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Resumen

RESUMEN

Gilberto Ballesteros Rodea. Comparacion ‘de Especimenes de’ Fasc:ola hepatica
Utilizando el Gen 185 ARNr.y la Region ITS1 Mediante Reaccion en Cadena de la
-Polimerasa (PCR)..Bajo la direccion de Dr. Hector Qunroz Romero, Dr Antonio
Verdugo Rodnguez y Dr Froylan Ibarra VVelarde. S :

La fascnolosns eg una enfermedad parasutarla que afecta ‘a dlferentes especies
animales,. snendo' ) cipales bovinos.y ovmos aunque tamblen es considerada
como . una’ zoonosis mportante En . Mexnco no: se han reportado variedades

si: como de su blologla basica y genética, ademas de
quamloterapla ldentlfcacnon de

'nostlcos y en la relaciéon taxonomlca del parasito.
or como objetivo determinar la posible variabilidad genéetica
dultos “de 'F. hepatica de diferentes regiones de México
te’la’utilizacion”de’ la:técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR). Se’obtuvieron 793" especimenes de F. hepatica de higados de bovinos
decomisados enirastros del Distrito Federal, Edo. de México, Hidalgo, Tabasco y
Veracruz, los cuales fueron medidos y agrupados de la siguiente manera: grupo 1
(1-1:4°cm),'grupo:2:(1.5-3.4 cm) y grupo 3 ( 3.5-4.0 cm). Posteriormente se
congelaron-a —80°C hasta ser utilizados. La extracciéon de ADN genémico se
realizé con un método modificado de extraccion de ADN para bacterias. En la
amplificacién del ADN de F. hepatica se utilizaron oligonucledtidos que flanquean
la region 1.del espaciador interno del transcrito (ITS1) y un fragmento del gene
18S ARNr de F. hepatica. Cuando se amplificdé con los iniciadores del ITS1 se
obtuvo un producto completo de 423pb aproximadamente, siendo todos los
especimenes de F. hepatica del mismo peso molecular. En la amplificacion de la
secuencia 18S ARNTr, el producto de PCR obtenido mostréd una banda de 414pb
aproximadamente, obteniéndose un producto del mismo tamarno en todos los
especimenes de F. hepatica. Sin embargo, al utilizar esta secuencia en los
diferentes trematodos empleados como controles negativos, se observé que es
capaz de diferenciar a F. hepatica de F. gigantica. Los productos amplificados
sugieren que el 100% de los especimenes analizados son de F. hepatica, ya que
los pesos moleculares observados no representaron ninguna variabilidad. Las
diferencias fenotipicas presentes entre los diferentes grupos de especimenes se
podrian atribuir a efectos de fasciolicidas empleados, raza del animal y lugar
geografico.

PALABRAS CLAVE: F. hepatica, ADN, PCR, ITS1, 18S ARNIr, variacion genética.
fenotipo.
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Summary

SUMMARY

Gilberto Ballesteros Rodea. Comparison of specumens of Fasciola hepat/ca using
the 18S RNAr gene and Region ITS1 by Polymerase Chain ‘Reaction’ (PCR).
Under the tutoring of Dr. Héctor Quirdz Romero, Dr. Antonio Verdugo: Rodnguez
and Dr. Froylan tbarra Velarde.

Fasciolosis is a parasitic disease than can affect different animal species, mainly
bovine and ovine, being also considered an important zoonosis. Up to the moment,
there are no varieties on the F. hepatica genome reported in México. The use of .
Molecular Biology techniques have become useful tools to understand better. and
manipulate this trematode genome regarding its basic and genetic biology.. The
use of this knowledge will help eventually in the development of chemotherapies,
identification of surface antigens, vaccines, sequence identification of RNA and
DNA for diagnostic purposes and the taxonomical relationship of the parasite.

The objective of this study was to determine a possible genetic variation in adult
flukes of Fasciola hepatica from different regions of Mexico using the Polymerase
Chain Reaction (PCR).

793 specimens of Fasciola hepatica were collected from discarded livers obtained
from slaughterhouses in the Distrito Federal, Mexico State, Hidalgo, Tabasco and
Veracruz. All specimens were measured and grouped as: group 1 (1-1.4 cm),
group 2 (1.5-3.4 cm) and group 3 (3.5-4.0 cm), following freezing of all specimens
at —80°C until used. The extraction of genomic DNA was performed using a DNA
extraction system for bacteria. Specific primers for ~F. hepatica DNA amplification
were designed to amplify region 1 of the internal transcribed spacer (ITS1) and.a
second pair for a fragment of the 18S RNAr gene. A product of 423pb was
obtained when amplifying with ITS1, being all specimens of F. hepatica similar in
weight. As for ampilification with the 18S RNAr fragment a product of approximately
414pb was produced for all specimens of F. hepatica. Even do, using  this
sequence in the different Trematodes used as negative controls, it was observed
that the 18S RNAr fragment is capable of distinguishing F. hepatica from F.
gigantica. The similarity of the molecular weights in the amplified products might
suggest that 100% of the specimens analyzed are F. hepatica. The phenotypic
variation of the specimens used in the study can be attributed to the use of
dewormers, animal breed of geographical site specimen collection.

Keywords: F. hepatica, ADN, PCR, ITS1, 185 ARNr, genetic variation, phenotype.
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Introduccion

I INTRODUCCION

1.1 Presentacion del Problema
) La fasciolosis es una enfermedad parasitaria que afecta a: varlas especies
animales, incluyendo al humano, es ocasionada por el. trematodo 'Fasciola
hepatica (1). Durante la enfermedad el parasito en su estédio adulto se localiza en

los conductos biliares y en su estadio inmaduro enue parenqulma hepatlco
provocando un proceso inflamatorio generalmente cronico; que.:causa. trastornos :

‘provocando anemia, aunque
r asn la cantidad y alteran la com

e afgib:por
1. 3crn de ancho y 7cm de largo por 1.2cm de ancho ivamente (4 5, 6)

(Flgura 1).

1.1.1 Taxonomia Morfométrica :
Hasta ahora la caracterizacion de F. hep: se ha realizado
unicamente por morfometria, se han detectado e§ esié trematodo en
estadio adulto que presentan tamanos y formas" va‘ia"das‘ con medidas que
dlf'eren de la media registrada por Lapage y Cheng cuyos parametros sonde 2 a

3cm . de largo por 1.3cm de ancho (7, 8).



Introduccién

Watanabe e: lwata en 1954 sugmeron que en Japon exlste una forma del

‘Fasciola-sp.

nfectiva de
7 En ' dicho ~estudio” se

en las ratas inoculadas. La medicion de la
s una de las caracteristicas considerada en la

K e‘,di,ferentes especies de este género.

ad;‘»‘bé»r‘a la identificacion taxonémica de las formas
= gétéuma et al., 1994 e Itagaki et al.,, 1998, ademas de
cviéh"morfolégica de F. hepatica, F. gigantica y Fasciola sp.
japonesa ; 6n'i'paréron‘ también sus caracteristicas genéticas, reportan que las
formas Japonesas de Fasciola presentan partenogénesis y que corresponden al
grupo trlplOlde por presentar 30 cromosomas, mientras que F. hepatica y
F. f'kgigvantica no son partenogenéticas y presentan 20 cromosomas
correspondiendo asi al grupo diploide (15, 16).

N



Introduccién

Todas Ias formas japonesas presentan poco o no presentan eSperma y
presentan reproduccuon partenogenetlca [ =

a caracole anfblosv e Ios generosFossana (Lymnaea) vy Pseudosuccine para

contmuar su desarrollo. En México las” espec:es de caraéoles'mas mporta tes' en
el: c:clo evolutlvo‘de este parasito son: F. cubensis, F. buhmo:des
'F. obrussa yjP colume/la (20, 21, 22).

metacercarla que se encuentra enquistada principalmente en plantas o paatos Ios :
cuales son "lngendos por el ganado cuando éste se alimenta (23, 24). ‘Al ‘ser
lngendas las metacercarias, se desenquistan y alcanzan la pared intestinal,
fmlgrando por la cavidad peritoneal hasta llegar al higado, los estadios juveniles
'perforan la capsula de Glisson para penetrar en el parénquima hepatico (13),
postenormente entran a los conductos biliares, en donde alcanzan su estadio
adulto y depos:tan sus huevos, de los cuales, algunos son llevados mediante la
blllS hacna el intestino para ser expuisados al exterior del huésped en las heces Yy
otros Ilegan a’la vesicula biliar donde son acumulados (8).

Los huevos son operculados, miden en promedio de 140pm de largo por
75pm de ancho -Posteriormente, si el huevo se encuentra en agua y con una
temperatura 'de 25-27"C se desarrolla el miracidio, una Iarva c:hada que al
abandonar ‘el huevo, nada atraida por quimiotactismo hacia' un caraco!
suscepfible. penetra a través del pie perdiendo sus cilios y se establece en el
hepatopancreas, donde se desarrolla el esporocisto, el cual origina a la redia que
es un saco lleno de células germinales, de donde posteriormente se forman las
redias hijas y las cercarias.

ase |nfectante de F. hepatica para el hospedador def'nmvo es' 'Iaz"v



Introduccion

La cercaria abandona al huesped intermediario, se enqunsta sobre cualquier
superfxcne con la que tenga contacto, pierde su cola, 'y se. transforma en
etacercarla (6 13" 25 26) (Flgura 2). e e e b

1 1.3 lmportancua Economlca .
-En eI ganado bovmo. ovino y caprino F. hepatica produce perdldas

econdémicas po ner: un efecto notable en el decremento de la reducclon de;
carne; de Iec de‘ la' ganancia de peso. Se ha estimado que la produccnoyn,de
carne puede inuir - aproximadamente hasta en un 28% en. ‘animél

n:otras pérdidas dificiles de evaluar, como por ejemp‘
traso del crecimiento, aumento en el consumo‘d
"abortos,




Introducciéon

La dlstrlbumon de F hepat/ca es mundlal .en Mexnco Ios estados donde se

del huesped mtermedlarlo y las condncuonés ¢ >
son agua, luz y temperatura de 25-27°C. Gomez err‘nir"n'an ia
presencua de Fossara cubensis en el Altlplanod :
infectada naturalmente hasta en 100%. En Hidaig'

o, especie
" descrito  como
naturalmente infectados a caracoles del génerd‘ Fo de ' l‘as'b, especies
F. cubensis, F. humilis y F. bulimoides (22) S

1.1.4 Fasciolosis en Humanos

Durante mucho tiempo la fasciolosis ha sido consider?da como una de las
parasitosis de mayor importancia en Medicina Veterinaria 'yv, de . importancia
secundaria en Salud Publica, pero ahora se le puede iden'tiﬁcavr "(:Qmo una
sobresaliente zoonosis parasitaria re-emergente, ya que el‘ ndrhero; de casos
'llo‘r‘les de
personas son mfectadas por las diferentes especies de trematodos 'De 1970 a
‘1990 fueron_reportadas 2,594 personas infectadas con F. hepat a'en. “a2 paises
e mco continentes. En 1970 se reportan 500 casos . ’ fascxolosns en
humanos dentro ‘del continente americano: 6 en Argentina, . 14 en Bras:l 4. en
Chlle 216 en Cuba, 163 en Peru, 18 en Puerto Rico, 16 en Uruguay. 1enE. U Ay
62 en Mex:co (44, 45).

reportados en humanos ha aumentado en los Uultimos anos 40




Introduccion

El aumento sngnlﬁcatlvo en e| mundo, desde 1980 de casos clmlcos de
fasclolosns detectados en humanos puede estar durectamente,relacxonado con Ia[

'mejora de |os ‘métodos’ dlagnostlcos empleados y con‘la‘frecuéncia-e ntencnon con -

a: enfermedad pasa inadvertida en ia; coh uita:

gabmete e'pruebas: coprologlcas de rutina. Sin embargo, se han reportado casos'_,,'“
en 29 esta s de: Ié Republxca principalmente en los estados de Puebla Hldalgo
Estado de Méxlco Veracruz, Chiapas, Tabasco, Oaxaca, Jalisco y Morelos (50)‘
(anura 5)

1.2 ANTECEDENTES

k1.2.1 Biologia Molecular .

En las dos dJdltimas décadas, la biologia molecular ha tenido grandes
avances en la aplicacion de técnicas que implican la manipulacion de ADN y ARN,
permitiendo asi un mejor conocimiento y manejo del genoma de diferentes
microorganismos, asi como aportar datos importantes sobre aspectos de su
metabolismo y. en la identificacién de variantes antigenicas para el desarrollo de
vacunas que puedan inducir, proteccion mediante una respuesta inmune humoral
o celular g:ontrva,", un gran numero de enfermedades virales, bacterianas o
parasitarias (51). =



Introduccidn

La |dent|f|ca¢|on de secuencnas de ADN ha tenido un gran desarrollo en el
uso potenmal para el dlagnostlco asn mlsmo ia utilizaciéon de genes que codifican

a»estrategla eficaz que facilita

la" deteccion 'y

dife eﬁtes areas: es utilizada en el duagnostnco deiv

En Ia medlc:na legal,

la prueba de PCR ha sido de enorme‘ayud
de’ paternldad y la identificacién de individuos, a tra\iés'?d

especificos o iniciadores (primers) de una reglon de

flanquean una secuencia de ADN que hibridan al“

ADN blanco en cada‘uno e losciclos de proceso. al final de cada uno de los

cuales, las nueva

ADN espec;lf’co‘ sqmetidq ’_Ia‘ ambhﬁcacnon.



Introduccion

Esta tecnlca es capaz de producw Ia dupllcaclon selectlva de una secuencna
especnfca de ADN da : ‘

utlllzados el

Ias dos cadenas

ores y las cadenas

los |n|c1adores apareados al ADN blanco

falciformes "(572:,7'?59).



Introduccion

Los primeros ensayos de PCR se reallzaron manualmente empleando para

la amphfcamon ‘el: fragmento’ Klenow de la ADN pollmerasa de“ Ia" bacterla:

Escher/ch/a COII y sando varlos banos de agua par as® dlferentes emperaturas

Despues' el de desnatural:zacnon se requeria: agregar nue mente a misma

a.en cada uno de los ciclos subsecuentes q e ésta era

mactlvada ebldo a‘ la" alta temperatura empleada. El: hecho de“ agregar mas

cantldad de enznma aumentaba también la concentracion de gllcerol contenido en

su _'bropla preparacnon comercial, lo que inhibia la actividad de la misma vy
dlsmmuua la’efectividad de la prueba, por o que los primeros intentos de la prueba
de PCR resultaron costosos y poco eficientes.

La identificacion ingeniosa de una enzima ADN polimerasa termoestable, |la
Taq polimerasa, aislada a partir de la bacteria Thermus aquaticus, que habita en
aguas termales permitio el desarrollo de aparatos termocicladores automatizados,
maquinas programables que permiten llevar a cabo la reacciéon en un solo tubo, en
tiempos muy cortos y que han facilitado la amplificacion de,gr"andes fragmentos de
AkaNycon mayor eficiencia y a un menor costo (53, 54, 55, 58 "61‘ 62, 63)

La PCR es tan sensible que una molécula de ADN puede ser amplificada y
las copnas de genes pueden ser reconocidas a partir de mezclas complejas de
secuenmasv genomlcas y posteriormente ser visualizadas como bandas en geles
der: eéafoéa 'rh;ebdia'nte' separacion electroforética. No existe un protocolo unico para
todas las situacienes. por lo que cada prueba de PCR requiere de condiciones
especificas de experimentacion.

1.2.3 PCR y Enzimas de Restriccion

Los avances en la ingenieria genética permiten la exploracion de Ios genes
algo que antes no era posible y que ahora sirve para dlstmgulr vanacnones
genetlcas entre especies y cepas de algunos organismos (64, 65). El analxsns de la -

variacion genética es importante para el estudio de la taxonomla' d _'las

estructuras poblacionales, de la evolucidn macromolecular y de la expre5|on de

genes.



Introduccion

Las pruebas de PCR basadas en ADN han revolucnonado cada area y su

“es - util; pero

Las endonucleasas de Trestriccion son enznmas d 2 bacterlano que

rééonocimiento detectando puntos especificos lentificacion. - de

restrlcéloﬁ para la
dlferencnacwn de F. hepatica, F. gigantica y FaSCIO/OIdes magna realizando un
mapa de restriccion del ADN ribosomal (r) o mitocondrial (m) para determinar su

En 1989, McManus y Bilair utilizaron enznmas s de

lugar filogenético, ellos mencionan que con frecuencia se han utilizado genes de
ADNr porque existen copias multiples en uno o mas cromosomas; contienen dos o
mas regiones codificadoras altamente conservadas, separadas por espaciadores
pobrémente conservados y porque se ha comprobado que el ADNr es facil de
‘clonar y ‘dichas clonas se pueden estudiar directamente o emplearlas como
sondas. Dicho trabajo se realizé para investigar la variacion interespecifica e
intraespecifica en la unidad de restriccién del ADNr de algunos especimenes de F.
hepatica, F. gigantica y Fascioloides magna, utilizando como sondas tres
fragmentos clonados de Schistosoma mansoni (69).

Los datos de los mapas d‘efr'es:tricci‘én de los genes de ADNr han sido
utilizados para construir a’rboiélé"fllévg'é:n"éﬁ'édfs‘ ‘lbs':'si'ti'o's: de restriccion conservados
dentro de todas las especues ‘en un grupo que esta en estudio no tiene valor para
la construccién de la f'logenla sélo que’los sitios variables son de utilidad. Las
especies de Fasciola del citado estudio presentaron muy pocos sitios variables
para reconstruir una filogenia significativa.



Introduccion

Sin embargo en 1980 fueron observadas variantes electroforéticas de las

enzimas adenllato:k r ‘sa (AK) y fosfoglucomutasa (PGM) por Agatsuma y Suzuki

entre espec:m e~ F SCIOIa sp japonesa (70).

‘en 1994 realizaron una investigacién sobre el

reconommlento Yy v loracmn de enzimas relacionadas entre las formas japonesas
y otras: especnes déFasc:ola reportando el analisis electroforético de 12 enzimas
utlllzadas en parasutos ‘adultos del género Fasciola provenientes de cuatro
dlferentes paises, donde se encontré polimorfismo en tres nuevas enzimas,
glutamlco-oxalacetlco transaminasa (GOT), glucosefosfato |somerasa (GPI) 'y

—fosfogluconato dehidrogenasa (GPGD) En este estudio la apa ‘ente dlstrlbucmn'

2.4 F hepatlca y el Huésped Intermediario

" los estudios disefiados para determinar la dinamica de transmlSlon de
F. hepatlca, se han empleado animales centinelas libres de parasitos que
pastorean: a intervalos de 4-6 semanas, posteriormente se sacrifican y se les
réaliéa _'la‘ necropsia después de 6-8 semanas del confinamiento, aunque se
cdhsidéra que los estudios de rastreo son los medios mas precisos para la
determinacion de los perfiles de transmision por temporadas, éstos tienen el



Introduccion

1nconven|ente de ser extremadamente caros, limitados por penodos cortos. pocos

V'_trravnsm_lsﬂlon > Vatodo ‘es insuficiente (13)
: ‘inicluyén tam : en

presentando hlbndacnon cruzada con ADN de varias
rematodos. Asu mlsmo en 1995 Kaplan et al., reponan el

hepatica en caracoles Fossaria cubensis'y
> infectados, esta sonda detecta en el

cruzada’con otros tre




Introduccidn

En dlcha investigacién se determiné la prevalencia de infeccidon por
F. hepatlca en:mas de cmco mil caracoles, colectados en seis ranchos de ganado
bovmo en Florld‘

EUA durante dos afios, donde el rango de prevalencia

btenldo fue mas alto que los reportados por investigadores que han empleado
técnicas mlcroscoplcas Este tipo de estudios puede ser empleados para el mejor
. entend:mlento de la transmisién y de la epidemiologia de este parasito.

“1.2.5 Analisis Filogenético de F. hepatica

Los genes de ADNr se han empleado como una herramlenta atil en . los

anallsns filogenéticos, ya que son muy conservados y codlfcan para moleculas de -

ARN funcional que participa en la biosintesis de protemas e
ADNr esta presente en el genoma nuclear de los eucarlontes

repetidas en Tandem, esta formado por tres reglones codifi antes
regiones no codlfcantes o espaciadores. :

Las regiones codlf'cantes del ADNr son lcv>‘ jgenes 188 (pequena
subunidad), 5.88 'y 288 (subumdad mayor), : ‘e‘_ 1806;5b 160pb Y 4000pb:
respectlvamente sien ov 5 BS Ia reglon mas conservada mlentras que 18S y. 288
son reglones que S volpqran en el proceso vladonal del ribosoma. El gen

2) ' 'Los Espacnadores Transcritos Internos (ITSs-Internal Transcrlbed Spacers)
! los cuales son eliminados durante la maduracion del ARNr:"‘ 3

E El pl;'lbmero 6 ITS1 se localiza entre los genes 18Sry 5.88r.
El ségundo O ITS2 se localiza entre los genes 5.8Sr y 28Sr.

7]



Introduccion

. El Espacnador No Transcrlto (NTS Non Transcnbed Spacer) también

plicaciones de Biologia Molecular en Parasitologia

umero ‘de aplicaciones de la biologia molecular- en parasitologia

Vetennarlay e ha incrementado rapidamente, las técnicas empleadas en células
eucarloncas son generalmente aplicables en el estudio de los parasitos y sus
huespedes “como es el caso de F. hepatica (79). La prueba de PCR .es
partlculam'\ente importante para la identificacion y el diagnéstico de parasutos asnhr
como: para el ‘estudio de la relacion taxonomlca‘y [EY hlstorla de la evolucnonf

(f'logema) del parasnto de la epidemiologia molecula Fdel desarrollo de acunaé
de Iar evolucnon blologlca y f”su:loglca de. pa

del éxito
respuesta



Introduccién

La pnmera demostracnon de Ia efectnvndad de lnmunlzacwn genetlca ’basada

ara completar el ' el genoma del huesped de

uede ser de gran ayu V}eleccién de huéspedes que
sean genetlcamente reS|stentes a mfeccuones

arasitaﬁas. El estudio de la
bxologla molecular de los receptores para farmacos antlparas:tanos y la resistencia
genetl é acia - los farmacos, es un punto

3 ylmportanma para la quimioterapia,
er empleada en combinacion con la quimica para la investigacion de
nuevos pr ductos antiparasitarios (84). )

Conforme ‘las técnicas de biologia molecular se han desarroliado, ha
aumentad mblen la creacion de "Kits" (estuches) simples y de técnicas

avances sobre las técnicas convencno

} S] *protemas ya que los acidos nucle le]
caracteristica, de’

es el ADN es mas
enen la especial
hibridar a otra cadena simple de acndos nuclelcos similares,

ofreCie do asi un enorme rango de ventajas técnicas. La parasntologla ha tenido

enorme’ ar ances dentro de la biologia molecular, existen en ta actualidad un gran
numero de técnicas que han servido como herramienta util y que seguramente
marcaran la pauta para que cada vez vayan surgiendo nuevas técnicas aun mas
esp(ecializadas para el desarrollo de esta area.



Justificacion ¢ hipdtesis

1.3 JUSTIFICACION

“Los” especimenes de F. hepatica encontrados en hlgado 3

bovmo en México han sido distinguidos solo morfometrlcamente sin embargo a

Ia mspeccmn sanitaria en rastro se presentan vanacnones notables en’ cuanto a Ias'

Mex co'a mvel de ADN lo que representarla una

u dizar "en otros puntos de importancia como son:.
resnstencua del parasito’ al medxo resistencia en los hueéspedes tanto definitivos

'cqmo ntermediarios,’ resistencia a farmacos, cambios adaptativos, variaciones en

‘la’transmision y comportamiento epidemiolégico.

1.4 HIPOTESIS
Las variaciones morfométricas observadas en especimenes de F. hepat/ca
en estadio adulto aislados de higados de bovino decomisados en” rastros del
Distrito Federal, Estado de Meéxico, Hidalgo, Tabasco, y Veracruz representan
diferentes estlrpes genéticas diferenciables a nivel de ADN.

de’" ganado B



Objetivos

1.5 OBJETIVO GENERAL os -
Diferenciar especimenes de F. hepallca en estadno adulto obtv: :
-~de higados de ganado bovino de rastros- de"Dlstrtto Fedefal S
Hldalgo Tabasco y Veracruz, México, por rnedlo de [ CR.
" sus caracteristicas morfometricas.

1.5.1 OBJETIVO ESPECIFICO .
Clasificar morfométricamente especimenes de F. hepat/ca en estadlo adulto

aislados de higados de bovino en rastros de diferentes Estados de 1a Republlca
Mexicana. ‘

1.5.2 OBJETIVO ESPECIFICO L .
Estandarizar la técnica de extraccién de ADN' a partlr, de especnmenes
adultos de F. hepatica de diferentes Estados de la Republuca Mexlcana

1.5.3 OBJETIVO ESPECIFICO

Estandarizar la prueba de PCR a partir de ADN de F. hepatlca en estadio
adulto de diferentes Estados de la Republica Mexicana.

1.5.4 OBJETIVO ESPECIFICO

Comparar la clasificacion morfométrica de F. hepatica con los resultados
obtenidos en la prueba de PCR. )



Material y métodos

n. MATERIAL Y METODOS
2.1 Procedencia de los Higados S Sk R e
Se colectaron higados decomisados por F. hepat/ca de ganado‘ bovmo
‘sacnfcado en rastros de: Milpa alta, Distrito Federal; Tol 3 :
Tulancingo, Hidalgo; Villahermosa, Tabasco y Martine:
México. Presentando estas regiones del pais alta prevale cia’ide

ado di Mexnco

la“Torre Veracruz'

donde se han observado marcadas diferencias morfologncas en especumenes
adultos de este trematodo (Figura 8).

2 2 Colecta de Parasitos

A los hlgados colectados se les reallzo |

estadlo ,ad y

de Mucr bi la Molecular del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de
la FMVZ; _UNAM donde fueron medidos, clasificados y congelados a -80°C sin
solucnones m conservadores, previamente identificados y envueltos en papel

alumlnlo hasta su utilizacion, para realizar la extraccion de su ADN gendmico.

" 2.3 Agrupacion de Especimenes
: ~ Para agrupar a los especimenes de F. hepatica primero se realizé un
estudio preliminar midiendo 250 ejemplares (Cuadro 2), medidas con las cuales
se realizdé una curva de distribucion que resultdé normal, por lo que se dividid en
cuartiles segin su longitud en cm. Los grupos se conformaron de la siguiente:
grupo 1 (1-1.4 cm), grupo 2 (1.5-2.4 cm), grupo 3 (2.5-3.4 cm) y grupo 4 (3.5-
4.0 cm) (Cuadro 3) (Figura 9).



Material y métodos

Posteriormente y - con base -al estudio prjelimiriar"v se, . midierbn 793
especimenes colectados. Se realizo el analisis de dists ibucic A rmina

grupos ‘empleados, donde se encontré una curva

“entre los cuatro
grupos tomados como referencia, indicando que los dos grupos |ntermed|os 2y 3)

prueba “t" de Student para determinar las dlfereﬂClas estad stlc

resultaron ser estadisticamente iguales, por lo que se: decndlo fusnonarlos en un
solo grupo, formando finalmente 3 grupos: grupo 1 (1-1.4 cm), grupo 2 (1.5-3.4
cm)y grupo 3 (3.5-4.0 cm) (Cuadro 4, 5, 6).

2.4 Morfologia

Los especimenes representativos de cada uno de los diferentes grupos
clasificados se fijaron en formol, entre dos portaobjetos para posteriormente llevar
a cabo en ellos el proceso de tincion con Ia técnica de carmin acético, para tefiir
las estructuras de los 6rganos sexuales de F. hepatica y corroborar que los
especimenes del estudio se encontraban en estadio adulto (Figura 10).

2.5 _Extraccion del ADN Genémico

. Se procesaron individualmente 15 especimenes de F. hepatica por grupo,
segiin-su: clasificacion y el Estado de la Republica de donde se obtuvieron, los
cuéles fueron pesados y después congelados en nitrégeno liquido, a .una
te'mpératUra de -196°C durante 3 minutos y molidos hasta quedar como polvo. fino

usando un mortero prevnamente congelado a -80°C. El ADN genomlco se extraj' '

clo:'fofdllmo/al oho soarmllco en proporcion de 24 1. se mezclo'y centrlfugo
durante 5 rnmutos a 14 OOOrpm



Material y métodos

Posterlormente se. tomo Ia fase acuosa, - a la cual e’ reallzo una

extraccuon fenollca adncuonando un volumen de fenol/cloroformo/alcohol |soam|hco
‘en. proporcnon de 2

‘duranteL 5 'mi

. °Z; kteiﬁido

a muestras con

24l ei:lie ébfuci amortnguador de carga (azul d& brc
0.25%" y ghcerol 30%) y se depositaron en los car i
El gelvseb o_}l\:sgrvo en un transiluminador de luz UV

una fbt'o‘gréfia por medio de un digitalizador de im>

%. xylen cianol

ara su separacion.
ultado fue registrado en
s Bio-Rad? (Figura 11).

‘2.6 . Cuantificacion del ADN .
Después de obtener el ADN de cadaf
F. -hepatica se realizé su cuantificacion por a

de los especimenes de
de un fluorometro® para

determinar su concentracion en ng/ud. Posteno mente se estandarizo la
concentracion optima de ADN (50ng/p) para Ia re liza

! Protocolo para extraccién de ADN genémico de bacterias con CTAB, modificado para Fasciola hepatica
? Foto/UV 21. FOTODyNE.

* Bio-Rad Fluor-5 Multimager.
* DyNA Quant 200. DNA Assay Quick Reference. Hoefer, Pharmacia Biotech.



Material y métodos

2.7 Oligonucledtidos

Los oligonucledtidos o iniciadores especificos a utilizar en la prueba de
PCR, se disefiaron mediante e! programa computacional DNAman®, empleando
como base dos diferentes secuencias, una fraccion del gen 188 ARNr (1, 941pb)
del ADN nuclear de F. hepatica y otra de ila region ITS1 (433pb) (87,88), a dichos
oligonucledtidos se les dio el nombre de Fh-18Sf, Fh-18Sr (414pb) y Fh-ITS1f,
Fh-ITS1r (423pb) respectivamente (Figura 12y 13).

e Oligonucledtidos disefiados a partir de ia secuencia de una fraccidén del gen
18S ARNr de F. hepatica:

Fh-18Sf (5'a 3'):
CCA GCA GCC GCG GTA ACT CCA

Fh-18Sr (5' a 3’ - secuencia inversa complementaria):
AAA TGC CCC CGTCTG TCCCTCTT

e Oligonucledtidos disefiados a partir de la secuencia de la region ITS1 de
F. hepatica:

Fh-ITS1f(5' a 3'):
TCATTACCT GAAAAT CTACTC T

FR-1TS1r (5 a 3’ - secuencia inversa complementaria)
GAC TGA TAACCTGGT CTT TGA C

* Lynnon Biosoft. EUA. 1998,




Mairterial y métodos

2.8 Banco Gendmico
Las secuencias 185 ARNr e ITS1 de F. hepat/ca fueron sometldas a
analisis en el “"GenBank"® (89) para determmar el porcenta'

_especies, las cuales se encuentran reglstradas con: |o'
AJ243016, respectlvamente

1 llltud con otras

rneros AJ0O04969 y

2.9 PCR

Los componentes requendos para reahzar Ia prueba de PCR fueron:
ollgonucleotldos especnfcos para las secuencias: 1ITS1 \ 188 ARNr que flanquean
a los segme'tos seleccnonados de ADN de los especnmen de F. hepatica, el cual

para su amplificacion, mediante una mezcla de dNTP's® 10X
TP, dTTP 2mM c/u), solucién amortiguadora de reaccion 1OX
MgCI 20X 1 'M ﬁnal) la enzima Tagqg polimerasa® 2.5 U y H20 esteéril.

-2,10 'Cjon:dici:ones para la Amplificacion en 50ul de Reaccion
‘Lva's ‘te‘rripel.—aturas y los tiempos programados en el termociclador'® para la
pruebaw de PCR fueron los siguientes:
: e Ciclo inicial de 95°C por 3 minutos.
& 35 ciclos:

Desnaturalizacion: 95°C por. 50 segqndos.'

Alineacién: 55°C pér 1 rﬁindfo. :

Extension: 72°C por 3 mmutos
¢ Finalizando con un ciclo de 10 minutos a 72°C.
¢ Conservacion a 4°C (Figura 14). .

“ National Library of Medicine. National Center for Biotechnology lnformatloh EUA.
Elaborados por Accesolab. Accesorios para Laboratorios S.A. de C. V. México; D F
* BOEHRINGER MANNHEIM, Atemania.

" BIOTECNOLOGIAS UNIVERSITARIAS S.A. de C.V. UNAM. Méxlco D F.

' PERKIN ELMER. GEN AMP. PCR SYSTEM 2400.
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Despues de termxnada ta’ reaccnon de PCR se reahzo un gel de agarosa al 3%

con 1. 5;,LI de bromuro de: etlle: Se mezclaron 10;,1! de producto de PCR de cada‘ -

una_de Ias muestras con 2;.1! de amortlguador de carga

_carrlles del gel para su separamon El gel se observo en un_transil mmador’de luzf'
UV y.e resultado fue reglstrado en una fotografia por m

dio. de'un dxgutallzador de :

“20 11 Controles Negativos y Positivos

. Como controles positivos y negativos se utuhzaron otros especnmenes de
trematodos encontrados en rumiantes:

1) Controles Posmvos F. hepatica de Mexlco c

v Ia\'/'édo@‘:on
PBS po 24 h F. hepatlca de Meéxico conserv 0| '

2) Controles Negativos: F. gigantica de Hawau EUA F. gigantica de Africa,
Fasc:o/o:des magna de Texas, E.U.A; Coty/ophorum spp. de Texas, E.UA. y
Paramphlstomum spp. de Puebla, México (Cuadro 7) (Figura 15).

2.12 Analisis Estadistico

Se realizé la prueba “t" de Student para agrupar a los especimenes de
F. hepatica segin sus medidas longitudinales (Grafica 1). ‘

19
]

se:depositaron en los,v



Resultados

. RESULTADOS

3.1 Especimenes e S et T
Con base en el estudio preliminar. se: midieron . 793”"es'pécimeries de
F. hepatica colectados en este estudlo Al realizar el anallsns de dlStnbucnon se

encontré una curva normal que fue sometida .a la prueba g

‘e Student .para

determinar las diferencias estadisticas entre los cuatro grupos Io que md:co que

los grupos 2 y 3 resultaron ser estadisticamente iguales, por o que se decud:o
fusionarlos en un solo grupo (Cuadro 6). Los grupos se dlsmbuyeron de la
sigqi_ente'manera: grupo 1 (1-1.4 cm), grupo 2 (1.5- 3.4 cm)ygrupo 3 (3.5-4.0
cm).“',donde la media fue de 2.6 = 0.6 con una diferencia ésta_distica altamente
signiﬁéa{iva entre los grupos p>0.001 por la prueba “t” de Studénf.‘ '

3.2 Cuantificacion del ADN .
La cuantificacion del ADN gendémico para la determmacmn -de “la
concentracion éptima para la prueba de PCR de F. hepatica fue de 50ng/pl

3.3 Homologia de Secuencias del ITS1 y 18S ARNr

Las secuencias de nucledtidos del gen 188 ARNr y de la region 1TS1 de
F. hepatica fueron sometidas al “GenBank” para buscar similitud con la secuencia
de nucledtidos de otros genes de parasitos disponibles en esta base de datos (90).

e El porcentaje de similitud de la secuencia 18S ARNr de F. hepatica
fue de (Figura 16):

F. hepatica 100% de identidad 1941pb

. F. gigantica 99% de identidad 1945pb
Fasciolopsis buski 98% de identidad 1978pb
Echinostoma caproni 97% de identidad 1977pb




Resulindos

e EI porcentaje de sxmul:tud de Ia secuencua 1TS1 de F. hepat/ca fue de
(Figura 17) Cn S o :

~a433pb

Paragonimus westermari - 289pb
Echinostoma caproni 8% de |dent|dad ~‘r1o47pb'

3.4 PCR

A partir de la secuencia de nucledtidos del gen 18S ARNr de F. hepatica se
disefid un juego de oligonucledtidos para amplificar un producto de 414pb, al
utilizar este juego de iniciadores en los diferentes grupos morfométricos de
diferentes partes de la Reptblica Mexicana, se observdé un solo producto de
amplificacion para todos los especimenes de 414pb, no habiendo asi diferencias
entre ellos (Figura 18). Sin embargo, al utilizar este juego de iniciadores en los
diferentes trematodos empleados como controles negativos, se observé que es
capaz de diferenciar a F. hepatica de F. gigantica.
.+ En forma especifica este juego de iniciadores logré amplificar un producto de
414pb para F. hepatica y un producto de 358pb aproximadamente para
F;5~fgigantica. poniendo en evidencia una diferencia genética entre estas dos
eép'écies de Fasciola. Por lo tanto este juego de iniciadores puede permitir
dlferenc:Iar e -identificar especimenes de F. hepatica de especimenes de
(Figura 19).
,’de::"a:‘§ecuencia de nucledtidos de la region ITS1 de F. hepatica se
'ueg‘o de oligonucledtidos para amplificar un producto de 423pb, al
iegc iniciadores en los diferentes grupos morfométricos de

‘rte's‘, de la Republica Mexicana, se observd un solo producto’ de
“para todos los especimenes de 423pb, no habiendo asi diferencias

: ehtre:e'li‘c:)m : "'(Figura 20).




Discusion

Al utilizar: este Juego de iniciadores en Ios dlferentes trematodos empleados
como controles negatlvos se observé un producto de amphf‘cacnon de 423pb tanto
para F: hepatlca y‘como para F. gigantica; mdlcando aSI que con ‘estos iniciadores
.solo se puede detectar el genero Fascrola, pero no permlte la diferenciacion e
identificacién entre especimenes de F. hepatica'y de F. gigantica (Figura 21).

v. DISCUSION

4.1 Morfometria
En Meéxico se ha realizado la identificacion de F. hepatica utilizando

métodos morfomeétricos, el presente trabajo surge como una inquietud ante la
presencia de marcadas diferencias fenotipicas entre especimenes en estadio
adulto, pretendiendo determinar si dichas diferencias se encuentran relacionadas
con algunas variaciones genéticas que senalen la evolucion de nuevas estirpes de
este trématodo. de igual modo, en otros paises como Japén, Australia, Alemania y

: Urgido la misma disyuntiva y se han creado lineas especializadas de
para esclarecer el tema. ’ :

aki et al., utilizaron la proporcién (largo/ancho) del cuerpo del

utxhzando tamblen, como unidad de medida la proporcién (largo/ancho) en
espec:menes adultos colectados en rastros de Japdon y Corea obteniendo un rango

de'2.2 - 4.5 cm (91).

Fasciola en estadio adulto obtenidos de ratas |noculadas:,,'



Discusion

A dlfereﬂCla de las lnvestlgac:lones japonesas en el presente estudlo se tomo
en cuenta sol

eI Iargo del cuerpo de los especimenes, la proporcnon no ‘ fue’

tomada como med|da de referencua ya que al realizar el analisis de dlstnbUC|on ‘de
.esta el resultado fue una distribucion desviada a la izquierda, ademas de no
proporcnonar dlferenmas representatlvas para la formacion de los grupos.

4.2 PCR

"En-el v‘presente estudio se utilizaron especimenes de F. hepatica en estadio
‘adulto cblectados a partir de higados de ganado bovino decomisados en rastros
déhsv diferentes regiones de México para determinar por medio de la prueba de
P‘C‘R_s'u variabilidad genética lo cual coincide con lo reportado en 1998 por Kréher
Yy (Sc‘hnie’dér.‘ quienes compararon el ADN de especimenes de F. hepatica de
regiones‘distintés de los cinco continentes mediante PCR (92). Las secuencias
utlllzadas en. vel} presente trabajo para amplificar el ADN de los especimenes de
F hepatlca d

los dlferentes Estados de México fueron tomadas a partir de las

reglones ,ITS‘I 188 del ADN ribosomal nuclear de F. hepatica. Asi mismo
f nvestlgadores han empleado estas secuencias para diferenciar a
F hepat/ca dé R glgantlca. en Meéxico seria de gran utilidad saber si F. gigantica
es ealmente un parasito exdtico, como se considera hasta el momento y si
F hepat/ca presenta alguna variabilidad genética para poder entender mejor la
epldemlologla la transmision y la relacion con los huéspedes intermediarios de
estos dos trematodos Mas-Coma en 1999, menciona que el gen 18S ARNr se ha
,utlllzado como un marcador util en la diferenciacion de especies de caracoles
‘ Ilmneldos que transmxten a F. hepatica de aquellos caracoles de la misma familia
que no son transmlsoras de este parasito, ademas de que pueden también
dlferencuar a las espemes de caracoles que transmiten F. hepatica de las que

tran,s‘mlxten F. /gant/ca. Se han desarrollado sondas de ADN que pueden detectar

hepatlca en el caracol a partir de la penetracion del miracidio sin

cr zada con otros trematodos capaces de infectar caracoles

Ilmneldos (93)



Discusién

Las secuenmas ITS presentan una estructura poco conservada con una: rlca

han emp!ea

géneros’ de

ba de‘ PCR las secuencias de ITSZ de F. hepatlca de Australla
alasta y Fasciola sp de Japon No se detectd variacion entre

‘de Japon fueron idénticos entre si, pero diferentes de F. hepatica

Por otro lado Itagakl et al., en 1998, llegan a la misma conclusion al mencionar

ocromo c¢ oxidasa (COIl), son marcadores Utiles para examinar la
;c’a en helmintos emparentados (95).

: Es os in estlgadores clasificaron la relacion genética de Fasciola, basandose
en la: com ar cion de las secuencias de ND1 y COIl, entre especimenes de
Fasc:ola hepatlca F. gigantica y las formas triploides japonesas de Fasciola,
donde reportaron que los especimenes de Fasciola sp. japonesa se encontraron
mas emparentados con F. gigantica que con F. hepatica.




Discusién

Lofty et al., en un estudlo compararon los resultados de una prueba
electroforetlca'con dlferencnas morfo etrlcas \4 morfologlcas

e espectmenes de

s de F épat/ca Y ‘F g/gantlca en Eglpto

cu ncua del gen 188 ADNr se obtuvo un producto
‘comparar el producto de ‘PCR “de todos los

t/ca se observo que mostraron el mismo peso molecular
variacion "Abdeltawab et al., sefalan de manera similar que al
‘comparar el producto e PCR de especimenes de F. hepatica procedentes de
Egipto y Europa utnl:zando la secuencia del gen 18S ADNr no hubo diferencias en
‘el peso molecular obtenldo pero difieren al senalar que encontraron variaciones
en dos especimenes de F. hepatica aislados de Norte América, lo cual indica que

esta region del ADN ribosomal nuclear puede ser util en la diferenciacion de
estirpes de F. hepatica segun su procedencia geografica (97).

4.3 Variabilidad, Ecologia y Evolucion

En el presente estudio no se demostré que existiera variabilidad genética en
los especimenes de F. hepatica de diferentes regiones de México en la prueba de
PCR al utilizar los oligonucledtidos: Fh-18Sf, Fh-18Sr v FhA-ITS1f, Fh-ITS1r, los
cuales fueron diseflados a partir de las secuencias 18S ARNr e ITS1 de
F. hepatica. Sin embargo, habria que revisar algunos otros elementos que
interVieheh en la evolucion y la adaptacién de F. hepatica que pueden estar
mvolucrados con la variabilidad a nivel fenotipico y genético, como son: habitat,
locallzaclon geograf'ca resistencia al huésped y al medio, fecundidad,
epldemlologla p

logia y distribucién de los huéspedes tanto definitivos como

intermediarios; a a como - el uso de fasciolicidas empleados para el control del

parasito, (98): V‘ Valen propone como principio de la evolucion ecoldgica, que si
algunas espec:es nteractuan con otras (competidores, predadores, parasitos)

cada una de ellas evolumona contmuamente hasta lograr adaptarse para evitar su
extincion (99)



Discusion

La adaptamon desarrollada por huéspedes y parasntos recube el nombre de

cO- evolucmn.,Un"b jemplo de este principio es la contlnua evolucion de los

parasitos para. " strategias desarrolladas por el huésped contra éi y el
= !?5'5 cambios que a su vez van teniendo los parasitos:

duccion sexual.
sito pueden incrementar su variabilidad genética. Si el

local, que contra huespedes de una poblacidon externa, a esto se le ha dado el
nombre de adaptacnon local (98, 99, 100, 101).

En el presente estudio las variaciones morfolégicas encontradas entre
especimenes de F. hepatica de diferentes regiones geograficas pueden estar
relacionadas con este tipo de adaptaciones de! parasito al huésped y al medio.

En cbmparacién Gandon propone un modelo tedrico para la adaptaciéon local,
éste modelo muestra que |la adaptacion local tiene lugar cuando la tasa de
migracion es alta para el parasito, pero baja para el huésped y en contraste si la
mlgrac:on es mas alta para el huésped que para el parasito (102). Asi mismo,
Stunkard.y Abrous et al.,, mencionan que la morfologia de especimenes en estadio

adulto y:- huevos?de F. hepatica varian dependiendo del huésped definitivo en el

que se’ encuentren (1 03, 104), en el presente estudio se utilizaron especimenes de
F. hepatlca provementes unicamente de higados de bovino. Las variaciones
morfologlcas presentes en los especimenes de F. hepatica del presente estudio
pueden estar - relaczonadas con variaciones genéticas o funcionales como lo

mencionan Caseby ‘ef al., quienes muestran que los compuestos ionicos de



Discusién

F. hepatica® dn”eren cuando se encuentran en ganado bovino o en ganado ovmo
(1086). De. |gual modo Mnller_et al.
hepat/ca ‘infectandc

,.reportaron que la glutation S—transferasa de F.

anado bovmyr presenta una aita varlabllldad en comparacnon

a:’ la encontrada eniganado ovmo o en ratas (105). Otro factor |mportante que
puede estar elacionado ’con vanacuones tanto morfologucas como geneéticas de F.

|ntermed|ar|o como lo mencionan

experxmental aracoles es marcadamente diferente entre miracidios de F.

hepat/ca obtemdos de diferentes huéspedes definitivos, indicando que la
estlmada fue de 35, 66 y 86% en caracoles infectados con miracidios

clﬁté‘ﬁid"és ‘de - huevos de F. hepatica colectados de conejos, ovinos y bovinos,
respectnvamente (107, 108).

Algunas drogas han sido utilizadas eficazmente como antihelminticos en el
tratamlento contra l|la fasciolosis, sin embargo, se han reportado casos de
resustencna del parasito a los farmacos, sobretodo cuando no es utilizada la dosis
ad}e}cuada, los parasitos sobrevivientes al tratamiento pueden transmitir resistencia
a su deséendencia y ésta puede estar relacionada con variaciones genéticas y
morfoldgicas.

El desarrollo de vacunas es un nuevo avance en el control de F. hepatica, pero
Ia‘\flari'abilidad en la respuesta inmune del huésped es un serio problema. Ademas
ahtigénos’candidatos para vacunas pueden ser altamente polimoérficos e inducir
solb' ‘una proteccion parcial. Otra estrategia de control es el manejo de las
poblac:ones de caracoles (aplicacidn de molusquicidas, controi bioldgico), asi
como la seleccnon de huéspedes definitivos resistentes. Para seleccionar cada
programa de control es necesario conocer la variabilidad genética de F. hepatica,
en ‘relacion’ con la diversidad de sus huéspedes tanto definitivos como
ihtefmediarios. su distribucidn en las diferentes areas geograficas, estructura
genéticé y reproduccion de poblaciones de caracoles ante diferentes presiones del
parasito (109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117).

v



Conclusiones

Vi

CONCLUSIONES

A partir de las secuencias de nucledtidos del gen 188 ARNr Y de la regién
Stidos: Fh-18Sf,
1 4pb y otro de

ITS1 de F. hepatica se disefiaron dos juegos de ollgonucle
Fh-18Sr y Fh-ITS1f, Fh-ITS1r para amplificar un prodqcto d
423pb, respectivamente mediante la prueba de F’CR

Los oligonucledtidos Fh-18Sf y Fh-18Sr no permltleron Vnc ntrar dlferenmas

entre Ios grupos de especimenes de F. hepatica de dlferentes reglones de

iferenciar a F. hepatica de F. gigantica, solo permitio identificar
] siendo asi, sélo género-especifico, tampoco se
ron jdlferenmas entre los diferentes especimenes de F. hepatica

trabajados

"En ‘lorsv ‘controles negativos los oligonucleotidos Fh-18Sf y Fh-18Sr
»permi't'ireron diferenciar a F. hepatica de F. gigantica, siendo asi, género-
) eséédie—especiﬁcos.

LLos 6ligonucleétidos: Fh-18Sf, Fh-18Sr y Fh-ITS1f, Fh-ITS1r no identificaron
al resto de los controles negativos: Fascioloides magna, Cotylophorum spp. y
Paramphistomum spp. al no amplificar con sus secuencias.

PERSPECTIVAS

Se realizara un analisis de restriccion de los fragmentos amplificados por
determinar si existe variacion entre los especimenes de F. hepatica.

Se llevara a cabo la secuenciacidn de los productos amplificados para
determinar si existe alguna diferencia en la secuencia de nucledtidos de la
fraccion amplificada del gen 18S ARNr de F. hepatica.

7]
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) Cuadro 1
AMPLIFICACION TEORICA DE PCR, PRODUCCION EXPONENCIAL
DE MILLONES DE COPIAS DEL SEGMENTO DE ADN ESPECIFICO .
SOMETIDO A LA REACCION

Ndamero de

imero i A R
Nuam de ciclos amplificaciones

OO |N[ O[OS W[N]

25 8, 388, 608

26 16, 777, 216
27 33, 5654, 432
28 67, 108, 864
29 134, 217, 728
30 268, 435, 456




o Cuadro 2 .
NUMERO Y PORCENTAJE DE. ESPECIMENES ADULTOS DE-F: hepat/ca
COLECTADOS POR REGION (ESTUDIO PRELIMINAR)

Region NJumero de Especimenes Porcentaje (%)
Milpa Alta, D.F. 23 9.2
Toluca, Edo. de México 116 46.4
Tulancingo, Hidalgo 69 27.6
Villahermosa, Tabasco 7 2.8
Mtz. de la Torre, Veracruz 35 14
Total 250 100
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Cuadro 3
CLASIFICACION MORFOMETRICA DE LOS ESPECIMENES DE F. hepatica CON _ .
FRECUENCIA Y PORCENTAJE (ESTUDIO PRELIMINAR)

Grupo Largo Frecuencia Yo
1 1-1.4cm 4 1.6
2 1.5- 24 cm 115 46
3 2.5-3.4cm 121 48.4
4 3.5-4.0cm 10 4
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Cuadro 4
NUMERO Y PORCENTAJE DE ESPECIMENES DE F. hepatica EN ESTADIO
ADULTO COLECTADOS POR REGION

Region - | Namero de Especimenes. ':Pofc‘é‘qt:a;iré (%)

Milpa Alta, D.F. 62
Toluca, Edo. de México 365
Tulancingo, Hidalgo 174

Villahermosa, Tabasco 53
Mt=z. De la Torre, Veracruz 139
Total 793
Cuadro §

CLASIFICACION MORFOMETRICA DE LOS ESPECIMENES DE F. hepatica
CON FRECUENCIA Y PORCENTAJE

" Grupo Largo Frecuencia Porcentaje
1 1-1.4cm 20 2.5%
2 1.5- 2.4 cm 362 45.7 %
|
3 25-34cm 377 47.5 %
|
4 3.5-40cm 34 4.3 %
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Cuadro 6

CLASIFICACION DE GRUPOS DE F. hepatica, DE ACUERDO AL LARGO DE
LOS ESPECIMENES UTILIZANDO LA PRUEBA DE "t" de Student

" GRUPO LARGO (cm) ESPECIMENES PORCENTAJE (%)
1 1.0-1.4cm 20 2.5
2 1.5-3.3cm 739 93.2
3 3.56-4.0cm 34 4.3
total 793 100
TESIS cOM
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Cuadro 7

ORIGEN Y LONGITUD DE LOS PARASITOS UTILIZADOS EN LAS PRUEBAS DE
PCR PARA F. hepatica

Il Especimenes Longitud (promedio) Origen
I Fasciola hepatica
(Conservado en formol y 3.2

Hidalgo, México

lavado en PBS por 24 hr)
" Fasciola hepatica
(Conservado en formol y

Hidalgo, México
lavado en PBS por 48 hr)

Fasciola hepatica’:

Fasciola giééntica
Fasciola gig. ic
Fascioloides magna’

2.0 cm ) e Texas, EUA

Cotylophorum spp. 0.85 cm Texas, EUA

Paramphistomum spp. 0.6 cm

Huimanguillo, Puebla

BALLA s

[ P
i

I i

\/.'.LLU'L’;N
W_-:tl
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Figura 1. Comparacion morfologica entre dos especimenes adultos de A) Fasciola
gigantica'y B) Fasciola hepatica.
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Figura 2. Ciclo biologico de Fasciola hepatica
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A)

B)
<)
D)
E)
F)
G)

H)
D

I

K)

Parasito adulto de Fasciola hepatica, produccion de huevo que se acumulan en
la vesicula biliar y salen a la luz intestinal con la bilis.

Los huevos salen al exterior del huésped con las heces.

El huevo eclosiona liberando al miracidio. 7 O

El miracidio penetra en un caracol el género Fossaria o Lymnaea. E

Dentro del caracol se lleva a cabo la reproduccién asexual. R
Se originan el esporocisto, las redias y las cercarias.

Las cercarias abandonan al caracol y se enquxstan en la superfcxe de plantas y:
vegetales, transformandose en metacercarias. :
El huésped definitivo es infectado al ingerir las metacercarias.
Las metacercarias eclosionan en el intestino delgado del huesped y los estadlos
inmaduros atraviesan la pared intestinal. e
Los estadios inmaduros atraviesan el higado y se establecen en los
biliares.

El parasito alcanza su estadio adulto y su madurez sexual
conductos biliares. S

Huevos infértiles o muertos por cond:cnones adversas
Muerte del miracidio por no encontrar al hi
condiciones adversas.
Muerte de caracoles por una excesxva invasi
no favorables.
El enquistamiento de las metacercari
Las plantas con metacercarias pueden
Muerte de metacercarias después'de se
Falla de los estadios inmaduros al establ
El parésito adulto puede ser ehm'nado
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Figura 3. Mapa mostrando los porcentajes de decomiso de higados de ganado
bovino por F. hepatica en algunos Estados de la Republica Mexicana.

B strito Federal 1977-1987 5.19%
H Hidalgo. 1975 29%

B 1, hasco. 1979-1987 86.7%
HR veracruz. 1984 35.8%
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Coahuila

Tamaalipas

Guanajuaco

Baja California Sur

Hidalgo
Excadn de México

Durango
Zacatecas

Tlaxcals

Veracruz

San Luis Pocosi

Aguascalientes Yucatin

Quintana Roo

Jalisco

Morelos

Ouxaca

Figura 4. Mapa de la Republica Mexicana mostrando las diferentes prevalencias
reportadas de F. hepatica.
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Figura 6. Mapa de la Republica Mexicana mostrando los Estados donde se han
reportado casos de fasciolosis en humanos.
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A) Desnaturalizacion

C) Extension

b - P b — ’
§ ARAARARARARARAARAA: 3
W MY Y Y S Y

4 e

Figura 6. Proceso general de amplificacion de ADN mediante la prueba de PCR.
A) Desnaturalizacion: Separacion de las cadenas complementarias del
ADN blanco. B) Alineacion: Apareamiento especifico entre los
iniciadores y las cadenas simples del segmento de ADN blanco
desnaturalizado. C) Extension: La enzima ADN polimerasa extiende la
longitud de los iniciadores apareados al ADN blanco, polimerizando los
desoxinucledtidos libres, resultando en nuevas cadenas sencillas
presentes al inicio de la reaccion.
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ETS ITS1 4 1Ts2 NTS

3

Figura 7. Modelo que muestra las regiones codificantes (18Sr) y las regiones no
codificantes (ITS) del ADNr de F. hepatica.
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Figura 8. Mapa de la Republica Mexicana mostrando los Estados donde fueron
colectados los especimenes de F. hepatica en estadio adulto.
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Figura 9. Diferencias morfologicas entre los diferentes grupos de especimenes
de F. hepatica. A) Grupo 1 (1.0 — 1.4 em), B) Grupo 2 (1.6 —3.4 cm)
y C) Grupo 3 (3.6 — 4.0 cm).
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Figura 10. Esquema mostrando las diferentes estructuras
caracteristicas de F. hepatica en estadio adulto.
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Figura 11. ADN genomico extraido de especimenes adultos de
F. hepatica.

Carril 1 - Marcador de peso molecular Lambda Hind Il

Carril 2 - ADN gendmico de F. hepatica grupo 1 Distrito Federal
Carril 3 - ADN gendmico de F. hepatica grupo 1 Tabasco

Carril 4 - ADN gendmico de F. hepatica grupo 2 Estado de México
Carril 5 - ADN gendmico de F. hepatica grupo 2 Hidalgo

Carril 6 - ADN gendmico de F. hepatica grupo 3 Veracruz

Carril 7 - ADN gendmico de F. hepatica grupo 3 Tabasco
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NAAGTTGTTG

CTCETGGGETC

roolrTTITCNG

TrGTTGECAT

TSGR

CAGTTCAAAN
TGCGCCTGGTT
CTGTGTCTGT
GorTrerrGar
TGAGTGCTCA

TTCOGTTETA

CAGACGGGGG CATTT

CCAGCAGCC
GCTCGTAGTT
ACTGCCGGGT
TTACAGGTGT
GCOCTTTANTC
AAGCAGGCCT

TTTTGTTIGGT

GCGGTAACTC
GGATCTGGGT
TGAGCTTGCG
CAGCGTGACT
GGGTGCTCGGA
TTGTGCCTGA

TTTCGGATCC

CAGCTCCAGA
CGCATGGCTA
AGTCGGTCTC
GGTGGGCTTG

SGCGGACAGT
AANTTCTTGE

GAAGTAATGCS

AGCGTATATT
CATGCCGTCG
GTGGTTGTGC
CCTGCTAGTC
ACGTTTACTT
ATGGAATAAT

TTAAGAGGGA

Figura 12. Secuencia de oligonucledtidos Fh-18Sf y Fh-18Sr,

fragmento altamente especifico de 414pb de F~. hepatica.
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TCATTACCT

ATAEAARDRDTT

TGAC

GAALATCTAC

GCGGACGGCT

ACCTGTATGA

AACGGGTTGT

CCTGCTCCCG

TGGCTTGCCA

~
(=3

ACGTCGCC

TCTCACACAA

ATGCCTGGCT

TACTCCGATG

ACTGCCACGA

CCCTATGAAC

TTCTTTGCCA

CGGCGETGECC

GCGATACACG

CATTGAGGTC

GTATGCTTGC

TTGGTAGTGC

TGTTTCATTA

TTGCCCTCGC

TATCCCGGGT

TGTGACCGTC

ACAGCATATC

GTCTCTCGGG

TAGGC T TAAA

CTACATTTAC

NANTGCACCCGG

TGGACTGATA

ATGTCATGCG

CCGARACACTGA

SCGCTTGTCC

GAGGAGATTT

ACTGTTANAG

TCCTTGTGGC

ACCTGGTCTT

Figura 13. Secuencia de oligonucledtidos FA-ITS1f y Fh-ITS1r que amplifica un
fragmento altamente especifico de 423pb de F. hepatica.
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Figura 14. Condicicnes: de tlempo y temperatura para 1a ampht‘cacnon de ADN de
F. hepatica en la prueba de, PCR A) Desnaturalxzacnén By Allneacxén
C) Extension. ' R . :
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Figura 15. Parasitos empleados como controles negativos. Parte superior izquierda: Fasciola gigantica de
Africa y de Hawai. F. hepatica de Texas y F. hepatica de México. Parte superior y parte inferior
derecha: Fascioloides magna. Parte inferior izquierda: Cotyvlophorum spp.
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E.caprony
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ANGGGRACGS

GIT FGGRAN

TARAT TTCTAGR G2
TARATE ITAGA GCT T GAGGGAACSG

GAGGGAACGG
GAGGGARCGG

TAMAT

TALATCALS

: TCGGCCTTGT

"GC-CCTTGT

GTGOATTTAT CLTGT
GTCGA A SLCTITGT
SGGGRATCA GGETTCGATT

: LGC—GGnL..\.n CEGTTCGATT

usle 3&57’% GGGTTCGATT

SGTTCGATT

CUGGAGHGE ? 7 ARAARTACGG
CCGRAGRGES ACLT G ARMAATACGG
CCGGAGAGGE AGC ARAARTACGG
CCHORGRGG: T GRIATEEGGA ARRARTACGG
ATACGGEACT CAS TGGTGCCRGC RGCCGCGGTA
ATACGGG TGGTGCCAGS AGCCGCGGTA
ATACGGGACT TEGTGCCAGS AGCCGCGGTA
ATARCGERACT TALT C TGZICCCAGLS AGCCGCGGTA
ACTCCAGCTC CAGAAGCGTA TATTAAAGTT GTTGCAGITA AMAAGCTCGT AGTIGGATCT GAGTCGCATG GLTACATGCC GTCGCTCGIT GETGTGAICT
ACTCCAGCTC CAGAAGCGTA TATTAMAGTT GTTGCAGITA ARAAGCTCGT AGTTGGATCT GGGTTGCATG GCTACACGCC GTCGCTCGTT GGICTGGCCT
ACTCCAGCTC CAGAAGCGTA TATTAAAGTT GTTGCAGITA AMAAGCICGT AGTIGGATCT GGGICGCATG GCTACATGCC GICGCTCGIG GGTCTGGCCT
ACTCCAGCTC CAGAAGCGTA TATTAMGTT GTTGCAGT IC MAARGCTCGT AGTTGGATCT GSGT_C_GCATS GCT}\C:'«IGCC GTCGCTCGTE GGTCTG-G_CCT
GGTTACGACC GGATCAAGLC TGCGAGICGS TCIAGTGHTT GIGCTICCTT TCTGCTGTGT CTSTTIACAS GIGTCAGCGT GACTGGIGGS CTTGCCTGCT
GOTTICCALC GGOTTGAGCT .. ittt s ottt et it e iae taesaeans GACCGGTGGG CTTGCCTGCT
GSTTACTGCC GGGTTGAGCT TGCGAGTCGS TCTCGTGGTT TCTGCTSIGT CT6T G GIGTCAGCGT GACTGGTGGG CTTGCCCGCT
GGTTACIGE: CGOTTGAGET T6CGROTCGS TCICIGHT: P ICTECTGTGT CGTITAAG GTGICKGO6T GACTGSIONS CTTGCCTGET
801 850 900
GGTCT.GTTG GCATGCTTCT TGGTGCCTTT AMACGGGTGT CGGAGCUGEA CAGCACGTTT ACTTIGAACA AATTIGAGTG CTCAAAGCAG GCCTTTGIGC
GGTCT.GTTG GCATGCTICT TGGTGCCTTT RAACGSGIGT CGGAGGCG3A CAGCACGITT ACTTIGAACA AARTTIGAGIG CTCARAGCAS GCCTTIGIGC
AGTCT.GTTG GCATGCTTCT TGGTGCCTTT AATCGGGIGT CGSASGCGGA CAGCACGTTT ACTTIGANCA ARTTIGAGTG CTCAAAGCAG GCCTITGTGC
AGTCTIGTTS GCATGCTTCT IGGTIGCCTTT MZCGGGTGT CGGAGGCGGR CAGCACGTTT ACTTTGAACA AATTTGAGTG CTCAAAGCAG GCCTTTGIGC
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E.caprons
F.hbusk:
F.gigantica
F.Lepatica 13t

5 TAGTEGEITTC GGUCGLTIGA
CAGTGHCTIC GGRCGETCRA
CATTG TAGTGGCTTC GGLCGLTCGA

 TCUTCGOATT GG

1980
T ITCCGTAGET GRACCIGCAG
3T TTCCGTAGGT GARCCTSCAG

E.caproni
F.buski
F.gigantica
F.hepatica 185r CCGGTGITGA GRAGATGACC ARACT

AGTARRAGTC
.y

TORTC ATTTAGAGGA AGTARAMAGTT GTARCRAGGT TTCCG....v vvvvvivnen

Figura 16. Alineacién de la secuencia nucleotidica 185 ARNr de F. hepatica con F. gigantica, F. buskiy E. caproni. La secuencia

amplificada se encuentra marcada en rojo. Las diferencias en a secuencia amplificada se encuentran marcadas en negro y
subrayadas. ‘
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TGTTTGGCGL
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1071
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GLTTGITTIG
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ARGCCAGGAG
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IEEEEETRTR
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IR TRREER
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Figura 17. Alineacion de la secuencia nucleotidica ITS1 de F. hepatica con F. gigantica, . buskiy E. caproni. La secuencia amplificada se
encuentra marcada en rojo. Las diferencias en la secuencia amplificada se encuentran marcadas en negro y subrayadas.




Figura 18. Gel de agarosa al 3% teiido con bromuro de etidio, mostrando el
producto de PCR amplificado con la secuencia 18S ARNr (414pb) en
especimenes adultos de F. hepatica de diferentes estados de la

Republica Mexicana.
Parte Superior del Gel:

Carril 1 - Marcador de peso molecular 123pb
Carril 2 ~ F. hepatica grupo 1 Distrito Federal
Carril 3 - F. hepatica grupo 2 Distrito Federal
Carril 4 - F. hepatica grupo 3 Distrito Federal
Carril 5 - F. hepatica grupo 1 Estado de México
Carril 6 - F. hepatica grupo 2 Estado de México
Carril 7 - F. hepatica grupo 3 Estado de México
Carril 8 - F. hepatica grupo 1 Hidalgo

Carril 9 - F. hepatica grupo 2 Hidalgo

Carril 10 - F. hepatica grupo 3 Hidalgo

Carril 11 - Marcador de peso molecular 123pb
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Parte Inferior del Gel:

Carril 1 - Marcador de peso molecular 123pb

Carril 2 - F. hepatica grupo 1 Tabasco
Carril 3 - F. hepatica grupo 2 Tabasco
Carril 4 - F. hepatica grupo 3 Tabasco
Carril 5 - F. hepatica grupo 1 Veracruz
Carril 6 - F. hepatica grupo 2 Veracruz
Carril 7 - F. hepatica grupo 3 Veracruz



Figura 19. Gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio, mostrando
el producto de PCR amplificado con la secuencia 185 ARNTr
(414pb) en especimenes adultos de F. hepatica de diferentes
estados de la Republica Mexicana.

Parte Superior del Gel:

Carril 1 -
Carril 2 -
Carril 3 -
Carril 4 -
Carril 5 -
Carril 6 -
Carril 7 -
Carril 8 -
Carril 9 -

Marcador de peso molecular 123pb

F. hepatica Distrito Federal (grupo 1, 2y 3)
F. hepatica Estado de México (grupo 1, 2y 3)
F. hepatica Hidalgo (grupo 1, 2y 3)

F. hepatica Tabasco(grupo 1,2y 3)

F. hepatica. Veracruz (grupo 1, 2y 3)

F. gigantica de Africa

F. gigantica de Hawaii

Marcador de peso molecular 123pb
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Parte Inferior del Gel:

Carril 1 - Marcador de peso molecular 123pb
Carril 2 - F. hepatica grupo 1 Distrito Federal
Carril 3 - F. gigantica de Africa

Carril 4 - Fascioloides magna Texas, E.U.A.
Carril § - Cotylophorum spp. Texas, E.U.A.
Carril 6 - Paramphistomum spp. Puebla, México
Carril 7 - F. hepatica Texas, E.U.A.

Carril 8 - F. hepatica (formol, lavado PBS 24 hr)
Carril 9 - F. hepatica (formol, lavado PBS 48 hr)
Carril 10 - Control negativo de PCR




Figura 20. Gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio, mostrando el
producto de PCR amplificado con la secuencia ITS1 (423pb) en
especimenes adultos de F. hepatica de diferentes estados de la
Republica Mexicana.

Parte Superior del Gel:

Carril 1 - Marcador de peso molecular 123pb

Carril2 - F.
Carril 3 - F.
Carrit4 - F.
Carril 5 - F.
Carril 6 - F.
Carril 7 - F.
Carril 8 - F.
Carril9 - F.
Carril 10 - F.

hepatica grupo 1 Distrito Federal
hepatica grupo 2 Distrito Federal
hepatica grupo 3 Distrito Federal
hepatica grupo 1 Estado de Meéxico
hepatica grupo 2 Estado de México
hepatica grupo 3 Estado de Meéxico
hepatica grupo 1 Hidalgo

hepatica grupo 2 Hidalgo

hepatica grupo 3 Hidalgo
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Parte Inferior del Gel:

Carril 1 - Marcador de peso molecular 123pb
Carril 2 - F. hepatica grupo 1 Tabasco
Carril 3 - F. hepatica grupo 2 Tabasco
Carril 4 - F. hepatica grupo 3 Tabasco
Carril § - F. hepatica grupo 1 Veracruz
Carril 6 - F. hepatica grupo 2 Veracruz
Carril 7 - F, hepatica grupo 3 Veracruz
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Figura 21. Gel de agarosa al 3% tenido con bromuro de etidio, mostrando el
producto de PCR amplificado con la secuencia ITS1 (423pb) en
especimenes adultos de F. hepatica de diferentes estados de la
Republica Mexicana y los controles negativos.

Carril 1 - Marcador de peso molecular 123pb
Carril 2 - F. hepatica grupo 1 Edo. de México, México
Carril 3 - F. hepatica grupo 2 Hidalgo, México
Carril 4 - F. hepatica grupo 3 Tabasco. México
Carril 5 - Cotylophorum spp. Texas, E.U.A.
Carril 6 - Paramphistomum spp. Puebla, México
Carril 7 - Fascioloides magna

Carril 8 - F. hepatica Texas, E.U.A.

Carril 9 - F. hepatica (Formol, lavado PBS 24 hr)
Carril 10 - F. hepatica (Formol, lavado PBS 48 hr)
Carril 11 - F. gigantica Africa

Carril 12 - F. gigantica Hawaii

Carril 13 - Marcador de peso molecular 123pb
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Grafica 1, Grupos de F. hepatica de acuerdo a su longitud en cm analizados mediante la prueba

“t” de Student.
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APENDICE.
Abreviaturas

En adicion a las abreviaturas estandar de medicion métrica (e.j., m!) y simbolos+:
quimicos (e.j., HCI), las siguientes abreviaturas son usadas en la elaboracnon de

este trabajo.

A |adenosina (ARN) o deoxiadenosina
T citidina (RNA) o deoxicitiding (DNA)-
C.elegans - Caenorhabd/t/s elegans -
CTAB cetyltrimethylammonium bromlde
dATP ‘| dioxiadenosina trifosfato

dCTP dioxicitidina trifosfato

ddNTP didioxinucleosido trifosfato

dGTP dioxiguanosina trifosfato

DNA acido desoxirribonucléico

dNTP ] dioxinucleosido trifosfato

dTTP : j dioxitimidina trifosfato

dUTP dioxiuridina trifosfato :

EDTA acido etilenodiaminotetraacétic

F. bulimoides

.| Fossaria bulimoides

F. cubensis

Fossaria cubensis .-

F. gigantica

Fasciola gigantica . ;" :

F. hepatica g Fasc:ola hepatica

fhr-11 -| Fasciola hepatica repeat (clon

F. humilis Fossaria humilis sEL -
FMvZ Facultad de Medicina Veterir‘na‘riaﬂty Zootecnia

F. obrussa

Fossaria obrussa

Fasciola sp. japonesa

G

F. sp. japonesa.: '

guanosina (RNA) o deoxiguanosina (DNA)

GSs

GenBank (division para verificacion de secuencias)
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ITS1

| internal transcibed spacer regions 1

ITS2 internal transcibed spacer regions 2
Kb ‘I kilobases

M molar

mM milimolar.

H microfitros.

Pb pares debases ..

PBS [amortiguador salino-fosfatado

PCR : féaccién en cadena de I'a:pp

P. coqunél/ :| Peudosuccinea columella
RFELP ; fragmentos polimorficos de restriccion
RNA acido ribonud&ico :
RNiiaﬁs‘a; ribonucleasa

rpm : g revoluciones por minuto

SDs - sodio dodecil sulfato

T o timidina

TAE: tris acetato/EDTA

Tag DNA ‘;‘arqlir"ﬁ'erasa

DNA polimerasa de Thermus a ua

T. aquaticus.

Thermus aquaticus

TBE s ;| tris-borato/EDTA

TE " |tis/EDTA

V] [unidades

UNAM Universidad Nacional AGt6no
uv ultravioleta =

TE...
LA

FALLA D
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