello,
en el mes de Abril 2018 (posterior a vacaciones de
Semana Santa), en la cual se ha demostrado la
presencia de formas parasitarias de interés
sanitario (Guerrero et al., 2014). Playa Blanca
consta de un espacio territorial costero de
aproximadamente 180 Km’ y una extension
aproximada de 980 m de costa, ubicado en la zona
central de Puerto Cabello, estado Carabobo,
orientado al Norte con el Mar Caribe (MPPD,
2015), de coordenadas: 10°28'33.2"N
68°01'36.9"W.

Se trazaron dos (2) transectas, la primera
correspondiente a la franja de arena mojada que
corresponde justo a orilla del mar, y la otra a la
franja de arena seca ubicada aproximadamente a
unos 14 m de la orilla del mar. Se tomaron 5 puntos
geograficos en cada franja, aplicando un muestreo
sistematico que cubriera la extension de la playa, y
mediante un recorrido en "V" contrapuestos
(Sievers et al., 2007) (Fig. 1). En cada punto de
muestreo se delimitd un area de 10 cm de diametro
y 5 cm de profundidad (Santarém et al., 1998;
Cassenote et al., 2011) para recolectar 500 g de
arena en cada punto de muestreo, recopiladas entre
las 7:30 am y 8:30 am; almacenadas en bolsas de
pléastico de cierre hermético para su trasporte y
procesamiento en el laboratorio en un periodo no
mayora48h.

Se procesaron un total de 10 muestras de arena por
duplicado bajo las condiciones de estandarizacion
de la técnica de Willis, empleando un control
positivo que consistio en 10 g de arena
contaminada con 400 h-g" a partir de la suspension
de huevos de Anquilostomideos en SSF 0,85% sin
preservantes.

-Validacion de la Técnica estandarizada de Willis
con muestras de suelo de la Comunidad Cario
Pendare, municipio Cedefio, edo. Bolivar.

Se probd la técnica estandarizada de Willis en
muestras de suelo de la comunidad indigena (de la
etnia Piaroa) Cafio Pendare, que presentd una
prevalencia de helmintiasis intestinal de 30,5% en
ese mismo afio. Se realizd un muestreo intencional
en los alrededores de cada vivienda de la
comunidad (n=70), para reconocer el riesgo de
contaminacion parasitario del nucleo familiar, en el
marco de una jornada de diagndstico
parasitologico llevado a cabo por la Fundacion
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Tierra Blanca. Cada punto de muestreo se
establecio a 0 m, 10 m, 20 m de distancia con
relacién a la vivienda mediante un recorrido en
linea recta (segtn lo permitido por la topografia) en
direccién a zonas en la que los lugarefios sefialaban
la deposicion de materia fecal a cielo abierto. En
cada punto de muestreo se delimit6 un area de 10
cmde diametro y 5 cm de profundidad (Santarém et
al., 1998; Cassenote et al., 2011). Se procesaron
189 muestras de tierra de casas habitadas por
duplicado bajo las condiciones O&ptimas
determinadas en la estandarizacion de la técnica de
Willis.

Esta comunidad esta conformada por poblacion
indigena etnia Hlatojja (Piaroas), en el municipio
Manuel Cedefio del edo. Bolivar; a las riberas del
Rio Parguaza. Las coordenadas corresponden a
6°06'02.8"N 67°04'01.6"W, abarcando una
superficie total de 219.316,60 m>.

Analisis de datos

La captacion de la informacion se realizé en
Microsoft Excel 2013 (Microsoft
corporation®,1997). Se construyé una base de
datos y se expreso en frecuencia la positividad o no
para parasitos en las muestras procesadas de cada
una de las condiciones ensayadas y de cada uno de
los puntos de muestreo. Se aplico un analisis de
varianza con arreglo factorial para datos no
paramétricos de Kruskal Wallis, registrando el
numero de huevos de helmintos en cada
procedimiento y el porcentaje de recuperacion
parasitaria, a fin de conocer el mejor tratamiento
(combinacién de variables manipuladas por el
investigador) para la técnica de Willis, donde las
diferencias estadisticas de cada grupo se
determinaron calculando el contraste multiple de
rangos. Se calculd la diferencia de dos
proporciones muestrales considerando los
porcentajes de recuperacion de huevos de
helmintos en las muestras controles de 400 y 800
h-g" arena en el proceso de validacién de la técnica,
asi como la diferencia entre los porcentajes de
recuperacion de cada especie parasitaria de la
suspension de geohelmintos empleada para la
validacién. Por tultimo, se consideraron los
resultados de recuperacion parasitaria (en términos
de porcentaje de recuperacion y conteo absoluto de
parasitos) obtenidos en las condiciones dptimas de
estandarizacion y en las de validacion con muestras
controles, para el calculo de la regresion lineal, a
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fin de estimar la respuesta de la técnica de Willis
ante concentraciones parasitarias diferentes a las
probadas en la presente investigacion.

Aspectos éticos

Los autores declaran que se cumplieron todos los
aspectos ¢ticos del pais e internacionales.

RESULTADOS

Evaluacion de las suspensiones de geohelmintos
En las pruebas pilotos se demostré que los
preservantes usados en las suspensiones de huevos
de geohelmintos generaban interferencias en la
flotacion de los huevos durante la ejecucion de la
técnica de Willis (p = 0,00). La suspension de
huevos de Anquilostomideos sin aditivos resultd
mas efectiva (Tabla 1), con un porcentaje de
recuperacion minimo de 4,4% y un maximo de
82,5%,razon por lo que fue usada para el desarrollo
del protocolo de estandarizacion de la técnica de
Willis, con la precaucion de realizar el
procedimiento dentro de las 72 h siguientes,
evitando la degradacion de las formas parasitarias.

Estandarizacion de la Técnica de Willis

Se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas entre los porcentajes de recuperacion
parasitaria obtenidos en los diversos tratamientos
(p =0,00) (Tabla 2, Fig. 1A). La contaminacion de
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10 g de arena con la suspension de
Anquilostomideos a una concentracion de 400 h-g”
(tratamiento 9) generd mayor porcentaje de
recuperacion en comparacion al resto de los
experimentos, con valores entre 67,8% y 82,5% de
recuperacion parasitaria, con una media de 77,3%.
De igual manera se muestran diferencias
estadisticamente significativas entre los
tratamientos segun el numero total de huevos
recuperados (p=0,00) (Tabla 2, Fig. 1B).

Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los porcentajes de recuperacion
de huevos tras las variaciones de concentracion de
huevos de Anquilostomideos empleadas en el
proceso de estandarizacion (p=0,00) (Tabla 2, Fig.
2A), siendo la concentraciéon de 400 h-g' la de
mayor porcentaje de recuperacion, con una media
de 66,0%; que corresponde con un promedio 1.494
huevos (p=0,00) (Tabla 2, Fig. 2B).

Por su parte, no se obtuvieron diferencias entre los
porcentajes de recuperacion parasitaria de las serie
de 1 g, 5 gy 10 g de arena contaminadas
experimentalmente (p = 0,63), con 45,4%, 35,0% y
44,0% de recuperacion respectivamente (Tabla 2,
Fig. 2C). Estos resultados contrastan con las
diferencias evidenciadas entre el nimero absoluto
de huevos recuperados y las series de arena
evaluada (p = 0.0099), donde la serie de 10 g
registrd el mayor promedio con 1.341 huevos de
Anquilostomideos contabilizados (Tabla 2, Fig.
2D).

Tabla 1. Recuperacion parasitaria segtin las suspensiones de geohelmintos evaluadas para la estandarizacion de la

técnica de Willis.
. Totalde  Concentracion Rango de
Tipo de . L. . huevos en o Volumen .,
., Especie parasita contenida ! parasitaria recuperacion
Suspension el vial (h'mL") final (mL) arasitaria (%)
(h-vial™) P °
. H fértil infértiles de A.
En formalina 10% o' o> cres CIREES €64 555 750 37.050 15 0-8,1
lumbricoides
En PBS Huevos fértiles fe 1I?fert11es de A. 200.000 20.000 40 0-0.6
lumbricoides
En SSF si . .
n st Huevos de Anquilostomideos 56.000 1.120 50 4,4-82.5
preservantes
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Figura 1. A. Porcentaje de recuperacion de huevos geohelmintos segin tratamiento. B. Numero de huevos recuperados segtin
tratamiento.

Tabla 2. Tratamiento segun cantidad de arena y huevos del parasito con muestras controles.

Tratamiento  Serie ~ Concentracion N° huevos Promedio huevos Promedio de
arena (h-gh Adicionados recuperados porcentaje de
(8) recuperacion (%)

1 1 100 100 23,33 23,33
2 5 100 500 119,00 23,80
3 10 100 1000 158,33 15,83
4 1 200 200 97,67 48,83
5 5 200 1000 242,67 24,27
6 10 200 2000 776,00 38,80
7 1 400 400 256,00 64,00
8 5 400 2000 1137,00 56,85
9 10 400 4000 3090,00 77,25

Tabla 3. Porcentaje de recuperacion de huevos de geohelmintos segin la especie.

Proporcién Serie 400 h-g'! Serie 800 h-g™!
. de arena . . Porcentaje . . Porcentaje
Especie contaminada N. huevos N° huevos recuperacion N. huevos N° huevos recuperacién P_Valor
(@ adicionados recuperados (y:£2DE) adicionados recuperados (:2DE) (0=0,05)
A. lumbricoides 10 3734 2140 573 +2.1 7476 3356 44,9+ 4,0 0,00
Anquilostomideos 10 178 118 66,1+ 6,7 356 336 94,4+ 9,9 0,02
T. trichiura 10 89 10 11,6£1,5 178 24 13,5+ 3,1 0,08
Total geohelmintos 10 4000 2268 56,7+ 2,7 8000 3716 46,5 +4,4 0,00
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Validacion de la Técnica de Willis

-Validacion de la técnica estandarizada con
muestras de arena de concentracion parasitaria
conocidas

La suspension de Anquilostomideos sin
preservantes presentd un conteo de 506.250
huevos-vial' para una concentracién de 4.500
h-mL", conteniendo huevos fértiles e infértiles de
A. lumbricoides, Anquilostomideos sp. y Trichuris
trichiura (Linnaeus, 1771), que fue utilizada para
la contaminaciéon experimental de muestras de
arena en el proceso de validacion. El porcentaje de
recuperacion de huevos de geohelmintos de
acuerdo a la especie, se resume en la Tabla 3.
-Validacion de la Técnica estandarizada de Willis
conmuestras experimentales

El 100% de las muestras de arena de Playa Blanca
procesadas siguiendo la técnica estandarizada
resultaron negativas para formas parasitarias de
importancia sanitaria, manteniéndose resultados
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positivos en las muestras control. Sin embargo, se
demostré la presencia de huevos de A.
lumbricoides en 18,5% de 189 muestras analizadas
de suelos de la comunidad Cafo Pendare,
Municipio Cedefio, edo. Bolivar; correspondiendo
48,6% de las muestras positivas a suelo arcillosos y
51,4% a suelos rocosos.

No se consiguid relacion lineal entre porcentaje de
recuperacion y la concentracion de la suspension
de huevos geohelmintos empleada para la
contaminacién experimental de 10 g de arena de
playa (r = 0,18; p = 0,16). Por su parte, se obtuvo
una regresion lineal significativa entre el niumero
de huevos recuperados y la concentracion de la
suspension de huevos geohelmintos empleada para
la contaminacion experimental de 10 g de arena de
playa (r = 0,82; p = 0,00), que se explica mediante
la formula lineal: N° huevos recuperados = 8,28 +
5,13* Concentracién (h-g" arena procesada).
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DISCUSION

Los huevos de 4. lumbricoides de las suspensiones
de formalina al 10% y PBS que se obtuvieron a
partir de la diseccion de hembras adultas
preservadas durante largo tiempo en formalina al
10%, no fueron exitosas para la recuperacion de
huevos de geohelmintos por la técnica de flotacion
de Willis. La formalina genera puentes cruzados
con los grupos amino, carboxilo e indol de las
proteinas, dando lugar a fuertes uniones entre
moléculas proteicas, con gran poder endurecedor;
por lo que aquellas células que se mantienen por
largo tiempo fijados con formalina 10% presentan
variacion de dimensiones organicas, afectando
peso y medida de huevos de helmintos y por ende la
densidad, afectando su flotacién en la técnica de
Willis durante la estandarizacion (Duque & Diaz,
1999).

Investigaciones anteriores emplearon gusanos
adultos de helmintos intestinales viables a partir de
una deposicidn fecal recién emitida (Santarém et
al., 2009) o provenientes de autopsias de canes
(Oge & Oge, 2000). Resulto un gran reto obtener
una muestra fecal fresca con una alta carga
parasitaria de geohelmintos que permitiera realizar
una suspension de suficiente volumen y
concentracion parasitaria para cumplir con el
protocolo de estandarizacion. El vial resultante con
huevos de Anquilostomideos en suspension en SSF
al 0,85% demostro presentar mayor nivel de
recuperacion (p = 0,00), por lo que fue
seleccionada para la realizacidon de la
estandarizacidn de la técnica de flotacion de Willis.
Tomando en cuenta que los huevos de
Anquilostomideos son fragiles y tienden a
eclosionar rapidamente (Brooker ef al., 2015), se
realizo el procedimiento experimental durante las
siguientes 72 h de haber elaborado dicha
suspension, manteniéndola refrigerada a 4°C
durante todo el proceso.

Todas las muestras de arena contaminadas
resultaron positivas para la técnica de Willis
durante la estandarizacidén; evidenciando su
efectividad, considerando que con observar una
sola forma parasitaria se demuestra el riesgo de
infeccion en suelos de zonas recreacionales.
Ademas, el promedio del porcentaje de
recuperacidén parasitaria en la técnica
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estandarizada de Willis (77,3%) superd a lo
reportado por Oge & Oge (2000), en la que obtuvo
14,6% de recuperacion de huevos de Toxocara spp.
por la técnica de centrifugacidn y flotacion descrita
por Dunsmore ef al. (1984). En este sentido, Pérez
& Rafia (2016), resaltan que la técnica de Willis les
permitidé la recuperacion de més huevos de
helmintos que la técnica de sedimentacidn-
flotacion, en todas las soluciones de flotacidon
probadas en su investigacion.

Algunas investigaciones (Quinn et al., 1980;
Kazacos, 1983; Dunsmore et al., 1984; Sievers et
al.,2007; Pérez & Raiia, 2016) sugieren realizar un
paso previo a la realizacion de la técnica de
flotacion, que consiste en el lavado de las muestras
con algun detergente anionico (Tween 20 o Tween
80) con el fin de reducir la tension superficial de los
liquidos permitiendo una mejor disgregacion de las
particulas que facilitaria la deteccion de huevos en
las muestras de suelo. Sin embargo, el proceso de
filtraciéon que sigue luego de lavados con
detergente anionico, pudiera generar pérdidas de
huevos de helmintos en la muestra de suelo
(Santarém et al., 2009), y ademas se ha demostrado
que los terrenos arenosos presentan menos
variacion en el porcentaje de recuperacion, ya que
sus particulas mantienen a los huevos mas sueltos
facilitando su flotacién (Dubin ez al., 1975; Oge &
Oge, 2000). Dado a que la arena de las playas de
Puerto Cabello estd compuesta por granulos muy
finos y los componentes organicos tales como
troncos, ramas o piedras fueron facil y
manualmente extraidos del pool de muestras de
arena que fue esterilizada para la contaminacion
experimental, no fue necesario realizar lavados
previos, por lo que la ejecucion de la técnica de
flotacion resulto un proceso de un solo paso.

Las condiciones dptimas de trabajo se lograron
empleando 10 g de arena contaminadas a
concentraciones iguales a 400 h-g''. La
visualizacion microscopica de las laminas del
proceso de Willis resultd facil de realizar, con
campos relativamente limpios de detritus e
impurezas y donde las pocas particulas de arena
presentaron una distribucion uniforme que facilitd
la identificacién de las formas parasitarias. Tal
como se describen en otros analisis (Oge & Oge,
2000; Pérez & Rafa, 2016), se realizd la
visualizacion de dos laminas por cada muestra de
arena procesada a intervalos de 20 min cada una,
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para incrementar la posibilidad de recuperacion
parasitaria.

En relacion a la cantidad de arena recomendada
para ser procesada por la técnica de flotacion
simple de Willis existe mucha discrepancia;
pudiendo variar desde 100 g (Devera et al., 2008,
2015); 50 g (Milano & Oscherov 2002; Cazorla et
al,2007; Apostol et al.,2013; Pérez & Raiia, 2016),
20 g (Guerrero et al., 2015) y hasta un minimo de
10 g de arena (Nunes et al., 2000). La
estandarizacion de la técnica de Willis se disefié a
una escala que permitiera el facil procesamiento de
las muestras, considerando los implementos de
laboratorio disponibles y cuyos resultados
permitieran su comparacion con las variaciones de
porciones de arena referenciadas, obteniendo
como resultado que la proporcion de arena no tiene
influencia directa en la mayor probabilidad de
recuperacion de formas parasitarias (p=0,63), sino
que depende de la concentracién de huevos de
geohelmintos que puedan estar esparcidos en una
extension de terreno dada (p =0,00). Asi también lo
demostréo Oge & Oge (2000), mediante técnica de
flotacion descrita por Dunsmore et al. (1984) y
Kazacos (1983) durante la contaminacidén
experimental de 50 g de arena con huevos de
Toxocara spp, y Pérez & Rafia (2016) resaltan que
la recuperacion parasitaria esta influida por el
grado de contaminacion de las muestras de arena y
en algunos casos por la soluciones de flotacion
utilizada.

En el proceso de validacion se evidencid un nivel
de recuperacion de huevos de geohelmintos
significativamente mayor en las muestras
contaminadas a una concentraciéon de 400h-g’
arena (p = 0,00) en relacion a la de 800h-g" arena,
debido a que en ésta tltima se generd la flotacion de
numerosos huevos de geohelmintos, que dificultd
el conteo meticuloso, tomando en cuenta que la
visualizacion de la preparacion en el microscopio
optico debe realizarse rapidamente, para prever la
evaporacion de la solucién con la consecuente
formacion de precipitados de cristales de cloruro de
sodio que impiden la adecuada identificacién
parasitaria.

Para la seleccion de la técnica parasitologica se
debe considerar, entre otras cosas, las formas
parasitarias que esperan encontrarse. Asi, las
comparaciones entre técnicas coproparasitoldgicas
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existentes han determinado que Willis es
particularmente 1til en la deteccion de huevos de
Anquilostomideos en muestras fecales (Nufiez
1991; Navone et al. , 2005), en virtud de que estos
huevos miden aproximadamente entre 56-75 um
por 34-57 um, con una gravedad especifica (GE) de
1,06, mientras que los huevos de A. lumbricoides
presentan una GE entre 1,09 y 1,10 segin sus
variaciones en tamafio, evolucion y condicion de
fertilidad (David & Lindquist, 1982). Es por ello
que la técnica estandarizada resulto ser mucho mas
eficiente para los huevos de Anquilostomideos
(66,1% a 94,4%), que coincide e incluso supera el
obtenido en la estandarizaciéon (60% a 80%),
mientras que los huevos de A. [umbricoides
manifestaron un porcentaje ligeramente inferior a
lo estandarizado (57,3%-44,9%) y los huevos de 7.
trichiura registraron el menor nivel de
recuperacion (11,6%-13,4%).

Por ello, la técnica estandarizada de Willis es
particularmente util para la deteccion del riesgo de
trasmision de Larva Migrans Cutanea (LMC) en
playas de Venezuela, donde se presentan climas
calidos, suelos arenosos y de alta humedad
(>80%); condiciones favorables para la sobrevida
de Anquilostomideos (Plascencia, 2013), y cuya
contaminacién ambiental fue demostrada por
Guerrero et al. en Playa Blanca en el 2014 y
Guerrero ef al. (2015) en Playa Quizandal, ambas
en el Municipio Puerto Cabello. Sin embargo,
durante el proceso de validacién de la técnica
estandarizada en Playa Blanca no se observaron
formas parasitarias, lo que parece indicar que en el
momento del muestreo los niveles de
contaminacion parasitaria fueron minimos (no
detectables). No obstante, el muestreo de suelos en
la comunidad indigena Cafio Pendare de la etnia
Piaroa, que presento una prevalencia helmintiasis
intestinal de 30,5% en ese mismo aflo; demostrd
que latécnica de Willis estandarizada es valida para
muestras de suelo a pesar de la diversidad de
caracteristicas geoldgicas, cuando la fuente de
contaminaciéon ambiental con materia fecal es
constante.

La correlacion lineal encontrada entre el ntimero de
huevos contabilizados y la concentracidn
parasitaria de la suspension empleada para la
contaminacion experimental de porciones de arena
de playa (r=0,82; p=0,00) indica que no hay otros
elementos interferentes, donde el 82,76% de las
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variaciones del numero de huevos de geohelmintos
recuperados se debe al numero de huevos afiadidos
durante la contaminacién experimental y no al
azar. Logicamente, el minimo conteo de huevos
que es posible recuperar es un huevo de
geohelmintos, cuya probabilidad de deteccion no
se pudo explicar a través de una relacidn lineal
entre el porcentaje de recuperacién parasitaria
segun la concentracion de huevos de la suspension
empleada (p = 0,16), demostrando que la
probabilidad de deteccion de huevos por la técnica
estandarizada no solo depende de la concentracion
de parasitos en las porciones de arena procesadas,
sino de la homogeneidad de distribucién
parasitaria en el medio ambiente, por lo cual la
positividad de la técnica también se ve influida por
la metodologia de muestreo (Sievers et al., 2007),
de la frecuente exposicion a agentes contaminantes
y de variaciones climdticas, por lo cual se
recomienda realizar muestreos frecuentes y en
diferentes periodos del afio (ya que el factor
climatico y exposicion humana y canina también
influyen), para incrementar la probabilidad de
deteccion parasitaria.

La técnica estandarizada de Willis por si misma
resultd efectiva para la recuperacion de huevos de
geohelmintos, empleando una solucidn de cloruro
de sodio de facil preparacién y bajo costo,
mediante un procedimiento técnico sencillo y
rapido, siendo apropiada para estudios de
prevalencia donde se requiere analizar un gran
nimero de muestras y abarcar gran extension de
terreno. Se recomienda la visualizacion
microscopica de al menos dos ldminas portaobjetos
con el material resuspendido por cada porcion de
arena analizado, ya que esto incrementa el nimero
de huevos que son recuperados y contabilizados
durante la evaluacion sanitaria del suelo
muestreado.

Ademas, se sugiere la aplicacion de la técnica de
sedimentacion espontanea conjuntamente con la
técnica de Willis estandarizada durante las
evaluaciones sanitarias de suelos de zonas
recreacionales, a fin de aumentar el rango de
deteccion de todos los estadios evolutivos y para
las diversas especies parasitarias.
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