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Rcsu1ncn 

RESUMEN 

Gilberto Ballesteros Rodea. Comparación de Especímenes d-~tFasciola hepatica 
Utilizando el Gen 18S ARNr y ia Región ITS 1 Mediánte Reacción en Cadena de la 
·Polimerasa (PCR). Bajo la dirección de Dr. Héctor Quiróz ROmero, Dr. Antonio 
Verdugo Rodríguez y_ Dr; Froylán lbarra Velarde. 

La fasciolosis es u.na ·,e~f~rmedad parasitaria que afecta a diferentes especies 
animales, síendo'·1as;·prinCípales bovinos y ovinos,- aunque también es considerada 
como .una_ zoonosis• importante. En -México no se han reportado variedades 
genéticas< de ;'.FJ::~ hepatica.'¿ La· _utilización de técnicas de Biología Molecular 
representa .u ria tierramienta. útil para tener un mejor conocimiento y manejo del 
genoma .dé'.'este)rem'atOdo así como de su biología básica y genética. además de 
tener .:aplicación}én:¡::díversas · áreas como: quimioterapia, identificación de 
superficies:•antigénic:as}:•deisarrollo de vacunas, identificación de secuencias de 
AD_N o:ARN'co'nfinesdiagn'óSticos y en la relación taxonómica del parásito. 
El presenté•eistudio tuvo como objetivo determinar la posible variabilidad genética 
entre especímenei;í'.•adultos de F. hepatica de diferentes regiones de México 
mediante ·1a ''utilización de la técnica de Reacción en Cadena de la Poli me rasa 
(PCR). se· obtuvieron 793 especímenes de F. hepatica de hígados de bovinos 
decomisados. en· rastros '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 -80ºC hasta ser utilizados. La extracción de ADN genómico se 
reálizó con un método modificado de extracción de ADN para bacterias. En la 
amplificación del ADN de F. hepatica se utilizaron oligonucleótidos que flanquean 
la región 1 del espaciador interno del transcrito (ITS 1) y un fragmento del gene 
18S ARNr de F. hepatica. Cuando se amplificó con los iniciadores del ITS1 se 
obtuvo un producto completo de 423pb aproximadamente. siendo todos los 
especímenes de F. hepatica del mismo peso molecular. En la amplificación de la 
secuencia 188 ARNr, el producto de PCR obtenido mostró una banda de 414pb 
aproximadamente, obteniéndose un producto del mismo tamaño en todos los 
especímenes de F. hepatica. Sin embargo, al utilizar esta secuencia en los 
diferentes trematodos empleados como controles negativos. se observó que es 
capaz de diferenciar a F. hepatica de F. gigantica. Los productos amplificados 
sugieren que el 100°/c, de los especímenes analizados son de F. hepatica, ya que 
los pesos moleculares observados no representaron ninguna variabilidad. Las 
diferencias fenotípicas presentes entre los diferentes grupos de especímenes se 
podrían atribuir a efectos de fasciolicidas empleados. raza del animal y lugar 
geográfico. 

PALABRAS CLAVE: F. hepatica, ADN. PCR, ITS1, 18S ARNr. variación genética. 
fenotipo. 
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Summary 

SUMMARY 

Gilberto Ballesteros Rodea. Comparison of specimens ofFasciotaº hepatica using 
the 18S RNAr gene and Region ITS1 by Polymerase Chain Reaction (PCR). 
Under the tutoring of Dr. Héctor Quiróz Romero, Dr. Antonio Verdugo Rodríguez 
and Dr. Froylán lbarra 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, 
identífication 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 Fascio/a 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 ali specimens 
at -80ºC until used. The extraction of genomic DNA was performed using a DNA 
extraction system for bacteria. Specific primers fer F. hepatica DNA amplification 
were designed to amplify region 1 of the interna! transcribed spacer (ITS 1) and a 
second pair for a fragment of the 18S RNAr gene. A product of 423pb was 
obtaíned when amplifying with ITS1, being all specimens of F. hepatica similar in 
weíght. As fer amplification with the 18S RNAr fragment a product of approxímately 
414pb was produced for ali specimens of F. hepatica. Even do, usíng this 
sequence in the dífferent Trematodes used as negative controls. it was observed 
that the 18S RNAr fragment is capable of distinguishing F. hepatica from F. 
gigantica. The similañty of the molecular weights in the amplified products might 
suggest that 1 00% 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, 18S ARNr, genetic variation, phenotype. 
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Introducción 

l. INTRODUCCIÓN 

1.1 Presentación del Problema 

La fasciolosis es una enfermedad parasitaria que afecta a -varias especies 

animales, incluyendo al humano, es ocasionada por el trematodo Fasciola 

hepatica (1 ). Durante la enfermedad el parásito en su estadio· adÜlto se localiza en 

los conductos biliares y en su estadio inmaduro en-:. _e1 -;p~rén9-~íma -hepático, 

provocando un proceso inflamatorio generalmente cré>nico'.~qÚ°eiC::áusa trastornos 

digestivos y de la nutrición (2). Las formas _ adu_ltas • eiéi·;(;~-n.·~~<Sfon':·éxpolladc:>~ª 
hematófaga, provocando anemia, aunque _: t~~t)i~;,\~»~é~;;-~;íi;J~~~~~ '.7d~S' ~llis 

::EE~~:Ci~.::~:d ::::·::::E~7!1~~~í!i~~7~~f ~~,~1~~~~~~:. 
En• 1668 Francisco Redi fue el_ primero en dibujar.a este tre'matodo. qentro 

~~::ff ~f f ;~~~~~~;;;~tF~~!~fd~Jf ~¡~¡~i~~~~ 
1.3cm de ancho y 7cm de largo por 1.2cm de anctío,(réspectivárnelite' (4; 5, 6) 

(Figura 1). 

1 .1.1 Taxonomía Morfométrica 

Hasta ahora la caracterización de F. hepatica en -México 'se ha realizado 

úniCamente por morfometria, se han detectado especii~~,.ie~'-c:ÍÍ;? este trematodo en 

estadio adulto que presentan tamaños y formas mu'y·variadas, con medidas que 

difieren de la media registrada por Lapage y Cheng '.<cuyos parámetros son de 2 a 

3cm de largo por 1.3cm de ancho (7, 8). 
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Watanabe e Iwata en 1954, sugirieron que en Japón. existe una forma del 

género Fasciola intermediaéntre F. hepatica y ~- gigantica; denominándola como 

Fasciola sp.· jÍ;iponesaccy diferenciár.:.dol~~cfe='F;o.hepatica~y·•··F:-·~gig'afú:fca,··.• por 

presentar características Tiitérrrl·e'ciias no ~ó10 ·0n cüa'nto a·'morto1a9ia; sino también 

en cua~~g:-k~ri~?~'.~~~fi~\9~~:·'.~jl:iiá';()~··~~:.~;i~:~¡~.;~:r~··6z~~p~~~r:i,j;~capélcidad 

=~~if~1~~ii~t~~~~4!~111~~~~~~1!'~~!~~t :: 
resisteríté .·a •F.'<' gigantica;:::sin1¡.empargo;c:c.1a.¡;capacidad' infectiva de í=a~~iol~ ,sp. 

japon,~li<J:~n·:f~~.~:~:;.~.z;;r~f~~:~i,~~K~~E[!:~'31-~.~~}·cj2~··13,14). En dicho estudio se 

;::eºc~=~ti~:~)~~~fi~;~~~~f~f~~r~t~:~~.~'.1'.~t::~~:~e~!:::cdae ~ª~~=~~:
8

ci:~: 
Los hígados de las:,ra~as;fu13ron;examinad6s para recuperar los estadios adultos 

un 

la 

formas 

japonesas 'de•.·¡::a~cioia,>Agatsuma et al., 1994 e ltagaki et al., 1998, además de 

realizar I~ cfifElr~~6i~ciÓn moñológica de F. hepatica, F. gigantica y Fasciola sp. 

japonesa, compararon también sus características genéticas, reportan que las 

formas japonesas de Fasciola presentan partenogénesis y que corresponden al 

grupo triploide por presentar 30 cromosomas, mientras que F. hepatica y 

F. gigantica no son partenogenéticas y 

correspondiendo así al grupo diploide (15, 16). 

2 

presentan 20 cromosomas 
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Todas las formas japonesas presentan poco o no presentan esperma y 

presentan reproducción partenogen.ética~ en . contraste, esp.edrnene;de F. 

hepatica proveni~ntes·de·Au~tralia'poseEin·gran·canticiaci de ~~pefniá~(17:1a;·19r: 
• - ' - '· - ' ,,- • . .-· .·.,, ... :;·J.·o - ·-~'->:- .. - ' . ·-· -· ;_-

1~ 1 :2 ... ~i<:i~~io1Ógicó · ;r ·· ;:iJ :~}LÍL .~',.:":{ ~; .. 
El··· ciclo bi'61óglca··.·ci~··F: .· h~pati~~.\d.escubierto • ~or;Leuckart•y'Thomas •. en 

: ª:~::º::~Y~f ~tiJ.~~~1~~~~~~:~~~1~f:i~;;lqf t~~i~l?}~?~J;~fJ~~i~:~2[ro;~~:·· 
continuar"su d~s~rrollo. En México las e~pecies d~ c~rac~les:;n~·¡, lrrip6~a~tes en 

el ciclo;e~Í:>JutÍvo de este parásito son: F. cubensis, F. buli~"bid~k.:'·1{•/.iu/nitis, 
F. obrus.sa y P. colurnella (20, 21, 22). \ 

.. La fase infectante de F. hepatica para el hospedador definitivo . es la 

met.acerca~ia que se encuentra enquistada principalmente en plantas o pastos, los 

cuales s'c:lh. ingeridos por el ganado cuando éste se alimenta (23, 24). ·Al ser 

ingeridas las metacercarias, se desenquistan y alcanzan Ja pared intestinal, 

migrando por la cavidad peritoneal hasta llegar al higado, los estadios juveniles 

perforan la cápsula de Glisson para penetrar en el parénquima hepático (13), 

posteriormente entran a los conductos biliares, en donde alcanzan su estadio 

adulto y depositan sus huevos, de los cuales, algunos son llevados mediante la 

bilis hacia el intestino para ser expulsados al exterior del huésped en las heces y 

otros· llegan a la vesícula biliar donde son acumulados (8). 

'Las· huevos son operculados, miden en promedio de 140µm de largo por 

75µm de ancho. Posteriormente, si el huevo se encuentra en agua y con una 

temperatura de 25-27ºC se desarrolla el miracidio, una larva ciliada que al 

abandonar el huevo, nada atraida por quimiotactismo hacia un caracol 

susceptible, penetra a través del pie perdiendo sus cilios y se establece en el 

hepatopáncreas, 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. 

3 



Introducción 

La cercaria abandona al huésped intermediario, se enquista sobre cualquier 

superficie con la que·. tenga contacto, pierde su cola, y se transforma en 

metacercaria (6; 8;- 13;_25,' 26) (Figura 2). 

1. 1 .3 Importancia Económica 

En el ganado-.bovino, ovino y caprino F. hepatica produce pérdidas 

económicas por: tener· un efecto notable en el decremento de la reducción de 

carne, de leche: y de la ganancia de peso. Se ha estimado que la producción de 

carne puede .·:di~~inuir aproximadamente hasta en un 28% en animales 

parasitados'.<E:x'ist~;, otras pérdidas difíciles de evaluar, como por ejen:ip1c:l-1as 

ocasioriadas'j:)6~"íetr'aso del crecimiento, aumento en el consumo de--alimento, 

trastorn~i ~~p/~&~~tivos, abortos, la disminución en la producción. d~ 'í.;;'n~ en 
ovinos, i:;I ~'ú~~rci de corderos destetados, gastos que se producf3·;, i~j ,us'ar 

fascioÍicidasi:p~~~Í~pC::Ísición a otras enfermedades y en algunos casC::Ís'~ lá'muerte 

(27) .. · > 

La. f~~¿iC::ÍÍosis _es_ una causa importante de decomiso de higados en. los 

rastros (Z8,'·;:2_g)};énC:iÍias et al., reportaron en 1989 un estudio realizado en el 

rastró de Fe
2

rréiria\'.le~i:~/8¡udad de México en el periodo de 1977 a 1987 donde se 

sacrificaron á ·:2;'.1J;-;;·~;,~'5-bovinos, se decomisó el 5.19% (109, 054) de los hígados 
~ .- ·',' ·~ .'_ :' ~-":, .;·. :·· :-:.~_; ,,. __ ··,,.:?i_~'.~;"':, '.'..-~~ ;~"":' ,~_,·_f;~ ~. . .- . : -

por la presencia''de,'é!ste:trematodo (30). De la Rosa en 1975, señala que ei Z9º/o 

de higad¿s;de-'fG;~:~~-¿'j~f~C,~ino fueron decomisados por F. hepatica en Tulancingo, -

Hidalgo entl"e'flpsff'éi~~~ de agosto a octubre (31 ). Castellanos et al.; m~nciC>,rian 

317 c3s:8o/o) pbr I~ pl"~se;,cia d~'F. hepatica (32) (Figura 3). 
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La distribución de F. hepatica es mundial, en México los estados donde se 

han encontrado prevalencias del 73 al 1ooó/o son Hidalgo (33), .Tabasco (34), 

Estado- de . Méx_ico.~-Mibtioa'can. y '·Yeriiicruz'~(35);·· así eiTiii;~.,,~~·s;rfrll'iin~-aetecfüaa-c· 
prevalencias• del .31 /al. 70°,,.;'en''Güanaji:1ato;:T1axca1a; MCírelosY• puebla. Jalisco, 

g:;~~1&~f 1J6~1?1a\E~~; f~L~t!~~~ttt~íl"~t~1l~~ 
libres de esta ,e:nfermedad (43) (Figura 4). · '''.} :'.'. ' ~Y )'.: .·;;,~- }\ (:• 

La' distribución de F. hepatica se relaciOnáidirectafi'iente\Jorí J.á'presencia 

del huésped intermediario y las condiciones ~mbi¡;r;·t~·l~s.fa\/élr~'b(~·s ·a é~te; como 

son agua, luz y temperatura de 25-27ºC. GéÍ~e:Z ypé~~;;f~~\:19J~: ~~tEi~inan la 

presencia de Fossaria cubensis en el Altiplano éeñ'fral ide ·México, especie 

infectada naturalmente hasta en 100%. En Hidalgc;·-,·~~ •'ha~--•>descrito como 

naturalmente infectados a caracoles del género Fo~s"aria de las especies 

F. cubensis. F. humi/is y F. butimoides (22) 

1.1.4 Fasciolosis en Humanos 

Durante mucho tiempo la fasciolosis ha sido considerada como una de las 

parasitosis de mayor importancia en Medicina Veterinaria y_ de importancia 

secundaria en Salud Pública, pero ahora se le puede identificar -como una 

sobresaliente zoonosis parasitaria re-emergente, ya que el número. de casos 

reportados en humanos ha aumentado en los últimos años, 40 mmones de 

personas son infectadas por las diferentes especies de trematodos. De 1970 a 

1990 fuElro_n reportadas 2,594 personas infectadas con F. hepatÍca en 42 paises 

de los •c:;in'co continentes. En 1970 se reportan 500 casos de fasciolosis en 

huma_nos ·-dentro del continente americano: 6 en Argentina, 14 ·en Brasil, 4 en 

Chile, 216 en Cuba, 163 en Perú, 18 en Puerto Rico, 16 en Urugúay~· 1 en E.U.A. y 

62 en México (44, 45). 
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El aumento significativo en el mundo, desde 1980, de casos clínicos de 

fasciolosis detectados· en. humanos, puede estar. directamente relacionÍ3do con la 
•• • ' • • • : ·" • • • ~ '· ' ,_ • • ' ;, • < : " ' • ; 

mejora de·los·~étodos di~gnósÚco~ ~mpleados y C<:>,':1,l';J)~ecuencia eintención'con 

la que se bus"c:a"a1 pará~itC>; all;,ado a ~ue .la enfe'rrriedád puede·e~tci'~1:fr~~ente sin 

. mostra·~:~~~t~lw~~iÜt~t!ttig;~~:~~¿~~·:~tt:z·:'.1;J§t~1~i~iÍ~~~t~t7~c~~:~r~edad,. 

~~l~ll~lltf 11~~~~;~~I?I~i~I~f tJ~f i~f f ;¡~~ 
padéntés':·s~·.;·;;:asfñtomáüC::os;;: la enfermedad pasa inadvertida en la cons~lta 

~édica ~·f~~;'?~~·~¡}~~·,·~'¿fr~:¿,.[i'riparásito que sea diagnosticado como··parte;{del 

gabinete(de'prÚebas coprológicas de rutina. Sin embargo, se han reportado casos 

en 29 e;,¡.t~d~'s'C:le I~ República, principalmente en los estados de Puebla, HÍdalgo, 

Estado d~ México, Veracruz, Chiapas, Tabasco, Oaxaca, Jalisco y Morelos· (50) 

(Figura 5). 

1.2 ANTECEDENTES 

1.2.1 Biologia Molecular 

En las dos últimas décadas, la biología molecular ha tenido grandes 

avances en la aplicación de técnicas que implican la manipulación 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 identificación de variantes antigénicas para el desarrollo de 

vacunas que puedan inducir protección mediante una respuesta inmune humoral 

o celular contra un gran número de enfermedades virales, bacterianas o 

parasitarias (51). 
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La identificación de secuencias de ADN ha tenido un gran desarrollo en el 

uso potencial para el -diagnóstico, asi mismo la utilización de genes que codifican 

paraunidades-ribosorr1~i~¡;en ia relación taxonómica y filogenética de parásitos y 

otros micrcior.9a.~isílj6~:{ Una• estrategia eficaz que facilita la detección y 

amplificacÍÓnrd~n:i·efes\específicos es la prueba de Reacción en Cadena de la 

Polimeras.i.?(~~ly.;:riºElr1.s~ic'1air1• Reaction - PCR), actualmente esta prueba tiene 

múlÚple~-~~li~~~:~f"~f;'~r'i'.;'cifre~entes- áreas: es utilizada en el diagnóstico de 

algunas _enfermedades her~d¡f-.;.riasy cromosomopatías, en la determin~ción de 

asocÍaclorl~'i :~~i;'¡;'.-é'; el • 'c6mplej6,. mélxor de histocompatibilidad ((;MH) -y la 

predisposición.•iiii;~étiba :pa~;,. el' del5~~roUo ·de enfermedades aut~_irÍ~ljnes, en' la 

prueba'.(j¡;¡-~Uta.~ií:in~s-activá-doras_de-:Ollcogenes o supresoras-~.~-éln!i?fi:~(:i9E!nes, 
en 1.a deteci;iórl de arreglos cromosómicos presentes en pr~é:e~;;~ ~~6'pl~sic~5;- así 

co~o p~r~ ~I di;;;~nóstico rápido y preciso de virus, bacte;ias,ºp·~;~-~itb·~<; h'o~gos. 
En la rnedibiria legal, la prueba de PCR ha sido de enorme Éiyu'd~-_:pkir~:-·e¡ ~n-álisis 
de paternidad y la identificación de individuos, a través -de/1a%~ipfricadó_n de 

regiones crornosómicas con secuencias de ADN altamente variable'sc52;is3, S4): 
:~·:'7];: ··-'•·- .,.· - •- • ,L .• - ' •• 

_., __ ;;:_ ]":\:~ __ !"Ó -
,. 

1.2.2 Reacción en Cadena de la Polimerasa .•" ,_ .. ':;~_':;;' -'. ~ -." ' 

La prueba de PCR consiste en la amplificación o sintesis'enzimática in vitro 

de millones de copias de segmentos de ADN seleccion~ciÍ:>~~-p~r6i¡8'2nGcleé>tidos 
específicos o iniciadores (primers) de una región ciE;'t,iA_bt;l;-·'ci;~: 'frii~iadores - - . -

flanquean una secuencia de ADN que hibridan aLp;incipio ~ final de una región 

específica y la secuencia nucleotídica entre.lo~- ir'ii'bi;,.dores sirve corno base para 

que la enzima P()lirnerasa ·(7:-aq-p~lirn,erl3~~) cÍ~·~lique las cadenas individuales de 

ADN blanco en cada uno ,de )~s' delos. del, proceso, al final de cada uno de los 

cuales, las nuevas. ca~e,:;-~~'·~u~1vJil a ser duplicadas por la misma enzima, 

logrando una re~cciÓ~~~x;Ónenclal ele millones de copias del gen o segmento de 

ADN especifico sometido a la ii'rnplificación. 
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Esta técnica es capaz de producir la duplicación selectiva.de.una secuencia 

especifica .de ADN dando.conio. resultad.o la acumu1aC:ión. expcm~~cial del 

fragmento•·es¡:iecificocaproxi1T1adanie'nte'cie27 ;~ cionde-"n" -es' el 'cnúme.rode-ciclOs · 

utilizados en la ~~cc:fóri-de'Í3~;;iífi~~ci~~.~~-5._·_~~.;s7;- ~~.\~956o.~6_1f(c_IJ~~~o 1 ) .. 

')> )~' ' '.? .~-" ' ' . ·.·. ·. ·. . . . ' '::~~;-~.-::;; ;''. 
La reacción de la prueba 'de: pe R.. está' dada cpor•páso'~,.(:¡é'terminados ·de 

temperatúras--y.ti~~-P,'.C:,~\?.s~~~i~J?~q~~~"9~~e7~~~ .• ~-~H:.~5-te·;i·?~i~~éd~-~:•. 
·,:~.:·~··.>?·,'.·::-<>),e·: >,:·~1:, "' ·--_:_</. 

• Ciclo inicial con alta temperat1Jr§i para la desnaturáHzací'óndel ADN. 

. . - ' _. ;-·;~~; '.
-.. _'·.· ..• -· ·,·.·.:.· ... , ... 

• 20-30 ciclos que comprend~ri)' 
.·: -

Desnaturalización: separacié;n··· o :.'desr'.aturaliza.ción de las dos cadenas 
·.,-,;;: 

complementarias del ADN blan-co;-' 

Alineación: apareamiento :s~:cifico entre los. inici~dores y las cadenas 

simples del segmento de ADN ~lance desn~t~r.;.liz~do/ . 
- . " . - .,:-~:.~ ··:· ·~ -:-·· . -:.< : . ' -

Extensión: acción de la enzima ADN polimer~s~ ~~~~diendo la longitud.de 

los iniciadores apareados al ADN ·b1ar1C:6'.,,,~,f:p;~'~oíirn~Íi.~~:ndo -los 

desoxinucleótidos libres, resultando en nuevasº-cadeiías ~~'e;ncillas'pr'esentes 
al inicio de, la reacción (Figura 6). . :·::;.'h:· <~~?:- ·)(,, <~,oA:L:.: .. 1 - - ~ .-.< .. --

. '?;;· . . . . ;-, ~ .. ~.< ~:~;/·' 
_·":·.·';;·:':·;.:·~ ··~·-'.!_:··: -~:.·_,_:r{.~ '.'~-'~.<: . :·:~~~.~~/.· -·· .. _._-. .. -. '=-:.~·::'i~'i"·. - . ·~;- ··<~---~'.!.-~-~ 

Este pro9~l;;º . fue ideado en 1985 por t<CI~&. s. :iViums;";_cuánéJ(;' trabajaba 

como investigado~_ para la compañia cétus enEmerville; Callfo'ri;i~~EIJ.A:'en ese 

mismo ;i¡;b 1~··-Pt;_,eba ele PCR fue peñéc':~ionada por ot~o~ · investig'c;dores del 

mismo grupo y se·aplicó con éxito en el diagnóstico de la anémiá d~ células 

falciformes (52, 59). 
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Los primeros ensayos de PCR se realizaron manualmente, empleando para 

la amplificación el fragrnento ~'.Klenow" de Ia:·ADN polimerasa d,e la bacteria 

Escherichia coli y usa.ndo ._;ariO~· bafio~ dElagua para las difereÍltes témperaturas . 

. Después del p_ai6 d13~dElsnaturalización se requería agregar nue~'ari,'énté'.1.3 misma 

cantidad d~·e~~im'a:~n cada uno de los ciclos subsecuentés';'ya''que ésta era 

inactlvada ,debid~ a ·la alt;,. temperatura empleada. El hecho de ag.regar más 

cant'ié:taci de enzima aumentaba también la concentración de glicerol contenido en 

su propia preparación comercial, lo que inhibía la actividad de la misma y 

disminuía la efectividad de la prueba, por lo que los primeros intentos de la prueba 

de PCR resultaron costosos y poco eficientes. 

La identificación ingeniosa de una enzima ADN polimerasa termoestable, la 

Taq polimerasa, aislada a partir de la bacteria Thermus aquaticus, que habita en 

aguas termales permitió el desarrollo de aparatos termocicladores automatizados, 

máquinas programables que permiten llevar a cabo la reacción en un solo tubo, en 

tiempos muy cortos y que han facilitado la amplificación de grandes fragmentos de 

ADN con 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 copias de genes pueden ser reconocidas a partir de mezl::las complejas de 

secuencias genómicas y posteriormente ser visualizadas como bandas en geles 

de agarosa m·ediante separación electroforética. No existe un protocolo único para 

todas las situaciones, por lo que cada prueba de PCR requiere de condiciones 

especificas de experimentación. 

1.2.3 PCR y Enzimas de Restricción 

Los avances en la ingeniería genética permiten la exploración de los genes, 

algo que antes no era posible y que ahora sirve para distinguir variacibnes 

genéticas entre especies y cepas de algunos organismos (64, 65). El análisis de la 

variación genética es importante para el estudio de la taxonomía, de las 

estructuras poblacionales, de la evolución macromolecular y de la expresión de 

genes. 
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Las p~uebas de PCR basadas en ADN han revolucionado cada área y su 

aplicación ha enriquecido los datos· moleculares. El :análisis .de: los:productos de 

PCR. por P()lil11orfismo·•enlalongitud de·•1os-fra'QíJ1en~o!;j·~~1r~~tri_cciól"l (restriction 

fragment length polymoÍ"fism - RFLP) en las seéuencias~•de •'ADN es útil, pero 

pueden no<~e} detectadas todas las posiciones .,:;;¿ri.il'b'fei~;'.~~~:dila'secúencia (66). 

Las endonucleasas de restricción son enzimaf; ;:c;¡e;':'i·¿;·rig~n~. baCteriano que 

reconocen y cortan sitios específicos de secuencias C:íí3Y~~-N'·¡,-;~'bíerria, ·e1 análisis 

con RFLP identifica puntos polimórficos en el ADN que ir'iÍ~';:fie;re;n C:~¡, sus sitios de 

reconocimiento, detectando puntos específicos ···- e~ii~·-'.::;ti'i3: :Jd~ntÍficación de 

variaciones genéticas en especies distintas o en la mism~';especie (67; 68). 

En 1989, McManus y Blair utilizaron enzimas' de"' restricción para la 

diferenciación de F. hepatica, F. gigantica y Fascioloides magna realizando un 

mapa de restricción del ADN ribosomal (r) o mitocondrial (m) para determinar su 

lugar filogenético, ellos mencionan que con frecuencia se han utilizado genes de 

ADNr porque existen copias múltiples en uno o más cromosomas; contienen dos o 

más regiones codificadoras altamente conservadas, separadas por espaciadores 

pobremente conservados y porque se ha comprobado que el ADNr es fácil de 

·clonar y dichas clonas se pueden estudiar directamente o emplearlas como 

sondas. Dicho trabajo se realizó para investigar la variación interespecífica e 

intraespecífica en la unidad de restricción del ADNr de algunos especímenes de F. 

hepatica, F. gigantica y Fascioloides magna, utilizando como sondas tres 

fragmentos clonados de Schistosoma mansoni (69). 

Los datos de los mapas de restricción de los genes de ADNr .han sido 

utilizados para construir árboles filogenéticos, ,los sitios de restricción conservados 

dentro de todas las especies, en un grupo que está en estudio no tiene valor para 

la construcción de la filogenia, sólo que los sitios variables son de utilidad. Las 

especies de Fascio/a del citado estudio presentaron muy pocos sitios variables 

para reconstruir una filogenia significativa. 
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Sin embargo, en 1980 fueron observadas variantes electroforéticas de las 

enzimas adenilato kinasa (AK) y fosfoglucomutasa (PGM) por Agatsuma y Suzuki 

entre especimene~\j~+ascio/a sp: japonesa (70). 

Agatsuma e et -al.-,- en 1994 realizaron una investigación sobre el 

- reconÓcimienté> ;J<ii'iciración de enzimas relacionadas entre las formas japonesas 

y otras especie~\¡~ Fascioia, reportando el análisis electroforético de 12 enzimas 

utilizadas e-n parásitos adultos del género Fasciola provenientes de cuatro 

diferentes ' países, donde se encontró polimoñismo en tres nuevas enzimas, 

glutamico-c:ixalacetico transaminasa (GOT), glucosefosfato isomerasa (GPI) y 

6-fosfogluconato dehidrogenasa (6PGD). En este estudio la aparente' distribución 

no Mendeliana de alelos entre especímenes de Fasciola sp. japones°a';·:-confirman 

que se reproducen por partenogénesis a pesar de su ploidia, a caus~~:de _su 

gametogénesis-~anormal (15, 71, 72). El origen de cepas partenogenéticas en 

Japón puede haber ocurrido a través de eventos aislados de hibrkla;;ión entre 

cepas. La el<ist;-~~ia _de tales_ hibñdaciones podría explicar la actual c3o~flisión 
entre _cie11trfi(:,o~"'C:?H respecto al sitio taxonómico de Fasciola sp. japones~._ ··- _-

BlairyMcM~'nus en 1989, descubrieron que un solo espécimen cifii Fil,scÍola 

sp. japones'a; p~~~Úce un mapa de restricción de ADNr idéntico al de F:'glganfica, 

abíienc:Ío I~ pÓ~i~fü~ad de que Fasciola sp. japonesa sea un híbrido enti-e'F:'as(;ióla 

hepaticá-•/F?gigantic~. también en este caso, con el reconocimiento de-alelos en 

poblaCio~e1s·d~
2

:F:~igantica provenientes de Asia, pueden encontrarsé. ios:alelos 

no detecféldos en F. hepatica. 

1.2'.4·F. hepatica y el Huésped Intermediario 

En los estudios diseñados para determinar la dinámica de transmisión de 

F. -hepatica, se han empleado animales centinelas libres de parásitos que 

pastorean a intervalos de 4-6 semanas, posteriormente se sacrifican y se les 

realiza la necropsia después de 6-8 semanas del confinamiento, aunque se 

considera que los estudios de rastreo son los medios más precisos para la 

determinación de los peñiles de transmisión por temporadas. éstos tienen el 
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inconveniente de ser extremadamente caros, limitados por periodos·cortos, pocos 

lugares y menor número de investigaciones, por lo que ,la información ·,de la 

tramfrnisióii deceist~c 'trernafodo '.·'es insuficiente (13).tos estudios+ d~c~fastreo 
incluyen tambiér1 lg::~;;t~rTliinación del caracol como hué!i'~~~lrÍ~~r~~(j~¡~~io y ~u 

' .,·,, '.::· - - . . -
desafortunadamente las· 

::::~~2f j~f;~f~~~~~i~i~~~~i~!~~~~~;iJ~~~::~::~ (~e7. :~)N; 
fhr-111 ·' (2.?kb) hÍbridar~n sólo ¡;.,;;e: ADNfcl~ºfp;[::h~:g¿;,i¡~~ .:y •• ~esultaron, altamente 

especifi6as para la•• d~teeciÓn de est~'ti'io~•j'~vli;r'íil~~ y estadiCJS adultos de este 
- .. - ... .,. . ' -- -. " . . . . - ... - .. . --- · ...... " - . -'~· ... , . -

trematod})~,(7'.S). D,ichas . secuencias · fuero_r;:_•emple¡;¡das para detectar ADN de 

F. hepatica' presente en c'aracoles del género· Fossaria en las siguientes fases 
' - -, · .. , ,_ . . ·-

evolutiva~: ~SP()rocistos, redias y .cercarias. El fragmento fhr-IV (4.4Kb) contiene 

secuenciCJS de ,·. ARN~. presentando hibridación cruzada con ADN de varias 

especies' d~: otros trematodos.· Asimismo, en 1995 Kaplan et al., reportan el 

desan:o11Ó d~ ur:ia ·sonda de ADN, á partir del fragmento de una secuencia 

altamente répetiti'Ja' de, 124pb,· además de ser altamente especifica y sensible para 
•_ - ~ , .. -; .. · --=.;.c.o'.·-----'c;.C:;:_;_o!-,:....''.:';-< ' . ,. - ·• . - .- .. •;_c .. _'-

la detreción ~e;E3s.t~,dips lci.rvar,io,sde ~- hepatica en qaracoles Fossaria cubensis y 

Pseudosuccinéacco/u~el/a r:iaturalmente infectados, esta sonda detecta en el 

caracol 1"1 pre;e'ncia•·ci'e-~·t~•¡;1 r:Tiir~cidio hasta la cercaria y no tiene reacción 

cruzada con ~tí';;s trerriatodC>~-(76). . -
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En dicha investigación se determinó la prevalencia de infección por 

F. hepatica en más de .cinco mil caracoles, colectados en seis ranchos de ganado 

bovino en -Florida;- E:U~A. durante dos años, donde el rango de prevalencia 

. obtenido fue_ más alto que los reportados por investigadores que han empleado 

técnicas microscópicas. Este tipo de estudios puede ser empleados para el mejor 

entendimiento de la transmisión y de la epidemiología de este parásito. 

1.2.5 Análisis Filogenético de F. hepatica 

Los genes de ADNr se han empleado como una herramienta útil en los 

análisis filogenéticos, ya que son muy conservados y codifican para moléculas de 

ARN funcional que participa en la biosintesis de proteínas en los°C::irganismos. El 

ADNr está presente en el genoma nuclear de los eucariontes'.fb·~r;,arid~· u'llid~d~~ 
repetidas en Tandem, está formado por tres regiones. ~6difica~t€l~_.y por. cuatro 

regiones no codificantes o espaciadores. 

Las regiones codifican tes del ADNr son los.:· genes 1 BS (pequeña 

subunidad), 5.8S y 28S (subunidad mayor), de_ 1800pb, 160pb y 4000pb 

respectivamente; siendo.5.8S la región más conservada, mientras que 18S y 28S 

son regiones que-se:;'.i;::;-S61Ucran en el proces()tÍ"a;..slacional del ribosoma. El gen 

28S con.tiene Cl1gu~'1;i~'?Ei;gic>nesque evoluciC)lla:rl;~6n mayor frecuencia que el gen 

1as y éste a i"ü\;e;~''í:>ii:;5e;n;~regiones quevari~-~;m'ás que el gens.as. 
:. . -.. : :t~< - .,,- ,.;. '.. . ,-: ' - . . - ·, . ,'_ - . 

1) 

La_s m~,i~:¡,~~ no codiflcantes o espaciadores son: 

El Ei°pad~i:f or- Transcrito Externo (ETS - Externa! Transcribed Spacer), 

106a1i;¿acló'él-ntes cie1 1asr. 

2) Los Espaciadores Transcritos Internos (ITSs-lnternal Transcribed Spacers), 

los cuales son eliminados durante la maduración del ARNr: 

• El primero ó ITS1 se localiza entre los genes 18Sr y 5.8Sr. 

• El segundo ó ITS2 se localiza entre los genes 5.8Sr y 28Sr. 
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• El Espaciador No Transcrito. (NTS - Non Transcribed Spacer), también 

conocido como Espaciador l;,tergenético (IGS _: lnterGenic Spacer), el cual 

separa 1a's copf;¡¡'5'-de é¡;¡C:ta7 'únlciáCI .· repetfü acieADNr(77:~7 a )~(Figura 7). 

El .gen. ·.18sr .• ha:.~ido .~tili~adr·~ar~··d!1er~t;,¿i~~r; ~Ipecie~ de caracoles del 

género Ly~·na~~d~vb1~6·;~do¿'e¡.,",·~1;:-~icl~ de F. h~p·a'uca: de aquellos que no 

particlpa~-~~ri·/~~"c:'i~í~I~'~fifi~t¡i;E;fr~~~tcido y la re~ión ITS1 ha sido empleada para 

detecta/va~i~ci<:Ír{e~~,~~n~fr6~~ ~ntre diferentes especimenes de F. hepatica con 

origen geogr~fi~~ ~íitii-ito\77). - - .-__ ._~, ',-.;:._-_,,.. ,.:· - . ~- ' 

-i.2~6 Otr~~- Apli~aciones de Biologia Molecular en Parasitologia 
. ··.:;-;_-,":·.:'~ 

El número de aplicaciones de la biologia molecular en parasitologia 

Veterinaria se ha incrementado rápidamente, las técnicas empleadas en células 

eucarióticas son generalmente aplicables en el estudio ·de los parásitos y sus 

hLÍéspedes, como es el caso de F. hepatica (79). La prueba de PCR es 

particularmente importante para la identificación y el diagnóstico de parásitos, así 

como para· el estudio de la relación taxonómica _y la historia de :.ta evolución 

(filogenia) del parásito, de la epidemiología molecúlar>ci~1·;desa~ollo d~ ".iic'JriCls. 

de la•·evolució.n biológica y fisiológica de_ paril'.sA~sj'y;~e:l_<Jretációfr.·p~rásitó-
huésped c8o: s1). - . ::o.•.··.· L .. ··· .. , : ,;x·· -

:::::~i¡~~~~it~il~í~~11~~~Ff tlt~~~;~~~~,:.:::::: 
Sin en,~argO •. ~ac~na~ có~tra;Órganismó~ intr,acelul~ras requieren de una 

~~::::J~~~~\i~~JJ.1~};~~~t~i~!~f ~i;~i~~?!~·±~:~:~~:: .. :::::: 
vacunación 'es ~tili;;ando ADN que contenga el 9en,para el antígeno de interés, lo 

que puede generár al mism~ tiempo ia respuesta inrnune humoral y celular (82). 
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La primera demostración de la efectividad de inmunización genética basada 

en ADN se publicó en 19g2 por Ti;mg (S3). Se han re~liz"1do expe~imentC>s donde 

se demúesfra··eiuEi alguhosc~':i.:¡im;;.1'e5~p_üe-ci~n'::s-~r 1'ptotE?ªi~o~~t~ig~ificativÉfrnente•. 
contra ·la intEi¿é::iÓn cil3i=. hepí3'tic~'~Ór Jahü'riaciÓÍí:con ahtige;,é)'5}~sp'e'f1ficos ·de 

ª~~~~~~~k~~'~i~i~~ii~1~~~~~i~~~i!~ 
que,va26~rg5ri~~gr!~1,::Yá1'~;:;:t:~ne:ªjº~fi~;~i:~~~n¡;n;~0n:~eªs.de1 huésped de 

algunó~ párái'it;;~;·,~;.j~de ser de gran ayud'~'op-¡;;~·lá:selección de huéspedes que 
' -·--- cr ''"' -* _,-r, •-." ""''~ - - "· - ' ,- .. "-'.·-

Sean ·9·enéticamente resistentes a infecciones: parasitarias. El estudio de la 

biÓlogi~ m61~·¿~¡;;1~ de los receptores para fá~;:;;~cos antiparasitarios y la resistencia 

genéüc:á' r~~·cia 1<:ls fármacos, es un punto <:le' importancia para la quimioterapia, 

que puede'·. ser empleada en combinación con la química para la investigación de 

nuevos p;c>'ductos antiparasitarios (84). 

Conforme· las técnicas de biología molecular se han desarrollado, ha 

aumentadÓ también la creación de "Kits" (estuches) simples y de técnicas 

automal.izcid;,.s, servicios para secuenciación, clonación, construc.ción de librerías 

genórni~as, síntesis de oligonucleótidos y muchos otros procedimientos fáciles de 

rea,lizar "(~5):' Las técnicas básicas de biología molecular'. no son complejas y 

ofrece~·. ~~órme~ avances sobre las técnicas convencionales, el ADN es más 
. '.-. '".,; .. _ , __ ' 

establ~ que.':las proteínas, ya que los ácidos nucleiécis- tienen la especial 

caract~risúéa ... de' hibridar a otra cadena simple de ácidos: nUcl.eicos similares, 

ofrecieÍldo'-así un enorme rango de ventajas técnicas. L~ ~~rasitologia ha tenido 

enormes á'llaiíces dentro de la biología molecular, existen'.eh la actualidad un gran 

número de técnicas que han servido como herramienta útil y que seguramente 

marcarán la pauta para que cada vez vayan surgiendo nuevas técnicas aún más 

especializadas para el desarrollo de esta área. 
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1.3 JUSTIFICACIÓN 

Los especímenes de F. hepatica encontrados en ·hígados de ganado 

bovino, en México han sido distinguidos sólo moñ~métri~ament~. si~ embargo, a 

la inspección sanitaria en rastro se presentanyariacÍc>1íés notabléiien cuanto a las 

medidas longitudinales y transversales de su cue~p~ én est;di6 ~d~lt~. lo C::ual; no 

se ha desci-ito hasta el moment~. Jii1i~a'j'.¡"ci6"1~"tégr{¡C";;;tcci~;,:,~~¿'¡J~~í.~'G;;;;'¡~ ·~;Je ~s 
importante determinar si .estos<espeC'i~~rie~~o~:;d·ifer~rit~s ~~t~~'si;:e~ .. algunas 

herramieni~':úfiJJ.~~¡.~; profundizar en otros puntos de importancia como son: 

resistencia 'de1:¡:íarásit6 al medio, resistencia en los huéspedes tanto definitivos 

como·.inter~€:di~l;65. resistencia a fármacos, cambios adaptativos, variaciones en 

la. trar'ÍsmisiÓ~; c;orT1portamiento epidemiológico. 

1.4 HIPÓTESIS 

Las variaciones morfométricas observadas en especímenes de F. hepatica 

en estadio adulto aislados de hígados de bovino decomisados ell rastros' del 

Distrito Federal, Estado de México, Hidalgo, Tabasco, y Veracruz representan 

diferentes estirpes genéticas diferenciables a nivel de ADN. 
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1.5 OBJETIVO GENERAL 

Diferenciar especímenes de F. hepatica en estadio .adulto obten_idos a partir 

de hígados de ganado bovino de rastros·de: Distrito Federal;·Estad'ó;de México; 

Hidalgo; Tabasco y Veracruz, México, por medio de PCR y-co;reí"a'éionarlos con 

sus características morfométricas. 

1.5.1 OBJETIVO ESPECÍFICO 

Clasificar morfométricamente especímenes de F. hepatica en estadio adulto 

aislados de hígados de bovino en rastros de diferentes Estados de ia República 

Mexicana. 

1.5.2 OBJETIVO ESPECÍFICO 

Estandarizar la técnica de extracción de ADN a .partir' de especímenes 

adultos de F. hepatica de diferentes Estados de la Repúbli~a Mexicana, 

1.5.3 OBJETIVO ESPECÍFICO 

Estandarizar la prueba de PCR a partir de ADN de F. hepatica en estadio 

adulto de diferentes Estados de la República Mexicana. 

1.5.4 OBJETIVO ESPECÍFICO 

Comparar la clasificación morfométrica de F. hepatica con los resultados 

obtenidos en Ja prueba de PCR. 
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11. MATERIAL Y MÉTODOS 

2.1 Procedencia de los Hígados 

Se colectaron hígados decomisados por F. hepatica -de ganado - bovino 

-sacrificado en rastros de: Milpa alta, Distrito Federal; Tolllca~ Estado dk México; 

Tulancingo, Hidalgo; Villahermosa, Tabasco y Martinez'c:le{1a--TC>r~~;Ve_rac:;ruz, 
México. Presentando estas regiones del país alta preval~_ncia';_de ;E· :,hepatica _y 

donde se han observado marcadas diferencias morfoJÓgic~s;.en 'especi.:nenes 
--

adultos de este trematodo (Figura 8). 

2.2 Colecta de Parásitos 

A. Jos hígados colectados se les realizó la extracción;-cl~ ~;:fl~patida en 

estadio adúlto, mediante Ja disección de conductos\>iliares. Los parásitási fueron 

lavados i~esveces con amortiguador salino - fosfatado (PBS) a ~n pH de 7.2- para 

elimihar IC>s, productos de secreción, se transportaron en refrigeración a 4ºC al 

Laboratorio"de Parasitología del Departamento de Parasitología y al Laboratorio 

de MiC::rC>bi~:ÚbgÍ~- Molecular del Departamento de Microbiología e Inmunología de 

la _FMVZ~~--l.JNAM,' donde fueron medidos, clasificados y congelados a -BOºC sin 

soluciones ni conservadores, previamente identificados y envueltos en papel 

aluminio hasta su utilización, para realizar la extracción de su ADN genómico. 

2.3 Agrupación de Especímenes 

Para agrupar a los especímenes de F. hepatica primero se realizó un 

estudio preliminar midiendo 250 ejemplares (Cuadro 2), medidas con las cuales 

se realizó una curva de distribución que resultó normal, por Jo que se dividió en 

cuartiles según su longitud en cm. Los grupos se conformaron de Ja 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). 
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Posteriormente y con base al estudio preliminar se. midieron 793 

especimenes colectados. Se realizó el análisis de distribución paradeterminar los 

grupos empleadoS, - donde se encontró una- cu..Va: noh-nal~qu~·¡'s'e'si:i\:lietió'a la 

prueba "t" de Student para determi~ar las diferencias e~t~~ÚsÚJ~'s~~~t~e l~s cuatro 

. grupos tomados como referencia, indicando que los dos grupos::intermedios (2 y 3) 

resultaron ser estadísticamente iguales, por lo que se decidió fusionarlos 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 Morfología 

Los especímenes 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 tinción con la técnica de carmín acético, para teñir 

las estructuras de los órganos sexuales de F. hepatica y corroborar que los 

especímenes del estudio se encontraban en estadio adulto (Figura 10). 

2.5 Extracción del ADN Genómico 

Se procesaron individualmente 15 especimenes de F. hepatica por grupo. 

según su clasificación y el Estado de la República de donde se obtuvieron, los 

cuales fueron pesados y después congelados en nitrógeno líquido, a una 

temperatura de -196ºC durante 3 minutos y molidos hasta quedar como polvo fino 

usando un mortero previamente congelado a -80ºC. El ADN genómico se extrajo 

de los trematodos pulverizados mediante digestión agregando 30µ1 ~ c:ie" s6~fa1 

10%; 6¡.tl d~ proteinasa K (20mg/ml) y 6µ1 de RNasa (1 Omg/ml), col_b~~r;~-b~~n 
baño Maria\_(j~rant~ 1 •. hora a 37ºC. Después se agregaron '100J1 d~_r-Jac1'·5J. y 

80µ1 de ST~B(~f b{p-~ra incubar durante 1 o minutos a una t~~~~~~-tii'r~ de 6~~c. 
Se realizó Una extracción agregando un volumen : ig·~<;ll (0.7-0.8ml) de 

cloroforrri~1~·1C:6ti6t isoamílico en proporción de 24:1, se mezcló y ·ce~trifugó 
durante 5 minut6~ ~ 14,000rpm. 
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Posteriormente se tomó ·la fase acuosa, a la cual se le realizó una 

extracción fenólica adicionando un volumen de fenol/clorofcírmo/alcohol isoalTlmco 

en propórción d~ 25:*~=-1 ~re~pe$i~ame?te,. se volvió. a .:n~-z~l~r ~y .• a. centrifugar 

::::=~~~1~1i~»~~l~~~~;~~i:t&;~:~:~~::~~:~:=(;
1

i~:~;o~= 
eliIT1inó E!l .sobrén'aciante··at:>t.enieridC> uná pequeña pastilla a la que se le efec~úaron 

dos lavadós ~~n'~t~~ol;~?;yc)~.ic;:'.;b~'ntñfugando por 5 minutos a14'.oo0rprn én: cada 

lavado y sfci7jÓ'~se'ckrta temperatura ambiente. Por últimC>, el,A[:)".'J;.óbtenido se 

resusp~ndiÓ ~n~~;d~d~··:-r;is-HCI 10mM- EDTA 1mM, 7.6pH b~ffer(rÉ'.1o:.1) (86) 1 • 

.. . ~a;1':º.~.~;·~;~·;;l:~~N genómico se realizó un ~el ~e·'.~~:~;~s'a ~; 1% ~eñido 
con brómuro ele etidio. Se mezclaron 3µ1 de DNA de cad~~ná de, .1asmuestras con 

2 µI de ~olGclÓ~ d~ amortiguador de carga (azul de b.rC>rri«:>f;,;~61 ó:~5'0/o, xylen cianol 

0.25% y glicerol 30%) y se depositaron en los carril~~-d~í·~~I p~ra su separación. 

El gel se ,:;bservó en un transiluminador de luz UV2 y 'el resultado fue registrado en 

una fot~gr~fia por medio de un digitalizador de imá~eh~~·sio-Rad3 (Figura 11). 
'.·:¡_,;.·; 

2.6 Cuantificación del ADN 

Después de obtener el ADN de cad.;.>'iunó de los especímenes de 

F. hepatica se realizó su cuantificación por m~dicí de·. un fluorómetro4 para 

determinar su concentración en ng/µI. Pc:iste;~i;,rm~nte se estandañzó la 

concentración óptima de ADN (50ng/µ) para la realización de la prueba de PCR. 

1 Protocolo para extracción de ADN genómico de bacterias con CTAB. modificado para Fasciola hepatica 
, Foto/UV 21. FOTODyNE. 
1 Bio-Rad Fluor-5 l\.1ultimagcr . 
.a DyNA Quant 200. DNA Assay Quick Rcfcrcncc. Hocfer. Pharn1acia Biotcch. 
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2.7 Oligonucleótidos 

Los oligonucleótidos o iniciadores específicos a utilizar en la prueba de 

PCR, se diseñaron mediante el programa computacional DNAman5
, empleando 

como base dos diferentes secuencias, una fracción del gen 18S ARNr (1, 941 pb) 

del ADN nuclear de F. hepatica y otra de la región ITS1 (433pb) (87,88), a dichos 

oligonucleótidos se les dio el nombre de Fh-18Sf, Fh-18Sr (414pb) y Fh-ITS1f, 

Fh-ITS1 r (423pb) respectivamente (Figura 12 y 13). 

Oligonucleótidos diseñados a partir de la secuencia de una fracción del gen 

188 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 CGT CTG TCC CTC TT 

Oligonucleótidos diseñados a partir de la secuencia de la región ITS1 de 

F. hepatica: 

Fh-ITS1f (5' a 3'): 

TCA TTA CCT GAA AAT CTA CTC T 

Fh-ITS1r (5' a 3' - secuencia inversa complementaria) 

GAC TGA TAA CCT GGT CTT TGA C 

' Lynnon Biosoft. EUA. 1998. 
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2.8 Banco Genómico 

Las secuencias 188 ARNr e IT81 de F. hepatica fueron sometidas a 

análisis en el "GenBank"6 (89) para determinare! porcént;;¡je·d~similitud con otras 

especies, las cuales se encuentran registradas con. los'nÚmeros: A.J004969 y 

A.J243016, respectivamente. 

2.9 PCR 

Los componentes requeridos para realizar la' prueba de PCR fueron: 

oligonucleótidos especlficos7 para las secuencias: IT81 y 188 ARNr que flanquean 

a los seg'mentos''.se.lecdonados de ADN de los especimen de F. hepatica, el cual 

actúa como bfahco para su amplificación, mediante una mezcla de dNTP's8 1 OX 

(dATP, dCT~] dGTP, dTTP 2mM c/u), solución amortiguadora de reacción 10X, 

MgCI 20X(f;5M final), la enzima Taq polimerasa9 2.5 U y H20 estéril. 

2~ 1 O Condiciones para la Amplificación en 50µ1 de Reacción 

Las ·temperaturas y los tiempos programados en el termociclador10 para la 

prueba de PCR fueron Jos siguientes: 

• Ciclo inicial de 95ºC por 3 minutos. 

• 35 ciclos: 

Desnaturalización: 95ºC por 50 segundos. 

Alineación: 55ºC por 1 minu.to. 

Extensión: 72ºC p()~3 niini:itos. 

• Finalizando con un ciclo de 10 minutos a 72~C: 

• Conservación a 4ºC (Figura 14). 

ro National Library of Medicine. National Center far Biotechnology lnformation. EUA. 
7 Elaborados por Accesolab. Accesorios para Laboratorios S.A. de C.V. México-. D.F. 
8 BOEHRINGER MANNHEIM. Alemania . 
. , BIOTECNOLOGIAS UNIVERSITARIAS S.A. de c.v. UNAM. México, D.F. 
'º PERKIN ELMER GEN AMP. PCR SYSTEM 2400. 

22 



Material y métodos 

Después de terminada la reacción de PCR se realizó un gel de agarosa al 3º/o 

con 1 .5µ1 de bromuro de etidio .. Se mezclarori 1 O~tl de producto dEl PCR de cada 

una de 1.as muestras cÓ~n 2~tl -de amo-rtiguador de carg·~ y s~--c:l"e~p'ositaron en los 

. carriles del gel para sú separación. El gel se observó en.Un transilúmiriador ele luz 

uv y elresult~dÓ fue registrado en una fotografía por m13di'o ~e un dig,italizador de 

imágenes. 

· 2.11 Controles Negativos y Positivos 

Como controles positivos y negativos se utilizaron otros, especimenes de 

trematodos encontrados en rumiantes: 

1) Controles Positivos: F. hepatica de México co~ser'vadC>,-en f~rrnol y 1'a\lado con 

PBS por 24 h, F. hepatica de México conservado~en~formolY' lavado con PBS por 

48 h yF>hepatiCa de Texas, E.U.A. 

2) Controles Negativos: F. gigantica de Hawaii, EUA; F. gigantica de África, 

Fascioloides magna de Texas, E.U.A; Coty/ophorum spp. de Texas, E.U.A. y 

Paramphistomum spp. de Puebla, México (Cuadro 7) (Figura 15). 

2.12 Análisis Estadístico 

Se realizó la prueba "t" de Student para agrupar a los especimenes de 

F. hepatica según sus medidas longitudinales (Gráfica 1). 



Resultados 

111. RESULTADOS 

3.1 Especimenes 

Con base en el estudio preliminar se midieron 793 especímenes de 

F. hepatica colectados en este estudio. Al realizar el análisis de· distribución se 

encontró una curva normal que fue sometida a 1a prueba "t.._ de si:ucient para 

determinar las diferencias estadísticas entre los cuatro grupos,: lo q~e"indicó que 

los grupos 2 y 3 resultaron ser estadísticamente iguales, por .lo que se decidió 

fusionarlos en un solo grupo (Cuadro 6). Los grupos se• distribuyeron 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), ··donde la media fue de 2.6 ± 0.6 con una diferencia estadística altamente 

significativa entre los grupos p>0.001 por la prueba "t" de 5tudent. 

3.2 Cuantificación del ADN 

La cuantificación del ADN genómico para la determinación de la 

concentración óptima para la prueba de PCR de F. hepatica fue de 50ng/µI. 

3.3 Homología de Secuencias del ITS1y185 ARNr 

Las secuencias de nucleótidos del gen 185 ARNr y de la región IT51 de 

F. hepatica fueron sometidas al "GenBank" para buscar similitud con la secuencia 

de nucleótidos de otros genes de parásitos disponibles en esta base de datos (90). 

• El porcentaje de similitud de la secuencia 185 ARNr de F. hepatica 

fue de (Figura 16): 

F. hepatica 1 00% de identidad 

F. gigantica 99% de identidad 

Fasciolopsis buski 98% de identidad 

Echinostoma caproni 97% de identidad 

1941pb 

1945pb 

1978pb 

1977pb .. 

TESIS CON 
li'ALLA DE ORIGEN 
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El porcentaje de similitud de la secuencia ITS1 de F. hepatica fue de 

(Figura 17):, 

3.4 PCR 

A partir de la secuencia de nucleótidos del gen 18S ARNr de F. hepatica se 

diseñó un juego de oligonucleótidos para amplificar un producto de 414pb, al 

utilizar este juego de iniciadores en los diferentes grupos moñométricos de 

diferentes partes de la República Mexicana, se observó un solo producto de 

amplificación para todos los especímenes de 414pb, no habiendo así diferencias 

entre ellos (Figura 18). Sin embargo, al utilizar este juego de iniciadores en los 

diferentes trematodos empleados como controles negativos, se observó que es 

capaz de diferenciar a F. hepatica de F. gigantica . 

. En forma específica este juego de iniciadores logró amplificar un producto de 

414pb para F. hepatica y un producto de 358pb aproximadamente para 

F,- · gigantica, poniendo en evidencia una diferencia genética entre estas dos 

esp.ecies de Fasciola. Por lo tanto este juego de iniciadores puede permitir 

diferenciar e identificar especímenes de F. hepatica de especímenes de 

F. gigantlca (Figura 19). 

A'partir:de:_la secuencia de nucleótidos de la región ITS1 de F. hepatica se 

diseñó i.i~ ju"t;lgo de oligonucleótidos para amplificar un producto de 423pb, al 

utilizar este juego de iniciadores en los diferentes grupos moñométricos de 

diferent.;;i"> partes de la República Mexicana. se observó un solo producto de 

amplificación para todos los especímenes de 423pb, no habiendo así diferencias 

entre ellos (Figura 20). 
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Al utilizar este juego de iniciadores en los diferentes trematodos empleados 

como controles negativos, se observó un producto de amplificación de 423pb tanto 

para F. hep~tica y como para F. gigantica, indicando así que-con estos iniciadores 

_sólo se puede detectar el género Fascio/a, pero·no permite la diferenciación e 

identificación entre especim.enes de F. hepatica y de F. gigantica (Figura 21). 

IV. DISCUSIÓN 

4.1 Morfometría 
En México se ha realizado la identificación de F. hepatica utilizando 

métodos morfométricos, el presente trabajo surge como una inquietud ante la 

presencia de marcadas diferencias fenotípicas entre especímenes en estadio 

adulto, pretendiendo determinar si dichas diferencias se encuentran relacionadas 

con algunas variaciones genéticas que señalen la evolución de nuevas estirpes de 

este trematodo, de igual modo, en otros paises como Japón, Australia, Alemania y 

España h.a surgido la misma disyuntiva y se han creado lineas especializadas de 

investigaéión para esclarecer el tema . 

. E~;:jaj;'ó~· Ít~~aki et al., utilizaron la proporción (largo/ancho) del cuerpo de 

especí.m~h·~~I··~f;;· .. :Fascio/a en estadio adulto obtenidos de ratas inoculadas 

artificialmellte"có'm;; una unidad de medición. La proporción tuvo un rango .de 

2.2..:2.9'c.TI.C~~iíii)F·.:'í1epatica, de 3.3-3.8 cm para Fasciola gigantica y de 2.7-3.4 

cm. paral"ii'sc¡~1asp.'Japonesa (12). 

Terasaki;;e<~l:,\analizaron morfométricamente especímenes de F. hepatica, 

utilizandJ. t~~bÍé~. co~o unidad de medida la proporción (largo/ancho) en 

especímenes' ad.ultos colectados en rastros de Japón y Corea obteniendo un rango 

de 2.2 - 4.5 cm (91 ). 
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A diferencia de las investigaciones japonesas en el presente estudio se tomó 

en cuenta sólo el'' largo del cuerpo de los especimenes, la proporción río fue 

tomadaóoma·m'ehia~ aei'efereriCia ya que al realizar el análisis de distribuCiór{ de· 

_ésta el resultado fue una distribución desviada a la izquierda, además de no 

proporciánar diferencias representativas para la formación de los grupos. 

4.2 PCR 

En el presente estudio se utilizaron especímenes de F. hepatica en estadio 

adulto colectados a partir de hígados de ganado bovino decomisados en rastros 

de 5 diferentes regiones de México para determinar por medio de la prueba de 

PCR su variabilidad genética lo cuál coincide con lo reportado en 1998 por Kramer 

y Schnieder, quienes compararon el ADN de especimenes de F. hepatica de 

regiones.distintas de los cinco continentes mediante PCR (92). Las secuencias 

utilizadas en el presente trabajo para amplificar el ADN de los especimenes de 

F .. hepatica ·de· 1~·s diferentes Estados de México fueron tomadas a partir de las 

regiones ITS1 :y 18S. del ADN ribosomal nuclear de F. hepatica. Asi mismo 

algunos ·in~e~tigadores han empleado estas secuencias para diferenciar a 

F. hepa.Úc°a de F. gigantica, en México seria de gran utilidad saber si F. gigantica 

es re.almente un parásito exótico, como se considera hasta el momento y si 

F._ hepatica. presenta alguna variabilidad genética para poder entender mejor la 

epidemiología, la transmisión y la relación con los huéspedes intermediarios de 

estos dos trematodos. Mas-Coma en 1999, menciona que el gen 18S ARNr se ha 

utilizad.o como un marcador útil en la diferenciación de especies de caracoles 

limneidos_que transmiten a F. hepatica de aquellos caracoles de la misma familia 

que no ·son transmisoras de este parásito, además de que pueden también 

diferenciar ~ la_s especies de caracoles que transmiten F. hepatica de las que 

transmiten}=.·gigantica: Se han desarrollado sondas de ADN que pueden detectar 

la pre"seílci<J:d·e;F.f¡epatica en el caracol a partir de la penetración del miracidio sin 

dar reacción cruzada con otros trematodos capaces de infectar caracoles 

limneidos (93). 
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Las secuencias ITS presentan una estructura poco conservada. con una rica 

cantidad de G-C, su longitud puede variar y ser propia de es~ecie, por: lo que se 

han emplEfad¿;~rí1ii"Clif~re-nciación especifica y en el an'áli~¡'~~fifo~er-Jétí'C:~Ó;'Cietarias· -

_géneros. de',p~~á~it<:l~;~trematodos. En el presente· iféli:>.;ij~:,\.,~1·;·;~~~¿lt~étb~a ia 

:;;~:c:.k~J~i;~J.d;;;f :~~ ~: s=~~=~:::n:: ,· 1:.i;1;~~~,~!~J3;~~,f~~~r~1~~~~0 •• ·:: 
especimene~ '•de: F=Y hepatica, en : estudio, •.. 10 • c:uál > coir'éide'rcon .I~ i reFºrt.8:do : por 

Barg ues :en .·~ 9·~!:).:;d9~'!~ · ria· ·se detectó • vélriél?~6r1}it;t;!ip1¡;~ :~~~~.ci~·~n~s.: de 

F. hepatica.proC:é~entesde diferentes regiones deAUstraHa utilizando la secuencia 

de la r~gfón:ii-si e'~ 1a' prueba de PCR. En lá familia Fasciolid,ae s~ estudiaron por 

medio de ia'. prueba' de PCR las secuencias de ITS2 de F. hepatica de Australia, 

F. gigantféa:.cie''Malasia y Fasciola sp. de Japón. No se detectó variación entre 

individuos de' una misma procedencia geográfica. Especímenes de F. gigantica y 

Fascio,la. sp. ·de Japón fueron idénticos entre si, pero diferentes de F. hepatica 

procede~te'de Australia, pudiendo considerarse así, a Fasciola sp. japonesa como 

una ci=,p~ ·•o aislado que se encuentra más ligado genéticamente a F. gigantica 

(94). 

Por otro ládo ltagaki, et al., en 1998, llegan a la misma conclusión al mencionar 

que eJa'náli;,;is de secuencias de ADN ofrece la aproximación más directa para la 

caracte~ii~ció~ :~enética de diferentes especies de parásitos (16). Varios genes 

que s-e'.-.~~'cu~ntran en el ADN mitocondrial (ADNm), especialmente aquellos que 

codifib~~~ ••. ·'P¡;;~a~;Ía subunidad 1 deshidrogenasa de NADH (ND1) y para la 

suburtii:fá·~ 1':'.8e:citocromo e oxidasa (COI), son marcadores útiles para examinar la 

vél;iabiHd~d_g'k~étlca en helmintos emparentados (95). 

Estos ,investigadores clasificaron la relación genética de Fascio/a, basándose 

eri la corn'para'ción de las secuencias de ND1 y COI, entre especímenes de 

Fascio/a: hepatica, F. gigantica y las formas triploides japonesas de Fascio/a, 
r . • ' 

donde reportaron que los especímenes de Fascio/a sp. japonesa se encontraron 

más emparentados con F. gigantica que con F. hepatica. 
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Lofty et al., en un estudio compararon los ·resultados. de una· prueba 

electroforética con diferencias morfornétricas. y. m()rfológicasde ~specime~es. de 

FásCiota. 1a9 rand() iciehtiffc;a~ especÍm~nesci:e.· ,:;·-,:,-e¡jaiic-iit·f<?fi!Janticace¡; ·Egipto 

(96). 

Á la amplificliciÓnicon {a secu'encia del gen 18S ADNr se obtuvo un producto 

de 414pb :l;ip;6~írn~clame;;te, 'al comparar el producto de ·PCR de todos los 

es~~cirn.€!6~;·rd·~~JiD;~;,~¡¡¿~· s~ .6bservó que mostraron el mismo peso molecular 

no existi~~C:io;iis.í;..;.'~ri·á~iéJrí: Ábdeltawab et al., señalan de manera similar que al 

compara:~ el ·prO'ci'J6t;;, cÍ;¡; PCR de especimenes de F. hepatica procedentes de 

Egipto y Europa utilizandó la secuencia del gen 18S ADNr no hubo diferencias en 

el peso molecular obtenido, pero difieren al señalar que encontraron variaciones 

en dos especimenes de F. hepatica aislados de Norte América, lo cual indica que 

esta región del ADN ribosomal nuclear puede ser útil en la diferenciación de 

estirpes de F. hepatica según su procedencia geográfica (97). 

4.3 Variabilidad, Ecología y Evolución 

En el presente estudio no se demostró que existiera variabilidad genética en 

los especimenes de F. hepatica de diferentes regiones de México en la prueba de 

PCR al utilizar los oligonucleótidos: Fh-18Sf, Fh-18Sr y Fh-ITS1f, Fh-ITS1r, los 

cuales fueron diseñados a partir de las secuencias 18S ARNr e ITS1 de 

F. hepatica. Sin embargo, habria que revisar algunos otros elementos que 

intervienen en la evolución y la adaptación de F. hepatica que pueden estar 

invo_lucrados con la variabilidad a nivel fenotípico y genético, como son: hábitat, 

locáÍizacióíl . geográfica, resistencia al huésped y al medio, fecundidad, 

epidemiologiá! Péitologia y distribución de los huéspedes tanto definitivos como 

intermediarios~. así como el uso de fasciolicidas empleados para el control del 

parásito, (98): Van :Valen propone como principio de la evolución ecológica, que si 
. . 

algunas especies interac_túan con otras (competidores, predadores, parásitos) 

cada una de ellas evoluciona continuamente hasta lograr adaptarse para evitar su 

extinción (99). 
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La adaptación desarrollada por huéspedes y parásitos recibe el nombre de 

ca-evolución. Un'bu~n éjemplo de este principio es la continua evolución de Jos 

parasitos '¡)ara~~evi3~rtestrategias desarrolladas por 9¡-~tiuésped - contra él y el 

.huésped debe a'd~pt~i-s"~ .. -ª J~s cambios que a su vez van teniendo los parásitos: 
;.1•'.:'· ·:··::.,.:·. 

1) Sele¿'.<=:iEn :P.~r:~i3p~~ducción sexual. 

El húésped;y'.:'~1;"b~i'.ásito pueden incrementar su variabilidad genética. Si el . ·"'"·· ·:;:,.,, ..... 

huésped 'ir'iciuk''Una· ·alta presión selectiva sobre el parásito (infertilidad o 
'· '';:_:,;;,.:·'- --·., .. ,, 

muerte) •. é~te último puede producir descendientes genéticamente variables . 
. ,: ~ 

2) Adapta.~lÓn}_oC:cilentre parásito y huésped. 

Algunos' estudios experimentales han demostrado que algunos parásitos .son 

más i~fecti\los> (i_ncr'ementando virulencia y transmisión) contra el huésped 

local, que con_tra h,uéspedes de una población externa, a esto se Je ha dado el 

nombre de adaptación local (98, 99, 100, 101). 

En el presente estudio las variaciones morfológicas encontradas entre 

especimenes de F. hepática de diferentes regiones geográficas pueden estar 

relacionadas con este tipo de adaptaciones del parásito al huésped y al medio. 

En comparación, Gandon propone un modelo teórico para la adaptación local, 

éste modelo muestra que la adaptación local tiene Jugar cuando la tasa de 

migración es alta para el parásito, pero baja para el huésped y en contraste si Ja 

migración es más alta para el huésped que para el parásito (102). Asi mismo, 

Stunkard y AbroUs et al., mencionan que la morfología de especimenes en estadio 

adulto y huevos.'de F. hepatica varían dependiendo del huésped definitivo en el 

que se en'c~-erít~en (103, 104), en el presente estudio se utilizaron especimenes de 

F. hepatica provenientes únicamente de hígados de bovino. Las variaciones 

morfológicas presentes en los especimenes de F. hepatica del presente estudio 

pueden estar relacionadas con variaciones genéticas o funcionales como lo 

mencionan Caseby et al., quienes muestran que los compuestos iónicos de 
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F. hepatica difieren cuando se encuentran en ganado bovino o en ganado ovino 

(106). De igual modo, lVliller efa/., reportaron que la glutation S-transferasa de F. 

hepatica infeé:t~ndocga~~dc:i'bovino presenta una alta variabilidad erfcOmparaCión · 

a la e~con°t~~d;,.:~~ii '~~i;;a~;;;¡;.,:,¡no o en ratas (105). Otro factor importante que 
· . : _ -_ · ,_:.,_ ---~-:,::. ·:.:.~ú·~.:-:. L:...';~::. :~¡.;_'"-r·,·;;;·o;..:s :..:J.,_,_,..~·::.';:·:.;. , 
puede estar·relácionádó'.ccin variaciones tanto moñológicas como genéticas de F. 

hepatiC::a'''é~ ,:;¡;;-·ti;:T;;i;í;;¡":::i6;;' b¿r(- el huésped intermediario, como lo mencionan 
"', ·--;_·· ··.··, __ , .• , ,-, _ _,_._,_,_.,,·,1_· -:-! .. : 

Rondelaud?y_.,Vfgn°0Íe;;'/lq'i:i·ienes reportan que la ocurrencia de infección a nivel 
,-. , ··"'.' -;'.:·:·J.:.>;i :-.?;;7:.1.r-,:.:;:;•.•z~~~~:.:.:7~-..... ~.· :_-. -~, -· 

experimerit,~L,~~~~7,aracoles, es marcadamente diferente entre miracidios de F. 

hepatici'. Óbtenidos '·de diferentes huéspedes definitivos, indicando que la 
-

prevalencia''estimada fue de 35, 66 y 86% en caracoles infectados con miracidios 

obte.nidos\de 'huevos de F. hepatica colectados de conejos, ovinos y bovinos, 

respectivamente (107, 108). 

:Algunas··drogas han sido utilizadas eficazmente como antihelmínticos en el 

tratamiento contra la fasciolosis, sin embargo, se han reportado casos de 

resistencia del parásito a los fármacos, sobretodo cuando no es utilizada la dosis 

adecuada, los parásitos sobrevivientes al tratamiento pueden transmitir resistencia 

a su descendencia y ésta puede estar relacionada con variaciones genéticas y 

moñológicas. 

El desarrollo de vacunas es un nuevo avance en el control de F. hepatica, pero 

la variabilidad en la respuesta inmune del huésped es un serio problema. Además 

antigenos candidatos para vacunas pueden ser altamente polimórficos e inducir 

solo una protección parcial. Otra estrategia de control es el manejo de las 

poblaciones de caracoles (aplicación de molusquicidas, control biológico), asi 

como · 1a selección de huéspedes definitivos resistentes. Para seleccionar cada 

programa de control es necesario conocer la variabilidad genética de F. hepatica, 

en relación con la diversidad de sus huéspedes tanto definitivos como 

intermediarios, su distribución en las diferentes áreas geográficas, estructura 

genética y reproducción de poblaciones de caracoles ante diferentes presiones del 

parásito(109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116. 117). 
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IV. CONCLUSIONES 

A partir de las secuencias de nucleótidos del gen 18S · ARNr y de la región 

ITS1 de F. hepatica se diseñaron dos juegos de olig·o.:iücleótidos: Fh-18Sf, 

Fh-18Sr y Fh-ITS1f, Fh-ITS1r para amplificar un producto de.414pb y otro de 

423pb, respectivamente mediante la prueba de PCR,. 

Los oligonucleótidos Fh-18Sf y Fh-18Sr no permitieron en§c:>ntrar diferencias 

entre los grupos de especímenes de F. hepatica de diferéiites regiones de 

México. .. .· 

La Utili:Z:aci?~·de los oligonucleótidos diseñados a partir de la secuencia ITS1 

no permiú9·diferenciar a F. hepatica de F. gigantica, sólo permitió identificar 

el género . Fascio/a, siendo así. sólo género-especifico, tampoco se 

encontraron diferencias entre los diferentes especímenes de F. hepatica 

trabajados. 

En los controles negativos los oligonucleótidos Fh-18Sf y Fh-18Sr 

. permitieron diferenciar a F. hepatica de F. gigantica, siendo así, género

especie-especificos. 

Los oligonucleótidos: Fh-18Sf, Fh-18Sr y Fh-ITS1f, Fh-ITS1r no identificaron 

al resto de los controles negativos: Fascio/oides magna, Cotylophorum spp. y 

Paramphistomum spp. al no amplificar con sus secuencias. 

VI. PERSPECTIVAS 

Se realizará un análisis de restricción de los fragmentos amplificados por 

determinar si existe variación entre los especimenes de F. hepatica. 

Se llevará a cabo la secuenciación de los productos amplificados para 

determinar si existe alguna diferencia en la secuencia de nucleótidos de la 

fracción amplificada del gen 18S ARNr de F. hepatica. 
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Cuadro 1 

AMPLIFICACIÓN TEÓRICA DE PCR, PRODUCCIÓN EXPONENCIAL 

DE MILLONES DE COPIAS DEL SEGMENTO DE ADN ESPECÍFICO 

SOMETIDO A LA REACCIÓN 

Número de ciclos Número de 
amplificaciones 

1 o 
2 o 
3 2 
4 4 
5 8 
6 16 
7 32 
8 64 
9 . 128 
10 256 
11 ·. 512 
12 . 1,024 
13 .. ' 2,048 
14 . .. 4,096 
15 .. 8, 192 
16 16, 384 
17 32,768 
18 65,536 
19 131, 072 
20 262, 144 
21 524,288 
22 1, 048. 576 
23 2,097, 152 
24 4, 194,304 
25 8,388,608 
26 16,777,216 
27 33,554,432 
28 67, 108,864 
29 134,217, 728 
30 268,435,456 



Cuadro 2 

NÚMERO Y PORCENTAJE DE ESPECIMENES ADULTOSDE·F, hepatica 

COLECTADOS POR REGIÓN (ESTUDIO PRELIMINAR) 

Región Número de Especímenes 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 

CLASIFICACIÓN MORFOMÉTRICA DE LOS ESPECIMENES DE F. hepatica CON 

FRECUENCIA Y PORCENTAJE (ESTUDIO PRELIMINAR) 

1 

Grupo 

1 

Largo 

1 

Frecuencia 

1 

0/o 

1 

1 1 - 1.4 cm 4 1.6 

2 1.5 - 2.4 cm 115 46 

3 2.5 - 3.4 cm 121 48.4 

4 3.5-4.0 cm 10 4 
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Cuadro 4 

NÚMERO Y PORCENTAJE DE ESPECIMENES DE F. hepatica EN ESTADIO 

ADULTO COLECTADOS POR REGIÓN 

Región Número de Especimenes f"orcentaje (%) 

Milpa Alta, D.F. 62 

Toluca, Edo. de México 365 

Tulancingo, Hidalgo 174 

Villahermosa, Tabasco 53 

Mtz. De la Torre, Veracruz 139 _- " 17.5 

Total 793 100 

Cuadro 5 

CLASIFICACIÓN MORFOMÉTRICA DE LOS ESPECIMENES DE F. hepatica 

CON FRECUENCIA Y PORCENTAJE 

1 

Grupo 

1 

Largo 

1 

Frecuencia 

1 

Porcentaje 

1 1 - 1.4 cm 20 2.5 °/o 

2 1.5 - 2.4 cm 362 45.7% 

3 2.5- 3.4 cm 377 47.5% 

4 3.5-4.0 cm 34 4.3 °/o 

1 
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Cuadro 6 

CLASIFICACIÓN DE GRUPOS DE F. hepatica, DE ACUERDO AL LARGO DE 

LOS ESPECIMENES UTILIZANDO LA PRUEBA DE "t" de Student 

GRUPO LARGO (cm) 

1 1.0- 1.4 cm 

2 1.5 - 3.3 cm 

3 3.5-4.0 cm 

total 

47 

ESPECIMENES 

20 

739 

34 

793 

PORCENTAJE (%) 

2.5 

93.2 

4.3 

100 
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Cuadro 7 

ORIGEN Y LONGITUD DE LOS PARÁSITOS UTILIZADOS EN LAS PRUEBAS DE 

PCR PARA F. hepatica 

Especimenes 

Fascio/a hepatica 

(Conservado en formol y 

lavado en PBS por 24 hr) 

Fasciola hepatica 

(Conservado en formol y 

lavado en PBS por 48 hr) 

Fasciola hepatica 

Cotylophorum spp. 

Paramphistomum spp. 

Longitud (promedio) 

3.2 

3.2 

2.0 cm 

0.85 cm 

0.6 cm 

48 

Origen 

Hidalgo, México 

Hidalgo, México 

Texas. EUA 

África 

Texas, EUA 

Texas. EUA 

Huimanguillo, Puebla 



Figura l. Comparación rnorfblógica entre dos especirnenes adultos de A) Fascio/a 
gigantica y B) Fascio/a hepatica. 
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Figura 2. Ciclo biológico de Fasciola hepatic:a 
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A) 

B) 
C) 
D) 
E) 
F) 
G) 

H) 
I) 

J) 

K) 

1) 
2) 

3) 

4) 
5) 
6) 
7) 
8) 

Parásito adulto de Fascio/a hepatica. producción de huevo que se acumulan en 
la vesícula 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. 
El miracidio penetra en un caracol el género Fossaria o Lymnaea .. 
Dentro del caracol se lleva a cabo la reproducción asexual. ·º 

Se originan el esporocisto. las redias y las cercarias. 
Las cercarias abandonan al caracol y se enquistan en la superficie de plantas y 
vegetales. transformándose en metacercarias. 
El huésped definitivo es infectado al ingerir las metacercarias. . 
Las metacercarias eclosionan en el intestino delgado del huésped y los. estadios 
inmaduros atraviesan la pared intestinal. . . . ·.. . . . 
Los estadios inmaduros atraviesan el hígado y se establee.en en los· conductos 
biliares. . ._ . .· :::: . :, ·:·. :· 
El parásito alcanza su estadio adulto y su madurez sexual dentro d~ los·: 
conductos biliares. .. · · 

Huevos infértiles o muertos por condiciones adversas. -~ :;>_--S''( .. 
Muerte del miracidio por no encontrar al huesped intermediario:o por · 
condiciones adversas. ·= .·. -., - ·• <~<>0~·-:<;~_·:'.~t:·.-·-'--·- "°' · :\ · - ,.· -

Muerte de caracoles por una excesiva invá~ión 'd~ ~ir;¡¿idio's·;o'por condiciones 
no favorables. . ... . ,.,,, :,:;,,:<r.~·;/~;; .. ~r .. ; ' · 
El enquistamiento de las metacercarias püede·no llevarse· a cab? en ,las plantas. 
Las plantas con metacercarias pueden no:ser)ngeridas ¡:íor:·el huésped definitivo. 
Muerte de metacercarias después de' se'r i,ngerida:s,'o\2:';:.,·'~i'.: >§ : · . 
Falla de los estadios inmaduros al establecerse eri los condu'cté:is biliares. 
El parásito adulto puede ser eliminad? có_n tratamie~tos füsCiolic,idas. 



Figura 3. Mapa mostrando los porcentajes de decomiso de hígados de ganado 

bovino por F. hepatica en algunos Estados de la República Mexicana. 

- Distrito Federal 1977-1987 5.19°/o 

- Hidalgo. 1975 29°/o 

- Tabasco. 1979-1987 86.7% 

- Veracruz. 1984 35.8% 
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Coahuila 

Tarna~lip;u 

Sonora Guanaiuuo 

Chihuahua 

Hidalgo 

E11t:adn de Méxicn 

!>u rango 

San Luis Poiroií Ver-acruz 

Agu:ucaltcnus Yueacin 

Quinuna Roo 

Jalisco 

Tabuco 

Chiapas 

}.fordos 

Ouaea 

Figura 4. Mapa de la República Mexicana mostrando las diferentes prevalencias 
reportadas de F. hepatica. 

- Prevalencia del 73-100°/o 

- Prevalencia del 31-70% 

- Prevalencia del 2-21.5º/o 

- Estados libres de F. hepatica 

T.E,).!i'i en1~ 
F'AL11i lJJ!,' uruU-EN 

c::=I Estados donde no se ha reportado prevalencia 
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Figura 6. Mapa de la República Mexicana mostrando los Estados donde se han 
reportado casos de fasciolosis en humanos. 

mlourango 

c::J Jalisco 

-Hidalgo 

- Estado de México 

-Morelos 

-Puebla 

-Veracruz 

-Tabasco 

lliRchiapas 
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Al Desnaturalización 

5' 

B) Alineación 

5' 

C) Extensión 

·------------
- - - - - - - - - - - -111> 

5' 

Figura 6. Proceso general de amplificación de ADN mediante la prueba de PCR. 
A) Desnaturalización: Separación de las cadenas complementarias del 

ADN blanco. B) Alineación: Apareamiento específico entre los 
iniciadores y las cadenas simples del segmento de ADN blanco 
desnaturalizado. C) Extensión: La enzima ADN polimerasa extiende la 
longitud de los iniciadores apareados al ADN blanco, polimerizando los 
desoxinucleótidos libres, resultando en nuevas cadenas sencillas 
presentes al inicio de la reacción. 
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ET5 ........... IT51 IT52 ........... NT5 --f, 185 • 1 5.85 rRNA • 1 2.85 • 

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 República Mexicana mostrando los Estados donde fueron 

colectados los especimenes de F. hepatica en estadio adulto. 

- Distrito federal 

1!!1111!1 Estado de México. 

- Hidalgo. 

- Tabasco. 

- Veracruz. 
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Figura 9. Diferencias moñológicas entre los diferentes grupos de especimenes 
de F. hepatica. A) Grupo 1 (1.0 - 1.4 cm), B) Grupo 2 (1.5 - 3.4 cm) 
y C) Grupo 3 (3.6 - 4.0 cm). 
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Figura 1 O. Esquema mostrando las diferentes estructuras 
características de F. hepatica en estadio adulto. 

---.--... -· ,,.,. 
l .i:.;¡_;J·' 

FALLA DE UHIGEN 
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Figura 11. ADN genómico extraído de especimenes adultos de 

F. hepatica. 

Carril 1 - Marcador de peso molecular Lambda Hind 111 

Carril 2 - ADN genómico de F. hepatica grupo 1 Distrito Federal 

Carril 3 - ADN genómico de F. hepatica grupo 1 Tabasco 

Carril 4 - ADN genómico de F. hepatica grupo 2 Estado de México 

Carril 5 - ADN genómico de F. hepatica grupo 2 Hidalgo 

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

Carril 7 - ADN genómico de F. hepatica grupo 3 Tabasco 
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CCAGCAGCC GCGGTAACTC CAGCTCCAGA AGCGTATAT'l' 

l'v ... ....:~GTTG'I'TG CAGTTCAAAA GCTCGTAGT'l' GGATCTGGGT CGCATGGCTA CATGCCGTCG 

c-.:TCGTGGG'rc TGGCCTGGTT l\CTGCCGGGT TGAGCTTGCG AG'l'CGGTCTC GTGGTTGTGC 

r-rr:cT'fTCTG CTGTGTCTGT 'I'Tl\CP..GGTGT Cl\GCGTGACT GG'I'GGGCTTG CCTGCTAGTC 

·~··2·'- ;T'I'G(;Ci' ... "!' CCTTCTTCC;T (;r::cT'J'Tl\ATC GGG'I'GTCGGJ\ CCCGGl\Cl\CC ACGTTT.l'"'CTT 

CAGACGGGGG CATTT 

Figura 12. Secuencia de oligonucleótidos Fh-18Sf y Fh-18Sr, que amplifica un 

fragmento altamente especifico de 414pb de F. hepatica. 
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TCA.TTACCT GAAAATCTAC TCTCACACAA GCGATACACG TGTGACCGTC .n..TGTCATGCG 

l". T ;._::\l\J\A'l'TT GCGG.1'\.CGGCT ATGCCTGGCT CATTG.n..GGTC ACAGCATATC CGAACACTGA 

T'.'..-JC.~GGTGCCT T;CCTGTATGA TACTCCGATG GTATGCTTGC GTCTCTr:c:;cc; GCGCTTGTCC 

;~J\t~cc:J\C;GAC; .l\r"\CGGGTTGT A< .'.TGCCl'.CGA TTGGTAGTGC T.1'\.GGC'l'T/\l\J\ GAGGAGATTT 

~. ~i: ~• _ _'.'í'j\J_~(_;Gc CCTGCTCCCG f:CcTF ... TGTv'.C TGTTTCATTA CT!'.CA'J'TT/\C T\.CTG'l'TAAPi..G 

·:·,_;e ;T_:\ .. ~TCJV•. TGGCTTGCCF; TTCTTTGCCA TTGCCCTCGC l\TGCJ\CCCGG TCCTTGTGGC 

;·-;.:\·-·1·c;cl\C GTI.-.CGTC:GCC CG(;CGGTGCC TATCCCGGGT TGGACTGATA ACCTGGTCTT 

Tc..~ .. c 

Figura 13. Secuencia de oligonucleótidos Fh-ITS1f y Fh-ITS1 r que amplifica un 

fragmento altamente especifico de 423pb de F. hepatica. 
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Figura 14. Condiciones de tiempo y temperatura para la amplificación de ADN de 
F. hepatica en la prueba de.PCR. A) Desnaturalización. B) Alineación. 
C) Extensión. · · · · · · · 
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Figura 16. Parásitos empleados como controles negativos. Parte superior izquierda: Fasciola gigantica de 
África y de Hawai. F. hepatica de Texas y F. hepatic:a de México. Parte superior y parte inf"erior 
derecha: Fascioloides magna. Parte inf"erior izquierda: Cotylophorum spp. 
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F.J;:.;sL 
F. g1q¿::t1ca. 

F.hepatica i8S1 

50 100 

• 1 - • ~ • \ • ..... :>- J - .. ~.; ..• : •. 

E. capro:u T.;.:.J{iCltGC: 1\':'G~;TT':':·¡y ;::.¡\:·~;_::; .. ':.:\ ::«.:-.,·;,'~it~·c_.·. :,:·.: .. ::..~:.::;..e ~.:.~;'!"TCTAGh C.<lf...:...--:_: .. ~.:,: C:CCJ...::'ATGC 1:r::GJtC:·:\;:: J...t.':;GGMCGG 
F. busk1 :ttlv\'if.J.::;i~-~ ;.,TGGTTCC:'T ;.,.'1:\"["~.:;·:;¡\i:,·1 ;·,\·:~,;:;.,;"~~; i\7 ;,: ... ·_·: ·;-;·;.,;; :·.:...:i.r::,:rAGA r;i~·:;v-.. :·::.·:.l..7 '.;-":C.~·::;..TGC CC1G.;;1:c.::;.r: c.;··.G:N:\ACGG 

F.gigant1ca 7.i ... :\A·~,-:;{:':_;· J..T~:Vr:·::c~: ~;.--;;.:r ~:;:;(_:\ ";,\r.~;;...~.:\;~~ .. :\::"..,~1·.:·~·~;.,:_; :.:.;.:·:1:T;..G.; (.:~-;:.:...1 .. ~;: . .r~;,-: ~:·:·:.;~"'.:tt7S': C·:TGJ..C(1:G:: 1~.;GC-GA.;CGG 

F. hepa tlca 18Sr ;J.,:: • .:·~;·r::..;~;-:.: ATGGT!·::c:--:- :~·:_;--:·~,~:7,:,·:::"'.. ":t. . .:í::;:;,,,::~:_ . .!•.:;,.:\':.:~::;;\r, 7":º..A7Tc::·;..G.!\ Ge:¡.;,:::\'.:.:.:: -;i:.:.c..::-ATGr. (CTGt;r:ccs:: GAGGGAACGG 

E. c•proni 
F.busl:1 

F.gig•ntic• 
l.hepatic• !ASr ","•,,~• • r• .-• • 

1h\,,J':\:t .... a•--f\."\ 

-~'~.:..;,~·~~::~:;:; 7-GG ;::~~~ ·:··:~·:: ::·::;: :GGt:7C707 :;.;L;;,r:: ';:"~ G;,:1\;,':TTCA CTG.!.TCG12A1.: ':'CGGCCT'l'GT 
:; .... ;_·:.·:;,,:;~; c.-~·c-:: 1:T~C·:r·; ~~,-;'[' '~ ·-:.~~-=- :-.:.c.!.Ti'C'GT c,.;70;\::~';-;:,~ :;,:..r; ... ;:-:rc.:.. CLG.n.TClf.t;--; :'CGG~CiTGT 

E. cap:oni GTCGc:·:;:;;"''::_; (,¡\:··::·:·; .. :.;.:., ,:,:·~.: ::~<1 : ~ :,\TC.:...:1: ~T.:. ~'.;\~(~;·~;{~·~ ':'G.:'..':C~C?:~: ;_1;·:.: •• :·::~:-::··~ :·;.;..~r_;.::G'fii .. ~. ':GC.GG.;;._7,:.; ~.JGTTCG.l\TT 

F.buski GTCGG:G/,~·.:; G;..~ .:1: :·:._.;¡\ .:~~';;~·::.·~:~!: -::;..rr:; ... :..-::~-:.- .,,f\,~_·v.:-..:•,, ;c;;..r:c;c;·~·,:1 .:. .. ~e; .. : ... : ,r::~~ ":Ai~CC~(.[,";.':•J.. CGC..(;G~r..rc..:.. C~J;~TCGAiT 

F.gigant1ca GTCG::.::;.r~c~ :;x;:.::,~:~;:..~ ,:\·~,-::: 1.:·:·;;·: 1:': :;\~"::.;..:·-.:-:;:: ·,-~;.:r~;c.:;.,::;~ ¡::;;D:Tíf:':T f..1:·:_;-;:-.·_;.:~.!= ·:;;..c:::_'.\':Trli\ CGGGG.;;:..:c:.; GGSTTCGATT 
F .. iepat1ca 18St (;'[CGC;,·;;,.;:_·c; GJ .. T·:~-:::·:¡\..; .:.~:;:.=~·.--;c 1:c T:'t7Cl'..1\-::·-:: •'.t..•'.;•,•:,_• ?:;,;::·~cr(-: ,:.:.:::,;:r;·.;-~·: TJ..J..C(;~".;Tti.A Ci~GVGA:~-:':.J~ G:;GTTCGAT'i 

E. cap ro ni 

F.busl:l 
r:x;.:::..:r;':J.A C-G-:.:..~.=TG.t.C.V ; ... r:...:..A.t.TACGG 
::r;:_:. .. :·z:.~~';ii.. G~Ti,GT.GJ..:c~ A.L...;J;ATACGG 

f.giganticc CCGGJ..G.;c;c.c: ;.,r;:r:,:G.;e:;...:~ ;.,,~(.\:::;..:::;.. .:::::.i::-.r.~G.~. ,\~.:.~; .. :;.~;\;~::; ·:.r..':~,·:;.J.,_r.,r: ; .. ::r:::;.r.:e:c i"X'.·CA·:-:;GC-Gh. GG7AGTG.;::; A.t...'A.AATACGG 
F. hepa tic a lBSr r:cGGA~.!..SGG P.c.f:.·~-:~J .. c.; ... :., ,:.,·~~c<-:i .. :c;., :: :ce.;.;~~:_,;., ,:\~_.::::;.,c.::.;:;:; ·:; .. ::;i:.:. .. :..;;:: ,;~c.:; .. ~\:·: :e GG:.;:.~.:.:c:.z;;\ C-G7.;GTG.::..r::::; A.;.AA!\TACGG 

E. capron1 h:;\':'.c.;;;;;,1:7 ·-.:.; .... ;:.;~G.:..c.;; = -=-~·=s:A.;T·~·: G.~J .. :(.; .. ~.;·;\'.' ,:.;~:::;.;.~~\7:: :::T:; ... :,cG.:..::: ~;.r..7·:.:.J~ .. :7[/j ,;c.~~s::.:...r...;;r-:: TG07C.CCkGC AGCCGCGGTA 
F. busJ:1 J...TA':GGG_;r;i; Ci{'i.·.;;;¡,c.c;c T·~·:G7i\.;:-r:: ;-,_;;.,:;:.;.,e:;\·,; ;..·~~::·.:.; ... ;:: ~:T:'J\.;:G;..;-: ;..=~í::; .. .:..·~::=.::-: .; ~-\,f;(.~J..GT e TGGIGCCAGC AGCCGCGGTA 

F. gigant1ca Ar; .. cc-Gc .. ;c; c; .. r:.":l~GJ{.(Z ~1:::c.:7A;Tí 1: :;_:.,.: .. 7;;;..c:T.:..': :l:..:r;·.:..:...:..P: ·~7í'ífl]-.(G,;i:; Gr.:·:;i..:~ ~~::.~ ,;:?..I({_:..: .. GTC TC-GTXCAGC AGCCGCGGTA 
F. hepatica lés: AT;\cc.:;-;,;r:--;, 1:;,·::;,-:-;;...':.J..;'· T ::·(.T;\.;:'7'~ :;;...;T::-i.;:::.:.", .:..;.:·;~:.:..\;:::. ~:71.:V"..':G.:·.G ~; .. rc; ... :,,~:;:r; ;\~.vc .. i:.;,;-;¡c TG:7C.CCAGC AGCCGCGGTA 

E. caproni ACTCCAGCTC CAGMGCGTA T1\TTMAGTT GTTGCAGTTA IW\AGCTCGT !.GTTGGA'fCT Go'.NTCGCATG GCTACATGCC GTCGCTCGTT GGTGTGATCT 
F.busk! ACTCCAGCTC CAGMGCGTA TATTAl\/1GTT GTJ\>CAGTTA MMGCTCGT f,GITGGATCT GGGTTlf..ATG GCTACACGCC GTCGCTCGIT GGTCTGGCCT 

F.gigantica ACTCCAGCTC Clú3MGCGTA TATTAMGTT GTTGCAGTTA /u'J\NK:TCGT ;,GTTGG/,TCT GGGTCGCATG GCT!,C,\TGCC GTCGCTCGTG GGTCTGGCCT 
F.hepatic,; ilSr ACTCCAGCTC CAGMGCGTA ThTT!.MGTT GTTGCAGTif MMC-CiCGT l.r;TTGGATCT {;.'_'GTfGCA'l'~ GCTM:AI_GCC GICGCTCGI~ GGTC~CT 

E. Cap ro ni C-.>ITACGACC GGATCAhGCC TGCG!.GTCGG 1\:lAGTLIJrr GTGCTl\:CTT TC1\X:TGTGT CTGTTTACl\G GT\'1\:J\GCGT GACTGGTGGG CTIGCCTGCT 
F. bus!; l GGTTTCCACC C',GGITGAGCT . . . . . . . . . . . . . . . • • . . . . . . . GACCGGTGGG CTI'GCCTGCT 

F. gigantlCa G:;TTACTGCC (',f,GITGl.GCT j(;CG/,GTCGG TCTCGTGGTI l~TC-CT:-~cTT '!CTGCTGTGT CTGTTr;,c:;,G GTGTCAGCGT GACTGGTGGG CTI'GCCCGCT 
F .. iepat1ca 18Sr GGTT~C:!§CC (~'r:!Qi;.GC! 1~1CGN.a'cG,; 'TC'f~GTw~·: c:-·1. i'T<:CTI ~C:T•3C1GTG'~ Ci'GT°;'~'J..1.:J\G G'ffiTtl~CGT GhC!GG1GG3 CITGCC!OCT 

801 900 
E.caprcr.1 GGTCT.GT'l\'.; GC/,TGCTTCT '!GGTGCCITT N'.ACGGGTGT CGGAGé'i:G:;A CAGCM:GTTI /\CTEG,\/..CA MTT'IGAGTG CTCMAGCAG GCCTTTG'l'GC 

f.b1;~!:1 GGTCT.GTTG GC/\TC-CTl'CT TGGlGCCTIT MACGGGlGJ' CGGAGi.:cG:;J, CAGCACGTTT ACTTTGMCh AJ,TTTGAGTG CTCMAGCAG GCCTTTG'l'GC 

F.g1gantfra AGTCT.GTTG GCATGCT1'CT TGGTGCCIT'l MTCGGGTGT CG3AGGCGGA CAGCACGTrr ACTTTGMCA MTTTGAGTG CTCAAAGCAG GCCTITGTGC 
F.hep.!tl('d !8S1 !!G'IC'f!:GT'ffi GCATGCl''ICT TGGTGCCTTT M:fCGGGTGT CGGAGGCG'.;1' CJ\GCACGTTT AC!TTGMCA MTITGAGTG CTCAAAGCAG GCCTTTGTGC 
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E. captan! CT. . CC 1:.;1J~.";TA ,\ ::?CT:',\t,GJ ... C(;'.;ACAGACG OO"'f,,CATrrr: 
f.buskl CTGAAMn•; f1B:ATGGA,\ T:U\'i'GG,,"1TA u.:N:1·1ccGr TCfl1HTTGT 'l"JJr·;rrcc:G ATCCGA/\Gfll A':GGrrA;.c;;, L'GGACAGACG GGGC..CATTIG 

F. gigant1:a CTG.'\AMTiC T'l'XATGGM TMro:;,\ATA (,~,\C rrc<:.vr TCTAT'ITTGT TGGJTTTCGG A7CCGMI;TA ATGGTTAAGJ'\ GGGACAGACG GGGGCATTTG 

F.hepatica 18Sr Cl'GAi\ivWTC TIT.CATGGl\A TMi'G'éAATA c.Gt.crrcGGT TCTAT'IT!GT ~GGTIT1CGG ATCCGAA!iTA ATGGTTMGA GGGACAGACG GG3GCATTrG 

E. caproni TATGC.C,:-G:'G :''Z'l\G.:..C-GTG.; .: • ..;,r:-:T7G(:.:.. ·: .:c.:.:.:;.::c.:..G ;..r;.J ... ;c•;..r:;. GCG:'vV..;:.::.r..T r:-G1:GJ..GG.L,. TG77':'T·:.;;:- cx:c::'GAGC GAAAGTCAGA 
F. busJ:1 7ATGGt:er:.1~; TT.n.GAG-"_J :~.:.. r..:-..r::7:;_:..,_-;,; :·:c.:::':s:~c; .. c; r.c.'!.v ..... ;c-;:.;:;.. GCG.= ... ;;1~,:;\7 i:G1.:c;..,.~\::: ... :; • .; :·G:í.· rTCAT: c~;TcT::GACiC GA.~GTCAGA. 

F.gigantica TA':'GG!~C.V:'f; :"~!~Gi-.:rG'i'c:.; ;i~;'i'~C:~GGi\ 7~:-~~ 1~G·~·:;i.r; ,:\·:.;.r.;{;TN:;... ci=r-~.;;.;{·i:t,: 7T(ZCP·J..GGA :GT:T:-.:.;':''i c:.;:cT7GAGC G.L.AAGTG1GA 
F .hepatica 18Sr TATG·:;(GGTCr ::itGAt_;c:rc;.; Al\í ~:77C:V .. "t 7"J:"r::GJ~C..\G ACW...:\C": K~.:\ G~G.:v .. ·.X:.(.;T ':T(l~CAAGGA :-;,;:'7T7!:.:-,,r: c;\':'r~77GAGC GAiV..GTCAGA 

E. caproni GGTTCG.\.it.:.; ::;;.;--:c.:..c:AlA e :e;¡ :c:'N!T :·.~'i':;!\ 1:cA:.~ 11.:\:G.;T[:':'::;\ ;r::GJ\::·~.:..:( ~C::'GCl:f:G':'T C:'7:':n:::c.r ·:e :·:.::..•4'GGC~ .;GTCCCCGGG 
F.busk1 GGTTCr.,;;1G.; ·:i:i; .. :c..;~; .. -:.; (:':·~:-=-~~·:;.;;_;; ·~·::-G;\•:,~ñTi .. ;...;:G..;rc~:.; :\•:-r:~::~~,=a .. :·~ CG7,º_:;zGG~!' c::1T;\:.~:·.::: :::'.:::.:,•:c...::;c;: AGTCCCCC-GG 

F. gigantica 
F. hepatica 18Sr 

E. capron1 ;.;_:..::cci·~ .:.J .. . -; ~,~,~ ·::r_,:_;:_< ·~c.•~:.~·..-:!'-r; .. ;.;._ , : .\~t-;G·;::.i: ;...:.,;,c<·z ::t .. _:._; · ;·~-~ ;..._.--.:~, ·_. -:.:.J\ :·~ ,-;;., :~;--.;.:,-:i ·..;:~.~.;·~ :;: .. ~· :.:.. ~,.-;_;~:::::G.;s-: ::~;:.::G:XT7A 

F. busl:i M;;CCC7T.:...; G:·::::cc.Gc :- =·~;:-G:::i,~::"..A ~::.;rc.c;:T~C ¡._,¡,:: .. _.:.:~re:.: ... =.;\ ~T ~::._:::.."'::-.:..;\ ·-:.:c: .. c':::.U\.;':- ~.: "'!:.;{·.,,~.: .. ~ :;, :--;:,:.~\::;:se;;,~~ C7GCGi:'.CTT.n. 
F.gigantica p¡.,.;cCCT"lf..A c·~·::-;:'t:&G:: iC1.:lx;;::;;.:;·v; :;:; .. rc.c¡:·;-: ::v1.i\':r-':Tc:,-.;.~:., l.."":7.lv"J-.'"J,;;.~~ ~;~: .. ·:~G.:V..G (/.::.:..·::(,.\.~!J<. c;.~ .. ~;';'GG.!\GC CíGCGGCTiA 

F. hepatica 18Sr A.;ACCr:·:.:.~; ;;::::::~:~·~ 7( ::--.. ~.~:rr:;; .. :-.:;1!i~:.'i:::r:: .r ... :.J.,CJ: r~:\~:\ 1 ~::.:.JV·.:~;.:.J~\ ~ ~~.~\·:;;:;.;..;\0 ;::(;;~_;,~r~¡ .. -c.:.. ::-:::.~.:.:::;v.;J: C!GCGC.CTTA 

E.caproni AT'.:-CG!tC:c;. ACN·.:.r.:::¡..,;.;.. ; •. ~~r::.:..c::·:GG 1::':JGACA'.~T :;-¡-:,g.:c;..--;--:r_; x:.;c.;..-::-::x-: ;,::.:-:-c;;:c7 7:;,:~::·:G:-:rc: c.:rr.;:;:'(..G7G CATGGCCGTT 
F. busJ:1 ATT':GACI-:.; ;\·:Ar:.G~.;..;..;.. ;\:~1c.;c:CG·°J ~~·=c.~G:;1:;..:·: GT·';.:..::;GA7-::i ;..G{j;\::c;,;; ,:\~·=·~i:T7':'':! 'i'G1::cv~;:,~. :;7T::;G:C-GiG CATGGCCGTT 

F .gigantica A'r:'CGACTC.; .;:.:1:::..r_-.._-:.:....:...:. • • ;r;·rc.:..ci:r:r;.:_:. ·:·~·~c.G.:.. :¡\:? c:r;;._':_;í;;..·::c • . :..-:.;[:;..: L,;\: ,;:;:::CTTTC:' iG.:..:r ,:c;.~:G ::;:Tc..v:GUTG CATC{;CCGTT 
F .hepatica lesr A'i'TCGA~TCA .:-.r:;..:::.f...1.:_; ... ;.; .~r:rc.;·:•:,;:::_:,; e==·~;_:;,;,:.:,::· .:.7;:;,:\,-:~;::;j .:...:;,...::.:~:7-:r;\: .~/i'::-·:..77T·':T ¡c; .. ~\:''."C~-::7:; ::;:'TGG':GGTG CATGGSCGTT 

E. caproni CTTAGT'i'G·~· .... . ~Gi~GCG:Y:'':'T GTcr:..z;;;¡ ... ; ::·:i:c;.;·:;\.:..·= GA.:..·:v;..G.;1:7 '!'T.'.:·'?: 1::>~7 ¡ ... ~.,.:.,:;..;;1A:G CC':'Gí':C:'C:' r;7;_:._:TCGTGC AGGTTACGTT 
F. buski C7TAGTTG!~7 :;~:;.~;r:r,.~7TT GTC7C~';7Tt...; 77 :1:G;\7;J\C GA.;:;;'4.~.;(::' :-;cz;::C7G·.'T .:...:...;:.r..GTl-.7G C•:7G!CC~·=~ ~~~::.:GTGC AGGTTTCGTT 

F. gigantica C'!'7AG~'TGC:7 S~:;~G·::::;..:'!': GTCTGGTT;.} .. ;:·:1:G.ltT:\r..c: Gi·A:~:x~.:.::: 1_:i\;.:;·=,: ic::: .:...~ ... ;;;,,:;T.!..TG c.:7:;¡\:C:1
:: :.J::::7CG1GC AGGT:'GCGTT 

F.hepdtÍCd 18Sr CTTAGiTGGí .:;r:;,:\:.~:;~;:-;: GTC7G'.;T:';.M; 7'~~cG; .. ;,~.,_;r~ ':.·!1,.;c: .. ;,~.;~;-~ ::-:J.f:·~~G·-::: .: ... ~ .. ~{;,;{-/";l\":G ':C':'G'T':·=·~·:: ·.'J:r.::;~GTGC AC-GT7GCG7T 

E. caproni GTCCATTG1
:.: :cc::c;:c-GC.~ GT.;G1:-:;r:G 1~:.::Gh.1~ 1·::=-G cer.:;.G:-c~=G-~.:= G{.;:;~_.~; .. :~T'.' ;\·~:::. :7;..~; C-GG.;::; ... r,c .. ::-: .:~e. :cr:..;G:C GCA.CGA.?V<.7T 

F.busk1 C-Tc~·,;r·:0i:·; :=cc~:G:~if:G GT,;::;:-G'.JT';A .:~r?GJ..t~c,~:;:; CG:t.:..:-c:i.::z.: :~':; ... ~:,·~.;.;-:": :"{;:·~=~:-.::..::;.; .'IJ:;::...·:;._:.,::i:,-; ?:·_::-rcr.G:-c GCACGPAP.AT 

F.gigant1cd 
F.hepatica 18Sr 

GTCC!\T':'G1
::.: 

G7CC1\7iC:':·_· 
.. -.. ,~:~e::.;~;;,, L::ic..r. .. :J..:"..:.~:c: .-;¡,.:..:; 1~AGT(.'. GrJ..CGJ. .. ;ATT 
~.e~~:::;\::;, e:::~~ .. :..::.~ .. :.::''=~ :::.!1:·:·:.4.GTC GCt..:G.r.Jv\TT 

E. capron1 G.\GC)J..":..:.:\. :-.-:.-G: ·:-:-'.:':TG; .. :G1:cr:::t .. G.; ;.~T~cG:.~:;-:'-: ~c.i::\:Gr::;.:::; '2T1\:.: .• ~~Yc.: .. '.: .:~~·~~:-~l-.GC~ fl.G:::-cc.:.;7 ':·:7;jC:.(CiG.!\ Gc.;c...sTTGGG 
F. busk1 G.;c...:iJ .. T.;.;·~ ,;c.:.:::·:-:c:-::;_; ·~c::2c 1:~:;\~:\ :·::-:1:ei:,:_;,~:.: ~c .. :;.::GTS::,·; ·:-;;..1:;.;.,J,·~:x:. ::~~:::;..G'),; t..G77T ~-;.:...;: :::::~Y~CTG.; GCAGGTCG-"'.,G 

F.gigantica G.;c.(; ... ;:1..:1:: 1~1c..:.1:--::-;·:G:\ :-cci:·:r~.:..c;; :: .. :r:c\;c .. ~x c:=..1:.;::;;:::;:~:; :;/._':;1.;·1~':.-.! .. ~· .~.;;::-::.:..c:cc: ;\c:TTT,~~~.: ... ;: ._· :;:;cJ:1:T~=t CJCAGGTTC-GG 
F.hepaticd 18Sr Gi\C-CJ·.r\7i--Ji..r: :\;"..[~7,::·.-;:c .. ; TC·':C·:T:.;c.:. :::;:··:::;:-"'~<:( ·:Gi:.:..·~~;r::;c~ ::;.:~.:...;ri;;..c: ~:v:-:-r:;._32:~ .:..GTT:'G-~.:: .. ;: ·:c~~c-e:rc;;.. GCAGGTTC-GG 

1701 1750 1800 
E. caproni T.;:...:..crc-,-...::c ;,;·I . .\:vxc:1c GTGi\C~c:c-'-:i.; ~:~.~~:c-.r:.-c:·:-:: ~.:...:~:-"TG"!''~CC ':r:;.:;;; ... ;·:'..:.:, ~.:;;._;:rcc:G GiAJi.~~;G:l ... ; .-:;:i·;..71 .. N:.c': TC.CGCTG.;TT 

F busk1 T.rvV·t'J:~?A: ':i\11\.\•,:·:cjr·: c:rG;..crc-c:.;;.; :·~c~~:r.1::-T(; r:ti ... \T'!'GTTCC C·:G::;;.,N:~.:\ :;c;.;.;Ttcc:G GTM~GTG·~.;,:~ G7CA:·;.,;.c .. c: TGCGCTGATT 
F.gigantica TAlVtCTGi.:..~ ·~.r .. -r;.:i;,:: ~;;¡': crc:g:-re-w.; 7:=:Y.G(.:C:'7G -.~tJtTTG:-r:: c::;·;~; ... ;r:,"':i, ':;Giv\7TCC:'G s:.;.;;;r::- :,;.; :;;,:;\:; .. p .. c·:: TC.CGCTGATT 
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Figura 16. Alineación de la secuencia nucleotidica 18S ARNrde F. hepatica con F. gigantica, F. buskiy E. caproni. La secuencia 
amplificada se encuentra marcada en rojo. Las diferencias en la secuencia amplificada se encuentran marcadas en negro y 
subrayadas. 
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F. hepat1ca ITSl 
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::. Caprcn1 JTS] ATCTATC..:JCG T7TCCCCAAT G~.;TCCGG~.c GCAW~.;TGT CTTC-&:TGM ,;GCATGGTC.C. GATGTAGTGG CGGAATCGTG GTITAATATG GCTATGCCCC 
P. 11esterman1 

F. hepatica ITSI 

E. capron1 ITSI GTTTTCAC.CA TGTTTC.C.CGC TTCTAGTCGG CATGCATATG ACTACINGTG GAGCTGTGAT CC.Z:INTGG'.:G CCTCGTTTTC AGTGTGCTCG GCGCTTCTAG 
P. 1~·esteiir.:rn1 

F. hepatica ITSl 

;;, caproni ITSl TCGACATACT TA"iGAASTCG AGGGTAATTC CATACCAGGC ACGTTTCGTi GCTTTCATTC TATCGTTGGT TGTAGC.CTGA CTGGGGCCAT GCATCCGATG 
P. westerm;ni 

F. hepatica ITSI 

1001 1050 1071 
E. caproni ITSI TTGCATTGAA TATTACAGCT GCTTGTTTTG CAGCTTGTAT CCTGACCTCG GTTCAG.~CGT GATTACCCC.C T 

P. ¡.:estermar.1 
F. hepat1ca ITSI .................................................. • • • • ....... • · ••••• • • · 

Figura 17. Alineación de la secuencia nucleolídica ITS1 de F. hepatica con F. gigantica, F. buskiy E. caproni. La secuencia amplificada se 
encuentra marcada en rojo. Las diferencias en la secuencia amplificada se encuentran marcadas en negro y subrayadas. 
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Figura 18. Gel de agarosa al 3º/o teñido 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 
República Mexicana. 

Parte Superior del Gel: 

Carril 1 - Marcador de peso molecular 123pb 
Carril 2 - F. hepatica grupo 1 Dislrito Federal 
Carril 3 - F. hepatica grupo 2 Distrito Federal 
Carril 4 - F. liepatica grupo 3 Distrito Federal 
Carril 5 - F. hepalica 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 1 O - 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%, teñido con bromuro de etidio, mostrando 
el producto de PCR amplificado con la secuencia 185 ARNr 
(414pb) en especimenes adultos de F. hepatica de diferentes 
estados de la República Mexicana. 

Parte Superior del Gel: 

Carril 1 - Marcador de peso molecular 123pb 
Carril 2 - F. hepatica Distrito Federal (grupo 1, 2 y 3) 
Carril 3 - F. hepatica Estado de México (grupo 1. 2 y 3) 
Carril 4 - F. hepatica Hidalgo (grupo 1, 2 y 3) 
Carril 5 - F. hepatica Tabasco(grupo 1, 2 y 3) 
Carril 6 - F. hepatica. Veracruz (grupo 1, 2 y 3) 
Carril 7 - F. gigantica de África 
Carril B - F. gigantica de Hawaii 
Carril 9 - 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 África 
Carril 4 - Fascioloides magna Texas, E.U.A. 
Carril 5 - Coty/ophorum spp. Texas, E.U.A. 
Carril 6 - Paramphistomum spp. Puebla, México 
Carril 7 - F. hepatica Texas, E.U.A. 
Carril B - F. hepatica (formol, lavado PBS 24 hr) 
Carril 9 - F. hepatica (formol, lavado PBS 48 hr) 
Carril 1 O - Control negativo de PCR 



Figura 20. Gel de agarosa al 3°/o teñido 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 
República 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 1 O - F. 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 5 - 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% teñido 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 
República 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 - Coty/ophorum spp. Texas, E.U.A. 
Carril 6 - Paramphistomum spp. Puebla, México 
Carril 7 - Fascio/oides rnagna 
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 África 
Carril 12 - F. gigantica Hawaii 
Carril 13 - Marcador de peso molecular 123pb 
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Gráfica l. Grupos de F. hepatica de acuerdo a su longitud en cm analizados mediante la prueba 
"t" de Student. 
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APÉNDICE. 
Abreviaturas 

En adición a las abreviaturas estándar de medición métrica (e.j., mi) y símbolos 
quimicos (e.j., HCI), las siguientes abreviaturas son usadas en la elaboración de 
este trabajo. 

A adenosina (ARN) o deoxiadenosina 

e citidina (RNA) o deoxicitidina (DNA) 

C.elegans Caenorhabditis elegans 

CTAB cetyltrimethylammonium bromide , 

dATP dioxiadenosina trifosfato 

dCTP dioxicitidina trifosfato 

ddNTP didioxinucleosido trifosfato 

dGTP dioxiguanosina trifosfato 

DNA ácido desoxirribonucléico 

dNTP dioxinucleosido trifosfato 

dTTP dioxitímidina trifosfato 

dUTP dioxiuridina trifosfato 

EDTA 

F. bulimoides 

F. cubensis Fossaria cubensis 

F. gigantica Fasciola gigantica 

F. hepatica Fascio/a hepatica 

fhr-11 

F. humilis 

FMVZ 

F. obrussa Fossaria obrussa 

F. sp. japonesa Fasciola sp. japonesa 

G guanosina (RNA) o deoxiguanosina (DNA) 

GSS GenBank (división para verificación de secuencias) 
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ITS1 interna! transcibed spacer regions 1 

ITS2 Interna! transcibed spacer regions 2 

Kb kilobases 

M molar 

mM J!lilimolar 

i:ni.crolitros 

pb 

PBS 

PCR 

RNA 

RNasa ribonucleasa 

rpm revoluciones por minuto 

sos sodio dodecil sulfato 

T timidina 

TAE tris acetato/EDT A 

Taq DNA polimerasa 

T. aquaticus 

TBE tris-borato/EDTA 

TE tris/EDTA 

u unidades 

UNAM 

uv ultravioleta 
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