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ABSTRACT

Ascariasis is a disease caused by the helminth Ascaris lumbricoides (intestinal worm), which infects an
average of 819 million individuals. Approximately more than 60 000 people die worldwide each year from
this parasite. It is classified as a neglected subtropical endemic disease and is frequently found in Africa,
Latin America, and East Asia.

Ascariasis is detected by conventional tests, which are based on the direct identification of A. lumbricoides
by direct macroscopic examination, traditional microscopy, formaldehyde concentration method, Kato-Katz,
McMaster, flotation techniques (such as FLOTAC and Mini-FLOTAC), with the aim of observing helminth eggs;
all these are cost-effective tests, but of low or moderate sensitivity. Therefore, molecular biology methods
such as conventional PCR and multiplex PCR are an option for the detection of this parasite due to their
high sensitivity and specificity, but their low accessibility in endemic countries due to the high prices of
reagents and equipment should be considered. Indirect methods based on serology have been used for the
identification of A. lumbricoides, but they have generated cross reactions with infections by other helminths
so there is no specific serological test for this parasite at present. Nowadays, new techniques have been
designed with high sensitivity and specificity that allow the diagnosis of ascariasis, among which we can
mention detection and identification of A. lumbricoides eggs through optical imaging and loop-mediated
isothermal amplification.

Keywords: Ascariasis; Ascaris Lumbricoides; Laboratory Diagnosis; Conventional Techniques; Molecular
Techniques; Future Technology.

RESUMEN

La ascaridiasis, o ascariasis, es una enfermedad causada por el helminto Ascaris lumbricoides (gusano
intestinal), que infecta a una media de 819 millones de individuos. Cada afio, mas de 60 000 personas
en todo el mundo mueren a causa de esta infeccion parasitaria. Esta clasificada como una enfermedad
endémica subtropical desatendida y ocurre con frecuencia en Africa, América Latina y el este de Asia. La
deteccion de Ascaris se realiza mediante pruebas convencionales basadas en la deteccion directa de A.
lumbricoides mediante examen macroscopico directo, microscopia tradicional, método de concentracion de
formalina-éter, Kato-Katz, McMaster, métodos de flotacion (por ejemplo, FLOTAC y Mini-FLOTAC) destinados
a seguimiento de huevos de helmintos; todas estas son pruebas convencionales econémicas, pero tienen una
sensibilidad de baja a moderada. Por lo tanto, los métodos de biologia molecular, como la PCR convencional
y la PCR multiplex, deteccion e identificacion de huevos por imagenes opticas, microscopia de campo amplio
y confocal, Amplificacion isotérmica mediada por bucle LAMP son técnicas futuristas para la deteccion de
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este parasito debido a su alta sensibilidad y especificidad, pero su disponibilidad en paises endémicos es baja
debido a los altos precios de los reactivos, equipos y capacitacion del personal.

Palabras clave: Ascariasis; Ascaris lumbricoides; Diagnostico de Laboratorio; Técnicas Moleculares; Tecnologia
Futura.

INTRODUCCION

La ascariasis es una enfermedad producida por el helminto Ascaris lumbricoides, es considerada como
una de las diez infecciones parasitarias mas comunes en el mundo que afecta el intestino del ser humano.®
Los gusanos adultos son cilindricos de color blanco cremoso. El parasito presenta varias etapas de desarrollo:
huevo, larvas (mudan desde la primera etapa L1 hasta L4) y adulto.®

Los helmintos transmitidos por el suelo (HTS) infectan alrededor de 1950 millones de personas en todo
el mundo, con un estimado de 819 millones de individuos infectados por A. lumbricoides.®* La ascariasis
humana esta muy extendida y constituye uno de los desafios de salud pUblica mas importantes a nivel mundial.
® Se clasifica como una enfermedad subtropical desatendida, prevaleciendo particularmente en paises
subdesarrollados con climas tropicales, subtropicales y ecuatoriales los mismos que proporcionan un entorno
favorable para la transmision de la infeccién durante todo el afio y se documenta frecuentemente en Africa,
América Latina y Asia Oriental.®

La transmision de A. lumbricoides se produce mediante un ciclo bioldgico directo fecal-oral es decir no
necesita de un hospedador intermediario. El adulto hembra produce decenas de miles de huevos que se
excretan con las heces, salen al medio ambiente y se ingieren después del contacto con tierra o alimentos
contaminados.®

Las complicaciones por este parasito prevalecen en la infancia provocando danos insidiosos y crénicos como
retardo en el crecimiento, deterioro cognitivo, alteracion en la absorcion de nutrientes, falta de apetito y pérdida
de micronutrientes.® En aquellos pacientes que presentan parasitosis masiva, suele producirse complicaciones
severas con cuadros clinicos que requieren intervencion quirdrgica debido al cimulo de parasitos adultos en el
tubo digestivo.?

Segln el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica en Ecuador (INSPI) el 80 % de la poblacion rural
y el 40 % del area urbana reflejan parasitosis, mediante el Programa Nacional para Abordaje Multidisciplinario
de las Parasitosis Desatendidas en Ecuador (PROPAD). Actualmente se esta desarrollando una investigacion de
parasitosis en algunas provincias puesto que no hay un mapeo completo de datos registrados sobre enfermedades
parasitarias en el pais, en el primer informe preliminar emitido por PROPAD el helminto mas encontrado es A.
lumbricoides en la region Costa y Amazonia tomando el séptimo lugar a nivel global del estudio después de la
identificacion de protozoos patogenos. ®

Ante esta problematica sanitaria es importante la identificacion rapida y acertada de A. lumbricoides para
una correcta farmacoterapia. El diagnostico de A. lumbricoides involucra una serie de métodos de laboratorio
ejecutandose mediante diferentes técnicas convencionales, especificamente una de las técnicas mas utilizadas
para su diagnostico es el método de Kato-Katz (KK), entre otras técnicas de identificacion macroscopica
como visualizacion de huevos mediante métodos de precipitacion, sedimentacion, flotacion no obstante este
conjunto de técnicas poseen una baja sensibilidad.

Dado que los métodos tradicionales de identificacién microscopica no son suficientemente sensibles para la
deteccion de A. lumbricoides, en la actualidad el diagnoéstico molecular ofrece técnicas especificas y sensibles
para el diagndstico de este helminto basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), PCR multiplex
convencional, amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP), microscopia de campo amplio, confocal y
optica.®

En la siguiente revision bibliografica se aportara con técnicas futuristas para la identificacion de A.
lumbricoides. Este conjunto de técnicas proporcionara una guia para la identificacion especifica de este
parasito en paises endémicos.

METODOS

La busqueda bibliografica fue realizada en las bases de datos PubMed, Springer, SciELO, Scopus, Google
Scholar, Springer Nature, Web of Science y en la biblioteca virtual de la Universidad de Granada Espafna para
todas las publicaciones sobre técnicas diagndsticas de Ascaris lumbricoides.

Tipo de estudio y estrategia de busqueda

Se utilizaron palabras claves como: Soil transmitted/ TSH/ helminth/ Ascaris / A. lumbricoides/ Ascariasis/
diagnosis/ technique/ method/ Kato Katz/ fecal egg counts/ FLOTAC/ Mini Flotac/ McMaster/ DNA/ Molecular
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Identification/ ELISA/ PCR/ Reaccion en Cadena de la Polimerasa/ Polymerase chain reaction/ Multiplex/ gPCR/
Sensibilidad/ Especificidad/ LAMP/ WHO Guid/ 2014/ 2015/ 2016/ 2017/ 2018/ 2019/ 2020 /2021 /2022 /2023,
se han buscado publicaciones individuales por titulo y/o autores cuando ha sido necesario.

Los estudios incluidos fueron articulos cientificos, revisiones sistematicas en el idioma inglés y espafol de los
ultimos 10 anos que trataban sobre técnicas diagnosticas, morfologia, presentacion clinica, epidemiologia de A.
lumbricoides. Se excluyeron estudios que diagnosticaban otro tipo de parasito, no aportaban con informacion
relevante y de anos de publicacion muy antigua.

Seleccion de publicaciones y extraccion de datos

La seleccion y exclusion de las publicaciones fue realizada por el investigador mediante la elaboracion
de una tabla analitica después de evaluar el titulo y resumen, la informacion extraida de las publicaciones
fue: Fuente documental, afio de publicacion, palabras claves, metodologia, resultados del estudio a nivel de
significancia, tablas/ figuras de importancia y conclusiones.

Resultados de la busqueda bibliografica

En resumen, la bUsqueda bibliografica inicial en la literatura cientifica arrojé un total de 58 estudios
publicados, de los que se realizd la eliminacion de 8 duplicados y 23 excluidos por no aportar informacion
relevante a la investigacion. Por lo tanto, se incluyeron un total de 27 articulos que se publicaron entre 2014 y
2023 como se observa en la figura 1.

Todos los manuscritos seleccionados se analizaron utilizando un software de gestion de referencias Mendeley.
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Figura 1. Diagrama PRISMA para una revision bibliografica que examina técnicas diagndsticas del helminto
Ascaris lumbricoides

RESULTADO Y DISCUSION

La ascariasis es una de las enfermedades parasitarias que no puede diagnosticarse mediante solo un examen
fisico y se necesitan pruebas adicionales de laboratorio. Desafortunadamente esta infeccion en su mayoria
permanece sin diagnosticar debido a la falta de personal capacitado y de tecnologia apropiada, de la cual son
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carentes en los paises endémicos. El desprendimiento intermitente de huevos o larvas dificulta ain mas el
diagndstico de HTS, ya que no existe una prueba gold estandar/test de referencia especifico para el diagnostico
de A. lumbricoides, lo que dificulta la comparacion y estandarizacion de cualquiera de las técnicas utilizadas
en la deteccion de este helminto.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO CLINICO
Técnicas Moleculares en el diagnéstico de Ascaris lumbricoides

Los avances en las técnicas moleculares han proporcionado una ventaja de deteccion rapida, sensible,
especifica y de cuantificacion precisa de los huevos de HTS, la alta sensibilidad de las técnicas moleculares las
hace esencialmente Utiles para el control y seguimiento del tratamiento de los HTS. 101112

Se han desarrollado técnicas basadas en la deteccion y diferenciacion de helmintos basadas en el analisis
del ADN del parasito en muestras fecales, estas técnicas son: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), PCR
multiplex convencional, ensayo de amplificacion Isotérmica por bucle (LAMP) a continuacion se describiran
cada una de estas técnicas utilizadas para el diagndstico de A. lumbricoides. 3

PCR convencional

Es una de las principales técnicas de la biologia molecular empleada en el diagndstico de helmintiasis es la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), esta técnica se basa en una reaccion enzimatica in vitro, la cual
amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN. 617

La enzima utilizada en este método es la ADN polimerasa que tiene la capacidad natural de sintetizar el
ADN de las células, esta replicacion se da mediante tres fases principales: Desnaturalizacion en esta etapa la
doble cadena de ADN se separa a una temperatura de 95°C entre 20 a 30 segundos. Hibridacion en esta fase
los cebadores de se alinean e hibridaran con su secuencia complementaria. Extension es la Gltima etapa del
proceso donde la Taq polimerasa empieza actuar sobre el complejo molde cebador la enzima empieza con su
funcion catalitica anadiendo los ANTP complementarios para generar el fragmento amplificado de interés.®

La identificacion de A. lumbricoides por PCR se realiza mediante el aislamiento de ADN directamente de
muestras fecales que han dado positivo en primera instancia al examen microscépico con presencia de huevos
de A. lumbricoides, la extraccion de ADN se realiza mediante minikit (STOOL DNA) o segin el protocolo de
referencia del laboratorio.("®

Estudios moleculares han ayudado la identificacion de A. lumbricoides examinado regiones del ADN nuclear
y mitocondrial (mtADN) como el gen espaciador interno (ITS1) ha permitido identificar 5 genotipos presentes en
humanos (G1-G5) el genotipo G1 es parasita con mayor frecuencia al humano, mitocondrial citocromo oxidasa
subunidad (cox1).(?

Seglin Sanprasert et al.(™® sugiere que para la amplificacion de la region genomica ITS1 se debe extraer
el ADN de heces confirmadas con la presencia de huevos de A. lumbricoides, posterior a esta PCR en el cual
se afaden los cebadores disefiados para esta amplificacion y finalmente confirmar la amplificacion de PCR
mediante electroforesis en gel de agarosa en el cual se debe verificar el tamano correcto de la banda de 219
pb de la region genémica ITS1 para la deteccion de A. lumbricoides. 11920

Ventajas
La PCR convencional es altamente especifica y sensible para la deteccion de A. lumbricoides a partir de
muestras de heces que presenten infecciones muy bajas. (718

Desventajas
La PCR convencional solo puede indicar presencia de infeccion, utiliza reactivos y equipos de altos costos de
dificil acceso para los paises endémicos.(17:1®

PCR multiplex convencional

En paises endémicos el poliparasitismo de helmintos se considera comun, la alta similitud morfoldgica de los
huevos entre especies relacionadas complica que los métodos convencionales de diagnostico microscopico que
se sabe que carecen de sensibilidad, simplificando de esta manera el diagnostico al reemplazar a varias pruebas
individuales en una sola prueba molecular, especialmente en infecciones de baja intensidad. 222

El método cuantitativo de PCR multiplex puede proporcionar una identificacion rapida de multiples especies
de helmintos en una sola reaccion a partir de una sola muestra de heces, siendo asi una técnica altamente
sensible, detecta HTS a partir de concentraciones muy bajas sin generar una reaccion cruzada. "

La metodologia empleada en PCR multiplex para identificar diferentes helmintos se basa en extraer ADN
a partir de una muestra de heces, se usan cebadores y sondas especificas para cada especie de helmintos. El
producto de la PCR multiplex se comprueba por electroforesis mediante un gel de agarosa para comprobar los
productos y tamanos esperados de diferentes fragmentos de helmintos como: S. stercoralis, A. lumbricoides y

https://doi.org/10.56294/saludcyt2024786



5 Pérez Laborde EJ, et al
N. americanus.®

Ventajas y desventajas

La PCR multiplex muestra una sensibilidad cinco veces mayor que la técnica de concentracion de formalina-
acetato de etilo y la microscopia tradicional. PCR multiplex permite la cuantificacion del amplicon y la intensidad
de la infeccion asociada, es mas sensible que KK y la técnica de flotacion para la deteccion de infecciones y
coinfecciones por A. lumbricoides, la PCR multiplex detecta con éxito la infeccion por A. lumbricoides junto

con multiples parasitos intestinales. Las limitaciones de este método son semejantes a las de PCR convencional.
(21,22,23)

Deteccion e identificacion de huevos de A. lumbricoides a través de imdagenes opticas

Esta metodologia se basa en la identificacion en tiempo real de huevos de helmintos en funcion de su
fluorescencia intrinseca, mediante microscopia de fluorescencia, siendo un método prometedor para identificar
helmintos. Esta técnica de imagen no invasiva podria orientar a una mejor compresion de estas especies que
puede ayudar en el control temprano de las enfermedades. 4?5

La identificacion de estos parasitos es desafiante debido a sutiles diferencias en la morfologia de los huevos.
Esto requiere un método sensible para la deteccidn e identificacion de huevos de helmintos para su control
completo a nivel de cada especie.

En los Ultimos afos, se han desarrollado y aplicado varios métodos para la deteccion y cuantificacion de
huevos de helmintos, pero la desventaja de estas técnicas es que requieren mucho tiempo y son laboriosas. ¥

Microscopia de campo amplio

Para la caracterizacion optica de los huevos se utiliza microscopia de fluorescencia de campo amplio. Este
método se basa en la fluorescencia intrinseca de los huevos de los nematodos para su deteccion sin el uso de
etiquetas y colorantes. 227

El huevo de A. lumbricoides se puede visualizar facilmente mediante microscopia optica. Ademas, son
fluorescentes en la region visible cuando se iluminan con 360 nm y luz laser de 560 nm. Los huevos de A.
lumbricoides muestran fluorescencia debido a la presencia de lipidos y proteinas en su membrana celular.

Microscopio confocal

El microscopio confocal tiene una resolucion en el plano de 300 nm, pero incluso las caracteristicas
fluorescentes mas pequefas son detectables, y ya que el tamaiio del huevo del helminto oscila entre 40 pm y
75 um puede detectarse con facilidad con un microscopio confocal, tomandose escaneos de fluorescencia de
100 pm por 100 pym.

Los escaneos confocales representativos de A. lumbricoides, reconocidos por su forma redondeada y el
diametro de los huevos fue de 40 pm. Estos huevos mostraron mas de 2.0 millones de conteos por segundo
usando una potencia de 25 pW, lo que indica emisores muy brillantes en su estructura, la potencia utilizada esta
muy por debajo del riesgo de daio fototérmico a la muestra @,

En estos escaneos confocales se observa la fluorescencia roja en donde se encuentran las estructuras de los
huevos, lo que indica una caracteristica fluorescente extremadamente brillante incluso con una baja potencia
del laser. Esta presencia brillante se atribuye a las caracteristicas de la membrana externa del parasito ya antes
mencionadas.®)

Amplificacion isotérmica mediada por bucle LAMP

El ensayo de amplificacion isotérmica (LAMP) es una tecnologia Unica que ha surgido como un enfoque
prometedor para la amplificacion de ADN. Actualmente tiene una amplia aplicacion como herramienta
diagnostica para enfermedades humanas.®

LAMP es capaz de amplificar rapidamente acidos nucleicos diana con mayor sensibilidad, especificidad,
eficiencia y rapidez en condiciones isotérmicas es decir la reaccion ocurre a una misma temperatura en forma
continua. Se requiere de un equipo relativamente simple que consta de una incubadora, bafo de agua y un
bloque de calor que proporciona una temperatura constante. Utiliza una ADN polimerasa de desplazamiento
de cadena, lo que permite la amplificacion que conduce a la acumulacion de una gran cantidad de ADN. La
deteccion colorimétrica de amplificacion de ADN permite la inspeccion visual de los resultados sin necesidad
de equipos sofisticados.®

LAMP es una metodologia adecuada para apoyar el control de ascariasis ya que es capaz de detectar una
baja cantidad de ADN de un solo huevo de este parasito, por lo que esta técnica sugiere que incluso en las
infecciones de baja intensidad de A. lumbricoides se puede detectar facilmente. Tiene un alto rendimiento,
por lo tanto, se puede manejar muchas muestras al mismo tiempo.

Estudios recientes han demostrado que LAMP es mas sensible y especifico que la reaccion en cadena de la
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polimerasa convencional en infeccion por A. lumbricoides en muestras fecales.®)

La metodologia de esta técnica se basa en obtener huevos de A. lumbricoides de muestras fecales verificadas
previamente mediante alguna de las técnicas microscopicas anteriormente descritas, para realizar la extraccion
de ADN. Seguido se realiza el disefio de cebadores para la region genémica ITS1, puesto que la efectividad de
este método se basa en el disefo especifico de cebadores requiriendo de 4 a 6 cebadores, en tercer lugar, se
optimizan las temperaturas de incubacion ideales que varian entre 56°C a 63°C y finalmente se usa la enzima
ADN polimerasa mas tampon de reaccion.

La deteccion de los productos LAMP se realizan de dos formas visualmente en la cual se usa SYBR Green, o
bien se pueden confirmar los resultados usando los productos en un gel de agarosa.®)

Ventajas

Este método ocurre a una misma temperatura en forma continua lo que es una importante ventaja sobre
la PCR tradicional. El ensayo LAMP tiene la capacidad de detectar una baja cantidad de ADN (infeccion
de baja intensidad) de este parasito en comparacion con la técnica KK. La especificidad de LAMP es alta
para A. lumbricoides y no se han observado reacciones cruzadas con parasitos helmintos coexistentes como
anquilostomas, Trichuris trichiura o Schistosoma mansoni, helmintos que con frecuencia estan presentes en
individuos de paises endémicos.

Una de las principales ventajas de LAMP segun Shiraho et al.?® sobre las técnicas moleculares convencionales
es que no se requiere de equipo sofisticado para confirmar los resultados del método pues se puede visualizar a
simple vista, lo que demuestra la viabilidad de utilizar este ensayo. Ademas, dado que la reaccion de la prueba
es isotérmica, se puede usar un bafio de agua simple para esta prueba lo que puede permitir que la técnica se
use en paises endémicos de bajos recursos. 425

PROPUESTA OMS 2030

La OMS ha anunciado que el control de la morbilidad es el principal objetivo de salud publica para los HTS A.
lumbricoides forma parte del grupo de los tres helmintos mas importantes en infectar al ser humano. Segun las
pautas mas recientes de la OMS, el control de la morbilidad se define como una prevalencia <2 % de infecciones
de intensidad media a alta en ninos de edad escolar para el afo 2030. Las pautas de tratamiento de la OMS
recomiendan la farmacoterapia preventiva mediante la administracion masiva de medicamentos para lograr el
control de la morbilidad.®")

Para paises endémicos con alta prevalencia las guias de la OMS proponen un tratamiento semestral, aunque en
estas regiones el objetivo de disminuir la morbilidad es menos probable que se logre de acuerdo al presupuesto
que presente cada ministerio de salud en cada uno de estos paises. 8293031

CONCLUSIONES

El examen microscopico y la técnica de Kato-Katz siguen siendo las pruebas diagnoésticas mas importantes
para la deteccion de A. lumbricoides, las cuales se utilizan especialmente en paises endémicos por su costo y
facilidad de uso, estos factores son mas importantes que la sensibilidad diagnostica, las pruebas moleculares
son muy sensibles en comparacion con los tradicionales, por lo que son aptos para el diagnostico de este
helminto. Actualmente, la deteccion molecular en paises endémicos se limita al entorno del area de estudio,
debido a que el equipamiento de los laboratorios clinicos publicos y privados es muy costoso. y reactivos de
uso diario.

Se desarrollan nuevos y novedosos protocolos de identificacion de A. lumbricoides, la deteccion de huevos
de mediante imagenes opticas y LAMP son las Ultimas técnicas actualmente en uso.

Se proporciona un conjunto de técnicas para uso en el laboratorio clinico para asegurar la identificacion de
A. lumbricoides. La elecciéon del método utilizado para la determinacion depende del presupuesto de salud
asignado al sector salud de cada pais endémico. La mejor opcion para la deteccion de este helminto son las
técnicas moleculares, que se prevé utilizar en los proximos afos.
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