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detectaron mediante la técnica de PCR Multiple en Tiempo Real
(QPCR). Estos organismos infectan el sistema nervioso central,
pulmoneseintestinos, tienenunciclodevidacomplejoqueinvolucraa
mamiferos como huéspedes definitivos y a moluscos como huéspedes
intermediarios. El Caracol Gigante Africano (Lissachatina fulica),
ampliamente distribuido en Colombia, es un importante reservorio
para especies como A. cantonensis, A. costaricensis y A. vasorum, que
afectan la salud humana y animal.

En este estudio se recolectaron caracoles en tres comunas de Cali,
Colombia, y se analiz6 la membrana del manto en busca de nédulos
indicativos de infeccién. Las muestras positivas fueron sometidas a
gPCR multiple, lo que permiti6 detectar especificamente ADN de las
especies de Angiostrongylus. Los resultados indicaron la presencia de
A.vasorum en un namero reducido de caracoles, mientras que no se
hallaron A. cantonensis o A. costaricensis.

El uso de qPCR multiple demostr6 ser una herramienta sensible
y especifica para estudios de epidemiologia ambiental, capaz de
identificar infecciones en estadios larvales en caracoles. Esto
contribuye al monitoreo de enfermedades zoonéticas y apoya el
desarrollo de estrategias de control y prevenciéon. Este enfoque
podria replicarse en otras areas para fortalecer la vigilancia de
Angiostrongylus y mitigar riesgos asociados al Caracol Gigante
Africano.

Conclusiéon: La implementacion de qPCR multiple ofrece un
método eficaz para la deteccion de Angiostrongylus s.p. en ambientes
naturales, facilitando la prevencion de enfermedades zoondéticas y
respaldando las campanas de control del caracol invasor.

Abstract

This chapter focuses on the detection of Angiostrongylus spp., zoonotic
parasitic nematodes, using the Multiplex Real-Time PCR (qPCR)
technique. These parasites, which infect the central nervous system,

56



Investigacion Ecoepidemiolégica de la Plaga Caracol Gigante Africano (L. fulica)
v su Potencial Impacto en la Salud Ambiental del Valle del Cauca

lungs, and intestines, have a complex life cycle involving mammals as
definitive hosts and mollusks as intermediate hosts. The Giant African
Snail (Lissachatina fulica), widely distributed in Colombia, is an
important reservoir for species such as A. cantonensis, A. costaricensis,
and A. vasorum, which affect human and animal health.

Inthis study, snailswere collected from three communesin Cali, Colombia,
and their mantle membranes were analyzed for nodules indicative of
infection. Positive samples were subjected to multiplex qPCR, allowing
for the specific detection of DNA from the three Angiostrongylus species.
The results revealed the presence of A. vasorum in a small number of
snails, while no A. cantonensis or A. costaricensis were found.

The use of multiplex qPCR proved to be a sensitive and specific tool for
environmental epidemiology studies, capable of identifying infections at
larval stages in snails. This contributes to monitoring zoonotic diseases
and supports the development of control and prevention strategies. This
approach could be replicated in other regions to enhance the surveillance
of Angiostrongylus and mitigate risks associated with the Giant African
Snail.

Conclusion: The implementation of multiplex qPCR provides an effective
method for detecting Angiostrongylus sp. in natural environments,
facilitating the prevention of zoonotic diseases and supporting control
campaigns for the invasive snail.

Introduccion

Los Angiostrongylus constituyen un grupo diverso de nematodos
ampliamente distribuidos en todo el mundo, con la capacidad de
parasitar multiples especies animales, incluidos los seres humanos.
Estos parasitos pueden afectar el sistema nervioso central (SNC),
los pulmones y el intestino, ocasionando enfermedades crénicas
que ponen en riesgo la vida humana (da Silva et al., 2021). Los
Angiostrongylus han sido objeto de numerosos estudios, lo que ha
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permitido caracterizar sus aspectos anatémicos, comportamientos
reproductivo, evolutivo y parasitico, asi como los mecanismos de
activacion y evasion del sistema inmunolégico en el huésped humano
(da Silva et al., 2021).

Los nematodos del género Angiostrongylus presentan un ciclo
de vida complejo, en el cual un mamifero actiia como huésped
definitivo, mientras que diversas especies de moluscos, entre ellas
el caracol africano (Lissachatina fulica), funcionan como huéspedes
intermediarios. Entre los huéspedes definitivos se han identificado
dos especies de roedores, asi como también se ha reportado la
presencia del parasito en mapaches, primates y zorrillos (da Silva et
al., 2021; Barratt et al., 2016).

La deteccion de especies patdégenas de Angiostrongylus en muestras
ambientales, como caracoles, se basa en la bisqueda de nédulos
y larvas encapsuladas de color café en la membrana de la cavidad
paleal del caracol (Alava et al., 2022). Sin embargo, para diferenciar
entre las especies de interés clinico, es necesario observar al
microscopio diversas estructuras larvales que permitan su
clasificacion taxonémica. En este estudio, se empled la técnica de
PCR muiltiple en tiempo real (QPCR Multiple), descrita por Varela-M
et al. (2018), para determinar la presencia de las tres principales
especies de Angiostrongylus de relevancia clinica: A. cantonensis, A.
costaricensis y A. vasorum, en la membrana del manto de caracoles
africanos procedentes de distintas comunas de la ciudad de Cali,
como una herramienta de utilidad en la epidemiologia ambiental de
Angiostrongylus.

Caracteristicas Generales del Género Angiostrongylus

Angiostrongylus es un género de nematodos parasitos que pertenece
al filo Nematoda y a la familia Angiostrongylidae. Este grupo incluye
aproximadamente 180 especies clasificadas en 45 géneros, todas
con una bolsa copulatriz caracteristica. Estos parasitos infectan a
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mamiferos, y la mayoria habita en los pulmones de sus huéspedes
definitivos, mientras que sus huéspedes intermediarios suelen ser
gasterépodos (Wang et al., 2008).

Hasta el momento, se han descrito cerca de 20 especies de
Angiostrongylus,lascualespuedendividirseendosgruposprincipales:
las que utilizan carnivoros como hospedadores definitivos (HD) y las
que parasitan roedores. En ambos casos, el ciclo bioldégico requiere
moluscos gasterépodos (caracoles y babosas) como hospedadores
intermediarios (HI), ylagama de especies de HI es sumamente amplia
en comparacién con otros nematodos transmitidos por moluscos
(Morgan et al., 2021). Ademas, en el ciclo de vida de Angiostrongylus
pueden intervenir hospedadores paraténicos, y algunos vertebrados
actian también como HI. Los animales, incluidos los humanos,
pueden ser huéspedes accidentales y desarrollar angiostrongiliasis
zoonética (Wang et al., 2008).

Entre las especies de Angiostrongylus, solo dos afectan al ser humano:
Angiostrongylus cantonensis, que afecta el SNC y ocasionalmente los
pulmones, y Angiostrongylus costaricensis, que habita en las arterias
mesentericas y causa angiostrongiliasis abdominal en América
Tropical. La infeccién en humanos se adquiere al consumir HI
como caracoles y babosas, o hospedadores paraténicos (cangrejos
terrestres, camarones de agua dulce, sapos o ranas), o al ingerir
vegetales que contengan las larvas infectantes en tercer estadio (da
Silva et al., 2021; Barratt et al., 2016; Wang et al.,2008).

Los parasitos del género Angiostrongylus presentan un cuerpo
filamentoso, no segmentado, que se adelgaza de forma gradual en los
extremos. Sulongitud variaentrel17y25mm, conundidmetrode0,26a
0,36 mm. La cuticula eslisa y ligeramente engrosada en los extremos,
y la extremidad cefalica es simple, con tres labios casi imperceptibles.
De estos, el labio dorsal presenta dos papilas sub-mediales, mientras
que cada uno de los laterales tiene una papila sub-mediana y otra
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lateral. Existen ademas cuatro pares de papilas distribuidas de forma
simétrica en cuadrantes alrededor de la cabeza. Al carecer de capsula
bucal, la boca se abre directamente en el es6fago muscular (da Silva
etal., 2021; Rojas et al., 2021; Rebello, 2013).

En términos de tamano, los machos miden entre 16 y 19 mm de
longitud y 0,26 mm de didmetro. Una caracteristica anatémica
distintiva en los machos es la pequena bolsa copulatriz, orientada
hacia la porcién ventral y con dos lébulos semicirculares visibles
desde el exterior que se unen en la linea media (1,7,8). En las hembras,
el tamano oscila entre 21 y 25 mm de longitud y 0,30 a 0,36 mm de
diametro; su extremo posterior se asemeja a la terminacién lisa de
un cuerno, con un poro anal sub-terminal en la parte ventral y una
abertura bulbar situada aproximadamente a 0,2 mm por delante del
ano. Los huevos, de forma ovoide y alargada, tienen una cubierta
hialina, miden entre 46 y 48 por 68 a 74 pum, y no estdn embrionados al
momento de la ovoposicién. Se estima que una hembra puede poner
mas de 15000 huevos al dia (da Silva et al., 2021, Rojas et al., 2021;
Rebello, 2013).

De las larvas, los estadios més relevantes son L2 y L3. Las larvas L2
poseen una cuticula a nivel del ano completamente mudada, visible
sobre la vaina; en las larvas sin vaina, el cuerpo permanece integro
y la linea es6fago-intestino ain es evidente (da Silva et al., 2021;
Rojas et al., 2021; Rebello, 2013). Al acercarse al estadio L3, las larvas
L2 presentan protuberancias en el extremo anterior, como puntas y
estructuras en forma de barras. Las larvas L3 desarrolladas tienen
movimiento activo, y la linea es6fago-intestino desaparece mientras
la cuticula en el area anal se vuelve méas evidente. Estas larvas L2 se
alojan en la membrana del manto o cavidad pulmonar del caracol,
formando nédulos adheridos al tejido (da Silva et al., 2021; Rojas et
al., 2021; Rebello, 2013).

Las larvas L3 tienen dos vainas: la vaina externa, producto de
la primera muda, y la interna, generada en la segunda muda.
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Las larvas L3 con una sola vaina son muy flexibles, y su vaina
permite un movimiento coordinado. Estas larvas L3 se desprenden
espontaneamente del tejido de la membrana (da Silva et al., 2021;

Rojas et al., 2021; Rebello, 2013).

Ciclo de Vida, Reproduccion y Epidemiologia

El ciclo de vida de los nematodos del género Angiostrongylus es
complejo e involucra tanto un mamifero como huésped definitivo
como diversas especies de moluscos que actian como huéspedes
intermediarios. En el caso de A. cantonensis, se ha reportado que los
principales huéspedes definitivos son dos especies de roedores: larata
de alcantarilla (Rattus norvegicus) y la rata de techo (Rattus rattus).
Para A. costaricensis, se ha documentado su presencia en mapaches,
primates y zorrillos (Cowie, 2013; Mota et al., 1995).

Los roedores adquieren la infeccién al consumir moluscos terrestres
infectados, sin desarrollar enfermedad; sin embargo, otros animales,
como marsupiales, aves, murciélagos, animales domésticos y
primates, pueden contraer la infeccién y manifestar sintomas
(Mendonca et al., 2002). En el caso de A. costaricensis, el principal
huésped definitivo es el Sigmodon hispidus o “ratén de algodén”,
presente en Centroameérica, el norte de Pert, Colombia y Venezuela.
Otras especies también pueden actuar como hospedadoras, entre
ellas Rattus rattus, Zigodontomys wmicrotinus, Liomys adspersus,
Oligoryzomis fulvescens y Oligoryzomys nigripes (Mota et al., 1995;
Vitta et al., 2011).

Por su parte, el principal huésped definitivo de A. vasorum es el perro
doméstico, aunque también se ha detectado en otros canidos, como
lobos, coyotes y perros mapaches (Morchon et al., 2021; Penagos-
Tabares et al., 2018).

Los moluscos gaster6podos, que actlan como huéspedes
intermediarios, se infectan al ingerir larvas de primera etapa
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presentes en las heces del huésped definitivo o, en algunos casos,
mediante la penetracién directa de estas larvas en sus tejidos blandos.
En el molusco, las larvas evolucionan a la segunda etapa y luego al
tercer estadio larval, que es infeccioso para el ser humano (Turck et
al., 2022).

Cuando el huésped definitivo consume moluscos que contienen
larvas en el tercer estadio, estas se liberan en el estbmago y migran
a través del intestino, donde atraviesan la ldamina basal del tejido
epitelial y alcanzan el torrente sanguineo, que las transporta hacia
los pulmones y rinones. Las larvas de tercer estadio pueden llegar
de manera pasiva al cerebro, un 6rgano inmunoprivilegiado, lo que
permite su maduracién al cuarto estadio (da Silva et al., 2021, Rojas et
al., 2021; Rebello, 2013).

Tras completar la muda en las cavidades del sistema nervioso central,
los nematodos adultos retornan al torrente sanguineo, donde ocurre
la maduracion sexual y el apareamiento. En esta etapa, las hembras
producen huevos que son liberados en el sistema circulatorio y se
alojan en los capilares de los pulmones. Alli, los huevos eclosionan y
las larvas de primera etapa migran al tracto respiratorio, ascienden
por la traquea y son deglutidas, siendo finalmente expulsadas en las
heces del huésped, lo que da continuidad al ciclo tras un periodo de
40 a 50 dias (da Silva et al., 2021).

La infeccién en humanos ocurre cuando se ingieren larvas de
tercer estadio, ya sea al consumir caracoles o babosas infectados
crudos o poco cocidos, o mediante la ingestion de hospedadores
paraténicos o de transporte como camarones de agua dulce, ranas,
lagartos monitores y planarias, o vegetales crudos contaminados con
larvas o secreciones de estos huéspedes. Los humanos actiian como
huéspedes accidentales o “callejones sin salida” para A. cantonensis
y A. costaricensis, ya que, aunque pueden desarrollar sintomas
asociados a la enfermedad, el parasito no logra completar su ciclo ni
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diseminarse (da Silva et al., 2021; Wang et al.,2008; Rojas et al., 2021;
Rebello, 2013).

El ciclo de vida de A. costaricensis es similar, con la diferencia de que
losgusanosadultos sealojan enlasarteriolasdelaregionileocecal del
huésped definitivo. En humanos, A. costaricensis a menudo alcanza la
madurez sexual y deposita huevos en los tejidos intestinales, donde
estos degeneran sin ser eliminados en las heces, causando intensas
reacciones inflamatorias (da Silva et al., 2021; Icani et al., 2007).

En los ultimos anos, se ha ampliado considerablemente el
conocimiento sobre la distribucién geografica, la prevalencia en
huéspedes intermediarios y las tendencias de Angiostrongiliasis en
diversasregiones del mundo. Actualmente, se sabe que A. cantonensis
puede infectar una gran variedad de gasterépodos, y es probable que
esta lista continude creciendo con futuras investigaciones en distintas
areas geograficas.

Importancia Clinica

El perfil de las enfermedades causadas por Angiostrongylus s.p. varia
segun la especie. En el caso de lainfeccién humana por A. cantonensis,
este nematodo queda atrapado en el sistema nervioso central (SNC)
debido aunaintensareacciéon inflamatoria que produce un infiltrado
eosinofilico. Esto provoca la muerte de las larvas y desencadena una
mayor inflamacién, lo que resulta en angiostrongiliasis neural o
cerebral, manifestdindose como meningitis eosinofilica, encefalitis o
meningoencefalitis eosinofilicas, dependiendo del area afectada (da
Silva et al., 2021; Carvalho et al., 2022).

En las etapasiniciales, la enfermedad suele ser aguda y asintomatica,
y los sintomas, si aparecen, suelen resolverse espontaneamente en
pocas semanas. Sin embargo, en algunos casos, pueden dejar secuelas
graves o incluso ser mortales. Los sintomas principales incluyen
cefalea y rigidez cervical, aunque a menudo pasan desapercibidos
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debido a la rutina diaria y a picos febriles variables (Pai et al., 2022;
Prasidthrathsint et al., 2017).

También pueden presentarse sintomas como vision borrosa,
nauseas, vomitos, debilidad muscular, dolor retro orbitario, ataxia,
dolor abdominal, malestar general, convulsiones, paralisis facial,
somnolencia, retencién eincontinenciaurinaria. Encasodeinfecciéon
ocular, esta puede causar lesiones permanentes que resulten en una
disminucién o pérdida total de la vision (Gonzales et al., 2022).

La fisiopatologia de la angiostrongiliasis neural se atribuye
principalmente al movimiento de las larvas, el cual implica la accién
de enzimas proteoliticas y agentes proinflamatorios y citotéxicos
liberados por los eosinéfilos. Estos elementos agravan el dano al
tejido cerebral junto con la insuficiencia vascular causada por la
inflamacién, lo que puede llevar a danos neurolégicos permanentes
(Lv S et al., 2020; Eamsobhana, 2014).

En humanos también puede desarrollarse Angiostrongiliasis
abdominal, caracterizada por lesiones granulomatosas eosinofilicas
en la region ileocecal, asociadas a una fuerte reaccién inflamatoria
por la presencia de huevos y adultos de A. costaricensis en las arterias
mesentéricas. Los hallazgos histopatolégicos incluyen vasculitis
eosinofilica, apendicitis aguda, infarto intestinal y formacién de
pseudotumores (Solano et al., 2021; Mesén-Ramirez et al., 2008).

En cuanto a la sintomatologia, la Angiostrongiliasis abdominal se
manifiesta principalmente con dolor abdominal, que puede variar
de leve a intenso, y ser recurrente, persistiendo durante meses y, en
algunoscasos, requiriendo cirugiaurgente. Otros sintomasson fiebre,
nauseas, vomitos, anorexia, diarrea o estrefiimiento, erupciones
cutaneas y pérdida de peso. Los signos clinicos incluyen distensién
abdominal, dolor a la palpaciéon, resistencia muscular, irritacion
peritoneal y rigidez abdominal. Un hallazgo clinico relevante es la
presencia de una masa tumoral palpable en el cuadrante inferior
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derecho, que puede confundirse con un plastrén apendicular o un
tumor maligno (Mesén-Ramirez et al., 2008).

Elcuadroclinicopuedeconfundirseocasionalmenteconlarvamigrans,
una enfermedad frecuente en zonas tropicales y subtropicales que se
caracteriza por una marcada movilidad parasitaria en la piel y los
organos internos, especialmente si se presenta afectaciéon hepatica.
Aunque raro, se ha reportado afectacién de testiculos, epiplén y
hernias de la pared abdominal. Los estudios radiol6gicos muestran
dificultades en el llenado intestinal, espasticidad, distensién de asas
delgadas con nivelesde liquido, engrosamiento de la pared intestinal,
y en casos de perforaciéon, presencia de neumoperitoneo (da Silva et
al., 2021).

Prevencion y Control

Debido al amplio rango de distribucién global de ratas y moluscos
que actiian como huéspedes de Angiostrongylus s.p., su erradicacién
en el ambiente no es una opcién viable. Sin embargo, es fundamental
implementar estrategias de control para “bloquear” su transmisién
a humanos. En China, Chen et al. (2012) describieron cémo, a través
de la colaboracién de diversas entidades, incluidas universidades,
se definieron las siguientes estrategias de control: (i) desarrollo
de un programa nacional de control; (ii) vigilancia activa de las
infecciones tanto en humanos como en animales; y (iii) mejora de
las herramientas de diagnéstico existentes o desarrollo de nuevas
pruebas mas eficientes (Chen et al., 2012).

Otra forma de reducir la transmisiéon de este parasito es mediante
la educacién de las poblaciones en riesgo, fomentando que eviten el
consumo de hospedadores intermedios y paraténicos crudos o poco
cocinados, asi como de vegetales potencialmente contaminados. A
pesar de que modificar costumbres profundamente arraigadas en
regiones endémicas es un desafio, es una medida crucial. En lugares
como Tailandia y China, donde el consumo de caracoles es comin
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y se preparan de diversas maneras, o en aquellas zonas donde las
condiciones sanitarias son desfavorables y las verduras crudas se
usan en la preparacién de jugos, se han reportado brotes asociados a
la presencia de A. cantonensis (Tsai et al., 2001; Tsai et al., 2001).

Porlotanto,las medidasrecomendadasincluyen: (1) educar al publico
sobre nematodos del género Angiostrongylus y las enfermedades
que causan; (2) consumir inicamente caracoles, babosas, moluscos
pequeiios y hospedadores paraténicos debidamente cocidos; (3)
erradicar moluscos hospedadores cercanos a viviendas y huertos; y
(4) evitar el consumo de vegetales que puedan estar contaminados
con larvas infecciosas. Los viajeros a regiones endémicas deben estar
conscientes de los riesgos asociados con el consumo de moluscos
crudos o verduras de origen desconocido y adoptar precauciones,
como lavarse las manos de forma frecuente, especialmente
después de actividades como la jardineria (Khamsai et al., 2022;
Aekphachaisawat et al., 2022).

Identificacion de Angiostrongylus Mediante la Técnica de
gPCR Multiple en Tiempo Real

Sehadocumentado queen Américael Caracol Gigante Africano (CGA)
actiia como hospedador de los parasitos Angiostrongylus cantonensis,
A. costaricensis y A. vasorum. Dentro de este molusco, las larvas se
desarrollan en sus etapas de segundo y tercer estadio, para luego
abandonar el huésped invertebrado (4). En Colombia, la presencia
del L. fulica ha sido confirmada en 27 de los 32 departamentos, siendo
especialmente notable en regiones como Meta, Valle del Cauca,
Putumayo y Caquetd, donde representa una amenaza ecolédgica
critica. Larapida expansién de esta especie en estas areas ha motivado
la implementacién de camparnias nacionales de erradicacion.

Debido a que lainfeccién por Angiostrongylus en humanos y animales
puede ocurrir por la ingestion accidental de larvas de tercer estadio,
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se requiere un método sensible y preciso para detectar la presencia de
estos parasitos. Tal método deberia ser aplicable tanto en muestras
clinicas como en muestras ambientales, por ejemplo, en la membrana
del manto de caracoles africanos, lo cual contribuiria a mejorar la
vigilancia epidemioldgica y a generar alertas tempranas.

En un estudio realizado por Varela et al. (2018), se desarrollé una
prueba de gPCR en tiempo real maultiple para la identificacién
simultanea de A. cantonensis, A. costaricensis y A. vasorum, a partir
del ADN purificado de las larvas de estas especies. Esta técnica se bas6
en la deteccion de secuencias especificas de ADN para cada especie
mediante sondas marcadas con diferentes fluoréforos. El estudio
detect6 la presencia de Angiostrongylus a partir de ADN extraido
directamente de la membrana del manto del L. fulica. Para ello, se
recolectaron 369 caracoles en tres comunas de Cali entre febrero y
abril de 2023 (tabla 1). Los caracoles fueron sacrificados mediante
adormecimiento por frio, y luego se extrajo su manto para el analisis.

Tabla 1. Datos de colecta de los caracoles africanos

Comuna No. de caracoles
recolectados
9 44
10 222
19 103

Todos los mantos fueron observados primero al estereomicroscopio
en busca de ndédulos (figura 1). Se tomd una muestra de 1 cm? de los
mantos, tanto de aquellos que presentaban nédulos como de los que
no. Las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta su procesamiento
para la extraccién de ADN gendémico.
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Figura 3.1. Nodulos presentes en el manto de un Caracol Africano

Para la qPCR maultiple se utilizaron los oligonucleétidos y sondas
descritos por Varela et al. (2018). La mezcla de reaccién se prepard
con el kit comercial Luna® qPCR Master Mix (NEB), utilizando
una concentracion de ADN entre 10 y 40 ng/ml por reaccién en un
termociclador LightCycler® 96 (Roche). Como controles positivos se
utilizaron ADN sintéticos que amplificaban secuencias especificas de
cada especie y como control negativo, ADN del manto de un caracol
no contaminado con paréasitos. El perfil térmico utilizado para la
amplificacién se describe en la Figura 3.2.

En la Figura 3.3 se observa el resultado de la qPCR Multiple para los
controles positivos y negativo. Losvalores de punto de corte obtenidos
para A. cantonensis y A. costaricensis fueron 18, mientras que para
A. vasorum fue 20, observandose un aumento progresivo de la sefial
fluorescente de cada uno de los controles positivos, lo que permitio
distinguir que no existe interferencia con el ADN genémico del CGA.
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Figura 3.3. Resultado de los controles positivos y negativos de la qPCR
Multiple para A. cantonensis, A. costarricensey A. vasorum
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Seglin los resultados obtenidos por la prueba de qPCR multiple
para las muestras de mantos de los CGA recolectados en la ciudad
de Cali, no se observo la presencia de las especies A. cantonensis y
A. costaricense en ninguna de las tres comunas estudiadas (Tabla 2).
Sin embargo, la prueba presenté positividad para A. vasorum en el
manto de un caracol de la comuna 9, uno de la comuna 10 y cinco de
la comuna 19 (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados obtenidos por la técnica de qPCR Miutltiple, para el
ADN obtenido a partir del manto de los CGA

No. de mantos | No.de mantos No. de mantos
Comuna No. de caracoles ositivos para ositivos para A ositivos para
recolectados | ¥ P B I e
A.vasorum. cantonensis. A. costaricensis.
9 44 1 0 0
10 222 1 0 0
19 103 5 0 0
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Alanalizarla presencia de nédulos en los mantos que fueron positivos
por qPCR Miultiple, se observé que todos los mantos presentaban
nédulos, lo cual es consistente con la presencia de Angiostrongylus en
otros trabajos.

Todas las muestras positivas fueron enviadas a secuenciacién, siendo
consistentes con la secuencia de A. vasorum en todas las muestras, por
lo cual no se observo la presencia de falsos positivos. A pesar de que se
utilizaron diferentes concentraciones de ADN y de que el nimero de
quistes en cada muestra era diferente, la técnica demostro6 tener una
alta sensibilidad y selectividad paraladeteccion del ADN del parasito.
Estos resultados demuestran que la técnica de gPCR Multiple aqui
avaluada, puede ser de gran utilidad para estudios de epidemiologia
ambiental y como prueba diagnéstica para la detecciéon de los tres
principales parasitos Angiostrongylus s.p. de importancia en la salud
humana y veterinaria.

Conclusiones

El estudio sobre la presencia de los parasitos Angiostrongylus
cantonensis, A. costaricensis y A. vasorum en el Caracol Gigante
Africano (CGA) en Colombia ha generado informacién relevante
sobre la prevalencia y distribucién de estos agentes infecciosos en
poblaciones de CGA en la ciudad de Cali. El uso de la qPCR multiple
ha demostrado ser una técnica robusta, sensible y especifica para la
deteccion simultanea de estos tres parasitos en muestras ambientales,
especificamente en el tejido del manto del CGA. La sensibilidad de esta
técnica permite no solo detectar infecciones activas en los caracoles,
sino también contribuir a la vigilancia epidemiol6gica mediante la
identificacion de caracoles infectados en regiones especificas.

Los resultados obtenidos en el analisis de los CGA en Cali indican
una ausencia de A. cantonensis y A. costaricensis en las tres comunas
evaluadas. Sin embargo, se detect6 la presencia de A. vasorum en un
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numero limitado de caracoles de lascomunas 9,10y 19, lo cual sugiere
que esta especie puede estar presente de manera focalizada en ciertas
areas de la ciudad. La identificacién de A. vasorum en estos caracoles
es preocupante, dado su potencial para actuar como un agente
zoonotico y afectar tanto a animales domésticos como a humanos.
La capacidad de esta técnica para detectar infecciones en estadios
larvales, sin necesidad de métodos invasivos o complejas técnicas
de laboratorio, ofrece una herramienta diagnéstica que puede ser
replicada en otras areas de Colombia y América Latina, donde la
propagacion del CGA representa un problema de salud publica y
medioambiental creciente.

Ademas, la presencia de nddulos en los mantos de los caracoles
positivos para A. vasorum refuerza la asociacién entre estos nédulos
y la infeccién por Angiostrongylus, respaldando hallazgos de
investigaciones previas. Este patron podria servir como un indicador
preliminar de infeccién en estudios futuros, ayudando a identificar
visualmente aquellos caracoles que podrian estar infectados y
facilitando la seleccién de muestras para analisis confirmatorios por
qPCR.

Este estudio destaca la importancia de implementar métodos de
diagnéstico molecular en el monitoreo ambiental para generar
datos de vigilancia epidemioldgica mas precisos y efectivos. La gPCR
multiplenosolopermitelaidentificacién especificadelastresespecies
de Angiostrongylus relevantes para la salud humana y veterinaria,
sino que también aporta un recurso valioso para campanas de
control y prevenciéon. La deteccién temprana de A. vasorum en
caracoles africanos podria ayudar a alertar a las autoridades de salud
y medioambiente sobre posibles focos de infeccién, mejorando las
respuestas preventivas en comunidades vulnerables.

En conclusién, la técnica de gPCR maultiple evaluada en este estudio
se consolida como una herramienta eficiente para la deteccién
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y caracterizaciéon de infecciones por Angiostrongylus en CGA en
ambientes naturales. Su aplicabilidad en estudios de epidemiologia
ambiental ofrece un método accesible y replicable que, combinado
con programas de control y erradicacién del CGA, podria reducir
el riesgo de transmisién de estas enfermedades zoondéticas en areas
urbanas y rurales. La expansion de este tipo de metodologias a
nivel nacional y en otros paises de América Latina podria mejorar
significativamente los esfuerzos de vigilancia y contribuir a la
gestion de amenazas emergentes asociadas al CGA y a los parasitos de
Angiostrongylus.
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