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Resumen

La toxocarosis es una de las infecciones parasitarias que se transmiten por el suelo.
Los principales agentes causales son Toxocara canis y Toxocara cati, cuyos
hospederos definitivos son perros y gatos, respectivamente. Para el control y la
prevencion de la toxocarosis resulta de gran importancia el estudio de la
contaminacion del suelo con huevos de estas especies. En la presente investigacion
se compard la contaminacion del suelo de parques del municipio La Lisa, por
especies de Toxocara, entre los periodos poco lluvioso y lluvioso de 2021. Para ello,
se realiz6 un estudio observacional longitudinal en el que se colectaron muestras de
suelo en 23 parques publicos, mediante el método de las diagonales. El primer
muestreo se realizé en el periodo comprendido entre febrero y abril y el segundo
muestreo, entre julio y octubre. Las muestras se analizaron mediante el método de
Sheather, se observaron los huevos de parasitos mediante microscopia directa y
posteriormente, se identificaron las especies de Toxocara a que pertenecian los
huevos, mediante gPCR. La positividad a Toxocara en el periodo poco lluvioso fue de
73,9 % y en el lluvioso de 82,6 %, sin que existieran diferencias estadisticamente
significativas (P>0,05). EI nUmero de muestras positivas por parque, el total de
huevos por pargue y la intensidad de la contaminacién, aumentaron en el periodo
lluvioso, aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas (P>0,05)
respecto al periodo poco lluvioso. Se encontré una cantidad mayor de huevos de T.
canis, con respecto a T. cati en cada periodo (P<0,05); aunque ambas especies se
encontraron en un numero similar de parques (P>0,05). Al combinar los resultados de
ambos periodos climatolégicos, se demostro que 91,3 % de los parques del municipio
La Lisa se encontraban contaminados con huevos del género Toxocara, lo que

representa una amenaza para la salud publica y veterinaria.



Listado de abreviaturas y unidades de medidas
ADN: acido desoxirribonucleico.
CT: ciclo umbral, del inglés cycle threshold.
d: densidad
EDTA: acido etilendiaminotetracético.

ELISA: ensayo inmunoenzimatico ligado a enzyma, del inglés enzyme-linked
inmunosorbent assay.

g: gravedad(es).

H,O: agua.

IC: intervalo de confianza.

IgG: inmunoglobulina G.

IPK: Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri

L1: primer estadio de desarrollo larval

L2: segundo estadio de desarrollo larval

L3: tercer estadio de desarrollo larval

L4: cuarto estadio de desarrollo larval

LMO: larva migrans ocular.

LMV: larva migrans visceral.

MIO: microscopia Optica

NacCl: cloruro de sodio.

NaClO: hipoclorito de sodio

p/v: parte por volumen.

PBS: tampon fosfato salino siglas del inglés, phosphate buffered saline.
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés polymerase chain reaction.
pH: potencial de hidrogeno.

gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa, del inglés real time PCR.
R?% coeficiente de determinacion.

TE: toxocarosis encubierta.

TES: tampon Tris—HCI 0,2 M; pH 8,0; EDTA.

TES-120: antigeno de excrecién-secrecion de larvas de Toxocara canis de 120 kDa.



TES-32: antigeno de excrecion-secrecion de larvas de Toxocara canis de 32 kDa.
TH: toxocarosis humana.

TN: toxocarosis neuroldgica.

TO: toxocarosis ocular.

Tris—HCI: solucion Tris (hidroximetil aminometano) - acido clorhidrico.

v/v: volumen por volumen.

X: veces que aumenta tamafo del objeto, por microscopia.
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1. Introduccién

El suelo constituye una fuente de infeccion comun para animales y humanos, pues a
través de él se transmiten un gran numero de patdgenos, entre los que se destacan
los parasitos (Mandarino y col, 2010). La principal via de contaminacién del suelo con
parasitos es la deposicion de las heces de animales y humanos infectados, que
contienen huevos/larvas (Traversa y col, 2014). A su vez, los animales y humanos
adquieren las parasitosis al ingerir accidentalmente huevos embrionados presentes
en el suelo, o mediante la penetracion de las larvas en estadio infectivo a través de la
piel (Ma y col, 2018). Por su parte, los huevos de varias especies de helmintos son
altamente resistentes a cambios en la humedad y temperatura del ambiente, por lo
gue pueden sobrevivir por largos periodos de tiempo en el medio ambiente (Storey y
Phillips, 1985; Periago y col, 2015).

Entre las infecciones parasitarias que se transmiten por el suelo se encuentra la
toxocarosis. Esta infeccion de distribucion mundial, se produce principalmente por T.
canis y por T. cati, cuyos hospederos definitivos son perros y gatos, respectivamente
(Ma y col, 2018). En sus hospederos definitivos, el parasito completa sus etapas de
desarrollo en el intestino delgado, los huevos se excretan en las heces y embrionan
en el suelo. Con la ingestién de estos huevos embrionados ocurre la contaminacién

de otro hospedero (Chen y col, 2018).

En la toxocarosis humana (TH), el hombre se comporta como hospedero paraténico,
por lo que en el interior del cuerpo humano las larvas no se desarrollan, ni se
reproducen. Esto significa que luego de la eclosién de los huevos en el intestino, las
larvas emergen e invaden la mucosa intestinal. Posteriormente, las larvas migran a
traves de la pared intestinal y mediante la corriente sanguinea, viajan hacia
cualquiera de los o6rganos del cuerpo humano. Aunque la infeccién transcurre
principalmente de forma asintomatica, también pueden presentarse sindromes
clinicos severos debido a lesiones organicas causadas por las larvas. Esto se debe a

gue las larvas muestran mayor predileccién por el higado (larva migrans visceral
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(LMV)), el sistema nervioso (toxocarosis neuroldgica (TN)) y los ojos (larva migrans
ocular (LMO)) (Despommier, 2003; Ma y col, 2018).

Para la cabal comprension de la toxocarosis se deben combinar conocimientos del
area médica y veterinaria, lo que ademas permite establecer criterios integradores
para su tratamiento, control y prevencion. Esto implica un nuevo paradigma, en el
gue se reconoce que la salud humana y la sanidad animal son interdependientes y
estan vinculadas a sus ecosistemas (Hurtado y Mufioz, 2022).

Debido a que la ingestion accidental de huevos embrionados de Toxocara representa
la principal via de transmision al hombre, el estudio de la contaminacion ambiental
por huevos del parasito es de gran importancia para la prevencion de la toxocarosis
(Joy y col, 2017). Algunas investigaciones, han enfatizado la relacién proporcional
directa entre la contaminaciéon del suelo con los huevos de Toxocara y la
seropositividad en la poblacibn humana circundante (Mizgajka, 2001; Fajutag Yy
Paller, 2013;). Por otro lado, numerosas investigaciones realizadas con muestras de
suelo en diferentes partes del mundo, demuestran que existe una gran contaminacion
ambiental, fundamentalmente en lugares publicos, como parques, en especial los
infantiles, donde la contaminacién varia entre 18 y 50 %, aproximadamente (Laird y
col, 2000; Mendoza y Maldonado, 2015; Vanhee y col, 2015; Gallardo y col, 2018).
Se plantea que, en los parques con mayor afluencia de usuarios, la gran poblacion de
mascotas en areas urbanas, el nUmero creciente de animales callejeros y la estacion
del afio pueden contribuir al incremento de esta contaminacion (Apéstol y col, 2013;
Periago y col, 2015; Tudor, 2015; Céaceres y col, 2017; Mizgajska y col, 2017;
Papavasilopoulos y col, 2018; Ramirez y col, 2019).

La dificultad para distinguir morfologicamente las dos especies de Toxocara tanto en
muestras ambientales como en muestras humanas constituyé una de las grandes
limitantes de la deteccion eficaz de estos parasitos (Fisher, 2003). Sin embargo, con

el advenimiento de la biologia molecular se han desarrollado métodos basados en la
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biologia molecular, que permiten la identificacion especifica de ambas especies de

Toxocara (Durant y col, 2012).

En Cuba, son escasos los trabajos dedicados al estudio de la contaminacion
ambiental de los espacios publicos con huevos de especies del género Toxocara
(Sariego y col, 2012). Los reportes mas recientes de La Habana datan de la década
de los afios 90 (Duménigo y Galvez, 1995; Laird y col, 2000). En estos trabajos, no
se tuvo en cuenta la estacién del afio y no se identificaron las especies a que
pertenecian los huevos debido a que no existian los métodos que permitian la
diferenciacion de las mismas (Duménigo y Galvez, 1995; Laird y col, 2000).
Precisamente, para enriquecer y actualizar los estudios cubanos, la presente
investigacion se propone determinar, mediante la combinacibn de técnicas
convencionales, la contaminacion ambiental con huevos de Toxocara en el suelo de
parques del municipio La Lisa, en diferentes estaciones del afio y la identificacion de

los parasitos a nivel de especie mediante técnicas de biologia molecular.

1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo general
Comparar la contaminacién de suelos de parques con Toxocara spp., en los periodos

poco lluvioso y lluvioso, La Lisa, 2021.

1.1.2. Objetivos especificos
1. Determinar la proporcion de parques contaminados con huevos de
Toxocara en el municipio La Lisa.
2. Comparar la contaminacion de parques con huevos de Toxocara en el
municipio La Lisa, en el periodo poco lluvioso y en el lluvioso.
3. Identificar las especies de Toxocara presentes en los parques del municipio

La Lisa, mediante biologia molecular.
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2. Marco teorico

2.1. Clasificacion taxonémica de especies de Toxocara

Las especies de Toxocara que afectan al hombre pertenecen a la superfamilia
ascaridoidea que incluye numerosas especies, entre las que se encuentran los
helmintos intestinales mas comunes que infectan a mamiferos caninos y felinos
(Fisher, 2003; Okulewicz y col, 2012). A continuacion, se muestra la clasificacion
taxonomica de las especies de Toxocara que mas frecuentemente infectan al hombre
(Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion taxonOmica de las especies de Toxocara que con mayor

frecuencia infectan al hombre.

Clasificacion Taxondmica

Superreino Eukaryota
Reino Metazoa
Clado Ecdysozoa

Phylum Nematoda
Clase Chromadorea
Orden Rhabditida

Suborden Spirurina
Infraorden Ascaridomorpha
Superfamilia Ascaridoidea

Familia Toxocaridae

Género Toxocara

Especie canis, cati.

Fuente: Schoch y col, 2020
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2.2. Morfologia y ciclo de vida
Las especies de Toxocara son gonocoricas y se presentan en forma de huevo o
larva, de tamafio microscopico, o en forma de adulto, que puede llegar a medir varios

centimetros de longitud (Figura 1y 2).

Figura 1. Fotografia de las formas del parasito Toxocara canis. A: huevos
(400X), B: larvas (200X), C: adultos. Fuente: Laboratorio de zoonosis, 28 de

diciembre de 2011, Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri.

Figura 2. Formas del parasito Toxocara cati. A: huevos (400X), B: larvas (100X),
C: adultos. Fuente: https://lwww.google.com/search?client=firefox-b-

d&qg=toxocara+cati

Las especies del género Toxocara presentan gran similitud en su morfologia. Las
caracteristicas principales del estadio adulto que permiten distinguir entre las

5
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especies son el tamafo, la morfologia de los labios y de las aletas cervicales, la
longitud de las espiculas y las caracteristicas del aparato reproductor femenino
(Borecka y col, 2010). En la figura 3 se muestra el extremo anterior del parasito
adulto de tres de las especies del género Toxocara y se distinguen las diferencias en

cuanto al ancho y largo de las aletas cervicales.

A B

Figura 3. Extremo anterior del parasito adulto. A: Toxocara canis, B: Toxocara

cati. Fuente: modificado de

https://www.google.com.cu/url?esrc=s&q=&rct=j&sa=U&url=https://brainstudy.i

nfo/images/difference-between-toxocara-canis-and-toxascaris-
leonina&ved=2ahUKEw|257KamffxAhVineAKHZ6nCgw49AMOr4kDMAh6BAgDE
Al&usg=A0vVaw?2yeyf npykKvxl6le mfGO

2.2.1. Huevos

Los huevos de T. canis y T. cati son esféricos, de color marron, mas oscuro en el
caso de T. canis, con cubierta externa gruesa e irregular, o sea presentan un sistema
reticular superficial de crestas y nervaduras (Naidu, 1981); sus ejes miden
aproximadamente 71,6—-91,2 por 63,4—79,0 mm para T. canis; mientras que los de T.
cati alcanzan 63,7- 88,1 por 53,3-73,3 mm (Uga y col, 2000). En ambas especies, el

protoplasma se aprecia con un aspecto granuloso (Durette y Chabaud, 1974). Los
6
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huevos se expulsan con las heces por los hospederos definitivos y embrionan en el
medio exterior en un periodo de 2 a 3 semanas, segun condiciones de humedad y

temperatura (Mendoza, 2001).

2.2.2. Larvas

Existen cuatro estadios larvales de desarrollo (L1-L4). Las larvas L3 del género
Toxocara miden aproximadamente 400 um de largo por 20 um de ancho, poseen una
cuticula estriada y el extremo posterior en forma de gancho (Mendoza, 2001). En el
medio externo las larvas siempre permanecen dentro de los huevos, dentro de los
cuales (Gibbons y col, 2001), realizan dos mudas (L1-L2, L2-L3) (Brufiaska y col,
1995). El didmetro de la seccidén transversal de la larva constituye el Unico pardmetro
gue permite una distincion morfoldgica entre las larvas de T. canis y T. cati (Nichols,
1956).

2.2.3. Adultos

En ambas especies de parasitos, las hembras son mas grandes que los machos. Las
hembras de T. cati miden entre 4 y 10 cm y el macho entre 3 y 6 cm de largo;
mientras en T. canis la hembra puede alcanzar de 10 a 18 cm y el macho 9 a 13 cm,
el diametro oscila entre 0,2 y 0,3 cm en ambas especies. En la region anterior
presentan una boca provista con tres labios bien desarrollados y aletas cervicales,
gue en el caso de T. canis son mucho mas largas que anchas y miden entre 2 y 4
mm de largo por 0,2 mm de ancho. En comparacion, las aletas cervicales de la
especie T. cati son mas cortas y anchas y asemejan una cabeza de flecha. El
eséfago alcanza alrededor de 5 mm de largo incluyendo el ventriculo, el cual mide
0,5 mm de longitud. En la hembra, la vulva se encuentra situada entre la quinta y
sexta partes anteriores del cuerpo del verme (Gillespie, 1988; Nestor y col, 2000;
Mendoza, 2001; Cheny col, 2012).
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2.2.4. Ciclo de vida

El ciclo de vida de las especies de Toxocara es complejo e incluye dos clases de
hospederos: definitivos y paraténicos; a continuacion, se mencionan las especies
hospederas y se describen los ciclos (lowa State University Center for Food Security
and Public Health, 2016). El ciclo de T. canis incluye los siguientes hospedadores:

v Definitivos: perros y canidos salvajes tales como: zorros, coyotes, lobos,
chacales, hienas y dingos, en los mismos que el parasito alcanza su madurez
y se reproduce sexualmente.

v’ Paraténicos: comprende una gran variedad de mamiferos, incluidos los
cerdos, las ovejas, los roedores, asi como los pollos, las codornices, los
primates no humanos y el hombre, todos constituyen hospederos accidentales
en los que el parasito no evoluciona, pero puede sobrevivir alojado en los
tejidos.

El ciclo de vida de T. cati involucra a los hospedadores:

v Definitivos: gatos y félidos silvestres.

v' Paraténicos: animales vertebrados.

El ciclo de vida de T. canis inicia cuando el perro ingiere los huevos embrionados
presentes en el suelo (Figura 4). Con la llegada de los huevos al intestino, las larvas
emergen de los mismos y en dependencia de la edad del perro puede llegar a
desarrollarse el adulto, o pueden quedar larvas alojadas en los tejidos.
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Figura 4. Ciclo de vida de Toxocara canis y T. cati. Fuente: CDC-DPDx-
Toxocariasis, http://www.cdc.gov , Gltima revision: 9 de Julio, 2019.

Cuando se trata de un cachorro menor de 5 semanas de edad, las larvas penetran la
pared intestinal y migran a través de la corriente sanguinea al higado, pulmones
donde ingresan en los alveolos y viajan a las vias aéreas, pasan a la traquea donde
pueden ser expulsadas al exterior mediante tos o estornudos, o pueden ser
deglutidos a través de la faringe. Una vez deglutida, la larva llega hasta el intestino
donde muda y luego se desarrolla el estadio adulto. Finalmente, los parésitos macho

y hembra copulan, esta ultima pone huevos que salen con las heces del hospedero.

En cachorros mayores de 5 semanas y perros adultos, al ingerir los huevos
embrionados algunas de las larvas que emergen no penetran la pared intestinal,
posiblemente debido a la inmunidad local, y otras penetran, pero no completan la
migracion de los pulmones al intestino. Las larvas migran hacia varios tejidos, donde
permanecen en un estado de hipobiosis. En el caso de perras gestantes infectadas,
durante la gestacion estas larvas pueden reactivarse y los cachorros se pueden
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infectar via transplacentaria o transmamaria, lo que resulta en el desarrollo de
vermes adultos tanto en la madre como en los cachorros. De esta manera, se
excretardn huevos infectantes tanto por el cachorro, como por la madre (lowa State
University Center for Food Security and Public Health, 2016).

El ciclo de vida de T. cati difiere del de T. canis, en que el gato desarrolla infecciones
patentes a cualquier edad y no ocurre transmision transplacental. El periodo
prepatente es aproximadamente de 6 semanas después de ingerir las larvas alojadas
en los tejidos de hospederos paraténicos o por via transmamaria, o puede alcanzar 8
semanas si se trata de la ingestidon de huevos embrionados (lowa State University
Center for Food Security and Public Health, 2016).

En hospederos paraténicos como el hombre, luego de la ingestién accidental, los
huevos embrionados eclosionan en el intestino liberando las larvas, estas migran por
via circulatoria a visceras y tejidos internos del cuerpo, como higado, corazon,

pulmones, cerebro, musculos y ojos, fundamentalmente (Despommier, 2003).

Las personas pueden adquirir la toxocarosis por varias vias. Una de ellas es la
ingestidon accidental de huevos con L3, presentes en el suelo contaminado, en agua,
en verduras crudas, frutas y vegetales (Dubnd y col, 2007; Poeppl y col, 2013). Por
otro lado, pueden ingerirse las larvas mediante el consumo de carne y Organos
crudos o mal cocidos de hospederos paraténicos infectados como: conejos, oveja,

ganado y aves (Dutra y col, 2014).

2.3. Inmunopatogenia

Las larvas del parasito, en su migracion, al interactuar con el sistema inmune
desencadenan una reaccién granulomatosa con abundantes eosindfilos (Fillaux y
Magnaval, 2013). Esta reaccion puede destruir al parasito o bloquear su migracion, al
guedar encapsulado y permanecer en estado de hipobiosis (Acha y Szyfres, 2005).

En ocasiones, ante estimulos que aun no han sido identificados, las larvas
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hipobidticas pueden reactivarse para reiniciar la migracion, pero nunca se
desarrollan, ni se multiplican, segun estudios realizados en modelos animales
(Holland, 2017).

Los mecanismos responsables de la patogenia en el hombre no se han dilucidado,
pero se conoce que las larvas causan respuesta inflamatoria, lo que provoca efectos
patogénicos (Ma y col, 2018). Las migraciones larvales producen pequefios tuneles
de lesiones trauméticas, inflamatorias y necréticas, que provocan dafios en érganos o
tejidos (particularmente en higado, pulmoén y ganglios) (Dent, 1956). Las larvas al
migrar también ejercen accién expoliatriz, hematéfaga e histéfaga (Costamagna y
Visciarelli, 2008).

Las larvas realizan mudas y secretan o excretan productos que contribuyen a desatar
la respuesta inflamatoria granulomatosa. El parasito se dispone en el centro del
granuloma, intacto o destruido, rodeado por eosinéfilos, macréfagos; a su vez
aumenta la produccién de citoquinas y de anticuerpos especificos. En la periferia del
granuloma se pueden encontrar histiocitos grandes, dispuestos en empalizadas y
fibras coldgenas concéntricas envolviendo a las células inflamatorias, las que

posteriormente, se calcifican (Valencia Venezuela, 1996).

En las estructuras del 0jo, el granuloma puede presentarse en la periferia o en el polo
posterior provocando uveitis (Woodhall y col, 2012). Ademas, puede ocurrir:
inflamacion en la retina induciendo pigmentacion retinal simple con desprendimiento
de la misma (Ahn y col, 2014 a; Ahn y col, 2014 b; Jee y col, 2016), opacificacion del
humor vitreo o tumor fibrotico, con compromiso visual parcial, entre otras
complicaciones. En el cerebro, las larvas de Toxocara en su migracion dan lugar a

pequefias areas de necrosis y una minima infiltracién inflamatoria (Hotez, 1993).
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2.4. Manifestaciones clinicas

En el hombre, la presentacion clinica se encuentra determinada por diferentes
factores tales como: el numero de huevos larvados ingeridos, la edad del hospedero,
la intensidad de la respuesta inmune que se desarrolla y los 6rganos donde se
asientan las larvas. En el hombre, la toxocarosis puede cursar de forma subclinica o
pueden ocurrir sindromes mas severos conocidos como: LMV LMO, TN y toxocarosis
encubierta (TE) (Taylor y col, 1988; Pivetti, 2009).

LMV: Es la consecuencia de la migracion sistémica de larvas de Toxocara, ocurre
mayormente en nifios de 2—7 afios. En adultos, la mayor frecuencia se ha descrito en
el este de Asia (por ejemplo, Corea Sur y Japén), luego de la ingestion de carne
cruda, de cordero, pollo, o higado de avestruz (Akao y Ohta, 2007). Dentro de las
principales manifestaciones clinicas de este sindrome se encuentran. anorexia,
nauseas, vomitos, dolor abdominal, fiebre alta y en la piel provoca eritema, sarpullido,
prurito, eccema, paniculitis, urticaria y vasculitis (Ismail y Khalafallah, 2005). El
higado es el 6rgano mas afectado en LMV, las enzimas hepéticas se alteran
levemente y se evidencia la aparicion de surcos subcapsulares al realizar el estudio
laparoscopico. Se observa la formacion de focos granulomatosos e inflamacién
(Hartleb y Januszewski, 2001; Stoicescu y col, 2011). Las larvas pueden invadir otros
organos, como el corazon, los pulmones, los rifiones, y los masculos, produciendo:
miocarditis, mialgia, eosinofilia, polimiositis, artritis y nefritis (Prunier y col, 2001;
Kuenzli y col, 2016).

LMO: Es la forma localizada de la toxocarosis mas conocida en la literatura mundial
(Pawlowski, 2001). En general, es mas frecuente en nifios mayores de 10 afios y
suele cursar sin la eosinofilia caracteristica de las otras formas de toxocarosis y
puede llegar a producir la pérdida permanente de visidén en el ojo afectado (Schantz y
Glickman, 1978; Woodhal y col, 2012; Ahn y col, 2014 a). El parasito puede
localizarse en cualquiera de las estructuras del globo ocular, ocasionando con
frecuencia uveitis. La presentacion clinica mas frecuente es la aparicién del

granuloma afectando la periferia del ojo o su polo posterior posterior (Molk, 1983;
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Schantz y col, 1980; Dernouchamps y col, 1990). También puede pasar casi
desapercibida, debido a que el paciente solamente agueja disminucidn progresiva de
la agudeza visual (Minvielle y col, 1999; Magnaval y col, 2001). Pueden llegar a
producirse diversas secuelas tales como: la pigmentacion simple de la retina, el
surgimiento de una membrana epiretinal, que se produzcan defectos en la capa
fibrosa del nervio retinal o que aparezca una escara macular (Ahn y col, 2014 a; Ahn
y col, 2014 b). Algunos casos presentan dolor o hemorragias intraoculares debido al
intenso proceso inflamatorio. Ademas, se describen otras manifestaciones clinicas
como: endostalmitis difusa, papillitis, y glaucoma secundario lo que puede llevar a

perdida de la vision parcial o total (Despommier, 2003; Magnaval y col, 2001).

TN: se produce cuando las larvas de Toxocara invaden el sistema nervioso central, lo
gue ocasiona diferentes desérdenes neuroldégicos como meningitis, encefalitis,
mielitis, convulsiones epileptiformes, trastornos conductuales, hipoestesias,
paraparesias, vejiga neurdgena espastica y hemiplejia (Finsterer y Auer, 2007,
Sanchez y col, 2018). Por otro lado, se ha sugerido la posible relacion entre la TN y
los desordenes neurodegenerativos, por ejemplo: esquizofrenia, déficits
cognoscitivos, enfermedad de Parkinson idiopatica y demencia (Celik y col, 2013;
Fany col, 2015).

TE: no se asocia con la invasién de ningun érgano en particular. Los pacientes
presentan: dolor abdominal, fiebre, anorexia, nadusea, dolor de cabeza, vomitos,
faringitis, neumonia, tos, jadeo y linfadenitis cervical, esto puede acompafarse de
eosinofilia (Macpherson, 2013; Fan y col, 2015). Ademas, se describen trastornos
dermatolégicos como: prurito, sarpullido, urticaria cronica o eczema (Wolfrom y col,
1995; Walsh y Haseeb, 2014).

En cuanto a los animales, las infecciones son subclinicas con frecuencia. La
enfermedad se presenta comunmente en cachorros de perros y gatos. En ellos, la

toxocarosis se manifiesta con el retardo en el crecimiento y deterioro de sus
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condiciones fisicas. Los animales infectados tienen un pelaje sin brillo y
frecuentemente tienen el abdomen aumentado. Los parasitos se pueden expulsar en
el vomito o en las heces, también puede presentarse diarrea con mucus. En los
cachorros con infecciones severas, se pueden presentar: neumonia, ascitis, higado

graso y enteritis (Peregrine, 2022).

2.5. Diagnéstico

La confirmacion de la presencia del parasito en seres humanos es posible solo
mediante la demostracion de la presencia de las larvas en tejidos biopsiados, por
meétodos directos, lo que resulta dificil por la distribucion extensiva que pudieran tener
las larvas y porque se presume que la carga parasitaria en humanos es baja
(Pawlowoski, 2001; Magnaval y col, 2001; Despommier, 2003; Smith y col; 2009).
Ademas, puede resultar dificil distinguir las larvas de Toxocara con las de otros
ascarideos, ya que en ocasiones se degeneran o puede recuperarse solo porciones

de la misma en los tejidos (Norhaida y col, 2008; Chen y col, 2012).

Debido a esto se han sugerido marcadores principales para diagnosticar la
toxocarosis sintomatica como son: las caracteristicas de la historia epidemiolégica del
paciente, los signos y sintomas clinicos encontrados, la presencia de eosinofilia, asi
como el resultado positivo en la serologia (determinacién de inmunoglobulina G (IgG)
anti Toxocara) (Pawlowoski, 2001; Smith y col, 2009). En la actualidad, se cuenta con
varios estuches comerciales, desarrollados para deteccién de anticuerpos IgG
especificos contra antigenos de excrecion-secrecion larvales, que se encuentran
disponibles para el diagndéstico clinico y para estudios epidemiol6gicos en humanos
(May col, 2018).

En los hospederos definitivos, el hallazgo del parasito se facilita debido a que puede
producirse la expulsién del parasito adulto en las heces o en el vomito, o también
pueden observarse los huevos en las muestras de heces. Ademas, se pueden usar

métodos de concentracion por flotacién para incrementar la probabilidad de encontrar
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los huevos en las muestras de heces (Peregrine, 2022). En los animales infectados,
también puede presentarse eosinofilia (mayor de 0,5 x10°%L), asociada a heumonia

eosinofilica (Peregrine, 2022).

2.5.1. Uso de la biologia molecular

La utilizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés polymerase
chain reaction) ha contribuido a identificar satisfactoriamente las diferentes especies
de Toxocara. Entre los métodos que se han desarrollado se encuentran la PCR punto
final, la PCR basada en el polimorfismo de los fragmentos de restriccion y la PCR
duplex en tiempo real (20PCR). Estos métodos han utilizado como dianas los
espaciadores internos de la transcripciéon 1 y 2 o los genes mitocondriales y han
permitido obtener resultados precisos de cuéales especies de Toxocara (T. canis y/o
T. cati) estan presentes tanto en muestras fecales de animales, como en muestras
colectadas de suelos de parques y zonas publicas (Borecka, 2004; Durant y col,
2012; Mikaeili y col, 2017). En el caso de los humanos, se ha sugerido que estas
herramientas pudieran ser muy Utiles para confirmar la especie, cuando se hayan
larvas, o solo partes de ellas en los tejidos humanos, ya que resulta dificil distinguir

morfoldgicamente entre las especies (Ozbakis y Doganay, 2019).

2.6. Tratamiento

El tratamiento de la TH se basa principalmente en el uso de antihelminticos como
son: albendazol, mebendazol y tiabendazol (Fillaux y Magnaval, 2013). Con la accién
de estos farmacos se alcanza a reducir o eliminar el dafio causado por las larvas en
su migracion por érganos, especialmente en el cerebro o en los o0jos. Sin embargo,
es necesario considerar las posibles respuestas alérgicas surgidas después de la
terapia antihelmintica, que pueden llegar a ser mas graves que la enfermedad en si
(Takayanagi, 1999; Pawlowski, 2001). No obstante, la TH se presenta como una
infeccion cronica, en la que la reactivacion de la migracion de las larvas en el ojo o el

cerebro, puede ocurrir en cualquier momento (Pawlowski, 2001; Wisniewska y col,
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2012). En consecuencia, el tratamiento especifico se recomienda en casos de LMV y

en algunos casos de TE.

Entre los farmacos utilizados, el albendazol representa la principal alternativa de
eleccion. Este antihelmintico se utiliza a una dosis diaria de 10 mg/kg de peso
durante 14 dias (Hotez, 1993; Magnaval y col, 2005) o una dosis diaria de 15 mg/kg
durante 5 dias (Pawlowski, 2001). Este tratamiento debe acompafarse con
corticoesteroides para lograr una disminucion de la respuesta inflamatoria. La
prednisona o prednisolona son los esteroides que se utilizan con mayor frecuencia y
se administran por via oral en una dosis diaria de 1 mg/kg de peso, durante un mes,

con disminucion gradual de la dosis (Magnaval y col, 2005).

El tratamiento de la TO y TN debe combinar el uso de los antihelminticos con
antialérgicos. Por otra parte, algunos casos seropositivos, con titulos altos, sin ningun
tipo de expresion clinica de toxocarosis pudieran requerir terapia especifica para
intentar disminuir el nimero de larvas hipobidticas o migratorias que podrian estar

presentes (Pawlowski, 2001; Magnaval y col, 2005).

Por su parte el tratamiento en los animales se enfoca primeramente en las perras
gestantes, por ejemplo, con la administraciéon de dosis diarias de fenbendazol (25
mg/kg) desde el dia 40 de gestacion hasta dos dias después del parto. Los cachorros
se deben tratar lo antes posible, el tratamiento idealmente se debe administrar dos
semanas después del nacimiento y repetirse transcurridas dos semanas, con
intervalos de dos semanas hasta los tres meses y luego con intervalos mensuales
hasta alcanzar los seis meses. De igual manera, se debe proceder con los gatos, que
se pueden tratar con una dosis Unica de emodepside/praziquantel (0,14 mL/kg de
peso) en la dltima semana de la gestacion. En el caso de los gatitos se puede seguir
el mismo régimen de tratamiento descrito anteriormente para los perros (Peregrine,
2022).
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2.7. Epidemiologia, control y prevencion

La toxocarosis tiene una distribucion cosmopolita (Figura 5), se considera endémica
en la mayor parte de los paises de América, Africa y Asia, y es de interés tanto
veterinario como sanitario. El estudio epidemiologico de esta zoonosis es complejo ya
gue se debe considerar la interconexion de tres eslabones: la contaminacion
ambiental con huevos del parasito, la enfermedad en hospederos definitivos y la TH
(Alba-Hurtado y col, 2022).

D No endémico Esporadicos B Endémicos

Figura 5. Distribucion mundial de la toxocarosis. Los puntos rojos representan
los paises en los que se ha notificado la parasitosis. Fuente: GIDEON,
http//www.gideonline.com/ (Consultado 2 de febrero de 2021).

Tanto T. canis como T. cati tienen una distribucion mundial (Ma y col, 2018). La
prevalencia de Toxocara en perros y gatos respectivamente, se ha comportado con
variaciones desde 1,2 % a 6,1 % en paises como Australia, Holanda y Alemania
(Palmer y col, 2008; Overgaauw y col, 2009).
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El factor de riesgo mas relacionado con la toxocarosis sintomatica es la geofagia,
este habito se presenta fundamentalmente en nifios menores de 5 afios, vinculado a
sus habitos de juego que se relacionan a la tierra y la arena, luego al llevarse las
manos sucias a la boca contraen la parasitosis (Kroten y col, 2018).

La seroprevalencia para la toxocariasis se ha estudiado tanto en nifios como en
adultos, por ejemplo: en 387 personas mayores de 15 afios de edad de Isla Reunion
la seroprevalencia alcanzé 92,8 % (Magnaval y col, 1994). En nifios escolares de
Manado, Indonesia, se alcanz6 85 % (Hayashi y col, 2005). Por otra parte, en 3247
personas menores de 40 afios de edad y aparentemente sanas de Dinamarca, la
seroprevalencia fue de 2,4 % (Stensvold y col, 2009). Un estudio en escolares de
Islas Marshall revel6 87 % de seroprevalencia para Toxocara (Fu y col, 2014). En
Lima, Perq, se estudiaron un total de 303 personas (128 hombres y 175 mujeres) de
las cuales 62 resultaron positivas mediante ELISA-IgG, para una seroprevalencia de
20,5 % (Espinoza y col, 2010). Ademas, en estudios realizados en varias regiones de
Brasil, la seropositividad a T. canis ha oscilado entre 4,2 % y 65,4 % (Fialho y Corréa,
2016).

A pesar de contar con métodos serolégicos no se conoce con claridad la verdadera
exposicidn a la infeccién por Toxocara, por lo que existe una necesidad urgente de
un trabajo internacional coordinado para estudiar y evaluar la carga global de TH,
dando lugar a programas de prevencion para esta parasitosis (Poulsen y col, 2015).

Para la prevencién de la toxocarosis se deben poner en practica varias medidas
como: desparasitar regularmente a los perros (cachorros y adultos), evitar la
contaminacion del suelo de las areas adyacentes a las casas y en las areas de juego
de los niflos (parques infantiles) por heces de perro y gatos, las personas deben
lavarse las manos después de jugar con animales o con el suelo y sobre todo antes

de consumir alimentos, asi como controlar la geofagia (Chen y col, 2018).
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Aunque la prevencion de la toxocarosis puede ser sencilla, no existe apropiada
concientizacion sobre el alcance del problema. A pesar de que la enfermedad puede
llegar a ser significativa y debilitante, la incidencia de manifestaciones clinicas graves
es desconocida y el diagndstico es dificil. Todo esto conduce a una percepcion falsa
de que la carga parasitaria y el impacto de la toxocarosis en la salud publica son
bajos. Por ende, algunos autores se han referido a la toxocarosis como una infeccién

olvidada de la pobreza (Hotez y Wilkins, 2009).

2.8. Estudios de la toxocarosis en Cuba

En Cuba se desconoce la prevalencia de la TH. Sin embargo, en la década del 70, se
notificaron algunos pacientes con diagndstico de LMV y aunque en muchos de ellos
no fue posible identificar a qué especie pertenecia la larva presente en el material
obtenido mediante biopsia, no se puede descartar que en algunos casos se tratara de

T. canis (Fernandez y col, 1974).

En 1994, se informd6 una seropositividad a T. canis de 5,1 %, en un grupo de nifios
sanos del municipio La Lisa, en la Ciudad de La Habana (Montalvo y col, 1994). El
resultado de ese estudio contrastaba con los niveles de infeccion en canes y de
contaminacién ambiental con huevos del parasito, que se reportaron en la ciudad en
esa misma época. Por ejemplo, se demostrd la presencia del parasito en alrededor
de 20 % de los perros domésticos que se estudiaron y aproximadamente 68 % de las
areas publicas, que se estudiaron en la Ciudad de La Habana, se encontraron

contaminadas con huevos del parasito (Duménigo y col, 1994; Laird y col, 1995).

También en Cuba, en la década del 2000, se estudiaron un total de 461 perros
callejeros de todos los municipios de la Ciudad de La Habana y se comprobd que
aproximadamente la quinta parte de los perros se encontraban infectados con T.
canis (Hernandez y col, 2007). Por otro lado, en esa misma década, se notificaron

pacientes con toxocarosis ganglionar u ocular (Luis y col, 2003; Gomez y col, 2008).
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Una revision de la literatura sobre la toxocarosis en Cuba hasta el afio 2010,
evidencio que el impacto de esta parasitosis en la salud publica se desconocia y que
se necesitaban implementar nuevos algoritmos para el diagndstico de TH,
paralelamente con la actualizacion del conocimiento acerca de esta enfermedad en
todos los niveles de atencidon medica en el pais (Sariego y col, 2012).

Otro estudio seroepidemiol6gico con muestras procedentes de escolares de los
municipios San Juan y Martinez (Pinar del Rio) y Fomento (Santi Spiritus), realizado
posteriormente, demostréo una seropositividad de 38,8 % a T. canis. Ademas, la
seropositividad se asocié con el género de los nifios y con las coinfecciones por
parasitos intestinales, pero no con la edad o con el municipio de residencia de los

nifios (Sariego y col, 2012).

En el laboratorio de referencia del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK), se
realiza el diagndstico serologico de las muestras de los pacientes sospechosos de
TH provenientes de cualquier zona del pais, entre los que predominan casos
sospechosos de LMO (informes anuales al Minsap). Actualmente, el diagnéstico
seroldgico se realiza mediante estuches comerciales y se implementan nuevos
ensayos inmunoenzimaticos desarrollados en el laboratorio de referencia (Sariego y
col, 2017).

Segun lo descrito anteriormente, han transcurrido alrededor de 20 afios desde que se
realizaron investigaciones en muestras de suelo de areas publicas, para determinar
la contaminacién con huevos del género Toxocara. Retomar estos estudios pudiera
brindar datos actualizados para orientar el trabajo de prevencion, por la importancia
del suelo como fuente de contaminacion tanto para hospederos definitivos, como

para los paraténicos, entre los que se encuentra el hombre.

2.9. Métodos para determinar la presencia de huevos de helmintos en muestras
de suelo
A través del tiempo se ha estudiado la presencia de huevos de Toxocara tanto en

regiones desarrolladas del mundo, como en regiones desatendidas, para explorar el
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riesgo potencial para la ocurrencia de la TH (Fakhri y col, 2018). Esos estudios han
aportado datos tan variados, como variadas son las metodologias que se han
utilizado, en ausencia de normas estandarizadas internacionalmente para este

propdsito (Collender y col, 2015).

Para estudiar la contaminacion del suelo se deben tener presentes varios aspectos
como: el tipo de muestreo, localizacion, distribucién, nimero de puntos y profundidad
del muestreo, tipos de muestras (muestras simples o compuestas, de profundidad o
superficiales), estimacién del numero total de muestras y medidas para asegurar la
calidad como la, preservacion de las muestras, tipo de recipientes y volumen de las
muestras, plan de salud y seguridad del operario y el plan de cadena de custodia
(Ministerio del Ambiente del Perd, 2014). La profundidad de la muestra del suelo
representa un factor determinante para obtener resultados favorables. Varios
estudios analizaron muestras de 3, 5, 6, 10, 15, 18, 35 y 38 cm de profundidad y se
obtuvo la mayor cantidad de huevos de Toxocara en las capas superiores, entre 3y 5

cm (Mizgajska y Uga, 2006).

Como consecuencia, se han desarrollado diferentes metodologias basadas
principalmente en tomar muestras con un diametro desde 5 cm hasta 10 cm y con
una profundidad de 2 cm hasta 3 cm, con las que se han obtenido resultados
positivos en parques y zonas publicas de varias regiones del mundo (Apéstol y col,
2013; Caceres y col, 2017; Gallardo y col, 2018).

Algunas propiedades del suelo pueden influir en la supervivencia de los huevos, tales
como la humedad, oxigenacion, compacidad, exposicion a la luz solar, configuracion,
estructura y limpieza. Sin embargo, no se ha encontrado una correlacion directa entre
la textura del suelo (porcentaje de grava, arena, arcilla y limo) y la prevalencia de los
huevos de Toxocara, lo que sugiere que, la existencia de otros factores que influyen
en el grado de contaminacion del suelo con huevos de geohelmintos; como la

intensidad de la contaminacién o la accion de los invertebrados (Mizgajska, 1997).
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Por otro lado, se ha demostrado que la época del afio influye en el comportamiento
de la infestacion por huevos de helmintos, siendo generalmente mas alta en otofio
(septiembre a noviembre) y mas bajas en invierno (diciembre a febrero), para el
hemisferio norte (StojCevi¢ y col, 2010).

Dentro de los métodos de muestreo utilizados para la obtencion de huevos de
helmintos en muestras de suelos se encuentra el de Zigzag en el cual se trazan
lineas cruzadas caminando unos 25 a 30 pasos desde cada punto (Figura 6). Este
método se adecua a terrenos homogéneos y planos. Otro método descrito es la
Cuadricula. Este método consiste en dividir cada lote seleccionado en cuadros
iguales, recolectar las muestras en cada uno y después mezclarlas (Figura 6). El
mismo, no es muy aplicado a grandes extensiones de suelo, por la variacion de las
propiedades de los suelos en cortas distancias, ademas requiere limitar
adecuadamente los lotes. Existe otro método muy comun y sencillo de las Diagonales
apropiado para sitios planos bastante homogéneos que consiste en trazar dos lineas
diagonales imaginarias sobre la superficie del terreno, de esta manera se colectan un
total de 9 muestras (Figura 6) (Laird y col, 2000; Tudor, 2015; Papavasilopoulos y col,
2018; Ramirez y col, 2019).

Zigzag Cuadricula Diagonales
Figura 6. Representacién grafica de los métodos de muestreo de los suelos.
Fuente: https://www.google.com/imgres?imgurl=x-raw-
image%3A%2F%2F%2Fbdd90a5cfda70258d4d7072cfc6f5362ad87ff56e19a8eee3
6ede6364913e825&imgrefurl=http%3A%2F%2F
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Marco Teérico

Ademas de las metodologias de muestreo, es importante seleccionar las técnicas
adecuadas para recuperar y concentrar los huevos, larvas y/o material genético de la
muestra de tierra, o arena; y para detectar y cuantificar los huevos recuperados.
Entre las primeras, las técnicas de sedimentacion-flotacion son fundamentales y por
otro lado, la microscopia y los métodos basados en el estudio de los acidos

nucleicos, son los utilizados para la deteccion (Collender y col, 2015).
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3. Materiales y métodos

3.1. Disefio de estudio

Se realiz6 un estudio observacional longitudinal para comparar la contaminacién con
huevos de Toxocara en los parques de un municipio de La Habana, entre los
periodos poco lluvioso y lluvioso. El primer muestreo se realizé entre los meses de
febrero y abril y el segundo, entre julio y octubre, del afio 2021. Para realizar el
estudio se seleccion6 el municipio La Lisa, pues en investigaciones anteriores, se
demostrd que hasta 60 % de sus suelos (parques y zonas publicas) se encontraban
contaminados con huevos de parasitos del género Toxocara (Laird y col, 2000). El
municipio La Lisa, esta ubicado en la periferia oeste de la capital, limita al norte con el
municipio Playa, al este con Marianao, al sur-suroeste con Boyeros y al oeste con el
municipio Bauta de la provincia de Artemisa. El clima de este municipio se
corresponde con el de sabana tropical, tipico para todo el pais, con un periodo poco

lluvioso de noviembre a abril y otro lluvioso, de mayo a octubre (Llacerl, 2016).

3.2. Universo de estudio

El universo de estudio lo constituyeron los 23 parques del municipio La Lisa, que se
clasificaron en 15 parques infantiles (en su area (til o de esparcimiento poseen
aparatos infantiles, busto, tarjas, monumento, fuente, glorieta o pérgola), cuatro
parques “de estar’ (poseen un &rea Util o de esparcimiento con mas de 4000 m?,
donde podemos encontrar busto, tarjas, monumento, fuente, glorieta o pérgola, y
también aparatos infantiles), y cuatro micro parques (su area util o de esparcimiento
puede llegar a 4000 m? poseen busto, tarjas, monumento, fuente, glorieta o pérgola,
asi como aparatos infantiles) (Oficina Nacional de Estadistica e Informacion, 2017)
(Figura 7).
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Figura 7. Representacién en el mapa del municipio La Lisa (La Habana, Cuba)
de los parques que se estudiaron entre febrero y octubre de 2021, para conocer
la positividad a huevos de Toxocara. Los parques estan clasificados segun su
propésito (Oficina Nacional de Estadistica e Informacién, 2017). Para crear el

mapa se utilizo el programa MaplInfo 8.5 (MapInfo Corp., New York).

3.3. Técnicas y procedimientos
A continuacion, se muestra el algoritmo de trabajo del presente estudio (Figura 8).
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Colecta de las muestras de suelo
(métodos de las diagonales)

l

Determinacion del
Determinacion de la presencia del parasito método dptimo para la
(sedimentacion-flotacion, Sheather) ruptura de la cubierta de
los huevos del género
/ \ Toxocara
Negativa o presencia de Presencia de huevos
huevos de otras del género Toxocara
especies

l «

Extracion de ADN (QlAamp® DNA Mini kit)

l

Determinacion molecular de las especies
(gPCR)

Figura 8. Diagrama de flujo de los procesos realizados para desarrollar la

investigacion.

3.3.1. Obtencién de huevos de Toxocara para ser usados como controles

Con la finalidad de obtener huevos de T. canis y de T. cati, para ser usados como
como controles en los experimentos, se colectaron parasitos adultos de estas
especies, luego de que se expulsaran por sus hospederos definitivos, infectados
naturalmente, que se trataron con medicamentos antiparasitarios, en clinicas
veterinarias. Los pardsitos se transportaron al Laboratorio de Toxocara del Instituto
de Medicina Tropical “Pedro Kouri’, donde se separaron macroscOpicamente y se
clasificaron segun género, mediante observacion bajo microscopio estereoscopico
(Leica, Canada). Los parasitos hembras se colocaron individualmente en placa de
Petri y se disectaron para extraer el Utero. Seguidamente se obtuvieron los huevos,

gue se mantuvieron en suspension y se utilizaron inmediatamente.
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3.3.2. Determinacion del método 6ptimo para la ruptura de la cubierta de los
huevos de Toxocara

Se ensayaron varios métodos fisicos/quimicos para la ruptura de los huevos. En
todos los casos se partié de un precipitado que contuvo 1000 huevos de las muestras
controles descritos en el acapite 3.3.1. A continuacion, se describen las

metodologias:

(I) Choque térmico: cuatro ciclos de congelacion/descongelacion sin intervalo de
tiempo entre los ciclos. La suspension se incub6 en congelacion a -80 °C (EVERmed,
Italia) durante 10 mine inmediatamente se calenté a 100 °C durante 2 min en bafio

termostatado (Sakura, Japén) (Mikaeili y col, 2013).

(1) Incubacion en hipoclorito de sodio (NaClO) seguido de la adicion de solucion
saturada de NaCl: La suspension se centrifugdb a 500 g durante cinco min,
posteriormente se anadieron 10 yL de NaClO 10 % al sedimento, que contenia los
huevos del parasito, y se incub6 a 4 °C durante 1 hora. Seguidamente, se afiadieron
35 pL de solucion saturada de NaCl y se incub6 a 55 °C durante 1 hora en bafio
termostatado (Tang y col, 2018).

(1) Choque osmotico: se afadieron 10 pL de tampoén TES (Tris—HCI 0,2 M; pH 8,0;
EDTA 0,5 mM; sacarosa 0,5 M) y se incub6 a 4 °C durante 1 hora (Haier, China).
Seguidamente, se afiadieron 20 pyL de tampon TES que previamente se diluyd cuatro
veces con agua destilada y la suspension se incub6 a 4 °C durante 1 hora (Vincke y
col, 2012).

(IV) Lisis enzimatica con proteinasa K: se anadieron a la suspension 180 pL de
tampon lisis ATL® y 20 L de proteinasa K® (Qiagen, Alemania) y la suspension se
incub6 a 56 °C en bafo termostatado durante 2,5 horas (QIAamp® DNA Mini Kit
(250), Qiagen, Alemania).
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(V) Incubacion en NaClO seguido de homogeneizacion manual: Se afadieron a la
suspension 10 uL de NaClO 10 % y se incub6 a 4 °C durante 1 hora, seguidamente,
se afiadieron 35 pL de NaCl saturada y se incubé a 55 °C durante 1 hora.
Posteriormente, se le realizaron dos enjuagues a la suspension con 1 mL de tampon
fosfato salino estéril, mediante centrifugacién (Sigma, Alemania) a 500 g durante 5
min, al terminar se descart6 el sobrenadante hasta quedar 100 pL, aproximadamente,
y se afiadi6 a un homogeneizador manual tipo Potter (B.Braun, Suiza) y se

homogeneizo tantas veces como fuera posible en 3 min.

Al terminar cada uno de los tratamientos, se observo la suspension al microscopio
(Olympus, Japon) para corroborar la ruptura de los huevos (400x). Cada experimento
se repitié dos veces, con tres réplicas de las muestras (precipitado con 1000 huevos).
Una vez seleccionado el método adecuado para la ruptura de los huevos, se aplico
ese protocolo a las suspensiones de huevos obtenidas a partir de las muestras de

suelos (acapite 3.3.2).

3.3.3. Colecta de las muestras de suelo

En cada parque se colectaron muestras de suelo en dos periodos de tiempo, el
primero abarcé de febrero a abril de 2021 (periodo poco lluvioso) y el segundo de
julio a octubre de 2021 (periodo lluvioso). La obtencion de las muestras se realizo
mediante el método de las diagonales debido al disefio constructivo de nuestros
parques y teniendo en cuenta que ya se habia utilizado en otros trabajos en Cuba y
otras partes del mundo con excelentes resultados (Laird y col, 2000; Tudor, 2015;

Papavasilopoulos y col, 2018; Ramirez y col, 2019).

De cada parque se colectaron 9 muestras de suelo, de aproximadamente 100 g cada
una, de un area de 10x10 cm cada una, a una profundidad entre 3y 5 cm (Laird y col,
2000). Las muestras se conservaron en frascos de plastico, que se trasladaron
inmediatamente al laboratorio de Toxocara del Departamento de Parasitologia,

Centro de Investigacion, Diagnostico y Referencia (CIDR) del IPK, donde se
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mantuvieron en un lugar fresco e iluminado hasta su procesamiento, en un periodo

de tiempo no mayor de una semana.

3.3.4. Determinacién de la presencia de huevos de Toxocara en las muestras de
suelo

Para determinar la presencia de los huevos del parasito en las muestras de suelo se
utilizé la metodologia descrita por Mendoza y Maldonado (2015). Brevemente, cada
muestra de suelo se homogeneizé y se utilizaron 50 g a los que se afiadieron 60 mL
de solucién salina (NaCl 0,9 % p/v). La mezcla se agitd vigorosamente y se filtr6 a
través de gasa estéril. El residuo que se obtuvo se descarté y el sobrenadante se
distribuy6 en tubos de 50 mL y se centrifug6 (IEC, EUA) a 2000 g, durante 5 min. El
sedimento se lavo varias veces, bajo las mismas condiciones, hasta que el

sobrenadante quedo transparente.

Una vez lavado el sedimento, se le adiciond la solucion de flotacion de Sheather
(azucar granulada de calidad alimenticia, agua destilada y 1 % de formaldehido
(densidad 1,27 g/mL) preparada con anterioridad en el laboratorio (Eisenbrauny col,
2019; Loftin y col, 2019). La mezcla se centrifugd a 2000 g durante 5 min. Al terminar,
se aspir6 la superficie del liquido con una pipeta Pasteur, pues es en esta interface
donde se encuentran los huevos. A continuacion, se mezclé el aspirado con solucién
salina en la relacion 1:15, v/iv (1 mL de suspension de huevos mas 14 mL de solucién
salina). Esta mezcla se centrifugd durante 5 min a 2000 g, el sobrenadante se
descarto y el sedimento que contenia los huevos, se mezclé con 1 mL de solucion
salina. La presencia de huevos del género Toxocara en esta suspensién, se confirmé
por microscopia directa (Olympus, Japon) a 400X. Se especifico si los huevos eran
viables, segun la morfologia, o si estaban embrionados (Abou-El-Naga, 2018). La
intensidad de la contaminacion de los suelos se clasificé en ligera (de 1 a 5 huevos),
moderada (de 6 a 10 huevos) o intensa (mas de 10 huevos) (Conde y col, 1989).
Ademas, se calculo el nimero de huevos por cada 100 g de suelo.
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Se informé la presencia de huevos de otras especies de parasitos que se
encontraron durante la visualizacion de la muestra. La presencia de larvas de

helmintos se documentd, pero por la similitud entre las especies no se informo.

Los huevos de Toxocara se eluyeron de la ldmina portaobjetos y se lavaron dos
veces con solucion salina (NacCl, 0,9%). A continuacion, se afiadieron 500 pyL de agua

destilada. La suspension se conservé a -20 °C hasta su utilizacion.

3.3.5. Extraccion de acido desoxirribonucleico

Luego de verificar la ruptura de los huevos mediante microscopia, se procedio a
extraer el ADN para lo cual se utilizé el estuche comercial QlAamp® DNA Mini kit
(Qiagen, ciudad, Alemania) segun las instrucciones del fabricante.

3.3.6. Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real

Para realizar la técnica de PCR en tiempo real (qPCR) se utilizaron los cebadores
directos especificos, descritos por Durant y colaboradores, que codifican la region de
los espaciadores internos de la transcripcion del genoma del parasito (Durant y col,
2012). Los cebadores fueron 5-GCGCCAATTTATGGAATGTGAT-3’ para T. canis y
5-ACGCGTACGTATGGAATGTGCT-3 para T. cati y un cebador inverso comun para
ambas especies (5-GAGCAAACGACAGCSATTTCTT-3’), (Eurofins Genomics,
Alemania). Ademas, se utilizaron dos sondas especificas dirigidas a T. canis (5’-FAM-
CCATTACCACACCAGCATAGCTCACCGA-3-BHQ1) y a T. cati (5-Cy5-
TCTTTCGCAACGTGCATTCGGTGA-3-BHQ3), (Eurofins Genomics, Alemania),
respectivamente. De esta manera, se amplificé una regién de 141 pb para T. canis y

de 155 pb para T. cati.

La reaccion de gPCR se realiz6 segun las condiciones de concentraciéon de los
cebadores y ciclos de temperaturas, descritos por Durant y col (2012) con algunas
modificaciones, dada la disponibilidad de otros reactivos de referencia conocida. Las
muestras se evaluaron por los dos sistemas de gPCR (T. cati y T. canis) de forma
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independiente, cada uno en un volumen total de 25 pL. La mezcla de reaccion
contuvo el ADN molde previamente extraido (acapite 3.3.5) para T. canis y T. cati
respectivamente, 300 nM de cada cebador, 100 nM de cada sonda y 12,5 yL de 2x
Quanti Fast Multiplex RT-PCR master Mix (w/o Rox) (Qiagen, Alemania). La reaccién
de amplificacidon se realizé en un termociclador (Rotor Gene Q 5-Plex- HRM, Qiagen,
Alemania). La reaccion se inici6 a 95 °C durante 5 min seguido de 45 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C durante 10 s, hibridacién a 60 °C durante 15 s (captacion
de la fluorescencia en los canales correspondientes al fluoréforo de cada sonda) y
extension a 72 °C durante 5 s. Una vez finalizada la amplificacion, se visualiz6 el
resultado directamente con el programa de computacion Rotor Gene 2.3.1.49
(Qiagen, Alemania) que mostré las curvas resultantes, que se basaron en la

correspondencia entre la fluorescencia y el nUmero de ciclos.

3.3.7. Cuantificaciéon molecular

Con el sistema de qPCR descrito anteriormente se prepararon dos curvas estandar
con diluciones seriadas 1:4, entre 1 y 20 000 huevos de T. canis y T cati, con el
objetivo de lograr un sistema molecular para cuantificar la presencia de los huevos de
cada especie de Toxocara. Para ello, los huevos de cada especie y por separado se
lavaron con agua destilada tres veces, se contaron en camara de Neubauer, se
rompieron siguiendo el método seleccionado en el acapite 3.3.2 y se les extrajo el
ADN como se describi6 en el acapite 3.3.5.

Se incluyeron dos controles negativos en cada experimento. Ambos controles
contenian H,O bidestilada estéril en lugar de ADN molde, el primero permitié verificar
gue no existiera contaminacion en el area de mezcla y el otro, que no existia

contaminacion cruzada en el area donde se afiladi®6 ADN molde.

Para cada punto de la curva, se determing el valor de ciclo umbral (CT, del inglés
Cycle threshold). Los valores de CT se graficaron contra el logaritmo del namero

conocido de huevos, a los que se les extrajo el ADN. Se garantiz6 que el valor del
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coeficiente de correlacion y la eficiencia del modelo de regresion fueran 6ptimos
(coeficiente de correlacion R*> 0,980 y una eficiencia entre 95-105 %) (Svec y col,
2015). Estos parametros, asi como los valores de CT, se estimaron automéaticamente
mediante el programa Rotor Gene 2.3.1.49 (Qiagen, Alemania). Ademas, se
determind el limite de deteccidon como la dltima dilucion en la que el sistema es capaz
de detectar el ADN diana en el mismo CT para 95 % de 10 réplicas (Forootan y col,
2017)

La variabilidad intraensayo se determin6é usando tres réplicas de cada punto de la
curva y la variabilidad interensayo, al repetir la prueba en tres dias alternos. En todos
los casos se determind la media, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion
gue se expresé en porciento. La cantidad de huevos presentes en las muestras de
suelo, positivas por microscopia, para cada especie, se determiné a partir de la

interpolaciéon de los CT de cada muestra, en la curva patron obtenida previamente.
3.4. Operacionalizacion de variables

A continuacion, se describe la operacionalizacién de las variables que se usaron en
el estudio (Tabla 2).
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Tabla 2. Operacionalizacién de las variables cualitativas y cuantitativas que se

usaron en el estudio

Nombre de la Naturaleza de la | Operacionalizacion Mediciones
variable variable
Tipo de parque cualitativa nominal | infantil nameros absolutos,
politbmica “de estar” porcentajes
micro parque
Contaminacién con | cualitativa nominal | si, no nameros absolutos,

huevos del género | dicotdmica porcentajes
Toxocara

Intensidad de la cuantitativa ligera (del1 a5 nameros absolutos,
contaminacion categorica huevos) porcentajes

moderada (de 6 a
10)
intensa (més de 10)

Contaminacién con

cualitativa nominal

si, no

numeros absolutos,

huevos dicotdmica porcentajes

embrionados

Total de muestras cuantitativa ndamero entero mediana,

positivas por continua desviacion

parque estandar

Total de huevos cuantitativa ndamero entero mediana,

por parque continua desviacion

estandar

Ciclo umbral (CT) cuantitativa namero decimal media, desviacion

continua estandar

Especie de cualitativa nominal | toxocara canis, ndmeros absolutos,
Toxocara que politbmica toxocara cati porcentajes
infesta el suelo del contaminacién mixta

parque

Total de huevos de | cuantitativa ndmero entero media, desviacion
Toxocara canis en continua estandar

la muestra

Total de huevos de | cuantitativa ndmero entero media, desviacion
Toxocara cati en la | continua estandar

muestra

Total de huevos de | cuantitativa numero entero media, desviacion
Toxocara en la continua estandar

muestra
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3.5. Procesamiento estadistico

Los datos se almacenaron en una base de datos en Excel 2010. Se utilizo el
programa estadistico SPSS para Windows, version 11.5.1. (del inglés, Statistical
Program Social Science) para la determinacion del porciento de areas contaminadas
con huevos del parasito, con sus respectivos intervalos de confianza a 95 %;
ademas, se empleo la prueba Ji-cuadrado para comparar las proporciones y explorar

la asociacion entre las variables (Pearson, 1900).

La positividad entre los periodos lluvioso y poco lluvioso se comparé mediante el
programa R, (prueba de McNemar) (R Core Team, 2020). La prueba de normalidad
de Shapiro-Wilk se usé para comprobar si las diferencias de las variables "Total de
muestras positivas por parque” y “Total de huevos por parque”, entre los periodos
cumplian una distribucién normal. Seguidamente, si cumplian distribucién normal se
empled la prueba t de Student para la comparacion, de no cumplirse, se utilizé la
prueba de los rangos con signo de Wilcoxon con correccion a la continuidad. Valores
de P<0,05 se consideraron estadisticamente significativos (Pearson, 1900). Los
resultados se graficaron con el paquete estadistico GraphPad PRISM 5 for Windows,
version 5.00, marzo, 2007. Se utilizé el software Mapinfo 8.5 (Mapinfo Corp., New
York) para representar en el mapa del municipio La Lisa, los parques estudiados y la

positividad a Toxocara.

3.6. Consideraciones éticas

Esta investigacion constituyé una de las tareas del proyecto “Validacion y aplicacion
epidemiologica de inmunoensayos para la deteccion de la TH. La Lisa” Para la
realizacion del estudio se conto con el consentimiento y apoyo de las autoridades de
salud y gobierno del municipio La Lisa. La investigacion se aprobd por la Comision
Cientifica Especializada de Parasitologia y por el Comité de Etica del IPK (CEI-IPK-
5616).
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Durante la colecta de las muestras de suelo, no se afectd ningln ecosistema y se
tuvo cuidado para no afectar el ornato publico. Los laboratorios del IPK, cumplieron
con las normas de bioseguridad establecidas para Riesgo Biolégico Il. Con respecto
a la manipulacién y eliminacién de los desechos, todos aquellos que pudieran
contener huevos del parasito (embrionados o no) fueron incinerados para su
eliminacion, o se crearon inocuos mediante esterilizacion antes de ser sometidos a
procesos de fregado, segun lo descrito en los procedimientos normalizados de
operacion de los laboratorios. La informacion que se generé en el estudio se custodio

y solo tuvieron acceso a ella los miembros del grupo que realizaron el estudio.
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4. Resultados y discusién

4.1 Proporcion de parques contaminados con huevos de Toxocara en el
municipio La Lisa.

La contaminacién de suelos con huevos embrionados de Toxocara spp. constituye la
principal fuente de infeccion para el humano (Chen y col, 2018). La presencia de
huevos en el suelo se ha notificado en todas las regiones del mundo designadas por
la Organizacion Mundial de la Salud, con independencia del nivel socioeconémico o
de desarrollo (Fakhri y col, 2018). El estudio del suelo de parques y zonas publicas,
permite entonces, conocer la existencia del pardsito para proponer medidas de
prevencion adecuadas (Ma y col, 2018). A pesar de su importancia, son escasos los
trabajos que se dedican a este tema y no existen metodologias normalizadas para

conducirlos, lo que dificulta la comparacion de los resultados.

El municipio habanero de La Lisa posee 23 parques, que se concentran en las zonas
mas céntricas y pobladas del municipio. De estos parques, 15 no estan
correctamente delimitados, ya que no presentaban la cerca perimetral o se encontrd
en mal estado, cuando se realiz6 esta investigacion. En contraposicion, ocho parques
cuentan con una buena delimitacion, ya sea mediante una cerca de alambre
galvanizado o engomado, o muros de cemento. Todos los parques tienen nombrado
personal responsable por su limpieza y el cuidado de los medios existentes. Durante
el estudio no se constataron cambios estructurales, ni organizativos, en los parques

del municipio.

Veintian parques (91,30 %, IC 71,96-98,93) se encontraron positivos con huevos del
género Toxocara, segun el analisis de ambos periodos (Figura 9) (Tabla 3). Del total
de 414 muestras colectadas, 68 fueron positivas (16,4 %) y se encontraron 175
huevos de Toxocara, de los cuales ninguno se encontr6 embrionado, pero en su
mayoria eran viables. Esto pudiera indicar que se trata de una contaminacién

reciente, por lo que la forma infectante se pudiera desarrollar en pocas semanas.
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Tabla 3. Contaminacion del suelo de parques del municipio La Lisa, La Habana,
Cuba, con huevos del género Toxocara, en los periodos; poco lluvioso (febrero

a abril) y lluvioso (julio a octubre) de 2021.

Perlod.o poco Periodo lluvioso
lluvioso
Muestras Total de Muestras Total de
Parques - huevos de - huevos de
positivas Toxocara positivas Toxocara
La Concepcion 2 10 3 18
La Coronela (222 esquina 27) 4 15 1 2
Punta Brava 2 2 2 5
El Cano 1 3 2 2
Alturas de La Lisa (220 y 81) 1 3 5 13
San Agustin (246 y 35C) 1 3 0 0
La Lisa (156 y 49) 2 5 6 14
San Agustin (256/37y35) 1 1 2 3
Fuente La Lisa (202 y 51) 3 4 1 1
Guatao 1 1 2 10
Arroyo Arenas (282 y 43) 1 1 5 20
Bello 26 1 3 3 7
Arroyo Arenas (51 esquina 264) 2 4 1 3
Versalles (180/45 y 43) 1 2 1 2
San Agustin (240 y 31) 1 2 2 3
El Cano (calle central) 1 1 1 1
Versalles (190/47 y 45) 1 2 0 0
La Lisa (158 y 51) 0 0 2 4
Alturas de La Lisa (200 y 97A) 0 0 1 2
Valle Grande 167 (esq. 316) 0 0 1 2
XX Aniversario 0 0 1 1
Versalles (198 y 45) 0 0 0 0
Alturas de La Lisa (196/65 y73) 0 0 0 0
Total 26 62 42 113
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Figura 9. Representacion en el mapa del municipio La Lisa (La Habana, Cuba),
de la presencia de huevos de Toxocara (positivo, triangulo rojo) en los 23
parques estudiados, en al menos uno de los periodos. Para crear el mapa se

utilizé el programa MapIinfo 8.5 (MapInfo Corp., New York).

Segun la literatura revisada, en Cuba, se han realizado solo tres estudios de la
contaminacion del suelo de zonas publicas o privadas, con huevos de Toxocara. Dos
de los estudios se realizaron en la Ciudad de La Habana en la década de los 90, del
pasado siglo y se muestrearon todos los municipios de la ciudad. Ambos
demostraron que 68 % de los parques y zonas publicas que se estudiaron se
encontraban infestados con huevos de Toxocara (Duménigo y col, 1995; Laird y col,

2000). El otro trabajo se llevo a cabo en Villa Clara, en la region central del pais, en
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2003 y compar6 la contaminacion del suelo de patios de casas donde habitaban
perros positivos a T. canis, con el suelo de casas donde los perros eran negativos.
En la investigacion se encontré un mayor nimero de muestras positivas en los patios

de hogares donde las mascotas eran positivas a T. canis (de la Fe, 2003).

En la década de los 90, se estudiaron 15 sitios publicos del municipio La Lisa, entre
febrero y abril de 1995, como parte de una investigacion que abarco todos los
municipios de La Habana. De cada sitio se colectaron 50 g de muestra de suelo a
una profundidad de 3 cm, segun el método de las diagonales, que se analizaron
mediante el método de flotacidon-sedimentacion en copa cénica, con solucién de
nitrato de sodio (densidad 1,32 g/mL). De los sitios estudiados en La Lisa, nueve se
encontraron contaminados para 60 %, valor que fue cercano a la media obtenida
para toda la ciudad (68,3 % de positividad) (Laird y col, 2000).

El porciento de contaminacion que se obtuvo en el presente trabajo supera el valor
de contaminacion determinado para el municipio La Lisa en dicha investigacion. Esto
pudiera deberse a que en el estudio actual se realizé un examen mas exhaustivo, al
muestrear todo el universo de parques y en cada uno de los dos periodos
meteoroldgicos (lluvioso y poco lluvioso), lo que incrementé el nimero de muestras
estudiadas y por tanto la probabilidad de encontrar los huevos del parasito. Ademas,
en este caso se utilizé la solucion modificada de Sheather para la concentracion de

los huevos.

Es de resaltar ademas que, durante el tiempo de muestreo de este estudio, el
municipio la Lisa, como el pais, cursaba la pandemia del SARS-CoV-2, donde se
restringieron los servicios publicos prestandose menor atencion a la desparasitacion
regular de las mascotas y al control de los animales callejeros, que en definitiva

constituyen la fuente de contaminacién del suelo.

Los hallazgos del presente trabajo indican que la contaminacion de los parques en La

Lisa no solo se mantuvo en el tiempo, sino que se incrementd, en comparacion con
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resultados de estudios previos, lo que representa un riesgo elevado para la

trasmision del parasito, tanto al humano como a otros hospederos.

Los valores de contaminacion con huevos de Toxocara en suelos de parques y zonas
publicas, en diferentes regiones del mundo son variados. Un estudio de meta-analisis
gue incluyé trabajos publicados desde 1975 hasta 2018, permitié estimar la
positividad por regiones designadas por la Organizacion Mundial de la Salud, en el
mundo. Los resultados del presente trabajo sobrepasan la media notificada para la
region de América del Norte y Central (13 %) (Fakhri y col, 2018). Ese trabajo indic6
gue los menores valores de positividad se reportan precisamente en esta region,
seguida de la regién europea y Oriente medio y Norte de Africa (18 %) y los mayores,
en la region del Pacifico occidental (35 %). Entre los factores asociados a estos
valores desiguales, se determinaron: la longitud y latitud geografica y la humedad
relativa del medioambiente. Como otras causas de las variaciones se mencionaron
también las diferencias en las estrategias de muestreo, diferentes comportamientos
sanitarios de residentes y duefios de mascotas, diferentes condiciones culturales y
sociales, composicién y cantidad de muestras de suelo analizadas, nimeros de
perros y gatos, el acceso de los animales callejeros a sitios publicos, asi como las

diferencias en el clima.

Posterior al metandlisis, han continuado los estudios en parques y zonas publicas en
todas las regiones del mundo. Por ejemplo, en la ciudad de New York, EUA, se
estudiaron 91 sitios seleccionados al azar de cinco vecindarios, durante los meses de
octubre de 2015 a julio de 2016. En cada sitio, se colectaron cinco muestras de 3 a 5
cm de profundidad de manera tal que se representara el area total del mismo y se
analizaron mediante la técnica de flotacion con nitrato de sodio (densidad 1,25-1,35
g/mL). La contaminacion por Toxocara fue de 38,5 % (35/91) (Tyungu y col, 2020).

Por otro lado, se llevé a cabo un estudio en 56 parques publicos de Mexicali, Baja
California, en el periodo de febrero 2016 a enero 2017. Para el mismo, en cada
parque se recolectaron 10 muestras de 400 g, en la direccién cardinal y del centro, en

un area de 20 x 20 cm, a una profundidad de 1 cm y se utiliz6 el método de
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concentracion de los huevos por flotaciéon con una solucién salina de densidad 1,20
g/mL. Con base en la frecuencia de contaminacion especifica por parasito se
encontr6 que el mas frecuente fue Toxocara con 46,4 % (26/56) (Ramirez y col,
2019).

En la region europea, en Atica, al sur de Grecia, se analizaron 1510 muestras de
suelo colectadas de 33 areas publicas, desde marzo hasta abril de 2014. El nimero
de muestras se calculo en base a la dimension del area en cuestion. Las muestras
(aproximadamente 50 g) se colectaron al azar por debajo de los 3 cm de profundidad.
Como solucién de flotacion, se utilizé solucion saturada de nitrato de sodio (d = 1,35
g/mL). Con esta metodologia se encontraron 31 areas positivas para 94 % de

contaminacion (Papavasilopoulos y col, 2018).

En parques de la ciudad Lisboa, Portugal, en el periodo de febrero a mayo de 2015,
se estudiaron 151 muestras de suelo recogidas a una profundidad de 0 a 15 cm, el
método de muestreo no se especifica por los autores. Las muestras se tomaron en
diferentes momentos del dia (mafiana, mediodia y tarde); para procesar las mismas
se utilizdé una solucién de sacarosa (d=1,3 g/mL). Para el analisis de la contaminacion
los parques se dividieron en infantiles (areneros de juegos) y en publicos. En el
estudio mencionado, se obtuvo como resultado que en los primeros 85,7 % (6/7) y en
los segundos 50 % (6/12) se encontraron positivos, por lo que la contaminacién
global con huevos Toxocara fue de 63,2 % (12/19) (Otero y col, 2018).

En el presente trabajo, no se detectaron huevos embrionados, hecho que llama la
atencion sobre todo si se tiene en cuenta que en un estudio anterior que se realizé en
La Habana, se notifico un elevado numero de huevos embrionados (80 %) (Laird y
col, 2000). En un estudio que se realizd en Lisboa, Portugal, también se notifico la
presencia de huevos embrionados, pero en menor cuantia (11 %) (Otero y col, 2018).
En otros trabajos, solo se reporta la presencia de huevos viables, como es el caso de
la investigacion en suelo de parques publicos de Valencia, Espafia. En este caso se

estudiaron muestras de parques de la ciudad entre noviembre de 2019 y junio de

41



Resultados y discusion

2019 y se utilizé una disolucién de flotacion de sulfato de zinc (d = 1,2 g/mL) (Kbchle
y col, 2022).

Los resultados aportados por estos estudios permiten especular que los valores de
contaminacion del suelo estan estrechamente relacionados con disimiles aspectos
desde el disefio de los estudios hasta las condiciones locales de clima y desarrollo
socio-economico. En los disefios de los estudios, es determinante el tipo de
muestreo, la recuperacion de los huevos, la cuantificacion y la determinacion de la
viabilidad. El muestreo del suelo requiere la consideracion de que puede existir una
sobredispersion de los parasitos, con cumulos localizados de alta contaminacion,
dentro de areas que exhiben muy baja concentracion, lo que puede estar provocado
por la deposicidn de las heces con alta carga parasitaria, que constituyen la fuente de
la contaminacion (Collender y col, 2015). Por lo tanto, recae en el investigador el
juicio para seleccionar el método de muestreo mas apropiado en cada sitio a
estudiar. Para ello se debe tener en cuenta, colectar las muestras de las areas donde
se piense que los parasitos pueden sobrevivir porque sean zonas humedas o de
sombra, donde la exposicion humana pueda ocurrir, o de los sitios donde la
defecacion de los animales se produzca (Fajutag y Paller, 2013).

Para recuperar los huevos de las muestras es necesario homogenizar la misma vy
disociar quimicamente los huevos de la matriz, filtrar, sedimentar y luego utilizar un
método de concentracion, todo en ese orden (Collender y col, 2015). La filtracién
ayuda a remover las particulas mas grandes que pueden interferir con el recobrado
de los huevos y su deteccion. Sin embargo, cuando se desecha el contenido retenido
en el tamiz, existe la probabilidad de perder huevos asociados al material que se va a
descartar (Smith, 1998).

La sedimentacién se usa para concentrar los huevos de una suspension, lo que
resulta en la reduccion del volumen de la muestra, lo que permite el examen y
procesamiento posterior. El proceso de sedimentacion puede ocurrir de manera
pasiva o puede acelerarse con la centrifugacion. La flotacion se refiere al uso de

soluciones con gravedad especifica elevada (densidad relativa con respecto al agua)
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para separar los huevos de particulas mas pesadas. Para lograr esto las soluciones
de flotacion deben ser mas densas que los huevos de los parasitos. Al igual que la
sedimentacion, la flotacion puede acelerarse mediante la centrifugacion (Smith,
1998).

En cuanto a las disoluciones de flotacién, se han utilizado varias, entre las que se
encuentran MgSO, (d = 1,2 g/mL), MgCl, (d = 1,20 g/mL), ZnSO,4 (d = 1,18 g/mL),
NaCl (d = 1,18 g/mL) y solucién modificada de Sheather (d = 1,27 g/mL). Al comparar
su utilidad para concentrar los huevos de Toxocara, se encontré0 que la solucion
modificada de Sheather y la solucibn de MgCl, fueron las que brindaron mejores

resultados (Mendoza y Maldonado, 2015).

En las muestras de suelo de los parques estudiados se observaron otros parasitos,
cuyas especies en orden de frecuencia total para ambos periodos fueron
ancilostomideos (5 huevos), Toxascaris leonina (1 huevo), género Trichuris (1
huevo). Anteriormente, se reporto la presencia de estas mismas especies en el suelo
de zonas publicas de La Habana (Laird y col, 2000). En otros paises de la regién se
han notificado otras especies, como en el suelo de los parques de Mexicali, México,
en los que se encontraron Spirocerca y Strongylus (Ramirez y col, 2019). Por otro
lado, en parques publicos de Ni§ (Serbia) se encontré6 una amplia diversidad de
especies parasitarias ademas de Toxocara, tales como: Cystoisospora, Toxascaris

leonina, Trichuris vulpis, Alaria alata y ancylostomideos (Risti¢ y col, 2020).

4.2. Comparacion de la contaminacion del suelo de los parques del municipio
La Lisa con huevos del género Toxocara, entre los periodos poco lluvioso y
[luvioso.

Para determinar como pudiera influir la estacion del afio en la contaminacién del
suelo con huevos de Toxocara en parques del municipio La Lisa, se compararon los
resultados del muestreo en los parques en los periodos: poco lluvioso (febrero a abril)
y lluvioso (julio a octubre). Un total de 15 parques permanecieron positivos a huevos
de Toxocara en ambos periodos y solo 2 parques se mantuvieron negativos en

ambos periodos de estudio (Tabla 4; Figura 10).
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Al comparar la positividad entre los periodos, los resultados evidenciaron un
pequefio/discreto aumento de la contaminacion de 73,91 % (17/23) (IC 95 % 54,50-
93,33) en el periodo poco lluvioso a 82,61 % (19/23) (IC 95 % 65,85-99,37) en el
periodo lluvioso. Sin embargo, la diferencia no fue significativa estadisticamente
(P=0,683). Esto indica que los niveles de prevalencia se mantuvieron elevados por
igual durante todo el afio, con independencia de la época poco lluviosa o lluviosa, lo

gue representa un riesgo potencial para la transmision de la enfermedad.

Tabla 4. Comparacion de la positividad a Toxocara, entre los periodos poco
lluvioso (febrero a abril) y lluvioso (julio a octubre), en parques del municipio La
Lisa, La Habana, Cuba, 2021.

Positividad a Toxocara

Periodo
poco Periodo lluvioso
lluvioso Negativo  Positivo Total
Negativo 2 4 6
Positivo 2 15 17
Total 4 19 23
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Figura 10. Representacion en el mapa del municipio La Lisa (La Habana, Cuba),

de la positividad a huevos de Toxocara (triangulo rojo) de los parques en el

periodo poco lluvioso (A), o en el lluvioso (B) del afio 2021. Para crear el mapa

se utiliz6 el programa Maplinfo 8.5 (MapInfo Corp., New York).

No se encontraron diferencias significativas en cuanto a la positividad a Toxocara

para cada tipo de parque, entre los periodos climatolégicos (P>0,05) (Tabla 5). Las

diferencias en cuanto a la positividad a Toxocara, en los parques, agrupados segun si

estaban correctamente delimitados o no, entre los periodos climatologicos no fueron

significativas estadisticamente (P>0,05) (Tabla 6).
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Tabla 5. Comparacién de la positividad a Toxocara segun tipo de parque, en el
municipio La Lisa, La Habana, Cuba, entre los periodos poco lluvioso (febrero a

abril) y lluvioso (julio a octubre) de 2021.

Positividad a Toxocara

Tipo de Periodo Periodo
parque poco lluvioso Lluvioso
No. % No. % P
Infantil 12 80 13 87 1,000
De estar 3 75 3 75 1,000
Micro parque 2 50 3 75 1,000

Tabla 6. Comparacion de la positividad a Toxocara segun la correcta
delimitacién del perimetro de los parques del municipio La Lisa, La Habana,
Cuba, entre los periodos poco lluvioso (febrero a abril) y lluvioso (julio a
octubre) de 2021.

Positividad a Toxocara

Delimitacién del Periodo Periodo
perimetro del poco lluvioso Lluvioso
parque No. % No. % P
Delimitado 7 87,5 6 75,0 0,250

No delimitado

14 66,6 13 86,6 1,000
correctamente

Los perros y gatos callejeros infectados o incluso de las mascotas pueden contribuir
con sus deposiciones a la contaminacion de los parques, sobre todo cuando el
cercado no se encuentra en buen estado, o cuando se les permite la entrada. Sin
embargo, en el caso de los parques que tienen intacta su cerca y los guardaparques
refieren no permitir entrada de animales, pudieran ser los felinos la principal fuente de
contaminacion, sobre todo si se tienen en cuenta las habilidades como escaladores

de estos animales.

En cuanto a la intensidad de la contaminacion, se observd que predominaron los

parques con una contaminacion ligera, con respecto a los que presentaban una
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contaminacién moderada e intensa, en cada uno de los periodos meteorolégicos
(P<0,05) (Tabla 7). En el periodo lluvioso se incrementaron los parques con
contaminacion moderada (1) e intensa (3), con respecto al periodo poco lluvioso. Sin

embargo, este incremento no fue estadisticamente significativo (P=0,087).

Tabla 7. Comportamiento de la intensidad de contaminacién por huevos de
Toxocara, en muestras de suelo de parques del municipio La Lisa, La Habana,

Cuba, en los periodos poco lluvioso y lluvioso de 2021.

Positividad a Toxocara

Intensidad de la Periodo Periodo
contaminacion poco lluvioso Lluvioso
No. % P No. % P
Ligera 15 88,2 13 68,4
Moderada 1 59 0,000 2 10,5 0,004
Intensa 1 5,9 4 211
Total 17 100 19 100

Estos resultados son semejantes a los obtenidos dos décadas atras por Laird y
colaboradores (2000), donde la intensidad de la contaminacion fue ligera para el 70,4
% de las muestras, valores promedio para toda la Ciudad de La Habana, ya que en

ese estudio no se particularizé por municipio.

De febrero a mayo de 2019, en la ciudad de Ni$ (Serbia), se estudiaron tres parques
publicos en los que se recolectaron de cada uno 50 muestras de suelo, las que
contenian 100 g de un area de 25 cm x 25 cm, a una profundidad de 10 cm, el
muestreo se realizé basado en el indice de condiciones bioclimaticas, siguiendo el
método de bioclimatograma, teniendo en cuenta los valores de temperatura y
humedad de la zona. Para el procesamiento de las muestras se utilizé una soluciéon
saturada NaCl y solucién saturada ZnSO, entre otras técnicas y se notificO una

prevalencia para T. canis de 14 % (Risti¢ y col, 2020).
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Por otro lado, los resultados también son similares a los obtenidos en el Centro
Poblado Menor Nueva Tacna, en Perd, donde las contaminaciones ligeras
alcanzaron 85,4 % (Farfan y col, 2019). En este trabajo, se estudiaron diez areas
recreativas que se muestrearon de acuerdo al método de la W y se empleé el método
de flotacion de Willis con cloruro de sodio a 25 %.

En Cuba, no existen estudios anteriores en los que se compare la contaminacion del
suelo por Toxocara, entre las estaciones del afio. Escasos trabajos de otras regiones
del mundo han abordado esta tematica, algunos de ellos plantean que los elevados
valores de humedad favorecen la supervivencia de los huevos (Abou-El-Naga, 2018).
Se ha demostrado que los huevos mueren a temperaturas superiores a 37 °C, en
niveles bajos de humedad relativa y durante la exposicion directa a los rayos del sol
(Azam y col, 2011). Por el contrario, altas prevalencias se han asociado
significativamente con alta longitud geogréfica, baja latitud, baja temperatura y altos
niveles de humedad (Abou-El-naga, 2018).

En parques de Pula, ciudad de Croacia, se realizé un estudio de los suelos en
parques infantiles. Para ello se colectaron muestras en diez sitios de cada parque,
para un total de 90. Cada muestra contuvo 500 g de suelo de un area de 25 cm x 25
cm y de una profundidad de 10 cm. Para el analisis de las mismas se utilizé una
solucion saturada ZnSO,. El grado de contaminacion en el mes de junio (estacion
poco lluviosa) alcanz6 155 % y en diciembre (estacién lluviosa) 23,3 %,
comportamiento semejante entre los periodos climaticos a pesar de que los valores
de contaminacion resultaron menores que en el presente trabajo. Aunque las
diferencias entre ambas estaciones no fueron significativas estadisticamente, el
mayor valor en la estacion lluviosa se atribuyé a las condiciones de temperatura
moderada y suficiente humedad del suelo, adecuadas para la conservacion de los

huevos (StojCevi¢ y col, 2010).

En la region de Asia, en un estudio que se realizo en Filipinas se recolectaron 120
muestras de suelo en patios traseros, areas abiertas, caminos y en el interior de

viviendas. Cada muestra consistio en aproximadamente 200 g y se colecté a una
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profundidad de dos a cinco cm. Para detectar los huevos de Toxocara, se utilizo el
meétodo de concentracion por flotacion con sacarosa obteniéndose una positividad de
40 % para el periodo lluvioso (24/60) y de 18 % durante el periodo poco lluvioso
(11/60) (Horiuchi y col, 2013).

En estudio realizado en Hanover, la ciudad capital del estado federal de Baja Sajonia,
Alemania, durante un afio (enero a diciembre), se muestrearon mensualmente los
areneros de parques infantiles, para estudiar la influencia de la estacion en la
contaminacion por Toxocara. Cada muestra se tomé a una profundidad de 2 a 3 cm,
siguiendo un patrén serpenteante, para un total de cinco muestras por arenero, hasta
alcanzar un kilogramo de suelo. Las muestras se analizaron mediante el método de
McMaster con solucion saturada de cloruro de sodio. La contaminacion con huevos
de Toxocara fue elevada en los meses de enero y febrero (19/46, 41 %), mientras
que en el mes de septiembre se observo una disminucion hasta 6,5 % (3/46) (Kleine
y col, 2017). La contaminacion vari6 marcadamente de la estacion invernal con los
mayores valores, a la estival, con los menores. En este caso, se consider6é que los
valores de humedad y temperatura garantizaron la supervivencia de los huevos del
parasito en el ambiente, durante los meses de invierno (enero y febrero). En los
meses de verano (especificamente septiembre) al aumentar la afluencia de nifios en
los parques, decrece el niumero de mascotas en los mismos, que constituyen la

fuente de infeccion (Kleine y col, 2017).

En la provincia de Teheran, Irdn se realiz6 un estudio en 11 parques para comparar
la prevalencia de huevos de Toxocara en las diferentes estaciones del afio. Las
muestras se colectaron al azar, de entre 3 y 5 cm de profundidad, para un total de
500 g por sitio y se analizaron mediante la técnica flotacion con nitrato de sodio (d =
1,30 g/mL). Se notific6 una mayor prevalencia en la primavera (37,2 %) y en el otofio
(32,6 %), aunque no se encontré diferencia estadistica significativa entre estas
estaciones. Se demostré asociacion de la contaminacion con la temperatura

templada y con la mayor cantidad de lluvia (Raissi y col, 2020).
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Al examinar el nUmero de muestras positivas por parque, para tener una idea de la
dispersion de la positividad, se encontr6 que, en el periodo de febrero a abril, el
maximo fue de 4 muestras; mientras que en el periodo de julio a octubre las muestras
positivas alcanzaron hasta 6 muestras. No obstante, estas diferencias no resultaron

estadisticamente significativas (P>0,05) (Figura 11).

&1 P=0,07262

Total de muestras positivas
por parque
+

Figura 11. Comparacion entre el total de muestras de suelo positivas a huevos
de Toxocara en parques del municipio La Lisa, La Habana, Cuba, en los
periodos; poco lluvioso (febrero a abril) y lluvioso (julio a octubre) de 2021. Los
resultados se determinaron mediante la prueba t de Student después de
comprobar mediante la prueba de Shapiro—Wilk que las diferencias se ajustan a

la distribucién normal.

El total de huevos encontrados en los parques estudiados en el municipio La Lisa
también se incremento del periodo poco lluvioso (62 huevos) al lluvioso (113 huevos).
Al analizar el total de huevos por parque, en el periodo de febrero a abril se alcanzo
la cifra de 15 huevos por parque y en el periodo lluvioso se encontraron hasta 20
huevos por parque, sin que estas diferencias fueran estadisticamente significativas
(P>0,05) (Figura 12).

De manera general, en ambos periodos, el nimero de huevos por 100 g de suelo fue
de 0,84. Este valor es menor que el obtenido al muestrear los parques de Lisboa, en

los que se notificaron 4,2 huevos en 100 g de suelo y en la provincia de Tehran, Iran,
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donde se encontraron 4 huevos por muestra de 100 g de suelo (Otero y col, 2018;
Raissi y col, 2020).

- P =0,0694

204 —

154 ———

104

Total de huevos/parque

g
Figura 12. Comparacion del total de huevos de Toxocara encontrados en el
suelo de parques del municipio la Lisa, La Habana, Cuba, en los periodos poco
lluvioso (febrero a abril) y lluvioso (Julio a octubre) de 2021. Los resultados se
determinaron mediante la prueba de Wilcoxon después de comprobar mediante
la prueba de Shapiro—-Wilk que las diferencias no se ajustan a una distribucion

normal.

4.3. Identificacién de las especies de Toxocara presentes en el suelo de

parques del municipio La Lisa

Con la finalidad de determinar la metodologia ideal para lograr la ruptura de la
cubierta de los huevos de Toxocara y poder extraer el ADN, se compararon varios
métodos fisico-quimicos. La figura 13 muestra la observacion al microscopio Optico
de la suspension que resultd de la aplicacion de los métodos. Para ambas especies
de Toxocara, el método que provoco la ruptura de los huevos fue la incubaciéon en

NaClO seguida de homogeneizacion manual.
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T. canis T. cati

Sin tratar

Choque
térmico

NaClO

Tampon lisis

NaClO, homogeneizacion
manual

Figura 13. Microfotografia de la observacién al microscopio Optico directo de
los resultados de la aplicacion de diferentes métodos fisico-quimicos para
romper la cubierta de los huevos de Toxocara canis y Toxocara cati. Aumento
320x.
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Seguidamente, se prepararon las curvas estandar para T. canis y T. cati, por
separado cada sistema. A partir del ADN de una suspension que contuvo 20 000

huevos se realizaron las diluciones seriadas 1:4 para cada sistema (Figuras 14 y 15).

0.5

Cantidad de
huevos

a. 2x10*
b. 5x103
c. 1250
d. 312
e. 78

0.3

0.2

fluorescencia

Threshoid| S

0.0

R2=0.99959
Eficiencia =1.07467
Pendiente =-3.15508

Cantidad de huevos

Figura 14. Curva estandar para la cuantificacion de huevos de Toxocara canis
en muestras de suelo. A) Amplificacion mediante gPCR, de diluciones seriadas
1:4, de ADN extraido de 20 000 huevos. B) Recta obtenida al graficar los
promedios de los CT contra el logaritmo de cantidades conocidas de huevos, a
los que se les extrajo el ADN (B). R2= coeficiente de determinacion.
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Figura 15. Curva estandar para la cuantificacion de huevos de Toxocara cati en
muestras de suelo. A) Amplificacion mediante gPCR, de diluciones seriadas
1:4, de ADN extraido de 20 000 huevos. B) Recta obtenida al graficar los
promedios de los CT contra el logaritmo de cantidades conocidas de huevos, a

los que se les extrajo el ADN (B). R2= coeficiente de determinacion.

Los valores de los parametros del modelo de regresion y de eficiencia de la gPCR
estimados para cada curva, fueron oOptimos (Svec y col, 2015). Para cumplir el
requisito de eficiencia se hizo necesario ajustar el volumen de ADN molde, para T.
canis se utilizaron 5 uL, mientras que para T. cati fueron 7 uL. El limite de deteccion

fue de 0,3 huevos para ambas especies de Toxocara.
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Los resultados coinciden con un estudio anterior en el que también se compararon
diferentes metodologias para romper la cubierta de los huevos de Toxocara, y se
encontré que el método més efectivo para la lisis era la ruptura mecanica de su
cubierta. Aunque, a diferencia del presente trabajo, se utilizaron matrices de agitacion

con perlas, en lugar de homogenizacion manual (Jarosz y col, 2021).

El valor del coeficiente de variacion intraensayo para la curva de T. canis fue 0,4 %y
el interensayo fue 0,9 %. Los valores para estos parametros en la curva de T. cati

fueron 0,6 % y 1,49 %, respectivamente.

Al analizar las muestras de los parques mediante gPCR, en este caso el ADN de los
huevos de las muestras que por microscopia Optica resultaron positivas, la mayor
incongruencia entre los métodos se encontrd en las muestras que por microscopia
presentaron entre uno y cinco huevos (Tablas 3y 7). Sin embargo, los parques en los
gue por microscopia se encontr6 mayor cantidad de huevos (10-20 huevos)
coincidieron cuando se analizaron por gPCR, incluso las cuantificaciones fueron

similares en la mayoria de los casos (Tabla 8).
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Tabla 8. Cantidad de huevos de las especies Toxocara canis y Toxocara cati
detectados mediante qPCR en los parques del municipio La Lisa, en los

periodos poco lluvioso (febrero a abril) y lluvioso (julio a octubre) de 2021.

Pe:llﬁsi?)sgco Periodo lluvioso
PCR PCR PCR PCR
Parques T(.}canis 'Iq cati Tgcanis '?’ cati
La Concepcién 16 2 18 2
La Coronela (222 esquina 27) 18 2 0 0
Punta Brava 7 0 0 1
El Cano 10 0 0 0
Alturas de La Lisa (220 y 81) 2 0 0 0
San Agustin (246 y 35C) 4 0 NR NR
La Lisa (156 y 49) 0 1 13 0
San Agustin (256/37y35) 0 1 0 0
Fuente La Lisa (202 y 51) 0 5 0 0
Guatao 0 0 10 3
Arroyo Arenas (282 y 43) 0 0 22 4
Bello 26 0 0 0 3
Arroyo Arenas (51 esquina 264) 0 0 0 1
Versalles (180/45 y 43) 0 0 0 0
San Agustin (240 y 31) 0 0 0 0
El Cano (calle central) 0 0 0 0
Versalles (190/47 y 45) 0 0 NR NR
La Lisa (158 y 51) NR NR 0 2
Alturas de La Lisa (200 y 97A) NR NR 0 2
Valle Grande 167 (esquina 316) NR NR 0 0
XX Aniversario NR NR 0 0
Versalles (198 y 45) NR NR NR NR
Alturas de La Lisa (196/65 y73) NR NR NR NR
Subtotales 57 11 63 18
Totales generales 68 81

NR: prueba no realizada, MIO negativa.
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Aparentemente, mediante la gPCR no se pudieron detectar cantidades de huevos por
debajo de 5, para ninguna de las especies, lo que pudiera estar dado porque luego
de la observacion microscoépica, al tratar de recobrar los huevos que se encuentran
entre cubre y porta, se corre el riesgo de perder los huevos, asi como se puede
perder parte del material genético en el homogeneizador. A pesar de que cada
proceder se realiz6 con el mayor cuidado de evitar las pérdidas o la dilucién del

material genético, al lavar los dispositivos para el recobrado, es evidente el riesgo.

Otros autores de igual forma plantean las limitaciones del examen microscopico.
Aunque constituye la regla de oro para el diagnostico de mdultiples parasitosis, el
meétodo incluye diferentes pasos pre-analiticos a través del uso de técnicas de
flotacion centrifugacion, por lo que puede producirse baja recuperacion de los huevos
de Toxocara, especialmente de muestras de suelo. Ademas, es necesario tener en
cuenta el error humano determinado por la experiencia del investigador para
discriminar inequivocamente los huevos de las especies de Toxocara y de otros
helmintos, a la hora de contar los huevos (Uga y col; 2000; Borecka y col, 2008;

Durant y col, 2012; Tyungu y col, 2020)

En el presente estudio, se detectaron las especies T. canis y T. cati en el suelo de los
parques, sin que existieran diferencias significativas entre el nimero de parques
contaminados por cada una de ellas, en ninguno de los periodos (Tabla 9). Sin
embargo, se detectd un mayor niumero de huevos de la especie T. canis en cada uno
de los periodos, en comparacién con la especie T. cati (Tabla 10). De acuerdo a
estos resultados, en Cuba, los canes son los principales contribuyentes a la
contaminacion del suelo con Toxocara. Anteriormente, se ha notificado que la
infeccion en perros domeésticos o callejeros alcanza 20 % (Dumeénigo y col, 1994;
Hernandez y col, 2007). ElI no cumplimiento de la desparasitacién periodica, la gran
cantidad de perros callejeros y la no recogida de las heces que se depositan en el
suelo de areas publicas, contribuyen a estos niveles de infeccion y en consecuencia

a la contaminacion del suelo.
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Tabla 9. Comparacion del nimero de parques contaminados por las especies
Toxocara canis y Toxocara cati, detectadas mediante gPCR, en el municipio La
Lisa, La Habana, Cuba, en los periodos poco lluvioso (febrero a abril) y lluvioso
(julio a octubre) de 2021.

Numero de parques

Periodo T. canis T. cati P
Poco lluvioso 6 5 0,423
Lluvioso 4 8 0,063

Tabla 10. Comparacion del numero de huevos de las especies Toxocara canis y
Toxocara cati, detectadas mediante qPCR, en los parques del municipio La
Lisa, La Habana, Cuba, en los periodos poco lluvioso (febrero a abril) y lluvioso
(julio a octubre) de 2021.

NUmero de huevos

Periodo T. canis T. cati P
Poco lluvioso 57 11 0,034
Lluvioso 63 18 0,004

Estos resultados se diferencian de los obtenidos en Lisboa y en New York, donde la
Unica especie que se encontrd en muestras de suelo mediante estudios de biologia
molecular fue T. cati (Otero y col, 2018; Tyungu Yy col, 2020). En paises como EUA,
las personas tienden a remover con mayor frecuencia las heces de los perros de la
superficie de zonas publicas y se ha notificado que la prevalencia de la infeccion por
T. cati en gatos es hasta cuatro veces superior a la prevalencia de la infeccién por

T. canis en perros (Tyungu y col, 2020).
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Si bien, la idea principal de este objetivo fue la introduccién de técnicas moleculares
especificas para la identificaciéon de las especies T. canis y T. cati, ademas, se
dispone de dos sistemas que permite también la estimaciéon de los niveles de
contaminacion de los suelos, especificamente, de los niveles moderados e intensos.
Esto tiene un gran valor pues varios autores demostraron previamente la
correspondencia entre la prevalencia de la contaminacion del suelo con los huevos
de Toxocara y la seropositividad en la poblacién humana con posible exposicion. En
Los Bafos, Laguna, Filipinas, se demostrdo la existencia de altos niveles de
contaminacion del suelo (43 %) y elevados valores de seropositividad en escolares
de la region (49 %) (Fajutag y Paller, 2013). En Polonia, los sitios mas contaminados
resultaron los patios, con entre 38 % y 53 % de muestras de suelo positivas. De los
estudios que se llevaron a cabo en ese pais se concluyé que la exposicidbn humana a
la infeccidn por Toxocara resultd proporcional a la prevalencia de los huevos en las

muestras examinadas (Mizgajska, 2001).

A pesar de que se debe seguir trabajando en la optimizacion del sistema qPCR tanto
en las metodologias previas relacionadas con el tratamiento de las muestras, como
en lograr el sistema multiple y su aplicacién a muestras de perros y gatos; contar con
esta herramienta diagnostica répida, sensible y eficaz permitirhA un mejor
conocimiento de la prevalencia de las especies y sobretodo un mejor trabajo en la

prevencién de la enfermedad.

4.4. Consideraciones generales

La presencia de huevos de Toxocara en el suelo de parques del municipio La Lisa,
con independencia del periodo climatolégico del afio, representa un riesgo potencial
para la salud publica y veterinaria. La extension de este trabajo a otros municipios de
la ciudad o a otras zonas del pais, permitiria conocer si el comportamiento de los
niveles de contaminacion es analogo, sobre todo si se tiene en cuenta que las
condiciones epidemioldgicas favorables para la transmision y el riesgo, se encuentran

extendidos en todo el pais.
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Por su parte, la introduccién de la gPCR, permitid la deteccion de las especies de
Toxocara que contaminaban el suelo. Esta técnica, a diferencia de la microscopia, es
independiente de la morfologia del parasito, que pudiera estar alterada por su estadia
en el medio ambiente. Ademas, esta metodologia permite incrementar la capacidad
de procesamiento de las muestras y aunque resultd efectiva casi exclusivamente en
el caso de niveles medio e intenso de contaminacion, demostro ser una herramienta
muy prometedora para la evaluacion de la contaminacion del medio ambiente, con

posibilidades ademas de implementarse en el diagnéstico veterinario.

En contraposicién a las investigaciones realizadas en otras regiones del mundo, la
cantidad de huevos de T. canis fue superior en comparacion con los de la especie T.
cati. Aunque T. canis se considera la principal especie zoonética, responsable de la
gran mayoria de casos en humanos, T. cati también se ha sefialado como la especie
causante de algunos casos de toxocarosis humana (Fisher, 2003; Maciag y col,
2022). Por lo que se deben poner en préactica las medidas de prevencién y control
gue abarguen la desparasitacion regular de los hospederos definitivos y la remocion
de las heces de estos animales de las zonas publicas. La poblacién debe tener
conocimiento de como atender a sus mascotas y contribuir a la disminucién de
animales callejeros a través de adopcion responsable y la esterilizacion de las

mismas.

Para un mejor control de esta enfermedad zoondética y de otras parasitosis que se
transmiten por el suelo, se deben incrementar las medidas de higiene personal, en
especial en areas publicas y evitar la geofagia. La educacion en salud, la
aproximacion con el enfoque de una salud, la integracion y la colaboracion de
autoridades locales, veterinarios, personal de la salud y decisores es necesaria para
lograr una disminucion de la contaminacion por huevos de Toxocara y de otras

especies de parasitos.
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5. Conclusiones

1. La mayoria de los parques del municipio La Lisa (91,3 %) se encuentran
contaminados con huevos del género Toxocara, lo que representa una

amenaza para la salud publica y veterinaria.

2. La contaminacién con huevos de Toxocara de los parques en el municipio La
Lisa se comporta de manera similar en los periodos poco lluvioso y lluvioso, lo
gue representa un riesgo potencial para la transm ision de la enfermedad

tanto a humanos, como a los animales, durante todo el afio.

3. La introduccion de los sistemas de gPCR especificos para T. canis y T. cati
permite una deteccion rapida y confiable de las especies en muestras de
suelo, lo cual contribuira a un mejor manejo de la prevencion y control de la

toxocarosis en el pais.
4. Ambas especies, T. canis y T. cati se detectaron en el suelo de los parques del

municipio, lo que permite orientar las medidas a implementar para prevenir y

controlar esta parasitosis.
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6. Recomendaciones

R/
L X4

Extender el estudio de la contaminacién del suelo de areas publicas por
huevos de Toxocara, a otros municipios de La Habana y a otras zonas del
pais, integrando el estudio de la poblacion veterinaria y humana circundante.
Dar a conocer los resultados de la presente investigacion a autoridades de
salud del municipio.

Desarrollar un sistema multiple gPCR para la deteccién especifica de las
especies de Toxocara y su aplicacibn a diferentes muestras medio-

ambientales y veterinarias.
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