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UTILIDAD DE UNA MODIFICACION DE LA TECNICA DE WILLIS
EN EL DIAGNOSTICO DE HUEVOS DE GEOHELMINTOS
Kelix Guerreroy Maria Guerrero. Rodolfo Devera. 2024

RESUMEN

Se realizd un estudio para determinar la utilidad de una modificacion de la
técnica de Willis en el diagnostico de huevos de helmintos comparandola con la
técnica de Willis tradicional. En julio de 2023 fueron evaluadas las heces de 136
habitantes del barrio Moreno de Mendoza y 100 del barrio Cuyuni de Ciudad Bolivar.
Se obtuvo una prevalencia de helmintos intestinales de 5,9% (8,8% en Moreno de
Mendoza y 2% en Cuyuni). ElI helminto de mayor prevalencia fue Ascaris
lumbricoides con 11 casos (10 en Moreno de Mendoza y 1 en Cuyuni). De estas 14
muestras fecales positivas, 12 estaban en cantidad suficiente que permitié realizar las
dos modalidades de la técnica de Willis (10 en Moreno de Mendoza y 2 en Cuyuni).
De las 12 muestras positivas en Kato y sometidas a la técnica de Willis, 11 estaban
positivas en la modalidad tradicional y 10 en la modalidad cubana, para una
frecuencia de helmintos de 91,7% y 83,3%, respectivamente. De los 9 casos de A.
lumbricoides en el Kato, Willis tradicional solo dejo de diagnosticar uno, mientras
que la modificacion cubana no diagnéstico dos casos. Respecto a Trichuris trichiura,
en ambas modalidades de Willis se perdié un caso (no identificado). Finalmente, los
2 casos de ancylostomideos se identificaron en ambas modalidades. Respecto a la
morfologia de los huevos observados, de estos helmintos no hubo diferencia entre las
dos modalidades, ya que la anatomia caracteristica se mantuvo en ambos casos. En
conclusion, la modificacion cubana de la técnica de Willis es util para el diagndstico
de huevos de helmintos, siendo sus resultados comparables a los obtenidos con la
técnica de Willis tradicional, tanto de manera global como por taxones de helmintos.

Palabras clave: geohelmintos, diagndstico, solucion salina saturada, Ascaris

lumbricoides.



INTRODUCCION

Los helmintos son invertebrados eucariéticos de algunos han evolucionado
hacia el parasitismo intestinal causando algunas de las parésitos mas prevalentes en el
mundo. Los gusanos parasitarios comprenden dos fila principales: a) platelmintos, a
su vez subdivididos en cestodos (Tenias) y trematodos (Fasciola, Esquistosoma y
Paragonimus), y b) nematodos o nematelmintos (Rey, 2001; Prieto-Pérez et al.,
2016).

Dentro de los nematodos un grupo particular presenta gran relevancia clinico-
epidemioldgica para el continente americano; los helmintos transmitidos por el suelo
0 geohelmintos, estos son nematodos que afectan al hombre a través de la ingesta de
huevos (via fecal-oral o alimentaria), o por penetracion a través de la piel de sus
larvas infectantes presentes en el suelo. Los geohelmintos con trascendencia médico-
sanitaria son Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, las uncinarias Ancylostoma
duodenale y Necator americanus, y Strongyloides stercoralis (Prieto-Pérez et al.,
2016; OMS, 2023).

El parasitologo Norman R. Stoll, en 1947, llamé la atencion sobre la enorme
carga que los nematodos intestinales representan para ciertas poblaciones del planeta
(Stoll, 1947). Hace 70 afios se estimaba que 2.000 millones de personas, de ellos unos
300 millones de nifios en edad preescolar, sobre todo residentes en areas rurales y
deprimidas del Africa subsahariana, sudeste de Asia y Centro y Sudamérica, estaban
infectadas por geohelmintos. La infeccion depende de factores no bioldgicos como la
pobreza, el analfabetismo, la falta de agua potable y de habitos higiénicos, asi como
la ausencia de métodos de eliminacion de excretas adecuados (Pearson, 2002;

Karagiannis-Voules et al., 2015).



Estos nematodos, ademas de la alta morbilidad, pueden causar en los infectados
manifestaciones clinicas variadas (prematuridad, bajo peso del neonato, retraso en el
crecimiento y desarrollo intelectual, emaciacion, diarrea, anemia, malnutricién y
malabsorcion intestinal) (Rey, 2001; Jardim-Botelho et al., 2008; OMS, 2023). Si,
ademas, consideramos la frecuente coincidencia en un mismo individuo de
geohelmintos diferentes junto con otros agentes patdgenos como Plasmodium
(malaria), bacterias como Mycobacterium tuberculosis (tuberculossi) o virus como el
Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), se deduce su repercusion sobre la
salud a través de ese circulo vicioso que constituyen pobreza, higiene deficiente,
enfermedades prevenibles y subdesarrollo (Bethony et al., 2006; Hotez et al., 2009;
Pullan et al., 2010; Kepha et al., 2015; Li et al., 2015).

Otro aspecto a considerar son los flujos migratorios, por lo que estos helmintos
deben ser tomados en cuenta en el diagndéstico diferencial en los paises receptores de
personas procedentes de areas endémicas (Roca et al., 2003; Cuenca et al., 2013;
Véazquez et al., 2013; Vilajeliu et al., 2014; Norman et al., 2020).

Finalmente, se ha avanzado poco en el desarrollo de farmacos nuevos ante las
resistencias cada vez mas frecuentes y, a pesar de los programas para su tratamiento a
gran escala. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) desde el afio 2012 ha
destinado muchos recursos cuando este grupo de agentes (geohelmintos) fueran
incluidos dentro de las Ilamadas enfermedades desatendidas (Hotez et al., 2008;
2009).

Mundialmente 1.500 millones de personas estan infectadas por helmintos
transmitidos por contacto con el suelo. En las Ameéricas, estas infecciones estan
presentes en toda la region y se estima que una de cada tres personas esta infectada.
Cerca de 46 millones de nifios entre 1 y 14 afios estan en riesgo de infectarse por

estos parésitos. Los paises donde hay mayor presencia de helmintiasis son: Brasil,



Colombia, México, Bolivia, Guatemala, Haiti, Honduras, Nicaragua, Per( y
Republica Dominicana (OMS, 2023).

En Venezuela, tradicionalmente la prevalencia de los geohelmintos, suele ser
mayor en el medio rural (Morales et al., 1999; Sangronis et al., 2008; Brito Nufiez et
al., 2017), siendo los escolares el grupo més afectados. Sin embargo, es posible
encontrar prevalencias elevadas entre escolares del medio urbano lo cual era
particularmente comudn hace 20-30 afios (Diaz y Duran, 1990; Beauchamp et al.,
1995; Devera et al., 1997; Rivero Rodriguez et al., 1997; 2000; Simoes et al. 2000;
Devera et al., 2000; Rivero Rodriguez et al., 2001; Al Rumbhein et al., 2005).

Desde mediados de los afios 2000 del siglo pasado, se ha observado una
disminucion en el nimero de casos de estos geohelmintos en el pais lo que llevo a
que en la actualidad sea infrecuente encontrar prevalencias que superen el 10%
(Devera et al., 2008; Lemus-Espinoza et al., 2012; Traviezo-Vallez et al., 2012;
Acurero et al., 2013; Devera et al., 2015; 2016; 2020a; 2020b). A pesar de ello, las
geohelmintosis siguen estando presente asi que el diagndstico adecuado sigue siendo

necesario.

La confirmacién de la sospecha clinico-epidemioldgica debe hacerse mediante
la observacion de los huevos o larvas caracteristicos de los helmintos en las heces
(Rey, 2001; Botero y Restrepo, 2012; Prieto-Pérez et al., 2026). La observacion de
adultos expulsados también representa otra forma de diagndstico (Botero y Restrepo,
2012). En la actualidad en los paises industrializados existen herramientas de
diagnostico molecular que son altamente sensibles y especificas, pero su elevado
costo limita su uso individual, aun en estos paises, prefiriendose el estudio

microscopico (Lamberton y Jourdan, 2015).



Respecto a las técnicas usadas y que se aplican a las muestras fecales, los
huevos pueden observarse en el examen directo pero con excepcion de Ascaris
lumbricoides es necesario el uso de métodos de concentracion ya que las hembras
suelen tener una fecundidad reducida lo que determina una baja sensibilidad del
examen directo (Botero y Restrepo, 2012). Las técnicas de concentracion permiten
examinar una mayor cantidad de materia fecal y concentrar los huevos, asi como su
separacion del resto de la materia fecal. Varios autores recomiendan las técnicas de
sedimentacion (Ritchie y Lutz) sobre las de Flotacion (Faust y Willis); sin embargo,
la OMS apoya el uso de la técnica de Kato en especial su version cuantitativa (\Von
Schiller et al., 2013).

En varios estudios comparativos entre técnicas se ha verificado que la técnica
de flotacion de Willis (también llamado Willis-Molloy), a pesar de ciertas
limitaciones, es til para el diagnostico de la mayoria de los geohlemintos (Nufiez et
al., 1991; Rodrigues dos Santos et al., 2020), teniendo en muchos casos resultados
similares desde el punto de vista estadistico con otras técnicas (Nufiez et al., 1991,
Navone et al., 2005; Carvalho et al., 2012; Oliveira Menezes et al., 2013; Rodrigues
dos Santos et al., 2020).

Las técnicas de flotacion permiten la separacion de quistes de protozoos y
huevos de ciertos helmintos del exceso de residuos mediante el uso de soluciones con
elevada gravedad especifica. Los elementos parasitarios son recuperados de la capa
superficial y los residuos se mantienen en el fondo del tubo. Con estas técnicas los
preparados son mas limpios que los obtenidos por sedimentacion. Una de éstas
técnicas es la de Willis-Malloy que permite la concentracion de huevos de helmintos
en el sobrenadante luego de mezclar las heces con una solucion saturada de NaCl
cuya densidad es de 1.200 (Navone et al., 2005).



La técnica fue desarrollado por Hastings Willis en 1921 considerado como un
método concentracion simple y préctico, que servia para la flotacién de huevos de
helmintos, pero que no era apropiado para concentrar quistes de protozoarios y ciertos
tipos de huevos (Willis, 1921). La formacion de cristales en la lamina y la plasmolisis
de protozoos por presion osmotica cuando se exponen a la solucion saturada de sal
hace que esta técnica sea inadecuada para la recuperacion de huevos densos y
protozoos (Soares et al., 2020). Con el pasar de los afios ha sido adoptada por muchos
laboratorios, en especial cuando se desean diagnosticar huevos livianos como los de

ancylostomidios e Hymenolepis nana (Taly, 2017).

Cuando se realizan trabajos de campo suele tenerse una gran cantidad de
muestras fecales frescas que requieren ser procesadas en un corto tiempo y a veces no
se tiene el personal suficiente para ello. En ese caso se recomienda preservar las
muestras y realizar un analisis posterior. Sin embargo, la literatura especializada
indica que la técnica de Willis se realiza con heces frescas (Melvin y Brooke, 1971).
Pero otros autores (Amato Neto Corréa, 1980; Beaver et al., 1986; Neghme y
Naquira, 1991; Rey, 2001; Botero y Restrepo, 2012) sefialan que la misma puede ser
realizada a partir de heces preservadas en formol.

Esta técnica es ampliamente usada dentro del espectro de herramientas
diagnosticas en diversos estudios en todo el continente tanto en humanos como otros
animales e incluso para la basqueda de huevos en muestras de suelo (Devera et al.,
2008; Gamboa et al., 2011; Arosemena et al., 2014; De la Torre-Fiallos et al., 2023;
Souza et al., 2023).

En Cuba desde hace seis década se usa una variacion de la técnica original de
Willis la cual se le agrega formol al liquido usado para hacer la flotacion, es decir, se
estaria preservando simultaneamente las formas parasitarias. Esta técnica ha tenido

resultados satisfactorios y se usa de rutina en la red de labortorios clinicos en ese pais



(Vazquez Martinez et al., 2012) y en muchos estudios de investigacion sobre
enteroparasitos (NUfiez et al., 1997; Rodriguez Herndndez et al., 2009; Jerez Puebla et
al., 2020).

En Venezuela la técnica de Willis suele usarse de complemento a otras en el
diagndstico de geohelmintos (Devera et al., 2003; Bastidas et al., 2012). En el estado
Bolivar (sur de Venezuela) desde hace varios afios el Grupo de Investigacion sobre
Parasitosis intestinales viene desarrollando estudios que permitan mejorar las
herramientas diagnosticas de los diferentes enteroparasitos, de hecho, varios estudios
han empleado la técnica de Willis tanto en heces frescas (Devera et al., 1998; 1999;
2000; Al Rumhein et al., 2005; Devera et al., 2010) como preservadas (Escadon y
Bienes, 2017; Medina y Gamboa, 2017; Taly, 2017). Es por ello que se desarroll6 un
estudio en el cual se compar6 el resultado de la técnica de Willis tradicional con la

modificacion usada en Cuba para verificar si tienen efectividad similar.



JUSTIFICACION

En Venezuela ha habido una disminucion importante de la prevalencia de
geohelmintos en varios estados del pais en especial en Bolivar (Devera et al., 2015),
sin embargo, todavia existen regiones donde se sefialan elevadas prevalencias
(Sangronis et al., 2008; Brito Nufiez et al., 2017), sobretodo en comunidades rurales e
indigenas (Rivero de Rodriguez et al., 2012; Verhagen et al., 2013; Guilarte et al.,
2014), lo que determina la necesidad de hacer un diagnostico adecuado. Esto se
refiere no solamente al uso de técnicas eficientes, sino que deben ser de bajo costo y

de poca complejidad (Guizelini et al., 1987).

Sabiendo las ventajas y desventajas de la técnica de Willis para el diagnéstico
de helmintos intestinales, principalmente de los Ilamados geohelmintos, varios
autores han realizado estudios comparativos con otras técnicas y con diferentes

geohelmintos revelando su utilidad (dos Santos et al., 2020).

La técnica de Willis re realiza tradicionalmente con heces frescas recién
emitidas (Willis, 1921; Melvin y Brooke, 1971), aunque puede hacerse con heces
preservadas (Beaver et al., 1986; Rey, 2001; Botero y Restrepo, 2012; Escadon y
Bienes, 2017; Medina y Gamboa, 2017; Taly, 2017). Basnuevo desarrollé en Cuba
una modificacion de esta técnica en la cual ademas de la solucion salina saturada se le
agrega azucar y formol al liquido usado para hacer la flotacion, siendo los resultados

satisfactorios (Rodriguez Hernandez et al., 2009; Vazquez Martinez et al., 2012).

Por todo lo anterior y para contribuir con el diagnostico parasitologico de las
geohelmintosis se justifico el desarrollo de un estudio para comparar los resultados
entre la técnica de Willis tradicional y la modificacion usada en Cuba en muestras

fecales procedentes de personas con diagndstico de geohelmintosis.



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la utilidad de una modificacién de la técnica de Willis en el
diagnostico de huevos de helmintos comparandola con la técnica de Willis

tradicional.

Objetivos Especificos

1. Comparar la frecuencia de geohelmintos totales y por especies
empleando la técnica de Willis modificada y la tradicional en muestras

fecales frescas.

2. Verificar las caracteristicas morfolégicas normales de los huevos
encontrados en la modalidad cubana en relacion a lo encontrado en la

modalidad tradicional.

3. Establecer posibles ventajas y desventajas de usar la técnica de Willis

modificada para realizar el diagndstico de huevos de geohelmintos.



METODOLOGIA

Tipo de estudio

Fue un estudio de tipo descriptivo, prospectivo, transversal, de campo y

laboratorial.

Area de estudio

“Angostura del Orinoco” (antes Heres) es uno de los 11 municipios que
integran el estado Bolivar (INE, 2014a); y a la vez, este contiene 9 parroquias (2
rurales y 7 urbanas) de las 47 que conforman a dicho estado. La superficie territorial
del municipio es de 5.851km2 (INE, 2014b) y tiene una poblacion de 345.209
habitantes (23,4% del estado Bolivar) de los cuales 3.636 son indigenas

pertenecientes principalmente a los pueblos karifia y pemén (INE, 2014c).

La capital es Ciudad Bolivar (08°07°45” LN 63°32°27” LO). Respecto al clima
el municipio, como parte del estado Bolivar se ubica en la zona intertropical con
predominio del bosque seco tropical y caracteristicamente existen abundantes zonas
de sabanas. La temperatura media anual oscila entre 29 y 33°C para el estado en
general (Ewel et al. 1976) y en el municipio entre 23° y 37°. La precipitacion total
anual estd entre 1013 y 1361 mm. En el trimestre de junio a agosto cae la mayor

cantidad de lluvia, el trimestre mas seco va de enero a marzo (Ferrer Paris, 2017).

Fueron seleccionadas dos comunidades de Ciudad Bolivar que cuentan con las
condiciones ecoepidemioldgicas propicias para la ocurrencia de parasitosis

intestinales.
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1. Barrio Moreno de Mendoza. Se ubica en la zona suroete de Ciudad Bolivar
en el sector Las Brisas en la parroquia La Sabanita. Se trata de la comunidad
oficialmente conocida como “Los verdaderos revolucionarios por la patria”, accesible
a traves de la Avenida Espafia en la interseccidn con la calle Principal EI mirador o la
avenida perimetral, se comprende al sector por 20 calles y 1 anexo (invasion). Segun
censo del consejo comunal la poblacion es de 1300 habitantes siendo 580 menores de

18 afios.

2. Barrio Cuyuni. Ubicado en la parroquia La Sabanita, lado del barrio Moreno
de Mendoza. La comunidad estd constituida por un total de seis calles y una
poblacién de 1400 habitantes donde 610 corresponde a poblacién infantil.

Universo y muestra

El universo estuvo conformado por los 2700 habitantes de las dos comunidades

seleccionadas.

La muestra estuvo conformada por 236 habitantes que cumplieron con los

siguientes criterios de inclusion:

Criterios de inclusién

En la evaluacién inicial de los habitantes para diagnosticar los casos de

geohelmintosis:

e Participacion voluntaria y firma del consentimiento informado.

e Aportar datos para el llenado de la ficha de control
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e Suministrar una muestra fecal suficiente y apropiada para la realizacion

de las técnicas coproparasitoldgicas.

Criterios de inclusién

En la evaluacion comparativa de la técnica de Willis:

e Solo se emplearon muestras fecales frescas positivas para algun
geohelminto en la técnica de Kato,

e La muestra debia estar en cantidad suficiente que permita hacer por
duplicado la técnica de Willis (tradicional y modificada)

Recoleccién de datos

Se empleo un instrumento de recoleccion de datos estandarizado, en este caso la
ficha de recoleccién de datos del Laboratorio de Diagndstico Coproparasitolégico del
Dpto. de Parasitologia y Microbiologia de la Escuela de Ciencias de la Salud,
Universidad de Oriente, Nucleo Bolivar (Anexo 1), al cual se le hicieron pequefias
modificaciones. Se realizaran visitas a las comunidades (Consejo comunal) y se
explicard a los miembros de los consejos comunales sobre importancia del estudio
para asi obtener su apoyo y colaboracion. Esta sera voluntaria, pero para que el
habitante fuese incluido en el estudio, debid firmar el consentimiento informado

respectivo (Apéendice A).

Se establecié un cronograma para la recolecciéon de las muestras fecales y el
Ilenado de las fichas de control. Para ello, el dia anterior a cada fecha de evaluacion,

se entregaron los envases recolectores de heces a los habitantes.
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Procesamiento de las muestras fecales

El procesamiento de las muestras se llevo a cabo en dos fases; la primera en la
propia comunidad mediante las técnicas de examen directo y método de
concentracion de Kato (Botero y Restrepo, 2012). Para otros fines, se realizdé una
segunda fase en el Laboratorio de Diagndstico Coproparasitologico del Dpto. de
Parasitologia y Microbiologia de la Escuela de Ciencias de la Salud “Dr. Francisco
Battistini Casalta”, de la Universidad de Oriente, Nucleo Bolivar, en Ciudad Bolivar,
donde se realizé la técnica de sedimentacién espontanea (Rey, 2001), usando las
heces preservadas en formol. Para el objetivo del presente estudio los resultados de

esta etapa no fueron considerados.

Evaluacion comparativa de la técnica de Willis:

Todas las muestras fecales frescas que resultaron positivas en la técnica de
Kato, para algun geohelminto fueron seleccionadas y se les aplico la técnica de Willis
clésica y la modificacion de Basnuevo de Cuba en la misma comunidad durante la
actividad de campo.

Procesamiento de la muestra
Evaluacion inicial de las heces frescas:

1. Examen directo de heces (Botero y Restrepo, 2012)

En una ldmina portaobjeto limpia y previamente identificada, se dispensé con
un gotero una gota de solucion salina fisioldgica en un extremo y en el otro extremo

una gota de solucion de lugol. Con un aplicador de madera se homogenizé la muestra

fecal contenida en el envase recolector y se tomd una pequefia porcion
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aproximadamente 1 mg de heces, y se resuspendié mediante movimiento circulares
en la gota de solucion salina fisiologica y luego en el lugol. Se coloco una lamina
cubreobjeto a cada preparacion y se observé en el microscopio Optico con objetivo de
10x y 40x, recorriendo la preparacion de manera ordenada en forma de zig-zag,
comenzando con la solucion salina para luego pasar a la solucion de lugol. Las

observaciones de cada muestra se anotaron en la respectiva ficha de control.

2. Técnica de Kato (Rey, 2001; Botero y Restrepo, 2012)

Preparacion de la solucion verde de malaquita.
e 100ml de glicerina
e 100ml de agua

e 1ml de la solucion verde de malaquita al 3%

v" Previamente se cortaron trozos de papel celofan (2,5 x 3cm). Se dejaron
inmersos en la solucion verde de malaquita al menos 24 horas antes de
utilizarlos.

v Se tomé con un aplicador de madera, aproximadamente 1g de heces y se
coloc6 sobre un portaobjeto previamente identificado. Con ayuda de una
pinza metalica se colocd sobre las heces el papel celofan.
Posteriormente con la ayuda de un papel toalla se realizd presion con los
dedos para expandir las heces. Lo anterior evitd la formacion de
burbujas y permitié un mejor extendido de la muestra, asi como la
eliminacién del exceso de solucién de verde de malaquita.

v Se dej6 actuar el colorante durante 15-20 minutos.

v Se observo al microscopio con objetivo de 10x en busca de los huevos

caracteristicos de los helmintos.
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Comparacion de las modalidades de la técnica de Willis:

1. Técnica de Willis Tradicional con heces frescas (Melvin y Brooke,
1971):

e Preparacion de la solucion salina saturada: se agregd al agua destilada
caliente NaCl hasta que ésta no se disolvié més (saturacion). Se traspasé el
liquido a un recipiente con tapa y se guardo hasta su uso.

e La técnica se realizo en vasos de plastico desechables pequefios (40-50 ml
de capacidad). Para mejores resultados se realiz6 un lavado previo de las heces
con solucidn salina fisioldgica y colado por gasa, antes del proceso de flotacion.
e EIl homogeneizado obtenido después de colado se coloco en el vaso, sobre
el cual se coloco una lamina portaobjeto previamente rotulada con el cédigo de
la muestra respectiva. Se agregd solucion salina saturada hasta llenar el
recipiente.

e El liquido debia entrar en contacto con la ldmina. Si eso no ocurre se agrega
lentamente més solucion salina saturada teniendo cuidado de no derramar el
liquido.

e Se dejo en reposo por 20 minutos.

e Después se evertié el portaobjeto tomandolo por uno de sus extremos y
voltedndolo rapidamente asegurandose de que la gota de liquido quede adherida
al vidrio.

e Para su observacion al microscopio se coloco una laminilla 22 x 22 mm y se

examinara con objetivo de 10X.
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2. Técnica de Willis modificada de Basnuevo con heces frescas (Vazquez
Martinez et al., 2012):

Esta modificacion emplea azucar y formol, y disminuye la cantidad de cloruro

de sodio. Preparacion de la solucion de alta densidad a base de sal, azucar y de

formol:
v Cloruro de sodio........ccccevrieerirrercereienen, 180 ¢
V' UAZUCAN ... 500 ¢
v Formol al 40 %......cocvvveviiiieiceeee e 20 ml
v Agua destilada.......c.cccceovreiriciinieniieine, 1200 ml

e Se mezcl6 todo en un recipiente, agua destilada debe estar caliente. Esta
solucion debe dar una densidad de 1200. Se deja enfriar y se guarda en
envase adecuado hasta su uso.

e El procedimiento se realizé siguiendo los mismos pasos que el método

tradicional.

Andlisis de datos

A partir de las fichas de recoleccion de datos se elabord una base de datos con
el programa SPSS version 21.0 para Windows. Para el analisis de los resultados se
utilizaron frecuencias relativas (%) y se realiz6 un analisis comparativo entre las dos
modificaciones de la tecncia de Willis (tradicional y modificado de Basnuevo), segln
resulatdo total y por taxones de geohelmintos.

Consideraciones bioéticas
La investigacion se desarrollo apegada a las normas bioéticas internacionales

segun la declaracion de Helsinki sobre uso de seres humanos para investigacion
(WMA, 2008).



RESULTADOS

En julio de 2023 fueron evaluadas las heces de 136 habitantes del barrio
Moreno de Mendoza y 100 del barrio Cuyuni de Ciudad Bolivar. Se obtuvo una
prevalencia de helmintos intestinales de 5,9% (8,8% en Moreno de Mendoza y 2% en
Cuyuni). Los helmintos diagnosticados segun barrio en la técnica de Kato se
presentan en la tabla 1. ElI de mayor prevalencia fue Ascaris lumbricoides con 11
casos (10 en Moreno de Mendoza y 1 en Cuyuni). De estas 14 muestras fecales
positivas, 12 estaban en cantidad suficiente que permiti6 realizar las dos modalidades

de la técnica de Willis (10 en Moreno de Mendoza y 2 en Cuyuni).

Considerando el resultado de la técnica de Willis se determin6 que de las 12
muestras positivas en Kato y sometidas a la técnica de Willis, 11 estaban positivas en
la modalidad tradicional y 10 en la modalidad cubana, para una frecuencia de

helmintos de 91,7% y 83,3%, respectivamente (Gréfico 1).

Cuando se compara el rendimiento diagndstico de cada modalidad segun el
taxdén de helminto (Tabla 2), se verifica que de los 9 casos de A. lumbricoides en el
Kato, Willis tradicional solo dejo de diagnosticar uno, mientras que la modificacion
cubana no diagnostico dos casos. Respecto a Trichuris trichiura, en ambas
modalidades de Willis se perdi6 un caso (no identificado). Finalmente, los dos casos

de ancylostomideos se identificaron en ambas modalidades.

Respecto a la morfologia de los huevos observados, de estos helmintos no hubo
diferencia entre las dos modalidades, ya que la anatomia caracteristica se mantuvo en
ambos casos. En las Fig. 1 y 2 se muestran comparativamente huevos de A.

lumbricoides y T. trichiura en ambas modalidades y con el mismo aumento.
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Tabla 1

PREVALENCIA DE HELMINTOS EN LA TECNICA DE KATO,
SEGUN TAXON HABITANTES DE LOS BARRIOS “MORENO DE
MENDOZA” Y “CUYUNI”, CIUDAD BOLIVAR, ESTADO BOLIVAR,
VENEZUELA. JULIO DE 2023

17

Barrio
MM Cuy TOTAL
Taxoén de
(n=136) (n=100) (n=236)
helminto No. % No. % No. %
Ascaris lumbricoides 10 7,3 1 1,0 11 47
Trichuris trichiura 3 2,2 0 0,0 3 0,4
Ancylostomideos 1 0,7 1 1,0 2 0,8

MM: Barrio “Moreno de Mendoza”; Cuy: Barrio Cuyuni
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Grafico 1

FRECUENCIA DE HELMINTOS SEGUN MODALIDAD DE LA
TECNICA DE WILLIS. HABITANTES DE LOS BARRIOS “MORENO DE
MENDOZA” Y “CUYUNI”, CIUDAD BOLIVAR, ESTADO BOLIVAR,
VENEZUELA. JULIO DE 2023

100 - Wt: técnica de Willis tradicional
o 91,7 Wi técnica de Willis modificada de Basnuevo
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Tabla 2

FRECUENCIA DE HELMINTOS SEGUN TAXON Y MODALIDAD DE
LA TECNICA DE WILLIS. HABITANTES DE LOS BARRIOS “MORENO
DE MENDOZA” Y “CUYUNI”, CIUDAD BOLIVAR, ESTADO BOLIVAR,
VENEZUELA. JULIO DE 2023

Taxon de Wit Wc TOTAL
helminto No. % No. % No. %
Ascaris lumbricoides 8 88,9 7 77,8 9 3,8
Trichuris trichiura 1 50,0 1 50,0 2 0,8
Ancylostomideos 2 100,0 2 100,0 2 0,8

WHt: técnica de Willis tradicional; Wc: técnica de Willis, modificacion cubana



Figura 1

Huevos de Ascaris lumbricoides. Magnificacion 400X. A. En técnica de

Willis Tradicional. B. En técnica de Willis modificada
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Figura 2

Huevos de Ancylostomideos. Magnificacion 400X. A. En técnica de Willis

Tradicional. B. En técnica de Willis modificada




DISCUSION

En julio de 2023 se realizaron sendos estudios coproparasitologicos en los
Barrios Moreno de Mendoza y Cuyuni, parroquia La Sabanita, de Ciudad Bolivar se
evaluaron 136 y 100 habitantes. Estas comunidades presentaban las caracteristicas
propicias para la ocurrencia de parasitosis intestinales por tener deficientes
condiciones sociosanitarias y de saneamiento ambiental. Las muestras fecales, para
otros fines, se analizaron con las técnicas de examen directo y Kato. Un total de 14

resultaron positivas para algun geohelminto (5,9%).

Esta prevalencia fue baja aunque se esperaba ya que se sabe de la baja
prevalencia actual de los helmintos intestinales en Ciudad Bolivar (Devera et al.,
2015; 2020a). Se debe resaltar que fueron seleccionadas dos comunidades con las
condiciones ecoepidmeiologcas propicias y se empled la técnica diagnostica

recomendada por la OMS (Kato) para geohelmintos (Von Schiller et al., 2013).

De esas 14 muestras fecales, 12 fueron sometidas a la técnica de Willis para
comparar la modalidad tradicional con una modificacion usada en Cuba. La eficacia
diagnostica fue similar (91,7% vs. 83,3%). Aunque la cantidad de casos de helmintos
fue pequefa, los resultados obtenidos con la técnica de Willis modificada son
alentadores ya que no revelan diferencias de efectividad diagnostica ni global ni por

taxones de helmintos comparada con la modalidad tradicional.

La frecuencia global de helmintos fue de 91,7% (Willis tradicional) y 83,3%
(Willis cubano), lo que representa una pérdida (casos no diagnosticados) de 1y 2
casos respectivamente, que no parecen ser relevantes o significativo. Respecto a los
taxones, el que presentd mayores pérdidas o fallas de diagnostico fue A. lumbricoides

con 1y 2 casos respectivamente.
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La técnica de Willis sirve para el diagndstico de huevos de helmintos, pero es
particularmente til para ancylostomideos e Hymenolepis nana; eso se debe a que son
huevos pequefios (40 a 60 um) y caracteristicamente muy livianos por lo que las
técnicas de concentracion basadas en la sedimentacion no son de eleccion (Melvin y
Brooke, 1971). Los huevos de A. lumbricoides debido a su tamafio, tienden a
sedimentar mas que a flotar asi que se prefieren técnicas de sedimentacion. Quizé esta

sea una de las razones de las pérdidas encontradas.

A pesar de lo anterior, varios estudios comparativos de técnicas han demostrado
la utilidad del Willis en el diagndstico de helmintos intestinales (Nufiez et al., 1991;
Von Schiller et al., 2013; Medina y Gamboa, 2017; Rodrigues dos Santos et al.,
2020).

En los ancilostomideos, para quienes la técnica de Willis es mas recomendada,
los dos casos encontrados fueron identificados en ambas modalidades y aunque esta
cantidad de casos no permite emitir conclusiones, orienta y confirma que realmente
esta técnica (incluso la modalidad cubana) es realmente Util para poner en evidencia
los huevos de estos helmintos como ha sido demostrado en otros estudios incluso

usando heces preservadas (Taly, 2017).

Se debe insistir que el no diagnosticar 1 0 2 casos puede ser considerado parte
del error tolerado debido fundamentalmente a la subjetividad del observador mas que

a un problema técnico.

En Cuba, la modificacion de la técnica de Willis propuesta pro Basnuevo usa
azucar y formol, ademas de la solucion salina saturada, y a lo largo de casi 6 decadas
ha tenido resultados satisfactorios siendo la técnica empleada en el sistema medico

asistencial oficial y en diversos estudios epidemioldgicos en Cuba (Nufiez et al.,
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1997; Rodriguez Hern&ndez et al., 2009; Vazquez Martinez et al., 2012; Jerez Puebla
et al., 2020).

Respecto a la morfologia de los huevos de los tres helmintos diagnosticados no
hubo diferencia entre las dos modalidades; se debe destacar que la modalidad cubana
emplea formol, lo que indica que antes de la observacion microscdpica se esta
preservando la muestra fecal lo que determinaria una conservacion de la anatomia de
los huevos. Esto podria ser de gran utilidad en el caso de estudios epidemioldgicos
donde se tienen muchas muestras y poco tiempo o cuando se tienen muestras
preservadas en formol. En este Gltimo caso se podria aplicar la modalidad cubana en

estas muestras preservadas.

La técnica de Willis tradicional se hace con heces frescas aunque los libros de
texto clasico informan que podria hacerse con heces preservadas (Amato Neto
Corréa, 1980; Beaver et al., 1986; Neghme y Naquira, 1991; Rey, 2001; Botero y
Restrepo, 2012). El hecho de que esta modalidad use formol lo que revela es que en
Cuba se viene haciendo la técnica con heces preservadas. Estudios recientes
realizados en Venezuela han encontrado resultados similares cuando se usa heces
frescas y preservadas para el diagnésticos de helmintos en la técnica de Willis
(Escadon, y Bienes, 2017; Medina y Gamboa, 2017; Taly, 2017; Pérez y Paez, 2023).

Respecto a las ventajas y desventajas de ambas modalidades, la primera ventaja
de la variedad cubana es que tendria un rendimiento diagndstico similar a la
modalidad tradicional. Otra posible ventaja de usar esta variante es que emplea
formol, incluso en menor cantidad al empleado en el proceso de preservacion fecal
ordinario. Cabria aqui considerar como una desventaja la adicion de otro reactivo
(azdcar), sin embargo, ésta es facil de obtener y relativamente econémica, asi que

realmente no implica una desventaja. Ademas, de que la preparacion de la solucion es
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tan sencillo como en la modalidad tradicional. Finalmente, otra ventaja es que no se

pierde la anatomia caracteristica de los huevos.

Este estudio tiene una limitante que es la poca cantidad de muestras
consideradas, pero una vez comprobada la utilidad de esta variante de la técnica de
Willis, ahora es necesario realizar estudios que incluyan un numero mayor de
muestras y se examinen heces positivas y negativas, realizando ademas, los analisis
con todo el rigor estadistico respectivo. Es decir, esta investigacion puede ser

considerada el paso inicial o quiza un estudio piloto para mayores investigaciones.

A la luz de estos resultados y una vez realizados los otros estudios
complementarios, se podria plantear el uso de esta modalidad de Willis de forma

rutinaria para el diagnostico de helmintos intestinales.



CONCLUSION

La modificacion cubana de la técnica de Willis es til para el diagnostico de
huevos de helmintos, siendo sus resultados comparables a los obtenidos con la

técnica de Willis tradicional, tanto de manera global como por taxones de helmintos.
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Apéndice A.

Consentimiento informado

Yo, titular de la cedula de identidad No.

: representante de

. He sido informado (a) sobre el

estudio de Parasitosis Intestinales que estd desarrollando el Departamento de
Parasitologia y Microbiologia y Grupo de Parasitosis intestinales, de la Escuela de
Ciencias de la Salud Dr. “Francisco Virgilio Battistini Casalta”, cuyos responsables
son los profesores Rodolfo Devera y las Bachilleres

y , el cual

se realiza con el objetivo de determinar la prevalencia de parésitos intestinales en

habitantes de

Teniendo pleno conocimiento de dicho estudio y comprension de los posibles
beneficios, doy mi consentimiento voluntario para que mi o representado sea
incluida(o) en la investigacion ademdas acepto y autorizo que sea analizada una
muestra de heces de mi representado para los fines antes mencionado, ademas
autorizo para que, de ser necesario, reciba el tratamiento especifico.
También se me ha informado que puede retirarme de dicho estudio en el momento
que lo desee.

En alos _ dias del mesde del afio 2023.

Firma

Investigador Testigo
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Anexo 1

Ficha de Control Individual. Estudio de las Parasitosis intestinales

Nombre completo: Fecha:
Edad: Sexo: M OF  Nivel:
Direccion Completa:

43

Natural de: Tiempo de residencia:

Manifestaciones clinicas actuales:

10 Diarrea 7 O Estrefiimiento-diarrea 13 [J Nauseas

2 [1Vomitos 8 [ Bruxismo 14 0 Expulsion de vermes

3 0 Dolor abdominal 9 [J Prurito anal 15 [0 Hiporexia

4 11 Meteorismo 10 0J Picor nasal 16 [J Otros. Cuales?

5 O Flatulencia 11 17 Pérdida de peso 0 NINGUNA

6 [0  Distension 12 [0 Palidez cutaneo-

abdominal mucosa
Tto. Antiparasitario 0 SI JNO Cual: Cuando (ultimo):
Previo

Caracteristicas socio econdmicas y sanitarias:

Tipo de Casa: Caracteristicas:

No de habitantes No. de Habitaciones _ No. Dormitorios
Hacinamiento: SI__ NO__

Cuantas personas duermen con el nifio ___ Cuantos Niflos?

Ingreso Familiar Ocupacion Jefe de Familia
Grado de instruccion de Madre Grado de instruccién de Jefe de Familia
Grado de instruccién de Padre Profesion de Madre y Padre

Estratificacion del grupo familiar segin Graffar modificado:

Heces Frescas:

Resultados

1. Caracteristicas Macroscopicas:
Aspecto: Consistencia: Sangre: Moco: Restos Aliment.  Otros:
[1 Homogéneo [0 Diarreica 0O Sl O Sl O Sl
[1 Heterogéneo [1 Blanda [1NO ONO [INO
Color: [ Pastosa

O Dura

2. Examen Microscopico

Directo:

Kato:

Willis:

Rugai:



Placa de agar:
Preservado: (Formol 10%)
1. Método de Lutz (Fecha):

2. Técnica de Formol-Eter (fecha):

Realizado por:
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