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RESUMEN

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera a las trematodiasis
como enfermedades tropicales olvidadas. En el Ecuador existen 3
trematodiasis que son prevalentes persistentes en zonas tropicales,
paragonimiasis, fasciolasis y amphimeriasis. La amphimeriasis que fue
recientemente y por primera vez descrita en Ecuador, es considerada una
enfermedad emergente, infectando personas, gatos y perros en las provincias
de Esmeraldas y Manabi. Amphimerus spp. se localiza aloja en las vias biliares
de los infectados causando enfermedad. El ciclo de vida de Amphimerus
requiere de 2 hospederos intermediarios; los primeros son invertebrados
(caracoles de rio) mientras que los segundos son varias especies de peces de
agua dulce. La infeccién se produce por la ingestion de peces crudos o mal
cocidos infectados con metacercarias del parasito. La identificacion de las
metacercarias en los peces se realiza por diseccion, digestion artificial y
observacion microscépica; sin embargo, la sensibilidad, especificidad y
eficiencia se ven afectadas por esta técnica laboriosa. Por esta razon, se
requiere del desarrollo de técnicas moleculares como la PCR en tiempo real
(qPCR) para la identificacion rapida y especifica de ADN del Amphimerus en
diferentes especies de peces en las zonas endémicas. En esta investigacion se
estandarizé una PCR en Tiempo Real usando cebadores disefiados in house
dirigidas a la region ITS2 de Amphimerus, se estandarizé por medio de
gradientes de temperatura de hibridacion y denaturacion; y variaciones en la
concentracion de cebadores. En el ciclo de umbral (Ct) resultante de cada
variacion no se encontr6 diferencias estadisticamente significativas; sin
embargo, los parametros seleccionados fueron los que contenian un menor Ct
debido al mayor porcentaje de sensibilidad. Las curvas de calibrado obtenidas
mantuvieron una eficiencia mayor al 90% y coeficiente de correlacién (R?)
mayor al 0.98, indicando que el nivel de confiabilidad de la técnica realizada es
alto. La técnica identifica 1 metacercaria y concentracion de ADN de 0,05 ng/ul.
La especificidad se determin6 comparando ADN de dos trematodos

Paragonimus y Fasciola encontrando que los cebadores fueron especificos



para Amphimerus. En experimentos con musculo de pez infectado se
determind que el peso o la cantidad de musculo afecta la deteccion ADN de
Amphimerus. En conclusion, la técnica desarrollada de PCR en Tiempo Real
demostrd ser altamente sensitiva, especifica y confiable en la deteccion del
trematodo Amphimerus spp. en estado de metacercaria encontrados en peces.
Esta técnica podria aplicarse para diferenciar las especies de peces portadoras
del parasito, para asi educar a las personas en riesgo en la prevencién de la

infeccion y tomar medidas de control/eliminacion efectivas en la comunidad.

Palabras clave: Amphimerus spp., PCR en tiempo real, Amphimeriasis,

Trematosis, Técnicas moleculares.



ABSTRACT

The World Health Organization (WHO) considers trematode infections as
neglected tropical diseases. In Ecuador there are 3 trematodiasis that are
prevalent in tropical zones, paragonimiasis, fasciolasis and amphimeriasis.
Amphimeriasis was recently and for the first time described in Ecuador,
considered an emerging disease, infecting people, cats and dogs in the
provinces of Esmeraldas and Manabi. Amphimerus spp. is in the bile ducts of
the infected causing disease. The life cycle of Amphimerus requires 2
intermediate hosts; the first ones are invertebrates (river snails) while the
second ones are several species of freshwater fish. The infection is caused by
the ingestion of raw or undercooked fish infected with metacercarie. The
identification of metacercarie in fish is done by dissection, artificial digestion and
microscopic observation; However, sensitivity, specificity and efficiency are
affected by this laborious technique. For this reason, the development of
molecular techniques such as real-time PCR (gPCR) is required for the rapid
and specific identification of Amphimerus DNA in different fish species in
endemic areas. In this research, a Real Time PCR was standardized using in
house designed primers directed to the ITS2 region of Amphimerus, it was
standardized by gradients of temperature of hybridization and denaturation; and
variations in the concentration of primers. No statistically significant differences
were found in the threshold cycle (Ct) resulting from each variation; however,
the parameters selected were those that contained a lower Ct due to the higher
percentage of sensitivity. The calibration curves obtained maintained an
efficiency greater than 90% and a correlation coefficient (R?) greater than 0.98,
indicating that the level of reliability of the technique performed is high. The
technique identifies 1 metacercarie and a DNA concentration of 0.05 ng/uL. The
specificity was determined by comparing DNA from two trematodes
Paragonimus sp. and Fasciola sp., finding that the primers were specific for
Amphimerus. In experiments with infected fish muscle, was determined that the
weight or the amount of muscle affects the DNA detection of Amphimerus. In

conclusion, the developed technique of Real Time PCR proved to be highly



sensitive, specific and reliable in the detection of the trematode Amphimerus
spp. in metacercarie state found in fish. This technique could be applied to
differentiate and incriminate the species of fish carrying the parasite, in order to
educate people at risk in the prevention of infection and take effective

control/elimination measures in the community.

Key words: Amphimerus spp., Real time PCR, Amphimeriasis, Trematosis,
Molecular techniques.
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

El ser humano se encuentra expuesto constantemente a infecciones por
organismos causantes de enfermedades que pueden ser perjudiciales para su
salud. Algunas de estas enfermedades son causadas por parasitos que viven
a expensas de otros organismos, entre estos el ser humano, ya que se
alimentan y se reproducen dentro o fuera de él, llegando inclusive a ser mortal (
Sripa, 2016; Solomon, 2008).

Existen dos tipos de parasitos que pueden causar enfermedades al ser
humano: Ectoparésitos, como artrépodos hematéfagos; y endoparasitos, como:
Protozoos y Helmintos. Los cuales se encuentran distribuidos alrededor del

mundo e infectan a millones de personas.

Las areas mas afectadas son las zonas tropicales de paises en vias de
desarrollo, en donde se encuentra una mayor prevalencia de infectividad en las
personas. Los helmintos son metazoarios, gusanos que infectan por lo general
a vertebrados, en los cuales se desarrollan y llegan a habitar incluso de por
vida en un animal hospedero (Lin, 2018). Dentro de los helmintos de
encuentran los Platyhelminthes y dentro de estos las clases trematoda, cestoda
y nematoda. Una especie de trematodo recientemente reportada en el Ecuador,
que infecta a los seres humanos, es Amphimerus spp. el cual pertenece a la
Clase: Trematoda, Orden: Opisthorchiida, Familia: Opisthorchiidae, del Género:
Amphimerus (Calvopifia, 2015). Amphimerus spp. son gusanos planos, que
parasitan las vias biliares, de entre 8-13.6 mm de largo de y 0.5-1.1 mm de
ancho con una tonalidad rosada en estado adulto, son semejantes a los
géneros Clonorchis sp. y Oposthorchis sp. por lo que pueden llegar a ser
confundidas entre si (Zheng, 2016). Al momento se han reportado 14 especies
de Amphimerus en diferentes paises, estd identificacion es basada en

caracteristicas morfologicas y morfométricas (Calvopifia, 2011) .



Este trematodo descrito en Manabi en el afio de 1949 fue reportado
inicialmente como Opisthorchis guayaquilensis, que posteriormente fue
nombrado como Amphimerus spp.,(Calvopiiia, 2015). Sin embargo, en
descripciones posteriores los parasitos aislados en Esmeraldas y Manabi se
identificaron usando diferencias morfolégicas y morfométricas entre ambas
especies como: 1) la divisién de la vitelaria, grupo de glandulas que secretan
una sustancia viscosa, la cual se divide en 2 grupos posteriores y 2 grupos
anteriores. Los grupos posteriores llegan hasta la parte posterior de los
testiculos, los cuales se caracterizan por ser ligeramente lobulados o
redondeados, a diferencia de otras especies de la familia Opisthorchiidae, cuya
vitelaria no se divide en grupos y llega a un limite maximo de la parte frontal de
los testiculos, 2) otra caracteristica que difiere a Amphimerus spp. con otras
especies es que la ventosa oral es mas pequefia que la ventral, caracteristica

gue es opuesta en otras especies (Calvopifia, 2011; Rueda, 2016).

El trematodo Amphimerus spp. llega a infectar a mamiferos domésticos y
salvajes a lo largo del continente americano, varios estudios indican que entre
los mamiferos con mas incidencia de infeccion son: perros, gatos, roedores y
marsupiales. La infeccion humana hasta ahora solo se ha reportado en
Ecuador (Calvopifia, 2015). Los paises en donde se ha registrado la infeccion
en animales por este trematodo son, en Ameérica del norte: Estados Unidos y
Canada, Centro América: Panama y Costa Rica, América del Sur: Brasil, Perq,
Ecuador y Colombia. Varias especies de reservorios se infectan por medio de
la ingestion de peces mal cocidos o crudos de agua dulce de rios y lagos de las
zonas tropicales, es decir, que se trata de una enfermedad transmitida por
alimentos (WHO, 2018). Los peces son el segundo huésped intermediario
dentro del ciclo vital del trematodo; el estado parasitario de metacercaria es la
forma infectante de este trematodo que se encuentra en el masculo de peces
(Cevallos, 2017).

El ciclo de vida de la clase trematoda, son muy parecidos, y requiere de una
serie de individuos intermediarios antes de llegar al hospedero definitivo. Los

primeros intermediarios son invertebrados como los caracoles. Dentro de los



caracoles, los trematodos pasan por 4 etapas de metamorfosis: miracidio,
esporocito, redias y finalmente cercarias, la cuarta y ultima faceta contiene un
flagelo que les permite movilizarse en el agua (Zemmer, 2017). El segundo
huésped intermediario puede ser un vertebrado o invertebrado dependiendo del
ciclo especifico del género. En el caso de los parésitos pertenecientes a la
familia Opisthorchiidae, son peces de diferentes géneros y especies, siempre
de agua dulce. Finalmente, el ciclo involucra un mamifero como hospedero final
(Palomino, 2014; Zemmer, 2017). Particularmente el ciclo de vida de
Amphimerus spp. es similar al de Clonorchis sinensis, Opisthorchis viverrini y
Opisthorchis felineus, (CDC, 2016).

En el Ecuador se ha demostrado mediante el estudio de Calvopifia y
colaboradores (2011) que la prevalencia de Amphimerus spp. se encuentra en
un 34% en los pobladores indigenas de las comunidades Chachis, en las zonas
endémicas del Rio Cayapas. Los pobladores de esta zona ingieren platos
tipicos de la region, los cuales consisten en pescado de rio ahumado o cocido
con limon, lo que indica la fuente de infeccién (Cevallos, 2017). Posteriores
estudios demostraron que la infeccion por el trematodo Amphimerus spp. no
solamente afecta a los seres humanos, sino que también afecta a los animales
domésticos como son los perros y gatos de la regidn del Rio Cayapas
(Calvopifia, 2015). Se cree que otros animales como aves piscicolas estarian
también infectados manteniendo asi un ciclo selvatico que involucra a personas
residentes en esas zonas boscosas. Por lo que se estima que los huevos de
Amphimerus excretados por estos animales llegan al rio para continuar el ciclo
vital llegando a infectar al ser humano o viceversa. De esta manera se puede
clasificar a la amphimeriasis como enfermedad zoonoética (Maleewong, 2003) y
ademas, parasitosis transmitidas por alimentos, que afecta a paises

desarrollados como en vias de desarrollo (Bargues, 2017).

Debido a que Amphimerus es un parasito trematodo, se desarrolla en el primer
huésped intermediario (moluscos) y el segundo huésped intermediario (peces),
es necesario desarrollar métodos de deteccion que identifiquen y diferencien a
Amphimerus spp. de otras especies de la familia Opisthorchiidae en estos



hospederos. Hasta el momento, se han desarrollado algunos métodos de
deteccion de los estados larvarios para los trematodos de la familia
Opisthorchiidae en los hospederos como: Microscopia, amplificacion isotérmica
mediada por bucle (LAMP), PCR convencional, PCR en Tiempo Real y ELISA
(Cai, 2014).

La identificacion de los estadios larvarios o intermedios de Amphimerus en los
moluscos y peces, involucrados en el ciclo de vida de Amphimerus, es de gran
importancia, no solo para el conocimiento epidemiolégico, sino para
implementar medidas de eliminacién, control y prevencion de la amphimeriasis.
Hasta ahora, la identificacion, ha sido realizada por medio de digestion artificial,
diseccién en conjunto con microscopia para la busqueda de metacercarias en
los tejidos de los organismos intermediarios (Calvopifia, 2015, 2011). Para la
obtencion de los distintos estadios parasitarios, se requiere de una diseccion y
digestién artificial de los organismos intermediarios, seguida de la observacion
microscoépica para su deteccion (Estrada, 2014). Sin embargo, estas técnicas
en conjunto no son del todo eficientes, sensibles, especificas y eficaces.
Debido a que, en la diseccion y toma de muestra tisular de los intermediarios,
el parasito puede o no encontrarse en la muestra tomada, lo que afecta a la
sensibilidad. Estas técnicas en conjunto pueden tomar una gran cantidad de
tiempo y recursos, por lo que no son eficientes. Los estadios parasitarios de la
familia Opisthorchiidae, son similares entre si y puede generar confusiones
entre trematodos de distintas especies o incluso géneros, por lo que estas
técnicas no son consideradas especificas (Costa, 2004). Por lo anteriormente
expuesto, es indispensable la estandarizacion y empleo de técnicas
moleculares como la PCR en tiempo real (QPCR) para la deteccion e
identificacion de ADN de Amphimerus en las diferentes especies de huéspedes
(Palomino, 2014).

En el Ecuador, hasta el momento no se ha desarrollado ni aplicado la técnica
de gPCR para el diagndstico de la infeccion en humanos ni para la deteccion e
incriminacién de huéspedes intermediarios como moluscos y peces, ni en la

identificacion del trematodo en otros animales reservorios. Recientemente, se



estandarizo la técnica de PCR LAMP para la detecciéon de ADN de Amphimerus
en heces tanto frescas como guardadas en papel filtro (Cevallos, 2018). El
desarrollo de nuevas técnicas moleculares es de gran importancia para la
deteccion de Amphimerus spp., no solo en seres humanos sino también en
individuos intermediarios, para la incriminaciébn de los tipos y especies de

animales en los cuales este trematodo puede desarrollarse.

La PCR en Tiempo Real o Cuantitativa es considerada una confiable
alternativa, ya que en varios estudios se ha determinado que tiene una alta
sensibilidad en la deteccion de ADN de otros trematodos de la familia
Opisthorchiidae. Los estudios de Cai y colaboradores (2014) y de Kaewkong y
colaboradores (2013), han determinado que la sensibilidad de la gPCR puede
llegar a un limite minimo de deteccién de 1pg de ADN. Esta técnica no
solamente puede ser altamente sensible sino también especifica, ya que puede
contar con sondas marcadas con distintos fluoroforos, dando como resultado

una amplificacion especifica del gen de interés (Life Technologies, 2012).

Por las razones antes expuestas es importante el desarrollo y aplicacion de la
gPCR para la deteccibn de ADN de Amphimerus spp. no solo en humanos,
como técnica diagndstica, sino también en los organismos intermediarios
(moluscos y peces) y determinar en qué otro tipo de animales tanto domésticos
como silvestres puede desarrollarse este trematodo.

1.2. Planteamiento del problema

Un gran porcentaje de la poblacion mundial se encuentra infectada por
trematodos que pueden ser hepaticos, intestinales, pulmonares y sanguineos.
Las trematodiasis hepaticas entre las mas importantes estan la fascioliasis,
clonorquiasis, opistoquiasis y amphimeriasis, son enfermedades transmitidas
por alimentos, en el caso de las Opisthorchiidae por la ingesta de peces
infectados, y la OMS las considera como enfermedades olvidadas o
desatendidas (Neglected Tropical Diseases por sus siglas en inglés)

(Bhattacharya, 2018) debido a que se presentan en poblaciones rurales y



generalmente pobres, donde los métodos de diagndstico y de tratamiento que
no son estudiados o no existen (Hotez, 2018). Estas infecciones son de gran
impacto debido a las millones de personas infectadas alrededor del mundo.
Entre la familia Opisthorchiidae que infectan las vias biliares estan los géneros
Clonorchis spp, Opisthorchis spp y Amphimerus spp con sus especies mas
representativas incluyendo Clonorchis sinensis, Opisthorchis viverrini,

Opisthorchis felineus y Amphimerus spp. (Kaewkong, 2013).

Los géneros Clonorchis y Opisthorchis son prevalentes en el continente
asiatico, especialmente en los paises de la costa este como: Corea, Taiwan,
China, Japo6n, entre otros (Zheng, 2016). Mientras que el registro de la
infeccion por Amphimerus a humanos solo se ha demostrado en Ecuador en
especial en la zona costera del Rio Cayapas en la provincia de Esmeraldas y

en el canton Jipijapa provincia de Manabi.

Los seres humanos y otros mamiferos y aves son infectados por medio del
consumo de peces crudos o mal cocidos (Greter, 2017), se ha determinado que
los pobladores ingieren pescado crudo en sus platos tradicionales y se ha
observado que los animales domésticos como gatos y perros han adquirido
habilidades de pesca en las orillas de rio o comen los desperdicios crudos de

estos animales acuaticos (Calvopifia, 2015).

En Ecuador, el 34% de los pobladores de las comunidades indigenas Chachi
se encuentran infectados con Amphimerus spp. (Calvopifia, 2011). También se
han encontrado en muestras de heces y diseccion del higado de gatos y perros
en la zona, por lo que se trata de una zoonosis, es decir que los parasitos
pueden pasar de animales a humanos y viceversa (Calvopifia, 2015; Hortal,
2016).

Para la obtencion de metacercarias, es necesario identificar el huésped
intermediario, en el caso de la familia Opisthorchiidae son peces de agua dulce
residentes en rios de corriente lenta. Investigaciones realizadas por Lin,

(2018); Molyneux, (2017); Sukontason, (1997), indican que, para la obtencion



de metacercarias de Opisthorchis sp. y Clonorchis sp., es necesario capturar
peces de agua dulce de las areas endémicas, realizar disecciones de los
tejidos blandos, digerir artificialmente con acido clorhidrico mas pepsina, y
finalmente observar por medio de un estereomicroscopio O microscopio
biologico la presencia de metacercarias en dichas muestras. Sin embargo, a
pesar de los numerosos estudios realizados, en donde son utilizadas estas
técnicas, se ha determinado que no son del todo sensibles, debido a que se
puede pasar por alto la incidencia de metacercarias en la muestra (Kim, 2008);
eficiente, debido al gasto de recursos y tiempo necesarios para la identificacion
de estos parésitos; y especificas, dicha propiamente a que los trematodos en
estadio de metacercarias de la familia Opisthorchiidae son similares, lo que

puede llegar a generar confusiones (Touch, 2009).

Debido a esta serie de inconvenientes, se ha desarrollado distintas técnicas
moleculares, las cuales eliminan estos inconvenientes como la PCR punto final,
PCR en Tiempo Real, técnicas inmunoldgicas (ELISA), PCR mediada por bucle
(LAMP), etc. Estas técnicas han sido empleadas para la deteccion de
trematodos en las especies Clonorchis sinensis (Yan, 2015) y Opisthorchis
viverrini (Lamaningao, 2017).

Por lo que es importante desarrollar técnicas moleculares como la PCR en
Tiempo Real que identifiguen al trematodo Amphimerus spp. en animales
intermediarios, independientemente en el estado del ciclo de vida en el que se

encuentren.

1.3. Objetivos

General:

Estandarizar la técnica molecular PCR en Tiempo Real para la deteccion de

ADN de metacercarias del trematodo Amphimerus spp. en peces infectados

experimentalmente.



Especificos:

- ldentificar los parametros concretos del termociclador para el desarrollo de
la técnica.

- Determinar la sensibilidad de la técnica por medio de la identificacion de la
cantidad maxima y minima de ADN que puede amplificar la técnica.

- Comprobar la técnica estandarizada en muestras de musculo de peces
infectados con metacercarias de Amphimerus spp.

1.4. Justificacion de la Investigacién

La alta sensibilidad y especificidad de las técnicas, en la correcta identificacion
de parasitos en otros organismos, es de alta importancia para la incriminacién a
éstos como reservorios, huéspedes intermediarios, vectores, infectados, etc.
Por ende, el desarrollo de nuevas técnicas que cumplan con estos requisitos es
requerida con urgencia. Entre estas el desarrollo de técnicas moleculares ha

sido recientemente demandada en todos los campos de la Biologia.

Con el reciente descubrimiento del trematodo de vias biliares, Amphimerus,
que infecta a humanos en el Ecuador, en pobladores del Rio Cayapas-
Esmeraldas y Pedro Pablo Gomez-Manabi, y siendo éste un trematodo de la
familia Opisthorchiidae, se hace mandatorio determinar y evidenciar los
huéspedes intermediarios (moluscos y peces) que estan actuando vy

manteniendo el ciclo vital en estos nichos ecolbgicos y estas comunidades.

Ademas, técnicas o métodos que identifiquen, diferencien entre especies y
cuantifiquen la infeccion natural de estos trematodos en los diferentes
individuos dentro del ciclo vital del Amphimerus. Al momento, la identificacion
de Amphimerus en estos vertebrados e invertebrados dentro de la cadena
epidemioldgica y ciclo vital, involucra la captura, diseccion y digestion artificial
de los huéspedes intermediarios, seguido de microscopia para la observaciéon y

cuantificacion de las fases intermedias de este trematodo. En el caso particular



de Amphimerus para la identificacion de las metacercarias en las diferentes
estructuras y en especial en el musculo de los peces (Hortal, 2016). El
desarrollo de nuevas técnicas moleculares, basadas en la deteccion de ADN,
ha permitido aumentar la sensibilidad y especificidad. Estas ya se han aplicado

en otros parasitos de la misma familia como Clonorchis y Opisthorchis.

La PCR en Tiempo Real (QPCR), tiene una serie de ventajas, en comparacion
con las técnicas anteriormente descritas, como, por ejemplo, alta sensibilidad
de deteccién de ADN de hasta 1 pg, especificidad debido a la sonda marcada
con fluor6foro, el tiempo de realizacion es menor al de las técnicas
convencionales (Cai, 2014; Dung, 2014; Kaewkong, 2013).

En el Ecuador no se ha desarrollado ni estandarizado la qPCR hasta el
momento en la deteccion de ADN directamente de hospederos, ni de
reservorios para el trematodo de vias biliares Amphimerus. El desarrollo y
estandarizacion de la qPCR para Amphimerus permitird la identificacion e
incriminacién de los peces implicados en la transmision e infeccion del parasito
tanto a animales como humanos, permitiendo asi implementar medidas de
intervencién efectivas para el control y posible eliminacién de esta parasitosis

en el Ecuador y otros paises endémicos de la infeccién.

2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

Las enfermedades son tan antiguas, como la existencia de la vida en el
planeta, han afectado y causado la muerte de miles de especies a lo largo de
los afios. El ser humano no es la excepcion, desde antiguas civilizaciones
hasta la actualidad, se han registrado un sinnumero de enfermedades, que han
provocado la muerte de miles y hasta millones de personas, como la peste
negra, el colera, la gripe espafiola, etc. Las cuales han diezmado a la poblacion
y generado grandes cambios en la investigacion cientifica (Baker, 2017,
Schmid, 2015).
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Sin embargo, hay reportes y publicaciones de nuevas enfermedades que son
aun desconocidas 0 no son controladas o que re-aparecen causando
verdaderas epidemias o afecciones cronicas. Estas son las llamadas
enfermedades emergentes y re-emergentes, respectivamente. Muchas de
estas predominan en medios rurales de regiones tropicales, y la mayoria de
estas se encuentran en estado de abandono, faltando investigaciones para su
diagnéstico, tratamiento, prevencion, etc. Por cuanto la OMS las cataloga como
enfermedades olvidadas (Neglected Tropical Diseases, por sus siglas en
inglés) (WHO, 2010).

2.1. Enfermedades Emergentes y Reemergentes

Las enfermedades emergentes, son aquellas que involucran nuevos agentes
patdgenos y factores que adquieren un caracter epidémico, los cuales se
convierten en una amenaza; o son enfermedades ya conocidas, que emergen
en nuevas zonas, donde no se padecia anteriormente. Las enfermedades
reemergentes son las que involucran un crecimiento de su amenaza, o futuro
incremento, debido a varios factores, como, la falta de control de condiciones
sanitarias en los asentamientos o resistencia a los medicamentos (Abreu, 2014;
Morales, 2015).

El Centro de Control y Prevencién de Enfermedades de los Estados Unidos,
(CDC) por sus siglas en inglés, y la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS),
han registrado mas de 50 enfermedades emergentes y reemergentes hasta el
2014, y se estima que cada afio surgen nuevas enfermedades de este tipo que
afectan a mas personas a nivel mundial (Mackey, 2014).

El aparecimiento y re-aparecimiento de estas enfermedades, compone un
complejo sistema, en el cual intervienen varios agentes como, el cambio
climatico, resistencia a medicamentos, falta de acceso a recursos meédicos,
situacion econdmica de las zonas endémicas, turismo, entre otras, son
causantes de la formacion de nuevas enfermedades (Sanchez, 2015), uno de

estos causantes, ha sido ignorado por décadas, el turismo, puede llegar a
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hacer un vehiculo para el transporte de patdégenos de una zona a otra, lo que
conlleva a la formacion de mutaciones o cambios dentro y fuera del patégeno,

para asegurar su sobrevivencia (Mackey, 2014).

Un alto porcentaje de la poblacién afectada por estas enfermedades, son las
comunidades de escasos recursos, debido a la falta de saneamiento en las
condiciones de vida que poseen, falta de atencibn médica, asentamientos en
zonas rurales y remotas, bajo o nulo acceso a agua potable, entre otras, son

las principales causas de la proliferacion de focos de infeccién (Hortal, 2015).

Los Institutos Nacionales de la Salud de los Estados Unidos, (NIH por sus
siglas en inglés), separa a las distintas enfermedades Emergentes y
Reemergentes en 3 grupos. Grupo 1, enfermedades reconocidas en los ultimos
20 afios; Grupo 2, enfermedades reemergentes; Grupo 3, causadas o
provocadas para bioterrorismo (Mackey, 2014). Varios institutos
internacionales, también contienen su propia clasificacion de estas
enfermedades, por las distintas caracteristicas pueden tener en comun. Un
ejemplo son, las enfermedades zoondticas, las cuales se estiman que, entre el
60-75% de las enfermedades infecciosas emergentes a nivel mundial, que son
transmitidas de una especie a otra (HEENEY, 2006) (Webster, 2016). Otro
ejemplo de clasificacion de estas enfermedades es, las Enfermedades
Tropicales Desatendidas, (NTD por sus siglas en inglés), las cuales involucran
a patégenos que se desarrollan exponencialmente en ambientes calidos y
hamedos, donde la poblacién y los asentamientos son de escasos recursos y la
proliferacion del patdogeno es cada vez mayor, mientras que el control

disminuye debido a estas condiciones (Bhattacharya, 2018; Hotez, 2018).

2.2. Enfermedades tropicales desatendidas (NTD)

Existe un grupo de enfermedades que no han sido controladas o son ignoradas
por los organismos nacionales e internacionales, son conocidas como
Enfermedades Tropicales Desatendidas (NTD por sus siglas en inglés), son

enfermedades principalmente ocasionadas por organismos como bacterias,
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hongos, virus y parasitos. Este tipo de enfermedades se encuentran, en su
mayoria, en los paises pobres o en vias de desarrollo, especialmente en las
zonas tropicales, donde las condiciones son favorables para distintos
patdogenos (Valenzuela, 2018). En estas zonas, casi todas las personas
residentes, se encuentran infectadas por una NTD (Hotez, 2016). Esta
predileccion a las areas tropicales es preocupante, ya que es en donde se
encuentra la mayor concentracion de comunidades pobres y de bajos recursos,
donde no hay agua potable, falta de saneamiento e inadecuado alojamiento.
Muchas de estas personas que viven bajo estas circunstancias pueden
padecer, no solo una, sino varias NTD’s (Feasey, 2010), como se puede
observar en la Figura 1. La distribucién de varias NTD s y la incidencia de estas

en las zonas tropicales.

\* ?v Y.
. S %
Numero de — " o
"EReNTDs" S
Endémicas {

0
1
2

. 3
. 4

Figura 1. Distribucién Geografica de las NTD’s a nivel mundial.
Tomado de (Mackey, 2014).

El efecto de estas enfermedades en las comunidades es de gran impacto a
nivel econémico, ya que genera efectos nocivos en el desarrollo cognitivo de
los niflos y bajas en la productividad de las personas, provocando de esta

manera, un mayor indice de pobreza en los sectores de bajos recursos (Hotez,
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2016). Se estima que las NTD’s afectan a mas de 1 billon de personas a nivel
mundial, y es aun mas preocupante que tan solo el 0,6% de los recursos
emitidos a la salud, sean destinados a este tipo de enfermedades (Liese, 2009;
Webster, 2016).

El hecho de que estas enfermedades se desarrollen en zonas pobres es una
de las razones por las cuales, estas enfermedades han permanecido
desatendidas, ya que la gente infectada reside en zonas rurales y remotas,
lejos de la atencion médica y la investigacién. También, debido a los recursos
limitados que poseen los paises endémicos, se destina un bajo porcentaje a la
salud. Otra raz6bn es que no se consideran tan peligrosas como otras
enfermedades, que pueden causar muertes en poco tiempo, ya que provocan

sufrimiento en la persona que la padece, sin llegar a la muerte (WHO, 2010).

En el afio 2012, entidades y organizaciones internacionales como la ONG y la
OMS, junto con esfuerzos liderados de EE.UU. y Reino Unido, han realizado
grandes avances, en cuanto a diagndstico, tratamiento y prevencion en 17
NTD’s, por medio de medicamentos gratuitos, valorados en millones de ddlares
(Webster, 2016). Las enfermedades tratadas son la fascioliasis, lepra,
leishmaniasis, filariasis linfatica, oncocercosis, tripanosomiasis, helmintosis
transmitida por el suelo, entre otras (Hotez, 2018) El objetivo principal de estos
esfuerzos es controlar o erradicar estas enfermedades hasta antes del 2020,
por medio de 5 estrategias: manejo intensivo de casos, quimioterapia
preventiva, mejoramiento del agua y saneamiento, control de vectores, incluida

la salud publica veterinaria (Johansen, 2015).

2.3. Definicién de Parasitosis y Trematodiasis

Gran parte de las Enfermedades Tropicales Desatendidas son de origen
parasitario, 12 de las 17 NTD’s involucran a parasitos como helmintos y
protozoos, que infectan y generan dafo, interno como externo, en el hospedero
(Hotez, 2014).
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Las parasitosis, son enfermedades causadas por parasitos. Los parasitos son
organismos, que viven a expensas de otro, tanto dentro como fuera del mismo,
a estos organismos se les denomina hospedero (Bowman, 2014). Los
parasitos, perjudican al hospedero, sin embargo, su presencia puede ser
imperceptible o inaguantable, esto depende del tamafio del parasito,
morfologia, cantidad, érgano afectado, fuente alimenticia y ciclo de vida
(Bogitsh, 2012; Kim, 2011). Segun el Centro de Control y Prevencién de
Enfermedades, (CDC por sus siglas en inglés), existen 3 tipos de parasitos que
provocan enfermedades a los humanos, los cuales son: protozoos, artrépodos
hematéfagos y helmintos (CDC, 2016b). Los Protozoos, son organismos
eucarioticos unicelulares, de caracter parasitario. Existen mas de 20 000
organismos protozoarios descritos, los cuales han llegado a infectar al 25% de
la poblacién mundial, sin embargo, algunas de las enfermedades causadas por
estos organismos, son consideradas como enfermedades tropicales
desatendidas (NTD). Entre las 17 NTD’s descritas por la OMS en el 2012, tres

son causadas por protozoos (Kotowski, 2015; Webster, 2016).

Los artrépodos hematofagos, son ectoparasitos que se alimentan de sangre,
viven en la piel de los animales por semanas o0 meses. También se consideran
vectores de varias enfermedades, generando dafios en la piel y en la salud
humana (CDC, 2016; Kim, 1999; Mackey, 2014).

Finalmente, los Helmintos son organismos pluricelulares invertebrados de
caracter parasitario, también son conocidos como gusanos parasitos, que
pueden medir desde unos pocos milimetros a varios metros de largo. Los
Helmintos han mantenido, como estrategia de vida al parasitismo con los
mamiferos, y han evolucionado conjuntamente durante millones de afos
(Grencis, 2015). Se estima de 2 billones de personas a nivel mundial, se
encuentran infectadas con este tipo de parasitos (Zaiss, 2015). Se clasifican en
3 grupos principales: Gusanos de cabeza espinosa (acantocéfalos), gusanos

cilindricos (nematodos) y gusanos planos (platelmintos), los cuales involucran a
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cestodos como tenias y a duelas como los trematodos (CDC, 2016; Grencis,
2015).

La trematosis, son las enfermedades causadas por helmintos planos
denominados trematodos (Johansen, 2015). Las cuales componen el mayor
grupo de NTD, afectando a més de 40 millones de personas a nivel mundial, y
colocando a mas de 750 millones de personas, en peligro de infeccion (Hotez,
2008; Keiser, 2005). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 200
000 nuevos casos de personas infectadas por trematodos a nivel mundial son
registrados cada afio, y 7000 personas mueren en el mismo periodo de tiempo
(WHO, 2018). También, por medio de datos obtenidos por la OMS, se estima
gue cada afo se pierde 2 millones de afios de vida ajustados en funcion de la
discapacidad (AVAD) (WHO, 2018).

Los trematodos pertenecen al Phylum Platyhelminthes, clase Trematoda,
subclase Digenea. Esta clasificacion depende de la morfologia del parasito,
distribucion geogréafica y localizacion anatémica en el hospedador definitivo u
organo afectado (Retamal, 2016). Los trematodos, infectan a los hospedadores
definitivos por medio de los alimentos, por lo que a estas enfermedades se
conocen como, Enfermedades transmitidas por alimentos o Trematodiasis de

transmision alimentaria (WHO, 2018).

Los trematodos causantes de estas enfermedades son mas de 80 especies
registradas que infectan a los humanos por medio de los alimentos (First,
2012). Los distintos géneros y especies se encuentran presentes en diferentes
fuentes alimenticias como: peces, crustaceos, moluscos, algas, plantas
acuaticas entre otras; y afectan a diferentes 6rganos como: Higado, pulmones,
intestino, etc. Como se puede observar en la Tabla. 1 se clasifican los géneros
y especies mas importantes de trematodos, la fuente alimenticia en la que se

encuentran y el érgano afectado.



Tabla 1.
Clasificacion de los Trematodos por fuente de infeccion y érgano afectado.
Organos ’ _ :
Geénero Especie Fuente Hospedador final
afectados
Perros y otros
Clonorchis C. sinensis Peces carnivoros que
consumen peces.
Higado y O. viverrini Gatos y otros
vias Opisthorchis _ Peces carnivoros que
o O. felineus
biliares consumen peces.
_ Gatos, perros, aves,
_ Amphimerus
Amphimerus Peces ratones, tortugas,
Spp. ,
raposas, delfines.
_ _ Gatos, perrosy
_ Paragonimus Cangrejos ]
Paragonimus ) carnivoros que
spp. de rio ]
Pulmones comen crustaceos.
_ F. hepatica Vegetales Ovejas, ganado y
Fasciola _ _ . )
F. gigantica  acuaticos otros herbivoros
_ H. taichui, Pajaros y otros
_ Haplorchis - Peces ]
Intestino H. pumilio mamiferos que
Metagonimus M. yokogawa Peces consumen peces.

Tomado de: (Cevallos, 2018)

16

Méas de 50 millones de personas se encuentran infectadas por trematodos

hepaticos a nivel mundial. Los cuales pertenecen a los géneros Clonorchis y

Opisthorchis, especialmente las especias C. sinensis, O, viverrini y O. felineus
perjudicando a las poblaciones de Asia, especialmente en los paises de la

costa este como: Corea, Taiwan, China, Japon, entre otros (Zheng, 2016).

Las principales trematosis hepaticas son las causadas por los géneros

Clonorchis, Opisthorchis, Amphimerus y Fasciola. También son conocidas
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como Trematosis zoonadticas transmitidas por alimentos. Se estima que el 60%
de las enfermedades humanas, y el 60-70% de las enfermedades emergentes
son zoondticas, por lo que son mucho mas dificiles de controlar, prevenir y
eliminar (Webster, 2016). Las Trematosis hepaticas llegan a infectar a los
humanos por medio del consumo de peces crudos o mal cocidos, a esto se le
conoce como ictiozoonosis, 0 en el caso de Fasciola, de vegetales crudos
(Greter, 2017). Debido a que los peces son de gran importancia para el hombre
por su alto valor alimenticio, los hace transmisores de varias enfermedades a

gran escala (Pulido, 2015).

Por esta razon, son conocidas como zoonoticas, ya que el parasito es
intercambiado entre los intermediarios de su ciclo, hasta el hospedero
definitivo, y porque no solamente afecta a los humanos sino también a varios
mamiferos, tanto domésticos como silvestres, que pueden iniciar el ciclo
eliminando los huevos en fuentes de agua, hasta que estos infecten a los

humanos u otros animales, y viceversa (Wit, 2017; Godfroid, 2017).

Las especies que afectan al higado, causantes de las enfermedades
ictiozoonoticas, son de gran importancia debido al dafio que provocan, ya que
se albergan y se desarrollan en los conductos biliares y se alimentan de los
mismos fluidos (Sithithaworn, 2014). También es importante conocer la
distribucién geografica, ya que se encuentran en gran parte de Asia y América
del Sur, teniendo un mayor contacto con las comunidades, poblaciones y
asentamientos, generalmente pobres y de bajos recursos, donde no tienen
acceso al agua potable, falta de saneamiento, poca o nula atencion médica,

alojamiento inadecuado, etc. (Hotez, 2018).
2.4. Trematodiasis en el Ecuador
El Ecuador es un pais tropical Latinoamericano, ubicado en la costa oeste de

Ameérica del Sur. Es considerado uno de los paises en vias de desarrollo, por lo

gue sus pobladores sufren de varias enfermedades endémicas (Valenzuela,
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2018). Las zonas mas afectadas son las que se encuentran excluidas de las
grandes ciudades, como las zonas rurales habitadas especialmente por
pobladores y comunidades pobres o de escasos recursos, donde el alojamiento
es inadecuado, falta de atencién médica, bajo o nulo acceso al agua potable y
alcantarillado, falta de saneamiento, etc. (Hotez, 2014). Estos factores
sumados con el clima célido de las zonas tropicales y la humedad
caracteristica, provoca una proliferacion a gran escala de patdgenos
(Bhattacharya, 2018) como bacterias, hongos, virus y pardasitos; que se
mantienen en constante contacto con los animales y los seres humanos

residentes en estos asentamientos (Hotez, 2018).

Los animales y humanos que viven en estas zonas son victimas de diversas
enfermedades, por lo que cada individuo puede tener no solo una enfermedad
sino varias (Feasey, 2010). Hasta el momento, estas enfermedades son
consideradas como Enfermedades Tropicales Desatendidas, (NTD) por sus
siglas en inglés. Estas anomalias pueden ser transmitidas por varios vectores

como mosquitos, animales, plantas, alimentos etc. (Seyoum, 2015)

Las enfermedades que son transmitidas por animales o que pueden infectar
tanto a animales como a seres humanos son conocidas como zoonoticas
(Webster, 2016). Estas enfermedades son dificiles de prevenir, controlar y
eliminar (Heeney, 2006). Las enfermedades zoondticas también pueden ser
transmitidas por alimentos, los casos mas reconocidos en el Ecuador son las
infecciones provocadas por trematodos, las cuales son transmitidas por
alimentos mal cocidos como peces, cangrejos de agua dulce y plantas. Las
infecciones causadas por trematodos son especialmente transmitidas por
peces de agua dulce, estas enfermedades son conocidas como enfermedades
ictiozoondticas (Greter, 2017). Las trematosis transmitidas por alimentos mas
comunes en el Ecuador son: paragonimiasis pulmonar, fasciolasis hepatica y

amphimeriasis.
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La paragonimiasis pulmonar es una enfermedad causada por trematodos del
género Paragonimus (Bahr, 2017). La infeccién se contrae por medio de la
ingestion de cangrejos de agua dulce crudos o mal cocidos que albergan
metacercarias, faceta inmadura del parasito. Una vez ingeridas las
metacercarias, estas se movilizan hacia los pulmones en donde se desarrollan
(Amaro, 2016). Los sintomas que se pueden presentar son muy parecidos a los
de la tuberculosis como tos con esputo sanguinolento, lo que provoca una
grave confusién. Muchas veces el desarrollo de los trematodos jovenes puede
causar anomalias extrapulmonares en diferentes 6rganos como el cerebro
(Amaro, 2016) y el higado (Lin, 2018).

Otra enfermedad producida por trematodos en el Ecuador es la fasciolasis, la
cual es causada por Fasciola hepatica. Este trematodo afecta por lo general a
rumiantes domeésticos, animales herbivoros, omnivoros, aves y al hombre. La
fasciolasis se considera una de las enfermedades zoonéticas emergentes mas
importante, ya que se encuentra distribuida por mas de 51 paises a nivel
mundial, colocando a mas de 250 millones de ovinos y 300 millones de bovinos
en riesgo de contraerla (Hernandez, 2018). Esta trematosis llegé al continente
americano por medio de la colonizacion desde Europa, y se estima de mas de
17 millones de personas se encuentran infectadas a nivel mundial (Bargues,
2017). F. hepatica llega a infectar a una alta cantidad de seres vivos debido a
que se encuentra en los pastos donde varias especies herbivoras como
omnivoras pastan y llegan a contraer fasciolasis, llegando a provocar pérdidas
econdémicas en cuento a la produccion de alimentos derivados de estos
animales, como bajas en la produccion de leche, pérdida de peso de los
animales y disminucion la fertilidad (Byrne, 2018).

Recientemente se ha descrito en el Ecuador una enfermedad emergente
producida por el trematodo hepatico Amphimerus spp., cual fue descrita por
primera vez en el Ecuador en 2011 por (Calvopifia, 2011). Es considerada una
enfermedad nueva zoondtica emergente que coloca en riesgo al 13% de la
poblacién asentada y a un sinnimero de animales domésticos como perros y

gatos (Calvopifia, 2015), a lo largo del Rio Cayapas ubicado en la costa norte
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del Ecuador (Cevallos, 2018). Los sintomas que genera este trematodo son
similares a los del género Clonorchis y Opisthorchis de la familia
Opisthorchiidae, por esta razon se creia que la Amphimerus spp. era una
especie de Opisthorchis, O. guayaquilensis (Calvopifia, 2011). Los trematodos
de esta familia generan dafios en higado ya que el parasito se alberga en este
organo, alimentandose de sales y fluidos biliares.

2.5. Amphimeriasis

La amphimeriasis, es una enfermedad producida por el trematodo hepdtico,
Amphimerus spp., esta enfermedad es transmitida por la ingestion de peces
crudos o insuficientemente cocidos de los rios de las areas endémicas
(Cevallos, 2018). También es conocida por ser una enfermedad zoonébtica,
especificamente ictiozoonética (Greter, 2017), ya que pasa por una variedad de
intermediarios hasta llegar a su hospedero definitivo, los cuales son mamiferos

tanto domésticos como silvestres y también el ser humano (Webster, 2016).

Los trematodos de vias biliares se albergan en el higado de su hospedero,
donde se alimenta de sales biliares (Sithithaworn, 2014). Clonorchis y
Opisthorchis pueden llegar a provocar gran variedad de estragos en el
hospedero como: colangiocarcinoma, hepatomegalia, colangitis, etc.(Calvopifia,
2011).

Sin embargo, a pesar de generar varios sintomas prejudiciales en la salud de
las personas, son considerada como enfermedades tropicales desatendidas

(NTD), ya que no mata de manera inmediata (WHO, 2010).

2.5.1. Amphimerus spp.

Amphimerus spp. es un helminto, platelminto, trematodo digeneo, pardsito
hepatico ubicado en las vias biliares, perteneciente al grupo de los gusanos
planos, dependientes de otro ser vivo para su desarrollo y subsistencia. Fue

descubierto por Ward en 1901, en el higado de un gato en Manitoba, Canada
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(Bowman, 2008), el gato se alimentaba de Catostomus commersonii, un pez
endémico del lago Manitoba. Ward describié a este parasito como Opisthorchis
pseudofelineus, posteriormente Barker en 1911, clasificé a esta nueva especie
en el género Amphimerus, dentro de la familia Opisthorchiidae (Evans, 1963).

Posterior a su descubrimiento en Canada, durante el ultimo siglo se ha
registrado su presencia en varios paises a lo largo del continente americano,
Canada y Estados Unidos en América del Norte; México, Costa Rica y Panaméa
en América Central; Venezuela, Colombia, Ecuador, Brasil y Peri en América
del Sur (THATCHER, 2011).

2.5.2. Clasificacion taxonédmica

El género Amphimerus pertenece al filo Platyhelminthes, al sub-filo
Neodermata, a la clase Trematoda, subclase Digenea, al orden Opisthorchiida,

a la familia Opisthorchiidae (Calvopifia, 2011) como lo indica la Figura 2.
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Figura 2. Clasificacion taxonémica de Amphimerus spp.
Tomado de (Cevallos, 2018)
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La taxonomia representada en esta figura, indica la estrecha relacién que
mantiene Amphimerus spp. con varias especies patdgenas, causantes de
enfermedades transmitidas por alimentos. Las mas conocidas son las especies
pertenecientes a los géneros Fasciola, Paragonimus, Clonorchis, Opisthorchis
(Zheng, 2016) y Amphimerus.

2.5.3. Morfologia

Los huevos de Amphimerus tienen un tamafio de 28-33 um x 12-15 um,
presentan una espina inferoposterior y un opérculo en su parte anterior. Por
medio de la observacién por microscopia electrénica, la superficie de los
huevos de Amphimerus spp. es rugosa e irregular en forma de parches, a
diferencia de C. sinensis que es fina, reticulada y regular, como se puede

observar en la Figura. 3.
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Figura 3. Imagenes de huevo de Amphimerus spp. y Clonorchis sinensis,
microscopia éptica y electronica.
Tomado de (Calvopifia, 2011).

a. Huevo de Amphimerus spp. ecuatoriano
b. Microscopia electronica.

¢c. Huevo de C. sinensis a microscopia electrénica.
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El trematodo Amphimerus spp. es un parasito hepatico hermafrodita, es decir
gue contiene los 2 sexos en el mismo organismo. Debido a que en su estado
adulto se encuentran y se desarrollan en las vias biliares del higado, estos
contienen una morfologia especifica para movilizarse en los conductos biliares
del cuerpo del hospedero, son aplanados y alargados en forma de hoja, lo cual
les permite habitar en estas condiciones. Los Amphimerus adultos presentan
una coloracion rojo- rosada y miden entre 0,5-1,1 mm de ancho por 8-13,6 mm

de largo (Calvopifia, 2011).

En la estructura de Amphimerus (Figura 4) se destacan las glandulas vitelinas,
las cuales se encuentran distribuidas en cuatro grupos 2 anteriores y 2
posteriores, a diferencia de Clonorchis y Opisthorchis que existen solo en la
zona frontal a los testiculos; otra caracteristica que diferencia a este género de
los demas de la familia Opisthorchiidae es la ventosa ventral, que es mayor que
la oral, también los testiculos son redondeados o ligeramente lobulados
(Calvopifia, 2011). Adicionalmente, Clonorchis tiene dos testiculos grandes
altamente ramificados y en Opisthorchis son siempre lobulados (Yamagulti,
1997; Bowman, 2002).
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Figura 4. Diferencias morfolégicas de los géneros de la familia Opisthorchiidae:
Amphimerus spp, Clonorchis sinensis y Opisthorchis viverrini.
Tomado de (Cevallos, 2018)

A. Amphimerus spp. adulto de Ecuador (corte ventral).
a. Ventosa ventral, de mayor tamafio que la ventosa oral.
s. Ventosa oral.
g. Poro Genital, por delante de la ventosa ventral.
v. Glandulas vitelinas, se encuentran divididas en dos partes
t. Testiculos redondeados.
r. Receptaculos seminal.
0. Ovario.
u. Utero.
c. Conducto vitelino.

f. Faringe.

w

Clonorchis sinensis.

C. Opisthorchis viverrini.
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2.5.4. Ciclo de vida

El ciclo biolégico de Amphimerus spp. aun no estd del todo conocido
(Calvopifia , 2011). Sin embargo, por medio de investigaciones previas, se ha
determinado que su ciclo vital comienza por medio de la produccion de huevos
embrionados (Figura 5), generados por el adulto, los cuales son eliminados o
excretados por la materia fecal del hospedador definitivo. Estos llegan al agua
dulce de lagos y rios, donde los huevos son ingeridos o asimilados por
caracoles, los cuales son los primeros intermediarios del ciclo. Dentro del
caracol, el parasito pasa por 4 etapas de metamorfosis: miracidio, esporocito,
redias y finalmente cercarias, estas ultimas contienen un flagelo que les

permite movilizarse en el agua (Johansen, 2015; Keiser, 2005).

Segun el estudio de Zemmer y colaboradores (2017), indica que los
trematodos son ingeridos por los caracoles, ya que se han encontrado en el
tracto digestivo, por medio de la diseccion del caracol de agua dulce, Elimia
proxima, en los montes Apalaches en Carolina del Norte (Zemmer, 2017). Sin
embargo, en el caso de Amphimerus spp. no se ha podido determinar si los
trematodos son ingeridos o infectan de distinta manera a los caracoles. Una
vez que las cercarias de Amphimerus son liberadas por los caracoles, penetran
en de la piel de los peces, segundos intermediarios del ciclo bioldgico, se
enquistan de manera que el parasito queda dentro de un tegumento o capsula,
formando una metacercaria dentro de las escamas y musculos del pez
(Calvopifa, 2015, 2011).

El parasito produce infeccion en humanos y en animales tanto domeésticos
como silvestres a través de la ingestibn de peces crudos o cocinados
inadecuadamente (Johansson, 1972). Como es usual en el ciclo de vida de
trematodos de la familia Opisthorchiidae, los peces son portadores de
metacercarias activas, las cuales una vez ingeridas se separan del musculo de
pescado en el estbmago por la accion de los jugos gastricos. Las
metacercarias avanzan hasta el duodeno, donde son liberadas por medio de

proteasas como cisteina y tripsina. Posteriormente los trematodos liberados, se
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trasladan a través de la ampolla de Vater en donde se dirigen a las vias biliares
intrahepaticas, sitio en el cual se desarrolla el parasito adulto. Dentro del
higado el parasito se desarrolla en adulto en aproximadamente 2 meses, como
es el caso de O. viverrini y C. sinensis. Este 6rgano le proporciona las
condiciones favorables para su subsistencia, por lo que puede llegar a vivir
hasta los 30 afios y produciendo aproximadamente 4.000 huevos al dia.
(Attwood, 1978; Kim, 2009).

Metacercarias en came o

piel de pescados de agua 3
dulce, son ingeridas por | A = Estadio infectante
los hospedadores A A = Estadio diagnéstico

humanos y/o animales. |

Cercarias liberadas por el caracol, /
penetran en piel y misculos de
peces de rios y riachuelos.

Metacercaria
libre en duodeno

uevos son ingeridos!
por un caracol

Huevos embrionados Parasito adulto en
Miracidio Esporoquiste Redia Cercaria eliminados en heces conducto biliar

Figura 5. Ciclo vital del trematodo hepatico, Amphimerus spp.
Tomado de (Cevallos, 2018)

2.5.5. Distribucion Geografica
La infeccion en humanos del trematodo Amphimerus spp., hasta el momento,

solamente ha sido reportada en el Ecuador. Sin embargo, los reportes de la

aparicion de varias especies de Amphimerus, son de varios paises a lo largo
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del continente americano como se puede observar en la Figura 6, en los cuales
existe el riesgo de infeccidén o son zonas donde los humanos son infectados por
este trematodo (Calvopifia, 2015), que aun no son reportadas. Varios informes
han anunciado la aparicion de huevos de la familia Opisthorchiidae, en heces
humanas, en Perd y Colombia, los cuales son semejantes al género
Amphimerus reportado en Ecuador. Lo que indica la importancia del estudio, no
solo dentro de las fronteras ecuatorianas, sino también en los paises vecinos y

todo el continente americano (Calvopifia, 2011).

La presencia de Amphimerus spp. en Ecuador ha sido registrada por medio de
microscopia en los estudios de Calvopifia y colaboradores, (2011), en la costa
noroeste del pais, cantdén Eloy Alfaro provincia de Esmeraldas (Figura. 7). Las
condiciones climaticas a las que se encuentra situado este parasito, son
caracteristicas de la zona tropical, con temperaturas de entre 24-28°C
(Calvopifia, 2011; Cevallos, 2017) y una humedad relativa del 85%, esta zona
forma parte del bosque lluvioso de “Choco biogeografico del Pacifico”, este se
extiende por las costas de Panama, Colombia y Ecuador. En este canton
existen 3 rios: Rio Santiago, Rio Onzole y Rio Cayapas, en los cuales habitan
alrededor de 150 comunidades. En el mapa de la Figura 8 se puede observar
las comunidades en las cuales se encontro la prevalencia de Amphimerus spp.
en el afio 2011 por M. Calvopifia y colaboradores. Los pobladores de estas
zonas que se encuentran en las cercanias de estos rios son mayoritariamente

afroecuatorianos o indigenas Chachis, por lo que son los mas afectados.

En la Figura 6, en conjunto con los datos recopilados en la Tabla 2, se indica la
distribucion geogréfica del trematodo Amphimerus en América, en el cual
describe a las 14 especies reportadas hasta el momento y los hospedadores en

los cuales fueron halladas.
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Amphimerus sp. (Calvopifa, 2011)
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A. ruparupa (Kifune & Uyema, 1976)
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Figura 6. Mapa de la distribucion geografica del género Amphimerus spp.
Tomado de: (Cevallos, 2018)
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Hospedador y Pais de registro de las especies del género Amphimerus.

Parasito Hospedador Pais (localidad) Registro
Canada (Lago
A No reportado Minatoba) Ward, 1901
pseudofelineus  Felis Felis (Catus) Estados Unidos de Ward, 1901

A. speciosus

A.
pseudofelineus
minutus

A. lancea
A. parciovatus
A. bragai
A. minutus

A. ruparupa

A.
guayaquilensis

A. neotropicalis

A. minimus
A. pricei
A. caudalitestis
A. interruptus

A. elongatus

Amphimerus
spp.

domesticus

Felis Felis (Catus)
domesticus

No reportado

Dildelphis marsupialis.

Sotalia tucuxi y
Nectomys squamipes
Dildelphis marsupialis
marsupialis L.

Nectomys squamipes

Dildelphis marsupialis
marsupialis

Philander opossum

Cannis familiaris
Philander Opossum L.
& Dildelphis
marsupialis L.
Dildelphis marsupialis
& Felis Felis (Catus)
domesticus

Philander Opossum L.
& Dildelphis
marsupialis L.
Philander opossum
Dildelphis
peruguayensis
Philander Opossum L.
Caluromys derbianus
Chironectes minimus
No reportada
Phalacrocorax auritus,
birds.

Ducks, swans

Homo sapiens sapiens,

Cannis familiaris y
Felis Felis (Catus
domesticus)

Norteamérica
Venezuela (Maracay-
Aragua)

Estados Unidos de
Norteamérica

Brasil (Amazonia)
Brasil (Amazonia,
Goiés)

Brasil (Belém do Para)

Brasil (Minas Gerais)

Perd (Huanuco)

Pert (Huanuco y
Loreto)

Ecuador (P.P. Gbmez)
Colombia
(Buenaventura, Valle y
Antioquia) y Peru.

Panama (Coldn)
Rodriguez , 1949
Colombia (Bugay Villa
Carmelo, Valle)

Costa Rica

Peru

Colombia (Buga, Valle)
Panaméa

Panaméa

México

Estados Unidos
(Louisiana y Michigan)

Ecuador (Rio Cayapas-
Esmeraldas)

Mayaudon, 1969

Stiles & Hassall,
1896

Artigas & Pérez,
1964

Diesing, 1850

Franco, 1967

de Moraes Neto A ,
1988

Artigas & Perez,
1964

Kifune & Uyema,
1976

Rodriguez , 1949

Thatcher V, 1970

Caballero, 1953

Caballero, 1963

Caballero, 1963
Caballero, 1963

Thatcher, 1970
Foster, 1939
Caballero, 1953
Braun, 1901
Pense & Childs,
1972

Gower W, 1938

Calvopifia, 2011

Tomado de (Cevallos, 2018)
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Figura 7. Localizacién geografica del canton Eloy Alfaro,
Esmeraldas, zona costera del Ecuador.
Tomado de: (Cevallos, 2018)

provincia de
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Figura 8. Comunidades en rojo, registro de presencia de Amphimerus spp. en

la provincia de Esmeraldas.
Tomado de: (Cevallos, 2018)
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2.6. Identificacién de fuente alimentaria e incriminacién de segundo

huésped intermediario (peces).

Los residentes de las zonas endémicas donde Amphimerus spp. se encuentra,
llegan a ser infectados por medio del consumo de peces crudos o
inadecuadamente cocidos. Los pobladores de las cercanias del Rio Cayapas,
pertenecientes a las comunidades Chachis, mantienen tradiciones y culturas
qgue involucran la pesca en el rio, por lo que una de sus principales fuentes
alimenticias son los animales acuéticos habitantes del Rio Cayapas. Dentro de
sus tradiciones se encuentran los platos tipicos, donde los peces, previamente
recolectados, son servidos ahumados, es decir colocan los peces que son de
varias especies y de tamafio pequefio y medianos, sobre la fogata hasta el dia

siguiente y asi son servidos en el desayuno (Calvopifia, 2011).

Esta serie de tradiciones han generado que las poblaciones, cercanas al Rio
Cayapas, sean infectadas por el trematodo hepéatico Amphimerus spp. Sin
embargo, no todas las especies de peces residentes en el Rio Cayapas son
consideradas como segundos intermediarios de este parasito. Segun Cevallos
y colaboradores, (2018), existen 4 especies de peces de agua dulce que han
sido identificadas como segundos intermediarios de Amphimerus spp. La
identificacion e incriminacibn de peces infectados con metacercarias de
Amphimerus ha sido realizada por diseccion, digestion y observaciéon
microscépica de las metacercarias. Las especies de peces al momento
involucradas como segundos huéspedes intermediarios son: Andinoacara
rivulatus (familia Cichlidae), Rhoadsia altipinna (familia Characidae),
Bryconamericus bucay, y Lebiasina aureoguttata (familia Piabucinae) (Figura.
9) (Cevallos, 2018).

Para los trematodos Opisthorchis viverrini y Clonorchis sinensis de la misma
familia Ophisthorchiidae, perteneciente el trematodo Amphimerus, varias
investigaciones han sido realizadas para la incriminacion de especies del

segundo huésped intermediario. En las cuales involucran la captura de peces


https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_%28biolog%C3%ADa%29
https://es.wikipedia.org/wiki/Cichlidae
https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_%28biolog%C3%ADa%29

33

de agua dulce de las zonas endémicas, realizar una diseccion de los tejidos
blandos y posteriormente la visualizacién en el microscopio (Maleewong, 2003;
Parvathi, 2008).

Sin embargo varias técnicas moleculares han sido desarrolladas para la
identificacion especifica de los trematodos hallados y la posterior asociacion de
especies intermediarias, como lo indica Le y colaboradores, (2006), el
desarrollo de la técnica molecular PCR Multiplex para Opisthorchis viverrini y
Clonorchis sinensis, ayudaros a la deteccion de estas especies
diferenciandolas de otros trematodos encontrados en peces de las areas
endémicas de Vietnam, facilitando a la incriminacién especifica de peces

intermediarios en el ciclo de estos trematodos (Le, 2006; Lin, 2018).

Rhoadsia altipinna

Bryconamericus bucay

Andinoacara rivulatus

Lebiasina aureoguttata

Figura 9. Segundos intermediarios de Amphimerus spp.
Tomado de: (Cevallos, 2018)
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2.7. Técnicas de identificacion de Amphimerus spp.

Existen varios métodos y técnicas para la identificacion de trematodos de la
familia Opisthorchiidae, como: Microscopia, técnicas inmunoldgicas y técnicas
moleculares. Las cuales han sido utilizada para la deteccion de trematodos en
tanto en seres humanos como intermediarios. Especificamente en Amphimerus
spp. las técnicas desarrolladas son, microscopia: para la deteccién de huevos
en heces humanas, presencia de metacercarias en huéspedes intermediarios
secundarios (Calvopifia, 2011); técnicas inmunoldgicas: deteccién de
anticuerpos en extracto crudo en suero de sangre humana (Cevallos, 2017); y
técnicas moleculares para la identificacion de huevos de Amphimerus spp. en

heces humanas (Cevallos, 2018).

2.7.1. Microscopia

Para la deteccion de infecciones parasitarias por trematodos de la familia
Opisthorchiidae, la microscopia ha sido el método de diagndstico mas utilizado,
por medio de la visualizacion directa de huevos en heces en individuos
infectados. Existen métodos coproparasitologicos que son utilizados junto a la
microscopia para la obtencién de resultados confiables, como sedimentacion

espontanea, concentracion con formalina-éter y la técnica de Kato-Katz.

En el caso de Amphimerus spp. se utiliza la microscopia para la deteccion de
huevos en heces humanas, segun Calvopifia, (2011), con este método la
prevalencia de Amphimerus spp. en las comunidades cercanas al Rio
Cayapas, provincia de Esmeraldas es del 34%. Los resultados de este estudio
fueron obtenidos por medio de microscopia de heces humanas. Sin embargo,
como se menciond anteriormente, existen métodos coproparasitoldégicos que

aumentan la eficiencia de esta técnica.

En el aflo 2018, Calvopifia y colaboradores, compararon varios métodos

coproparasitolégicos determinando y comparando su sensibilidad. Los métodos
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fueron: examen en fresco, concentraciébn con formalina-éter, sedimentacion
espontanea y la técnica de Kato-Katz; obteniendo una sensibilidad del 1%,
18%, 21% y 25,7% respectivamente (Cevallos, 2018).

Para la identificacion de los estadios larvarios, de los trematodos de la familia
Opisthorchiidae, en los organismos intermediarios es necesario la recoleccion
de caracoles (primeros huéspedes intermediarios) y peces (segundos
huéspedes intermediarios) de las areas endémicas, diseccion, digestion
artificial y visualizacion microscopica de las muestras. Varias investigaciones
como Onsurathum (2016), Kim (2008) y Sukontason (1997) determinan la
prevalencia de Clonorchis sinensis, Opisthorchis viverrini y Haplorchis taichui
en segundos intermediarios (peces), por medio de la recoleccion de peces de
las areas endémicas, diseccion de los tejidos blandos, digestion artificial y
finalmente la observacion microscépica de muestras (Kim, 2008; Onsurathum,
2016; Sukontason, 1997).

El estadio adulto de Amphimerus spp. Yy de varias especies de la familia
Opisthorchiidae, se encuentra en las vias biliares del higado de humanos y
animales mamiferos tanto domésticos como salvajes. Para la obtencion de
pardsitos adultos, segun la investigacion de Le y colaboradores, (2006), se
requiere de un tratamiento previo de pacientes con praziquantel, el cual es un
medicamento antihelmintico que genera contracciones y dafio del tegumento
del parasito, provocando el desprendimiento y la muerte del parasito de los
conductos biliares. Por el mecanismo de accion genera la paralisis y muerte del
trematodo debido a la alteracién en el flujo de iones de calcio, de esta manera

el parasito puede ser excretado (Doenhoff, 2008).

Sin embargo, para la obtencion de parasitos adultos vivos se requiere de la
diseccion de higados de organismo infectados. En el afio 2015 Calvopifia y
colaboradores, obtuvieron Amphimerus adultos por medio de la diseccién de
higados de perros y gatos infectados en las zonas endémicas con

amphimeriasis en el Ecuador (Calvopifia, 2015).
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Sin embargo, a pesar de que la microscopia de huevos ha sido cominmente
utiizada como método de diagnéstico, no es considerada una técnica
altamente sensible, eficaz y especifica, ya que existen varios factores que
afectan estas caracteristicas como la similitud que hay entre los huevos de los
trematodos de la familia Opisthorchiidae, por lo que se generan confusiones
entre géneros y especies de esta familia, afectando a su especificidad
(Thatcher, 1911). La comprobacion de especies en huevos se realizd por
microscopia electronica entre huevos de Clonorchis sinensis comparando con
Amphimerus, encontrando que las estructuras externas eran completamente
diferentes (Fig. 3) (Calvopifia, 2011).

Debido a la similitud en la morfologia vista por la microscopia de luz, se
requiere de personal calificado para la identificacion y clasificacion de los
parasitos encontrados, ademas se requiere de métodos coproparasitolégicos,
mencionados anteriormente, que deben ser utilizados para un resultado mas
eficiente, provocando gasto de recursos y tiempo, lo que afecta a la eficacia de
esta técnica. Finalmente; la toma de muestras, transporte, manipulaciéon de
muestras, pérdida de muestras, confusion de huevos parasitarios con residuos
de materia fecal, etc. Puede afectar a la sensibilidad de la técnica y generar
resultados falsos positivos o falsos negativos (Calvopifia M., comunicacion

personal).

2.7.2. Técnicas Inmunoldgicas

Dentro de las técnicas inmunolégicas desarrolladas para la identificacion de
trematodos de vias biliares es el Ensayo por Inmunoadsorcion Ligado a
Enzimas o ELISA (por sus siglas en inglés). Estudios realizados tanto en
Opisthorchis viverrini como en Clonorchis sinensis, indican que la infeccion por
trematodos hepaticos aumenta los niveles de Inmunoglobulina G (IgG) en el
cuerpo por lo que se utiliza el extracto crudo de suero de sangre para su

deteccion por medio de esta técnica (Emelianov, 2016; Moon, 2018).
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La técnica inmunolégica ELISA fue desarrollada para Amphimerus spp. en el
2017, la infeccion de este trematodo produce que los niveles de
Inmunoglobulina G (IgG) se eleven dentro del cuerpo. La técnica desarrollada
por Cevallos y colaboradores, (2017), detecta el anticuerpo anti-Amphimerus
IgG en extracto crudo de suero de sangre humana, generando un método de
diagnostico con una sensibilidad mayor a la de las técnicas de microscopia
(Cevallos, 2017).

2.7.3. Técnicas Moleculares

Para la identificacion de infeccion de Amphimerus spp. tanto en humanos como
en animales, ya sean intermediarios u hospederos, se realiza por medio de
microscopia mayoritariamente. Sin embargo, como se mencioné anteriormente,
esta técnica carece de sensibilidad, eficiencia y especificidad. Por lo que ha
sido de vital importancia el desarrollo de nuevas técnicas que cuenten con una

mayor especificidad, sensibilidad y eficacia.

La técnica molecular méas utilizada es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) y se ha convertido en una de las herramientas mas importantes para la
deteccién y diferenciacion de especies (Byrne, 2018; Guevara, 2016).
Actualmente la PCR ha sido desarrollada y utilizada para la deteccion y
diferenciacion de especies de trematodos de la familia Opisthorchiidae, como
es el caso de C. sinensis y O. viverrini, entre otras, mostrando su alta
especificidad y sensibilidad (Yan, 2015). Es necesario tomar en cuenta que la
sensibilidad de la técnica obtenida puede depender del proceso de extraccion
de &cido nucleicos, ya que las muestras o los reactivos a usar en la extraccion

pueden contener inhibidores de la enzima Taq Polimerasa.

La técnica variante de la PCR, PCR isotérmica mediada por bucle (PCR
LAMP), ha sido desarrollada para el trematodo Amphimerus spp., segun
Cevallos y colaboradores, (2017) y (2018), la PCR LAMP permite una

amplificacion del ADN altamente especifica y rapida en condiciones
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isotérmicas. Esta técnica fue utilizada para la deteccion de Amphimerus en
muestras de heces humanas, obteniendo una sensibilidad del 79,17% y una
especificidad del 65,98% parametros mayores a las técnicas
coproparasitolégicas y de microscopia. En cuanto a la eficacia de la técnica
(Cevallos, 2018) indica que la deteccion visual del resultado es por colorimetria
y turbidez por lo que facilita su realizacibn en campo, aplicable para su
deteccidbn en distintas muestras tanto en humanos como en animales

intermediarios y hospederos.

2.8. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR (por sus siglas en inglés) es
una técnica de biologia molecular para la identificacion de especies u
organismos por medio de la obtencion de un gran namero de copias de una
parte o fragmento de ADN (Costa, 2004). Fue desarrollada por Kary Mullis en
1983.

La técnica se basa en la funcién comudn de la enzima polimerasa para replicar
las cadenas ADN en las células (Parvathi, 2008). Para realizar una PCR se
requiere de una polimerasa termoestable debido a las altas temperaturas que
requiere la reaccion, una de las polimerasas mas utilizadas es la Tag
polimerasa, la cual fue obtenida del microorganismo Thermus aquaticus que se
encuentra en los respiraderos volcanicos submarinos y se encuentra adaptado
a altas temperaturas (Onsurathum, 2017; Onsurathum, 2016). Para el correcto
funcionamiento de la polimerasa se requiere de cloruro de magnesio (MgCly,),
ya que es un cofactor de la enzima. También se requiere de dNTP’s o
nucleotidos de los 4 tipos para la formacion de las nuevas cadenas, se requiere
de cebadores o iniciadores los cuales son secuencias simples de ADN
complementarios de entre 18-25 pb, los cuales indican a la polimerasa en
donde deben iniciar y terminar la amplificacion. Se requiere de un buffer o
solucion tampon que mantenga el pH estable (Kaewkong, 2013; Kenneth,
2001).
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Para el desarrollo de la reaccion se requiere de un termociclador, el cual es un
equipo que genera un gradiente de temperatura. La PCR pasa por tres etapas
de temperaturas distintas: Denaturacion, Hibridacion y Extension (Mullis, 2012).
La denaturacion requiere de una temperatura entre 93 a 95°C, debido a que la
cadena doble de ADN se denatura a esta temperatura y rompe sus enlaces de
hidrogeno formando horquillas o 2 cadenas simples de ADN. La segunda
etapa, hibridacion, se adhieren los cebadores a la cadena molde, la
temperatura 6ptima para este proceso es de aproximadamente 5°C menos que
la temperatura de Melting (Tm) de cada cebador (Maleewong, 2003; Varkonyi,
2007). La ultima etapa que corresponde a la de extension, es la etapa en la
cual la polimerasa forma la cadena complementaria de una cadena simple de
ADN, de esta manera se obtienen 2 cadenas o 2 regiones de ADN idénticas
(Pfaffl, 2002)

Existen algunas variantes de la PCR las cuales han tenido multiples propdsitos
en diversas investigaciones, como: PCR Nested o anidada, PCR Multiplex o
multiple, PCR Digital, RT-PCR o PCR retrotranscriptasa, (qgPCR) PCR
cuantitativa o en tiempo real, (q RT-PCR) PCR en tiempo real
retrotranscriptasa, etc. (Lamaningao, 2017). La variante de PCR a utilizar en
este proyecto es la PCR en Tiempo Real para la deteccibn de Amphimerus

spp. en peces infectados en el Ecuador.

2.9. PCRen Tiempo Real

La PCR en Tiempo Real es una variante de la PCR, utiliza el mismo principio
de la PCR convencional o punto final con la diferencia que contiene un sistema
de deteccion por medio de fluorescencia (Rahman, 2011). El amplificado
resultante es medido al instante con ayuda de un termociclador que aparte de
cambiar la temperatura rapidamente y mantenerla, detecta la fluorescencia por
medio de un fluorometro acoplado. El fluorébmetro contiene 2 etapas: primero,
excita las moléculas fluorescentes a una longitud de onda especifica; segundo,

detecta la onda emitida en cada ciclo de la PCR. Los reactivos utilizados para
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la PCR en Tiempo Real son los mismos que la PCR convencional, con la
diferencia que se requiere de un fluoréforo (Scientific, 2014). Para la deteccion
fluorométrica existen 2 tipos de fluoroforos: afines al ADN, los cuales de
adhieren al ADN y emiten fluorescencia, esta se incrementa exponencialmente
debido al aumento de cadenas segun se desarrolla la PCR; y sondas
especificas que se hibridan la cadena molde (Lamaningao, 2015).

Las sondas son un sistema de deteccibn mas especifico ya que emiten
fluorescencia al momento de la amplificacibn de cada cadena, las sondas
mantienen un sistema denominado Transferencia de energia de resonancia de
fluorescencia o FRET (por sus siglas en inglés) (Scientific, 2014), el cual
consiste en el uso de dos fluoréforos, reportero y un apagador o quencher, al
encontrarse en la misma sonda, el apagador emite fluorescencia que impide
que la fluorescencia del reportero sea detectada, al momento en que las 2
moléculas son separadas, la fluorescencia del reportero puede ser detectada,
la separacién de las moléculas se produce al momento de la amplificacion de
cada molécula de ADN (Schmittgen, 2008).

Existen tres tipos de sondas: a) Sondas de hibridacién, se utiliza 2 sondas o
cebadores en los cuales el forward se encuentra marcado con el fluoroforo
reportero en el extremo 5°, mientras que en el primer reverse se encuentra el
guencher o apagador en el extremo 3", al producirse la amplificacion el
apagador deja de emitir fluorescencia y el reportero la emite (Costa, 2004). b)
Sonda de horquilla, mantiene los 2 fluoréforos en la misma sonda, el reportero
en el extremo 57y el quencher en el extremo 37, la estructura inicial de esta
sonda se mantiene en horquilla donde los 2 fluoréforos se encuentran juntos o
en contacto, al hibridarse a la secuencia de la cadena molde este se extiende y
los fluoréforos se separan dejando emitir la fluorescencia del reportero.
Finalmente, ¢) Sondas de hidrdlisis, es un oligonucleétido especifico de
aproximadamente 20 pares de bases, los fluoréforos se encuentran afadidos
en los extremos (reportero 5" y quencher 3"), en este tipo de sondas se

encuentran las sondas TagMan®, las cuales se hibridan a la cadena molde y el
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guencher controla la fluorescencia del reportero, al producirse la amplificacion
el reportero se separa de la sonda y emite fluorescencia. Los fluoréforos mas
utilizados son NED, VIC y FAM mientras que las moléculas quencher son BHQ,
DABCYL y TAMRA (Pfaffl, 2001).

Para la deteccion y andlisis de datos la PCR en Tiempo Real requiere de un
software especifico, en el cual se observe el incremento de la Fluorescencia
relativa en funcion de los ciclos, la fluorescencia relativa es directamente
proporcional al aumento de cadenas de ADN en la reaccion (Schmittgen,
2008). También debe indicar la curva de calibrado de la reaccion con el ADN
standard y los parametros obtenidos de pendiente, intercepto en Y, coeficiente
de correlacion y el porcentaje de eficiencia (Pfaffl, 2001). Los datos y curvas
resultantes obtenidas de la reaccidn indican varios parametros a tomar en

cuenta:

e Linea base: indica el nivel de sefial de fluorescencia que se emite o se
detecta en los 15 primeros ciclos, la sefal emitida que se encuentra por
debajo de la linea base se le denomina ruido (Pfaffl, 2001), ya que no
mantiene un nivel de fluorescencia constante, sino que es irregular. La linea
base debe ser determinada cuidadosamente en la superficie del ruido para
eliminar el fondo emitido en los primeros ciclos, ya que a partir de la linea
base se determina el ciclo de umbral (Ct).

e Umbral: El umbral o Threshold es el nivel en el cual el aumento de
fluorescencia emitida es estadisticamente significativo sobre la linea base
determinada. El umbral es establecido en la fase exponencial de la reaccion
(Dorak, 2007).

e Ciclo de umbral: el ciclo de umbral o Threshold cycle (Ct o Cq) es el niumero
de ciclo de cada reaccion al momento que cruza el umbral, este es utilizado
para calcular la cantidad de ADN inicial (Schmittgen, 2008). ElI Ct es
indirectamente proporcional a la cantidad de ADN inicial por lo que las

muestras con mayor cantidad de ADN contienen un menor Ct.
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Curva standard: Para la realizacion de una curva standard en gPCR se

requiere de la amplificacion de diluciones seriadas de concentraciones

conocidas para determinar la cantidad inicial de una muestra o identificar la

eficiencia de la reaccién (Livak, 2008). A partir de esta curva se puede

determinar varios pardmetros para la identificacion del desarrollo de la

reaccion, los cuales son: intercepto en Y, pendiente, eficiencia y coeficiente

de correlacion (Schmittgen, 2008).

El intercepto en Y indica el valor de Ct cuando la cantidad mas baja
de copias de la cadena molde indica una amplificacion
estadisticamente significativa.

La pendiente debe mantenerse cercano a un valor de -3.32 la cual
equivale a una eficiencia del 100%. Sin embargo, el rango aceptable
de la pendiente se encuentra entre -3,58 y -3,10 (Pfaffl, 2001).

La eficiencia de la reaccién indica si los resultados son reproducibles
y precisos, debe encontrarse cercana al 100% ya que indica que el
ADN se duplica después de cada ciclo (Schmittgen, 2008). Los
factores que pueden influir en la eficiencia son las estructuras
secundarias de la cadena molde, longitud del amplicon, contenido de
GC, concentraciones de reactivos no 6ptimas, calidad de la enzima,
entre otras pueden afectar a la eficiencia y generar un valor por
debajo del 90%, si se obtiene una eficiencia mayor al 110% puede
indicar la presencia de inhibidores de la PCR. El valor de la eficiencia
es dependiente de la pendiente (Livak, 2008).

El Coeficiente de Correlacion indica la linealidad de la curva standard
(R? el cual es ideal cuando muestra un valor de 1, sin embargo,

generalmente se obtiene un valor de 0,999 o cercano a 1.

Varias investigaciones utilizan la PCR en tiempo real para distintos propadsitos,

por lo que existe 2 tipos de gPCR: relativa y absoluta (Livak, 2008).
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¢ Relativa: compara el cambio en la fluorescencia del estado basal de un gen
de interés con el mismo gen de expresion constante o control, este es
utilizado para ensayos de expresion génica (Livak, 2008).

e Absoluta: se utiliza para determinar la cantidad de ADN inicial en muestras
de concentracion desconocida, por medio de la formacion de una curva de
calibrado con diluciones en serie de un ADN standard de concentraciones y
cantidades conocidas (Pfaffl, 2001).

3. CAPITULO lIl. DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL

El disefio del plan experimental se encuentra especificado en el siguiente

diagrama de flujo:

Parasitos adultos Obtencion de muestras Musculo de truchas
Metacercarias
Extraccion de ADN

Infeccidn de misculo con ADN de Estandarizacion de
parasito adulto y metacercarias PCR a tiempo real

Procesamiento
de las muestras

Figura 10. Plan Experimental
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4. CAPITULO IV. PROCEDIMIENTOS

4.1. Obtencion de metacercarias (estadio larvario) y parésitos adultos

de Amphimerus spp.

4.1.1. Obtencion de Metacercarias de Amphimerus spp.

Las metacercarias de Amphimerus spp. se encuentran en los laboratorios de la
Direccion General de Investigacion de la Universidad de las Américas (UDLA),
a cargo del Dr. Manuel Calvopifia Hinojosa. Estas fueron obtenidas en

investigaciones anteriores, en las cuales se particip6é activamente.

El estadio larvario de metacercarias de Amphimerus spp. se encuentra en el
segundo intermediario de su ciclo, por lo que peces de las areas endémicas de
las cercanias del Rio Cayapas fueron comprados a los pobladores de las zonas
endémicas, catalogados y clasificados. Se realizdé un lavado y posteriormente
diseccién de cada uno, separandolos en 4 partes: visceras, aletas, escamas y
musculo. Cada una de sus partes fue digerida artificialmente con HCl al 1,5% y
pepsina al 0,25%, mediante agitacion magnética y a una temperatura de 40°C,

hasta observar una mezcla homogénea.

Cada mezcla de digestion fue filtrada por una serie de tamices graduados de
500 um y 300 um, para la retencion y posterior eliminacion de sélidos de mayor
tamafio, el liquido filtrado se paso por un tercer tamiz de 106 um y se elimino el
liquido filtrado, el sedimento resultante en el tamiz fue conservado y colocado
en un vaso de precipitacion. Se espero que los solidos retenidos previamente
precipiten al fondo para eliminar el exceso de liquido y se colocaron en tubos
de 15ml, los cuales fueron centrifugados durante 1 minuto a 8000 rpm, se
eliminé el exceso de liquido y el sedimento fue trasladado a un tubo de 1,5 mly

refrigerado a 4°C.

Posteriormente, las metacercarias fueron separadas por medio de microscopia,

se utilizé un estereomicroscopio, cajas Petri, pipetas de 1000 pl y 10 pl. Se
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mezclé el contenido por pipeteo (pipeta de 1000 ul) de cada tubo resultante de
la digestion artificial y se vertié en la caja Petri y se observo cuidadosamente,
las metacercarias encontradas fueron recolectadas por medio de pipetas de 10
pl y colocadas en tubos de 1,5 ml. En total se separd 18 metacercarias, 10 en

un tubo de 1,5 mly 8 cada una en un tubo distinto.

4.1.2. Obtencion de parésitos adultos de Amphimerus spp.

Los parésitos adultos fueron obtenidos del Banco de Muestras del Centro de
Biomedicina de la Universidad Central del Ecuador, Los cuales fueron
obtenidos previamente durante el proyecto “High Prevalence of the Liver Fluke
Amphimerus sp. in Domestic Cats and Dogs in an Area for Human
Amphimeriasis in Ecuador “ (Calvopifia, 2015) aprobado por el Comité de Etica
del Centro de Biomedicina y realizado en la Universidad Central del Ecuador. El
estado adulto de Amphimerus spp. se lo puede encontrar en vias biliares de
higados de mamiferos como perros, gatos y humanos. Los parasitos adultos se
obtuvieron en las heces de personas adultas infectadas posterior a la
administracion de praziquantel, como se especifica en Calvopifia y
colaboradores, (2011).

4.2. Obtencion de tejidos blandos de peces e infeccién.

4.2.1. Obtencion y procesamiento de Trucha Arcoiris (Oncorhynchus

myKkiss)

La Trucha Arcoiris es un pez de agua dulce habitante de lagos y rios del sector
Andino de la region sierra. En estas zonas las condiciones climaticas son
distintas a las de la zona costera tropical, las cuales son favorables para el
desarrollo de Amphimerus spp., por lo que en la zona Andina no hay reportes
de la incidencia de este trematodo y tedricamente los trematodos de la familia
Opisthorchiidae no sobreviven en aguas frias. Por esta razén se escogié un

pez, habitante de esta zona, como Oncorhynchus mykiss o Trucha Arcoiris,
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para el analisis de muestras, ya que su musculo y tejidos blandos son libres de
Amphimerus spp. por lo que fueron propicios a usarse como control negativo y
musculo de infeccion para su analisis, evitando posibles contaminaciones con
este trematodo. La trucha arcoiris fue obtenida del mercado local de Quito en la
sierra ecuatoriana. El masculo fue cortado en partes de 5mm x 5mm x 20mm,
cada parte fue colocada en criotubos de 2 mL y sumergidos en etanol absoluto,
los tejidos fueron guardados a -20 °C. Después de 48 h de su almacenamiento,

se reemplazé el etanol.

4.2.2. Infeccibn de mdasculo de trucha (Oncorhynchus mykiss) con

metacercarias de Amphimerus.

Para la infeccion del musculo de trucha se cortdé con un bisturi estéril en partes
con pesos de 50mg, 10mg, 5mg y 1mg (medidos en balanza), los mismos se
colocaron en tubos de 1,5 ml. Las porciones de musculo fueron infectadas con
una metacercaria o 1ul de ADN de Amphimerus, como lo muestra la Tabla. 3

Tabla 3.
Muestras e infeccién
Muestra Musculo de Trucha (mg)

50mg+1 10mg+1

Metacercaria Smg+1met 1mg+1met

met met
_ADN 50mg+1pu 10 mg+1 pl 5mg+ 1yl 1 mg+1 pl
Amphimerus AA AA AA AA
spp. (u)
Control
Negativo 50 mg 10 mg 5mg 1 mg

Nota: musculo de trucha en miligramos (mg), Metacercarias (1 parasito), ADN de Amphimerus

spp. (AA) en microlitros (ul).

Las metacercarias fueron afadidas antes de la extraccibn de ADN para su
extraccién conjunta, y posteriormente para identificar si por medio de la técnica
de PCR en Tiempo Real se puede detectar la presencia de minimo una

metacercaria en musculo de pez infectado.
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Mientras que la infeccién con ADN de Amphimerus spp. fue realizada posterior

a la extraccion de ADN, para identificar si la cantidad de musculo afecta a la

técnica molecular. El proceso de la Tabla. 3 se realiz6 por duplicado.

4.3.

4.3.1.

Extraccion de ADN de metacercarias y de parasito adulto.

Extraccion de ADN de metacercarias (estadio larvario) de

Amphimerus spp.

La extraccion de ADN de metacercarias de Amphimerus se realiz6 por medio

de la resina ionica de chelex al 10%, representados en los siguientes pasos:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

En un tubo de 1,5 ml se colocé 10 metacercarias, separadas
anteriormente, se afadié 100 pl de Chelex-100(Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, Mo.) al 10%, se agit6 la solucién de chelex previo al uso, debido a
gue la resina se precipita constantemente

Se homogenizé la muestra por medio de vortex (Ficher Scientific, EEUU)
durante 2 minutos

Luego, se centrifugé (centrifuga: Eppendorf, Alemania) a 10 000 rpm por
1 minuto.

Después, se afiadido 10 pl de proteinasa K (Promega Cop., Madison,
Wis.).

Se Homogenizé por medio de vortex (Ficher Scientific, EEUU) durante
15 segundos.

Se procedi6 a incubar a 56°C en bafio Maria (Memmert, Alemania) por 1
hora.
Luego se realizo un vortex (Ficher Scientific, EEUU) por 15 segundos.

Se incub6 por segunda vez a 95 °C en Termobloque (Eppendorf,
Alemania) durante 30 minutos.
Luego se centrifugd (centrifuga: Eppendorf, Alemania) a 8000 rpm por

30 segundos.

10)Finalmente, se transfirio el sobrenadante a un tubo de 1,5 ml, los

mismos se almacenaron a -20°C. (Lamballerie, 1992; Suenaga, 2005).
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Extraccion de ADN del parasito adulto de Amphimerus

Para la extraccion de ADN de Amphimerus adulto, se corté un tercio del

trematodo y se coloc6 en un tubo de 1,5 ml, dentro del mismo se corté en

partes pequefas y luego se utilizé un pistilo para su trituracion. La extraccion

de ADN se realizé por medio de la técnica de Chelex, como se indica en los

siguientes pasos:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

4.3.3.

Se coloc6 100 pl de Chelex-100 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Mo.) al
10%.

Posteriormente se homogenizé por medio de vortex (Ficher Scientific,
EEUU) durante 2 minutos.

Se centrifugd (centrifuga: Eppendorf, Alemania) a 10 000 rpm durante 1
minuto.

Luego se incubd en bafio Maria (Memmert, Alemania) a una temperatura
de 56°C durante 1 hora.

Después se homogenizd por medio de vortex (Ficher Scientific, EEUU)
durante 15 segundos.

Posteriormente la muestra se colocé en un termobloque (Eppendorf,
Alemania) para su segunda incubacion de 30 minutos a 95°C, ya que a
esta temperatura actia la Proteinasa K.

Finalmente, se centrifugd (centrifuga: Eppendorf, Alemania) la muestra a
8000 rpm durante 30 segundos. El sobrenadante resultante de la
centrifugacion se coloco en un tubo de 1,5 ml y fue almacenado a -20°C.
(Suenaga, 2005).

Extraccion de ADN de musculo de trucha infectado con

metacercarias, ADN Amphimerus spp. y control negativo

La extraccion de &cidos nucleicos de muestras de peces infectados con

Amphimerus spp. se realiz6 por la técnica de chelex. La extraccion se realizo

en 24 tubos con los 4 pesos de musculo, como lo indica la Tabla. 3
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respectivamente. El proceso fue realizado por duplicado. Se realizaron unos

pasos previos a la extraccion, detallados a continuacion:

1) Se cortd en partes por medio de una tijera esteéril.

2) Luego se utilizo un pistilo para triturar el masculo.

3) En cada peso de musculo se afiadié una metacercaria.

4) Posteriormente se realizo la extraccién con Chelex (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, Mo.) al 10%, con el protocolo previamente descrito en los apartados
anteriores, con la diferencia de la adicion de distintas cantidades de chelex
al 10%. Se afiadi6 100 pl al peso de 1 mg de musculo, 150 pl a 5 mg, 200 pl
a 10 mgy 250 pl a 50 mg.

4.4. Disefio de Cebadores

Los cebadores se disefiaron para la identificacion de la regién ITS2 de
Amphimerus spp. (AB678442) de 459 pares de bases, el primer forward
(AITS2F-213) de 20 pb y el primer reverse (AITS2R-418) de 20 pb, como lo
indica la Tabla. 4. El alineamiento (Figura.11) de las secuencias se realizé en el
programa bioinformatico Geneious (https://www.geneious.com/), el amplicon
resultante es de 206 pares de bases. También se realiz6 el disefio de la sonda
TagMan AmphiProbe, secuencia descrita en la Tabla. 4, la cual fue ligada al

fluor6foro FAM (extremo 57) y el quencher BHQ1 (extremo 37).

Tabla 4.
Cebadores utilizados en el proyecto y sonda fluorogénica (fluoroforo FAM)
Cebador Nombre Secuencia Bases
Forward AITS2F-213 5 -TCTATGGCTTTTCCCCAATG-3’ 20 pb
Cebadores
Reverse AITS2R-418 5 -CGAGGTCAGGAAAGTTGAGC-3’ 20 pb
5 -FAM-
Tag Man Sonda AmphiProbe  TGTTGTGACTATGCGCGCTCCGTTA- 25 pb

BHQ1-3'


https://www.geneious.com/

50

_ Primer NR |

Figura 11. Alineamiento de cebadores a la region ITS 2.

El disefio de los cebadores forward y reverse como de la sonda TagMan
Amphiprobe, se realiz6 en la Direccibn General de Investigacion de la
Universidad de las Américas (UDLA), por el Investigador German Burgos.

4.5. Reacciéon en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (QPCR)

La técnica molecular de PCR en Tiempo Real se realiz6 por medio del kit
GoTag® Probe gPCR Master Mix de Promega, el cual provee de 4 ml de
Master Mix que contiene dNTP’s, enzima Polimerasa (Hot Start Polimerase),
Cloruro de Magnesio (MgCl,) y Buffer de reaccién. El gen que se utilizo para la
amplificacion y deteccion de ADN de Amphimerus spp. fue el ITS2 (AB678442)
de 459 pares de bases, del cual se sintetizé (GenBlock) previamente para su
uso como control positivo y standard. Los cebadores utilizados para identificar
la amplificacion positiva de la region ITS2 de Amphimerus spp. fueron: AITS2F-
213 y AITS2R-418 (disefiados para este proyecto por el Investigador German
Burgos, de la Direccion General de Investigacion, UDLA), también se utilizd
una sonda fluorogénica, marcada con el fluoréforo FAM (disefiada por el mismo

investigador), como lo indica la Tabla. 4.

Los materiales que se utilizaron para el proceso de la PCR en Tiempo Real
fueron: Tubos blancos strips Bio Rad ®; tapas transparentes (ultraclear Bio Rad
®); puntas con filtro de 200 pl, 20 pl y 10 pl; pipetas automaticas de 200 ul, 20
pl'y 10 pl y tubos de 0,5 ml. La técnica se realizé en el termociclador de PCR
en Tiempo Real (CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System BioRad)
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En los laboratorios del Centro de Investigacion de la Universidad de las

Ameéricas. Los resultados se visualizaron en el software del equipo.

El protocolo base utilizado, tanto para el Master Mix como para el
Termociclador, fue el indicado por el kit GoTag® Probe gPCR Master Mix de
Promega Technical Manual (Promega, 2018), como lo indica la Tabla. 5 a
continuacion. El cual indica la adicion de 5 pl en un tubo de 0,5 ml a una
concentracion final de 1X; los cebadores forward y reverse se colocaron a una
concentracion de 0,9 uM con un volumen de 0,9 ul; la sonda TagMan fue
afiadida con un volumen de 0,25 pl a una concentracion de 0,25 uM; se coloco
0,95 pl de agua grado PCR a la reaccion y finalmente se afadié 2 pl de ADN
dando un total de 10 pl en la reaccion final.

Tabla 5.
Protocolo base GoTaq® Probe gPCR Master Mix de Promega
Compuesto C1l Cc2 1Rx
Go Taq MMx 2X 1x 5ul
Primer F 10 uM 0,9 uM 0,9 ul
Primer R 10 uM 0,9 uM 0,9 ul
Sonda 10 uM 0,25 uM 0,25 ul
H20 0,95 ul
DNA 2 pl
Total 10 ul

Tomado de (Promega, 2018)

Nota: (C1) Concentracion inicial, (C2) Concentracion final, (1Rx) 1 Reaccion, (uM) micro Molar,
(i) microlitro.

El protocolo base del termociclador utilizado (Tabla 6) involucra 3 etapas:
Denaturacion primaria, denaturacion e hibridacion. La etapa de Denaturacion
primaria consta de un ciclo al comienzo de la reaccion a 95°C durante 2
minutos, en el cual la Polimerasa se reactiva y se puede comenzar la reaccion.
La siguiente parte de la reaccion consta de 2 etapas, denaturacion e
hibridacion, las cuales fueron repetidas durante 45 ciclos, la etapa de
Denaturacién involucra una temperatura de 93°C por 15 segundos, mientras

gue la de Hibridacién a 50 °C durante 1 minuto.
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Tabla 6.
Protocolo base del termociclador
Ciclos  Temperatura Tiempo

°C
1 95 2 min
45 93 15 seg
50 1 min

Tomado de (Promega, 2018)

Nota: (°C) Grados Centigrados, (min) minutos, (seg) segundos.

Para la estandarizacion de la técnica se probd distintas temperaturas de
Hibridacion, gradiente de temperatura de Denaturacion y distintas
concentraciones de cebadores (Tabla. 7). Las condiciones mas favorables
seran utilizadas para la prueba en muestras, como fue indicado en la (Tabla. 3),
para la identificacion de metacercarias, su sensibilidad y especificidad. El ADN
utilizado para la estandarizacion de la técnica fue el ADN sintetizado o
GenBlock, del cual se realizaron 10 diluciones seriadas tomando en cuenta al

stock como 10%°.

Tabla 7.
Gradiente de temperatura de Hibridacion en grados Centigrados.
Tipo de Gradiente Unidades Rango
Temperatura de oC 54, 56, 58, 60,
hibridacion 62, 64y 66

Temperatura de
denaturacion
Concentracion de
primers

oC 93y 95

UM 0,2;0,5y0,9

4.5.1. Experimento 1: Gradiente de temperatura de hibridacién

El protocolo base indica una temperatura de hibridacion de 60°C como 6ptima
para el desarrollo de una PCR en Tiempo Real. Sin embargo, se establecio un
rango (Tabla 7) para determinar la temperatura de hibridaciéon 6ptima para la
amplificacion de ADN de Amphimerus spp. Se utilizé la segunda diluciéon

seriada del GenBlock (10%). Para la identificacién de la temperatura éptima de
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hibridacion se realizdé en 2 rangos, temperaturas menores a 60°C (rango 1) y
temperaturas mayores a 60°C (rango 2). Se realizé la repeticion de las

temperaturas 60 y 62 °C.

4.5.2. Experimento 2: Gradiente de temperatura de denaturacion

Se realiz6 una gPCR con el ADN standard de (10%) con el Protocolo base
GoTaqg Probe y se probo entre dos tipos de temperatura de Denaturacion (93
°C y 95 °C) como lo indica la Tabla. 7 para la identificacion de la temperatura

Optima.
4.5.3. Experimento 3: Gradiente de concentracion de cebadores

Previo a la estandarizacion del protocolo del termociclador, se realiz6 una
variante en la concentraciéon de cebadores en los reactivos a utilizar para el
desarrollo de la gPCR. El protocolo GoTaq Probe de Promega, indica que la
concentracion final de cebadores debe mantenerse entre 0,2 y 0,9 uM. Sin
embargo, varios estudios indican que la concentracion 6ptima de cebadores es
de 0,2 uM (Cai, 2014; Rahman, 2011). Se experimenté con gradientes de
concentracion de 0,2 uM, 0,5 pM y 0,9 pM por duplicado de cada

concentracion.
4.5.4. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 en el programa informatico SPSS. Se realiz6
una prueba ANOVA para determinar las diferencias significativas entre cada
experimento. Posteriormente, se realizO0 una prueba Tuckey para la
comparacién del gradiente de denaturacion vs. Gradiente de hibridacién,
Gradiente de denaturacién vs, gradiente de cebadores y finalmente gradiente

de cebadores vs. Gradiente de hibridacion.

455. Curvade calibrado: GenBlock
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Para la realizacion de la curva de calibrado de la region ITS2 de Amphimerus
spp. se utilizé el ADN sintético GenBlock el cual contenia una concentracion
inicial de 4,25012x10"° copias/ul, del cual se realizé6 una serie de diluciones
seriadas de 1:10 cada una hasta llegar a la concentraciéon de 4,25012x10°
copias/ul, (total de 7 diluciones). Se utilizé el protocolo de termociclador y
concentraciones estandarizado por medio los experimentos 1,2 y 3. Para la
curva de calibrado se probaron las 7 diluciones por duplicado y una reaccién
sin la adicion del templado (NTC, control negativo). Los parametros obtenidos
fueron del porcentaje de eficiencia, intercepto en Y, coeficiente de correlacion
(R?) y pendiente, determinados por el software Bio Rad CFX96 Touch™ Real-
Time PCR.

La curva standard o curva de calibrado es de gran importancia en los procesos
de estandarizacion de la PCR en Tiempo Real, debido a que muestra
informacion acerca del desarrollo de la reaccion como: el intercepto en Y, el
coeficiente de correlacién (R?) y la pendiente. Son valores, los cuales se
encuentran dentro de los parametros aceptables (mencionados anteriormente
en el Capitulo Il), pueden determinar si la técnica es o no apta para su prueba

en muestras.
4.5.6. Curva de calibrado: Amphimerus adulto

Se realiz6 una extraccion de ADN de Amphimerus adulto, el cual al ser
cuantificado llegd a una concentracion de 77ng/ul, se realizaron 5 diluciones
para la curva de calibrado hasta la concentracion de 5 ng/ul. La curva de
calibrado se realizd con el kit Master Mix GoTaq Probe ® de Promega. El
protocolo de termociclador y concentraciones utilizado fue el estandarizado por
medio de los experimentos 1, 2 y 3 previamente realizados. Para la
identificacion de un optimo desarrollo de la PCR en tiempo real se observo los
pardmetros obtenidos del porcentaje de eficiencia y el coeficiente de
correlacion, determinados por el software Bio Rad CFX96 Touch™ Real-Time
PCR.
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45.7. Sensibilidad: NUmero de metacercarias

Se realiz6 una prueba para deteccion de la sensibilidad de la técnica en
namero de metacercarias. En un tubo se separé una metacercaria, en el
segundo tubo un total de 3 metacercarias y en la tercera muestra 5
metacercarias. El objetivo principal de este ensayo fue determinar la
sensibilidad de la técnica, por medio de la hipotesis de si esta podia detectar un
minimo de una metacercaria. El ensayo se realiz6 por medio del kit Master Mix
GoTaqg Probe ® de Promega en el equipo de Bio Rad CFX96 y los resultados

fueron observados en el software Bio Rad CFX96 Touch™ Real-Time PCR.

4.5.8. Sensibilidad: Concentracién de ADN inicial

Para la deteccion de la sensibilidad segun la concentracion inicial se realizaron
dos ensayos: el primero para la deteccién del limite maximo y el segundo para
la identificacion del limite minimo de concentracion de ADN. Se realiz6 una
gPCR con las concentraciones mas altas obtenidas de Amphimerus spp. las
cuales corresponden a 90, 85, 80 y 75 ng/ul para determinar sin la
concentracion de ADN en altas cantidades afecta a la técnica. Para determinar
el limite minimo de deteccion de la técnica se realizaron diluciones por debajo
de 1 ng/ul, las cuales fueron: 0,5; 0,1; 0,05; 0,025; 0,01 y 0,001 ng/ul. Los
ensayos fueron realizados por el kit de Promega Master Mix GoTaq Probe ® en
el equipo de Bio Rad CFX96, los resultados se observaron en el software Bio
Rad CFX96 Touch™ Real-Time PCR.

4.5.9. Especificidad de la Técnica

Para determinar la especificidad de la técnica se realizé una gPCR con ADN de
Fasciola sp. y Paragonimus sp. EI ADN fue extraido por el método de Chelex
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Mo.) al 10%, por medio de protocolo de
(Suenaga, 2005) descrito anteriormente. La extraccion de ADN se realiz6 por

duplicado, es decir, dos muestras por cada una, la técnica se realizd por
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duplicado. Los resultados fueron visualizados en el software Bio Rad CFX96
Touch™ Real-Time PCR.

4.5.10. Muestras: Tejido de pez trucha infectado con Amphimerus

Spp.

La infeccidn de muestras se realizo para la deteccion de ADN de Amphimerus

spp. en musculo de pez y si el peso y la cantidad de musculo afecta a la

técnica. Se realizaron tres tipos de infecciones:

a)

b)

Experimento 1: Musculo de trucha infectado con ADN de Amphimerus
adulto después de la extraccion de ADN. Posterior a la extraccion de ADN
del musculo de pescado se infecté con 1ul de ADN de Amphimerus adulto a
90ng/ul. Como se puede observar en la Tabla. 5 el peso de musculo
utilizado méas el ADN de Amphimerus adulto de la repeticion 1y 2, indica si
el peso o la cantidad de musculo utilizado afecta a la amplificacion. Los
controles utilizados fueron un positivo (ADN de Amphimerus adulto) y dos
negativos (Musculo de truchay NTC).

Experimento 2: Musculo de trucha infectado con ADN de metacercaria
después de la extraccion de ADN: Al igual que en el apartado anterior, se
realizd una infeccién al musculo de pescado con 1 pl ADN de metacercaria
a una concentracion de 36 ng/ul. El ensayo indica si el peso de musculo
utilizado afecta a la amplificacion de ADN de Amphimerus en estado de
metacercaria.

Experimento 3: musculo de trucha infectado con una metacercaria de
Amphimerus spp. previo a la extraccion de ADN: Debido a que las
metacercarias de Amphimerus se desarrollan en el musculo de pescado, se
realizd una infeccién de musculo de trucha con una metacercaria previo a la
extraccibn de ADN. Las muestras involucran los pesos de musculo de
pescado mencionados anteriormente (1, 5, 10 y 50 mg) y se realizd por

duplicado, por lo que hay dos extracciones de ADN.



57

Los ensayos fueron realizados por el kit de Promega Master Mix GoTaq Probe
® en el equipo de Bio Rad CFX96, los resultados se observaron en el software
Bio Rad CFX96 Touch™ Real-Time PCR.

4511. Cuantificacion absoluta

Se realiz6 un ensayo para la identificacion de la factibilidad de la cuantificaciéon
absoluta de metacercarias en una muestra. En un tubo se coloco una
metacercaria, en otro dos y asi sucesivamente hasta 40 metacercarias en un
mismo tubo, el ensayo se realiz6 por duplicado. La extraccibn de ADN se
realiz6 por método de Chelex-100 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Mo.) al 10%, el
protocolo utilizado fue el de (Suenaga, 2005) descrito anteriormente. Para la
determinacién de la factibilidad se calculé el coeficiente de correlacién (R?) de
la cuantificacion de ADN resultante de cada experimento por duplicado, se
realizé un promedio de la repeticion 1y 2 de los dos ensayos. Se procedié a
hacer la graficacion de los resultados obtenidos para determinar la linea de

tendencia y el coeficiente de correlacion.

5. CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Estandarizacién de latécnica molecular PCR en Tiempo Real

5.1.1. Experimento 1: Gradiente de temperatura de hibridacién

e Rango 1 (54-62°C)

El primer rango de temperaturas fue de 54 a 62°C, tomando en cuenta
especificamente a las temperaturas menores a 60°C. En la Tabla 8 se puede
identificar que el menor Ct es el correspondiente a 62°C, lo que indica que se
requiere de un menor numero se ciclos para que la fluorescencia de la
amplificacion sea detectada, ademas, como se puede observar en la Figura 12,
la curva a 62°C supera a las demas curvas lo que indica que las temperaturas

mas altas de este rango son mas eficientes para esta técnica.
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Tabla 8.
Ciclo de umbral (Ct) resultante de cada variante de temperatura (Rango 1).
Temperatura Ct Cantidad
(°C) Inicial
62 12,16 1E8
60 12,29 1E8
58 12,89 1E8
56 12,24 1E8
54 12,24 1E8

GRADIENTE TEMPERATURA DE ANNEALING: RANGO 1

— 2 60 58 w56 54 mm—Ct

8000,00
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6000,00 /
5000,00
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1000,00

0,00 —
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

-1000,00
CICLOS

Figura 12. Amplificacion de la dilucion (108) en gradiente de temperatura (54-
62°C).

a. RFU Unidad de fluorescencia relativa
b. RFU (eje Y) vs. nimero de ciclos (eje X).

c. NTC Control Negativo.

¢ Rango 2 (60-66°C)

En el segundo rango se toma en cuenta las temperaturas mayores a 60°C,
también se realizé la repeticion de las temperaturas 60°C y 62°C. Como se
puede observar en la Tabla 9 el Ct resultante del gradiente a 62°C es el menor

en comparacion con el resto de las temperaturas, indicando que se requiere de
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un menor nimero de ciclos para que la muestra (108 cruce el umbral dando
una mayor eficiencia a la técnica, al igual como se muestra en la Figura 13, la
curva resultante de la variante 62°C es mayor o0 mas alta que las demas. Sin
embargo, varias investigaciones realizadas en trematodos indican que la
temperatura 6ptima de hibridacion es de 60°C como lo indica (Kelly, 2016)
Tabla 9.

Ciclo de umbral (Ct) resultante de cada variante de temperatura (Rango 2).
Temperatura  Ct Cantidad

(°C) inicial
66 13,33 1E8
64 12,95 1E8
62 12,45 1E8
60 12,46 1E8

GRADIENTE DE TEMPERATURA DE ANNEALING: RANGO 2

— 60 64 62 =060 Ct
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Figura 13. Amplificacion de la dilucion (108) en gradiente de temperatura (60-
66°C).

a. RFU Unidad de fluorescencia relativa
b. RFU (eje Y) vs. nimero de ciclos (eje X).

c. NTC Control Negativo.

La temperatura 6ptima para la amplificacion de la region ITS2 de Amphimerus

spp. es 62°C, esto se puede comprobar por medio de la Temperatura de
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Denaturacion (Tm) de cada uno de los cebadores utilizados y el tamafio del
amplicon resultante (206pb). Segun (Rahman, 2011) la temperatura de
hibridacién éptima de la estandarizacion de la RT-PCR en tiempo real para
Clonorchis sinensis es de 62 °C. Esta correlacion puede darse debido a la
utilizacion de la region ITS2 de trematodos de la misma familia en ambas

investigaciones.

5.1.2. Experimento 2: Gradiente de Denaturacion (93-95°C)

Los resultados fueron favorables para la mayor temperatura, conteniendo un
menor numero de Ct (Tabla. 10) y la curva indica una mayor fluorescencia en
los ultimos ciclos (Figura 14), lo que determina que a esta temperatura la

amplificacion resultante es mayor en comparacion a la curva de 93°C.

Esto se debe a que la enzima Polimerasa que se encuentra en el Master Mix
de la reaccion, es una “Hot Start Polymerase” es decir que se activa a altas
temperaturas, especificamente a 94 °C y 95 °C, ya que se encuentra ligada a
un anticuerpo que bloquea la actividad enzimatica. Esto ayuda a evitar la
amplificacion inespecifica y la formacion de dimeros de cebadores, dando
como resultado una mayor formacién del amplicén esperado (Promega, 2018).
Ademas investigaciones como Kelly y colaboradores, (2016); y Rahman (2011)
han indicado que la temperatura éptima de denaturacién es de 95°C (Kelly,
2016; Rahman, 2011).

Tabla 10.
Gradiente de temperatura de Denaturacion. Ciclo de Umbral (Ct)
Temperatura Ct Cantidad
(°C) inicial
95 11,70 1E8

93 13,37 1E8
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GRADIENTE DE TEMPERATURA DE DENATURACION
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Figura 14. Gradiente de temperatura de Denaturacion (93 y 95°C).

a. RFU Unidad de fluorescencia relativa
b. RFU (eje Y) vs. numero de ciclos (eje X).

c. NTC Control Negativo.

5.1.3. Experimento 3: Gradiente de Cebadores

El Ct resultante fue menor en la concentracion de 0,9 uM (Tabla 11), como ya
se ha mencionado anteriormente, el valor del Ct es favorable cuando es menor,
debido a que se requiere un menor niumero de ciclos para que la amplificacién
del templado cruce el umbral, favoreciendo a las muestras con minima
concentracion de ADN para su amplificacion. También, como se puede
observar en la (Figura 15) la prueba (a) como (b) de la concentracion maxima
de cebadores probada, emite una fluorescencia mayor al resto de
concentraciones, lo que indica una amplificacibn superior y una mayor
produccion de moléculas resultantes. Rahman y colaboradores, (2011), indicé
gue la concentracion oOptima de gradientes de primers es de 0,9 pM, sin
embargo, otras investigaciones como la de Kelly y colaboradores, (2016),
determinaron que la concentracion Optima es de 0,2 uM. Por lo que se puede
identificar que la concentracion 6ptima de cebadores depende del tipo de
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circunstancias, variables, muestras, etc. Determinando que cada caso es
diferente (Kelly, 2016; Rahman, 2011).

Tabla 11.
Gradiente de concentracion de cebadores
Concentracién Cantidad

(M) Ct inicial
0,2 11,45 1E8
0,5 12,29 1E8
0,9 11,76 1E8
0,2 12,38 1ES8
0,5 12,18 1E8
0,9 11,79 1E8
NTC 0,00 -

Nota: micro Molar (uM). Ct ciclo de Umbral. (NTC) Control Negativo.

GRADIENTE DE PRIMERS

— (0,2 UM (a) 0,5 uM (a) 0,9 uM (a)
— NTC 0,2 uM (b) —0,5uM (b)
—0,9 uM (b) —Ct

9000,00
8000,00
7000,00
6000,00
5000,00

4000,00

RFU

3000,00
2000,00
1000,00

0,00 B S —

-1000,00 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
CICLOS

Figura 15. Gradiente de concentracion de Cebadores en micro Molar (0,2; 0,5y
0,9 uMm).

a. RFU Unidad de fluorescencia relativa
b. RFU (eje Y) vs. nimero de ciclos (eje X).

c. NTC Control Negativo.
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5.2. Andlisis estadistico

Se realiz6 una prueba estadistica ANOVA para determinar la diferencia
significativa entre los Ct obtenidos de cada gradiente, la significancia total
resultante después de la prueba ANOVA fue de 0.110 (Figura 16), el cual es
mayor al valor de 0,05 por lo que se mantiene la hipétesis nula, la cual en este
caso indica que los gradientes no afectan significativamente al ciclo de umbral
de la amplificacién de la dilucién (10%). Se realiz6 una prueba post hoc de
Tukey (Figura 17) en la cual indica la diferencia significativa entre gradiente de
temperatura de hibridacibn y denaturacién, denaturaciébn y cebadores,
hibridacion y cebadores. Los resultados obtenidos de significancia fueron
mayores a 0,05 indicando que no existen diferencias significativas entre estos

parametros.

Por lo que se puede determinar que para la realizacién de una 6ptima PCR en
tiempo real, la temperatura de hibridacién debe encontrarse entre 54-66°C y el
gradiente de concentracion de cebadores entre 0,2 y 0,9 uM. En la
investigacion (Horgan, 2002) se realiz6 una prueba estadistica ANOVA para
determinar la diferencia significativa entre el gradiente de temperaturas y
concentraciones de cebadores, en la estandarizacion de una RT-PCR en
tiempo real (relativa), la significancia del gradiente de cebadores fue menor a
0,05 por lo que indic6 que la concentracibn de cebadores afecta a la
amplificacion de las muestras. De esta manera se puede identificar la
importancia de las pruebas estadisticas después de los ensayos vy
experimentos de estandarizacion de las técnicas moleculares, ya que pueden
indicar si los parametros obtenidos afectan o no de manera significativa a los

resultados.



ANOVA
CcT
Sumade Media
cuadrados al cuadratica F Sig
Entre grupos 1417 2 709 2 666 110
Dentro de grupos 3.180 12 266
Total 4607 14
Figura 16. Prueba ANOVA, significancia mayor a 0,05.
Pruebas post hoc
Comparaciones multiples
Variable dependiente: CT
HSD Tukey
Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de Errar Limite
() Temperatura  (J) Temperatura medias (I-J) estandar Sig Limite inferior superior
TA ™D 08357 41337 978 -1.0183 1.1864
GP 64357 28684 104 -1217 1.4088
D TA - 08357 41337 978 -1.1864 1.0193
GP 56000 42096 A06 - 5631 1.6831
GP TA - 64357 28684 104 -1.4088 1217
D -56000 42096 A06 -1.6831 5631

Figura 17. Prueba post hoc, Tuckey, significancias mayores a 0,05.

5.3. Curvas de calibrado

5.3.1. Curva de calibrado: GenBlock (Region ITS2)
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En la Tabla 12 se observa el Ct de cada dilucion seriada del GenBlock y se

determina que la diluciéon que contiene mayor concentracién de ADN (10°)

contiene el menor nimero de Ct, y como se puede identificar en la Figura 18 es

la primera curva en cruzar el umbral, por lo que su amplificacion es la primera

en detectarse, seguida de las siguientes diluciones en orden descendente

hasta la dilucién 10°. En la Figura 19 se observa las curvas logaritmicas,

indicando de manera mas visible la interseccion de cada curva con el umbral,

determinando especificamente el Ct de cada uno.
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Por medio de los datos obtenidos de la curva logaritmica, se obtiene la curva
lineal entre cada Ct obtenido y el logaritmo de la concentracién inicial standard
de cada dilucién respectivamente (Figura 20). Los parametros obtenidos del
coeficiente de correlacion, pendiente, intercepto en Y, y la eficiencia se
encuentran en la Tabla 13. El R? obtenido fue de 0,996, el cual se encuentra
cercano a 1, lo que indica que se encuentra dentro del parametro 6ptimo; la
eficiencia se encontré en un 99,77% lo que también indica que se encuentra

dentro del rango aceptable.

El desarrollo de una PCR en Tiempo Real en Clonorchis sinensis de Cai y
colaboradores, (2012), indica que el coeficiente de correlacién obtenido fue de
0,990 utilizando 7 diluciones, como en este caso, llegando al 100% de
sensibilidad, superando a los resultados obtenidos por microscopia,
demostrando la superioridad de las técnicas moleculares, especialmente la
PCR en Tiempo Real, sobre las técnicas de microscopia (Cai , 2012). El
coeficiente de correlacién obtenido en este proyecto fue de 0,996 siendo
ligeramente mayor al obtenido por Cai , 2012, esto indica que cada dilucién
probada se duplica constantemente en cada ciclo y la correlacion entre el

namero de ciclos de umbral (Ct) en cada punto es aproximadamente el mismo.

Segun Cai (2012) y Kelly (2016), indica que para obtener una eficiencia al
100% o cercana, el Ct de cada dilucion debe variar en -3,3 ciclos a la siguiente.
Por lo que se puede determinar que la curva de calibrado realizada en este
apartado es altamente eficiente y que los parametros de los experimentos 1, 2
y 3 (realizados anteriormente) son correctos para el desarrollo de la técnica
(Kelly, 2016; Cai, 2012).
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Ct ciclo de umbral de cada dilucion del GenBlock y Cantidad inicial logaritmica

de cada una.

Dilucion

le9a
le8 a
le7 a
le6 a
leb5a
led a
le3 a

Amplificacion

5000,00
4000,00

3000,00

RFU

2000,00

1000,00

Ct

8,99
12,18
16,06
18,44
22,48
26,15
29,31

= 1E92

Cantidad
inicial Dilucion
logaritmica
9,000 1e9b
8,000 le8 b
7,000 le7 b
6,000 le6 b
5,000 le5b
4,000 led4 b
3,000 le3 b

Ct

10,35
12,11
16,04
19,18
22,24
25,66
29,58

CURVA DE CALIBRADO GENBLOCK

1E6a 1E5a = 1E43 = 1E33 = 1E9b —— 1E8b

1E8a 1E7a =

e 1 E7}) s 1E6D 1ESb

1E4b 1E3b NTC s NTC o Ct

Cantidad

inicial

logaritmica

9,000
8,000
7,000
6,000
5,000
4,000
3,000

-1000,00

ClcLos

Figura 18. Amplificacion de diluciones del GenBlock (1E9-1E3).

a. RFU Unidad de fluorescencia relativa

b. RFU (eje Y) vs. nimero de ciclos (eje X).

c. NTC Control Negativo.

50
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Curva logaritmica

CURVALOG DE CALIBRADO GENBLOCK

——1E% 1E8a 1E7a ——1E6a 1E5a = 1E4a =——1E3a ——1E9b ——1E8b

e | E7D e 1EGD 1ESh 1E4b 1E3D = NTC s NTC e C

’ /
15 /
1
05
0
5 10 15 20 25 30 35 40 s 50

05

ARN

CiCLos

Figura 19. Curva logaritmica de la amplificacion de las diluciones del GenBlock,

interseccion de cada curva con el umbral.

o

(Ct) Ciclo de Umbral.
b. (ARn) Log 10 de RFU

c. RFU Unidades de fluorescencia relativa

o

RFU (eje Y) vs. nimero de ciclos (eje X).

Curva de calibrado

Tabla 13.
Parametros obtenidos de la curva de calibrado.
Fluor6foro Eficiencia% Pendiente Intercepto enY R?

FAM 99,77 -3,328 39,162 0,996
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CURVA DE CALIBRADO
—8— CurvaA CurvaB  oeeeeees Lineal (Curva A) Lineal (Curva B)
35,00 y =-3,4049x+39,516
R2=0,998
30,00 .
™ =-3,2501x + 38,808
g ' R? =0,9948
25,00 N =0,
20,00
-
8]
15,00
10,00 \,
5,00
0,00
0000 1,000 2,000 3000 4000 5000 6000 7,000 8000 9,000 10,000

LSQ

Figura 20. Curva de calibrado, grafico lineal.
a. (Log SQ) Cantidad inicial logaritmica (eje Y) vs. (Ct) Ciclo de Umbral (eje X).

5.3.2. Curva de calibrado: Amphimerus adulto

El Ct (Tabla. 14) obtenido de cada curva indica el nimero de ciclo en el cual la
fluorescencia obtenida cruza el umbral. De igual manera como se puede
observar en las Figuras 21 y 22 la amplificacion de cada dilucién y el punto de
interseccion de cada una. Los resultados indican que la concentracion mas alta

de ADN de Amphimerus mantiene un Ct menor a las demas curvas.

La curva de calibrado obtenida de la amplificacion de ADN de adulto de
Amphimerus indica un coeficiente de correlacién de 0,985 el cual se encuentra
dentro del rango optimo, al igual que la eficiencia obtenida de 96,46% como se
muestra en la Tabla 15. La Figura 23 indica la curva de calibrado con ADN de

Amphimerus adulto.
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Segun Horgan, (2002), y Schmittgen, (2008) indican que la realizacién de una
curva de calibrado con el ADN de las muestras y no con el GenBlock, es de
gran importancia debido a la presencia de varios factores que puede contener
una muestra como inhibidores de la PCR, falencias en la extraccion de ADN,
residuos de individuos, contaminaciones, etc. Por lo que los resultados
obtenidos indican si estos factores mantienen un efecto sobre la técnica. En
este caso los pardmetros tanto de eficiencia como del coeficiente de
correlacién indican que la extraccion de ADN, residuos y contaminaciones que
podria tener el parasito adulto, no afectan al desarrollo de la técnica (Horgan,
2002; Schmittgen, 2008).

Tabla 14.
Ct ciclo de umbral de cada dilucion de ADN de Amphimerus adulto.

Dilucién (ng/ul) Ct

77 23,69
60 24,13
40 24,87
20 25,35
10 26,86
5 27,80

NTC -
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Amplificacién
CURVA DE CALIBRADO AMPHIMERUS
ADULTO
—] ] 60 40 —20 10 =——5 =—NTC =—C(t
6000,00
5000,00
4000,00
- 3000,00
= 2000,00
/
1000,00
0,00 ~— —
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

-1000,00
CICLOS

Figura 21. Amplificacion de diluciones de ADN de Amphimerus adulto (77-5
ng/ul).

a. RFU Unidad de fluorescencia relativa
b. RFU (eje Y) vs. numero de ciclos (eje X).

c. NTC Control Negativo.

Curvas logaritmicas

CURVA LOG AMPHIMERUS ADULTO

77 60 40

20 10 5 NTC Ct

4,00

3,50
3,00 / /—”_-
2,50 \ /
20 2 30 35 40 45 50

2,00

ARN

1,50

1,00

o / /

. ‘

0 5 10 15 5
CICLOS

0,00

-0,50

Figura 22. Curva logaritmica de la amplificacion de las diluciones de ADN de

Amphimerus adulto, interseccion de cada curva con el umbral.
a. (Ct) Ciclo de Umbral.
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b. (ARn) Log 10 de RFU
c. RFU Unidades de fluorescencia relativa

d. RFU (eje Y) vs. nimero de ciclos (eje X).

Curva de calibrado

Tabla 15.
Parametros obtenidos de la curva de calibrado, ADN de Amphimerus adulto.
Eficiencia Intercepto en R?

Fluoréforo Pendiente
% Y
FAM 96,46 -3,410 30,150 0,985

Curva de calibrado Amphimerus Adulto

2,000 y =-0,289x + 8,734
R? =0,9855

1,800
1,600
1,400
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200
0,000

23,00 24,00 25,00 26,00 27,00 28,00 29,00

Log SQ

Cq Mean

Figura 23. Curva de calibrado, grafico lineal.
a. (Log SQ) Cantidad inicial logaritmica (eje Y) vs. (Ct) Ciclo de Umbral (eje X).

5.4. Sensibilidad

5.4.1. Sensibilidad por numero de metacercarias

Como se puede observar en la Tabla 16 y en la Figura 24, la amplificacién de

1, 3 y 5 metacercarias fue positiva con un Ct de 23,20; 21,79 y 25,98
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respectivamente. La sensibilidad determinada en este ensayo es del 100%, ya
gue el objetivo de esta prueba fue identificar si la técnica puede detectar como
minimo una metacercaria y resultd positivo en 3 de 3 ensayos. La eficiencia se
determind mediante los ensayos de Bustin y colaboradores, (2009), el cual
obtuvo una sensibilidad del 100%, debido a que se obtiene por el nimero de
muestras positivas sobre el nimero de muestras totales por 100% (Bustin,
2009). Una sensibilidad del 100% indica que la técnica es altamente efectiva
dentro de los parametros estandarizados y dentro de las muestras probadas
(Cai , 2012). Por lo que se puede determinar que la PCR en tiempo real,
estandarizada en este proyecto, es 100% sensible para la deteccion de minimo
1 metacercaria, en los pardmetros obtenidos de la previa estandarizacion.
Estudios realizados para la deteccion de trematodos por PCR en tiempo real
(cuantificacién absoluta) en sus diferentes estadios como el de cercaria (Kelly ,
2016) encontrados en el primer intermediario del ciclo (moluscos), indicaron
que la sensibilidad de la técnica fue del 100% ya que determinaba un minimo

de 1 cercaria.

Tabla 16.
Numero de metacercarias, (Ct) Ciclo de umbral.
Metacercarias Ct
(unidades)
1A 23,20
3A 21,79

5A 25,98
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SENSIBILIDAD METACERCARIAS

A e—3A DA NTC Ct

7000,00
6000,00
5000,00

4000,00

RFU

3000,00

2000,00

1000,00

0,00

-1000,00
CYCLES

Figura 24. Amplificacion de metacercarias por unidades (1,3 y 5

metacercarias).

a. RFU Unidad de fluorescencia relativa
b. RFU (eje Y) vs. numero de ciclos (eje X).

c. NTC Control Negativo.

5.4.2. Sensibilidad por concentracién de ADN

e Concentracion maxima

Como se muestra en la Tabla 17 y la Figura 25 el Ct de cada muestra indica un
resultado descendente segun la concentracion, la muestra con mayor
concentracion mantiene el menor Ct, lo cual indica que las concentraciones
menores a 90 ng/ul son Optimas para su desarrollo. Sin embargo, no se pudo
determinar la concentracion maxima limite para esta técnica, debido a la falta
de obtencidn de mayores concentraciones en la extraccion de ADN. Para que
la amplificacion sea 6ptima para la deteccion de trematodos de vias biliares, la
concentracion de ADN debe encontrarse en el rango de 20 a 100 ng/ul (Kelly,
2016).



Tabla 17.

Ct ciclo de umbral de concentracion méaxima de ADN de Amphimerus spp.

Concentracioén

(ng/ul)
90 ng/ul
85 ng/ul
80 ng/ul
75 ng/ul
NTC

Ct

24,22
24,61
24,68
25,08

SENSIBILIDAD: CONCENTRACION MAXIMA

—90A 85A

6000,00

5000,00

4000,00

3000,00

RFU

2000,00

1000,00

80A =——75A =——NTC —C(t

0,00

0 5 10 15 20

-1000,00

25 30 35 40 45 50
CICLOS
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Figura 25. Amplificacion de concentraciones maximas de ADN de Amphimerus

spp. (90, 85, 80y 75 ng/l).

a. RFU Unidad de fluorescencia relativa
b. RFU (eje Y) vs. numero de ciclos (eje X).

c. NTC Control Negativo.

e Concentraciéon minima

Como se puede observar en la Tabla. 18 el Ct maximo obtenido fue de la

dilucion de 0,5 ng/pl, el cual cruza el umbral al ciclo 29,26 como se muestra en

la Figura 26. La concentracibn minima detectable fue de 0,05 ng/ul, que

equivale a 50 pg/ul. Estudios, como el de (Rahman, 2011), indican que la

concentracion minima detectable por la gPCR es de 1 pg/upl por lo que se

considera una técnica altamente sensible. Las posibles causas de que la

técnica no haya amplificado en las dltimas concentraciones pueden ser debido

a la presencia de inhibidores de la PCR que impidan el desarrollo de la técnica

con una concentracion de ADN baja, el inhibidor probable en este caso es el
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chelex, usado para la extraccibon de ADN de Amphimerus, ya que
investigaciones indican que este compuesto puede detener el desarrollo de la
técnica (Lamballerie, 1992; Walsh, 1991). Otro factor puede ser el error de
pipeteo al momento de realizar las diluciones o la adicion de ADN al mix de
PCR. Estudios indican que le error de pipeteo se genera en un 10% por cada
experimento realizado (Bergeron, 2003; Schilling, 2005; Varkonyi, 2007).

Tabla 18.

Ct ciclo de umbral de concentracion minima de ADN de Amphimerus spp.
Concentracion

(ng/ul) “
0,5ng/ul 29,26
0,1ng/ul 43,33
0,05ng/ul 44,63

0,025ng/ul -
0,010ng/ul -
0,001ng/ul -

NTC -

SENSIBILIDAD: CONCENTRACION MINIMA

NTC 0,001ng/ul 0,5ng/ul

0,1ng/ul 0,05ng/ul

0,025ng/ul

0,010 ng/ul

Ct

2500,00

2000,00

1500,00

RFU

1000,00

“N

oo \ %
B

-500,00

CICLOS

Figura 26. Amplificacion de concentraciones minimas de ADN de Amphimerus
spp. (0,5; 0,1; 0,05; 0,025; 0,01 y 0,001 ng/ul).

a. RFU Unidad de fluorescencia relativa
b. RFU (eje Y) vs. nimero de ciclos (eje X).

c. NTC Control Negativo.
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5.5. Especificidad empleando ADN de otros trematodos (Paragonimus y

Fasciola).

Las curvas representadas en la Figura 27 y los resultados obtenidos del Ct
(Tabla. 19) indican que no hubo amplificacién en las muestras de Fasciola y
Paragonimus lo cual determina la especificidad de la técnica. Como ya se
mencion6 anteriormente en el Capitulo Il, las tres principales trematodiasis en
el Ecuador son: fasciolasis, paragonimiasis y amphimeriasis. Por esta razon se
escogié a estos géneros y no a Clonorchis y Opisthorchis que son los mas
cercanos a Amphimerus. Otra razén por la que no se probd con estos géneros

es debido a la falta de muestras de Clonorchis y Opisthorchis.

Tabla 19.
Prueba de especificidad con Fasciola sp. y Paragonimus sp.
Muestra Ct Muestra Ct
Fasciola 1 (a) - Fasciola 1 (b) -
Fasciola 2 (a) - Fasciola 2 (b) -
Paragonimus 1 (a) - Parag(()Q;mus ! -
Paragonimus 2 (a) - Parag(()g)lmus 2 -

Amphimerus (a) 26,52 Amphimerus (b) 26,52

Nota: (Ct)ciclo de umbral, (a) repeticién 1, (b) repeticién 2, Amphimerus control positivo.
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ESPECIFICIDAD: FASCIOLA SP. Y PARAGONIMUS SP.

Fasciola 1 (a) ——Fasciola 2 (a) Fasciola 1 (b) Fasciola 2 (b) Amphimerus (a)

Paragonimus 1 (a) Paragonimus 2 (a) Amphimerus (b) Paragonimus 1 (b)
NTC (a) NTC (b) ct

Paragonimus 2 (b)

000,00

5000,00

4000,00

3000,00

RFU

2000,00

1000,00

0,00 e R - . i _ EE——

-1000,00
cIcLos

Figura 27. Amplificacion de muestras de Fasciola y Paragonimus.

a. RFU Unidad de fluorescencia relativa
b. RFU (eje Y) vs. numero de ciclos (eje X).

c. NTC Control Negativo.

5.6. Muestras: Tejido de pez trucha infectado con Amphimerus spp.

5.6.1. Experimento 1: Mdasculo de trucha infectado con ADN de

Amphimerus adulto después de la extraccién.

Los datos resultantes del Ct (Tabla. 20) indican que las primeras muestras en
cruzar el umbral son las que contienen menor cantidad de musculo (1mg)
mientras que el aumento de cantidad retarda la reaccion por lo que la

amplificacion cruza varios ciclos después.
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Tabla 20.
Musculo de Trucha infectado con ADN de Amphimerus adulto por duplicado.
Peso Muestra Muestra
Ct Ct
(mg) (a) (b)

1mg MT+AA (a) 30,31 MT+AA (b) 30,27
5mg MT+AA (a) 31,67 MT+AA(b) 39,44
10 mg MT+AA (a) 30,73 MT+AA (b) 39,84
50 mg MT+AA (a) 31,717 MT+AA(b) 41,85

Nota: (MT) musculo de trucha, (AA) ADN de Amphimerus adulto, (Ct) ciclo de umbral, (a)

repeticion 1, (b) repeticion 2.

Ademas, se puede observar que la presencia de musculo de pescado afecta a
la amplificacién, como se puede observar en la Tabla. 20 y Figura 28 los cuales
indican que el Ct resultante del control positivo 23,36 y 22,99 ciclos para la
repeticion 1 y 2 respectivamente. Al comparar con el Ct de las muestras se
puede observar que el control positivo cruza aproximadamente 7,115 ciclos
antes que las muestras. Esto se debe a la concentracion de ADN inicial de los
controles y las muestras, mientras que el ADN del control fue exclusivamente
ADN de Amphimerus, las muestras contenian ADN de pescado en cantidades
de 1, 5, 10 y 50 mg por lo que afecta la concentracion de ADN colocada en la
reaccion. Finalmente, se puede determinar que la cantidad de musculo de
pescado afecta a la cantidad inicial de ADN de Amphimerus y por ende a la
amplificacion resultante y el nUmero de ciclos por que la amplificacién cruza el
umbral (Ct).

Tabla 21.

Controles utilizados en la infeccion de Mdusculo de Trucha con ADN de
Amphimerus adulto.

Tipo de control Ct
Control negativo Musculo de Trucha (a) 1 mg -
Control positivo Amphimerus adulto (a) 90 ng/ul 23,36
Control negativo NTC (a) -
Control negativo Musculo de Trucha (b) 1 mg -
Control positivo Amphimerus adulto (b) 90 ng/ul 22,99

Control negativo NTC (b) -

Nota: (a) repeticién 1, (b) repeticién 2.



79

MUSCULO DE TRUCHA INFECTADO CON ADN DE AMPHIMERUS ADULTO

= 1mg MT+AA(a) 5mg MT+AA() 10mg MT+AA(a) = 50mg MT+AA(a) 1mg MT+AA(b)
—— 5mg MT+AA(b) = 10mg MT+AA(b) = 50mg MT+AA(b) —1mg MT (a) ——90ng/ul AA (a)
— 1mg MT (b) 90ng/ul AA (b) NTC (a) NTC (b) Ct

6000,00

5000,00

4000,00

3000,00

RFU

2000,00

1000,00

&

0 5 10 15

0,00

50

-1000,00

CICLOS

Figura 28. Amplificacion de Mdusculo de trucha infectado con ADN de

Amphimerus adulto.

a. RFU Unidad de fluorescencia relativa
b. RFU (eje Y) vs. numero de ciclos (eje X).

c. NTC Control Negativo.

5.6.2. Experimento 2: Musculo de trucha infectado con ADN de

Metacercaria después de la extraccion

Como se puede observar en la Tabla. 22 los resultados indican que la muestra
con menor cantidad de musculo cruza el umbral a 35,11 ciclos mientras que la
muestra con mayor cantidad cruza aproximadamente al ciclo 41,77 (promedio
entre repeticion 1 y 2). La cantidad de musculo afecta a la concentracion de
ADN de metacercaria como se puede comparar con la Tabla. 23 el control
positivo utilizado fue ADN de metacercaria el cual cruza el umbral al ciclo 26,
40 (promedio de repeticion 1y 2) y como se puede observar en la Figura 29 la
fluorescencia relativa final del control y las muestras mantienen una alta
diferencia. Sin embargo, a pesar la poca cantidad de ADN resultante

Amphimerus, se puede determinar que a 50mg de musculo de pescado es
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detectable 36 ng de ADN de metacercaria. Por o que se puede determinar la

técnica es altamente sensible para muestras con musculo de pez.

Tabla 22.
Muasculo de Trucha infectado con ADN de Amphimerus en estado de
metacercaria por duplicado.

Izne;sé(; Mugs)tra Ct Mu(%s)tra Ct
1mg MT(;;“et MT+met (b) 35,11
5mg MT(;;net 38,44 MT+met(b) -
10 mg M'I'(J;;net 44,91 MT+met (b) -
50 mg MT(;;net 38,15 MT+met (b) 45,39

Nota: (MT) musculo de trucha, (met) ADN de metacercaria, (Ct) ciclo de umbral, (a) repeticion
1, (b) repeticion 2.

Tabla 23.
Controles utilizados en la infeccién de Mdusculo de Trucha con ADN de
Amphimerus en estado de metacercaria.

Tipo de control Ct
Control negativo Musculo de Trucha (a) 1 mg -
Control positivo (A;r)nphlmerus metacercaria 36 ng/ul 26,77
Control negativo NTC (a) -
Control negativo Musculo de Trucha (b) 1 mg -
Control positivo ,(Ak\)r)nphlmerus metacercaria 36 ng/ul 26,03

Control negativo NTC (b) -

Nota: (a) repeticion 1, (b) repeticion 2.
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Figura 29. Amplificacibn de Mdasculo de trucha infectado con ADN

Amphimerus en estado de metacercaria.

a. RFU Unidad de fluorescencia relativa
b. RFU (eje Y) vs. numero de ciclos (eje X).

c. NTC Control Negativo.
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5.6.3. Experimento 3: Musculo de Trucha y metacercaria extraccion con

Chelex 1y 2

Los resultados obtenidos (Tabla. 24 y 25) demuestran la amplificacion de

Amphimerus en cada peso. El menor peso de musculo (1 mg) cruza el umbral

al ciclo 22,83 (promedio de la repeticion 1 y 2 Tabla. 25), mientras que el

resultado del mayor peso (50 mg) cruza el umbral en el ciclo 42,77 (Tabla. 24).

Al comparar los resultados de las Tablas. 24 y 25 con la Tabla. 23 se puede

observar que las muestras infectadas con una metacercaria de Amphimerus

cruzan el umbral un aproximado de 12,275 ciclos antes que las infectadas con

ADN de metacercaria, lo cual indica que las metacercarias contenian 12,275

mas ADN que la anterior infeccion.

50
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Los resultados de la Tabla. 24 indican que no hubo amplificacion en los pesos
1 y 5 mg en ambas repeticiones, mientras que en la Tabla. 25 no hubo
amplificacion en los pesos 10 y 50 mg. Esto se debe a la separacion de
metacercarias por medio de microscopia, ya que se debe a una técnica poco
sensible, las metacercarias colocadas para los ensayos pudieron ser
metacercarias de otro trematodo o pudieron ser confundidas con contaminacion

de la digestion artificial de peces lo que genera resultados negativos.

Como se puede observar en la Tabla. 26 y Figuras 30 y 31 el cruce del umbral
por el control positivo (ADN de metacercaria a 36 ng/ul) y muestras del peso de
1 mg (extraccion 1y 2) indican que las muestras mantienen un menor Ct en
comparacién a los controles por lo que contienen una mayor cantidad de ADN
inicial. Esto se debe a varios factores: tamafio de las metacercarias, ya que
pueden haber metacercarias de mayor tamafio o menor; o a al tipo de
extraccion y tiempo de almacenamiento. Las extracciones tanto del control
positivo como el de las muestras fueron realizadas por chelex al 10%, como se
ha mencionado anteriormente, degrada el ADN en funcién del tiempo. El
control positivo fue extraido 1 mes antes de las muestras por lo que la

concentracion pudo haber cambiado y afectado a los resultados.

Tabla 24.
Musculo de Trucha infectado con Amphimerus en estado de metacercaria,

extraccion con Chelex 1, por duplicado.

Tneig(; Muestra (a) Ct Muestra (b) Ct
MTymet MTymet
1mg CX1(a) - CX1(b) -
5m MTymet i MTymet i
9 CX1(a) CX1(b)
MTymet MTymet
10 mg CX1(a) 24,31 CX1(b) 24,09
MTymet i MTymet
50 mg CX1(a) CX1(b) 42,77

Nota: (MT) musculo de trucha, (met) metacercaria, (CX1) extraccion con Chelex 1, (Ct) ciclo de
umbral, (a) repeticién 1, (b) repeticién 2.



Tabla 25.

Musculo de Trucha infectado con Amphimerus en estado

extraccion con Chelex 2, por duplicado.

Peso
(mg)
1mg

5mg
10 mg

50 mg

Muestra (a) Ct Muestra (b)
MTymet MTymet
CX2(a) 2EeE CX2(b)
MTymet MTymet
CX2(a) 36,00 CX2(b)
MTymet i MTymet
CX2(a) CX2(b)
MTymet i MTymet
CX2(a) CX2(b)
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de metacercaria,

Ct
22,14

42,38

Nota: (MT) musculo de trucha, (met) metacercaria, (CX2) extraccion con Chelex 2, (Ct) ciclo de
umbral, (a) repeticién 1, (b) repeticion 2.

Tabla 26.

Controles utilizados en la infeccién de Musculo de Trucha con Amphimerus en

estado de metacercaria, extraccion con Chelex 1y 2.

Tipo de control

Control negativo
Control positivo

Control negativo
Control negativo

Control positivo

Control negativo

Musculo de Trucha (a) 1 mg
Amphimerus metacercaria 36 ng/ul
(a)

NTC (a)

Musculo de Trucha (b) 1 mg
,&Tpmmerus metacercaria 5o ng/ul
NTC (b)

Nota: (a) repeticion 1, (b) repeticion 2.

Ct

26,77

26,03
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MUSCULO DE TRUCHA Y METACERCARIA EXTRACCION CON CHELEX 1

1mg MTymet CX1{a) ====5mg MTymet CX1(a) ====10mg MTymet CX1{a) === 50mg MTymet CX1(s) === 1mg MTymet CX1{b]
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Figura 30. Amplificacion de musculo de trucha infectado con Amphimerus en

estado de metacercaria, extraccion con Chelex 1.
RFU Unidad de fluorescencia relativa
RFU (eje Y) vs. numero de ciclos (eje X).

c. NTC Control Negativo.

MUSCULO DE TRUCHA Y METACERCARIA EXTRACCION CON CHELEX 2

1mg MTymet Cx2(a) Smg MTymet CX2(a) 10mg MTymet CX2{a) 50mg MTymet CX2(a) 1mg MTymet CX2(b)
Smg MTymet CX2(b) s 10mg MTymet CX2(b) s 50mg MTymet CX2{b) s 1mg MT (a) e 360E Ul et (2]
—1mg MT () 36ng/ul met (b) NTC (a) NTC () i3
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Figura 31. Amplificacion de musculo de trucha infectado con Amphimerus en

estado de metacercaria, extraccion con chelex 2.
a. RFU Unidad de fluorescencia relativa
b. RFU (eje Y) vs. nimero de ciclos (eje X).

c. NTC Control Negativo.
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5.7. Cuantificacion absoluta

Varias investigaciones como Rahman y colaboradores, (2011), utilizan la PCR
en tiempo real absoluta para la cuantificacion de huevos en muestras de heces
de ratas infectadas, las ratas fueron infectadas con 1, 5, 10, 50 y 100
metacercarias y se detecto la carga de infeccion, después de varias semanas,
por medio de la amplificacion de los huevos encontrados de Clonorchis
sinensis en las heces. Los resultados obtenidos generaron un coeficiente de
correlacién (R?) de 0,96 el cual fue cercano a 1, lo que indica que los datos de
la amplificacion de huevos son directamente proporcionales a la cantidad de
metacercarias utilizadas para la infeccion (Rahman, 2011). Sin embargo, se
realizd un ensayo para determinar si la cuantificacion absoluta era factible para
la deteccion del numero aproximado de metacercarias en una muestra. Los
resultados de la cuantificacion de ADN obtenido de la extraccion no mantenian
una correlacion con el numero de metacercarias por lo que no fueron
directamente proporcional. Como se puede observar en la Figura 32 el
coeficiente de correlaciéon de cada repeticion se encuentra muy por debajo de
lo 6ptimo (cercano a 1), por lo que no es posible realizar la cuantificacién
relativa.

CONCENTRACION DE AND VS. NUMERO DE METACERCARIAS

== Repeticion 1 Repeticion 2

Lineal (Repeticion 1) Lineal (Repeticion 2)

160 y=0,8069x + 68,727
R2=0,1221

140

y=0,6709x+ 60,038
2_
120 R*=0,1552

100

80

NG/UL

60

40

20

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
NUMERO DE METACERCARIAS

Figura 32. concentracién de ADN vs. el nimero de metacercarias.

a. (R? coeficiente de correlacion.
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Esta variacion de datos se debe a varios factores: a) el tamafio de las
metacercarias no es el mismo, por lo que existen metacercarias mas robustas y
otras pequefias y la cantidad de ADN no es standard, debido a que se trata de
un organismo pluricelular, en el cual la cantidad de ADN es directamente
proporcional al tamafio. b) Como se ha mencionado anteriormente, la
microscopia es una técnica empleada para la deteccion y separacion de
metacercarias (Touch, 2009), sin embargo, la sensibilidad, eficiencia y
especificidad no son aceptables. Por lo que pudo haber generado
equivocaciones y confusiones, entre las metacercarias de Amphimerus spp. y
residuos de digestion de pescados (Dung , 2014). Sin embargo, investigaciones
como la de Kelly y colaboradores, (2016), realizaron la cuantificacion de
cercarias halladas en los intermediarios primarios mediante PCR en tiempo
real. Indicaron que para la cuantificacion de organismos pluricelulares es
necesario realizar varias repeticiones de cada experimento y numero de

organismos, se recomienda realizar un minimo de 3 repeticiones (Kelly, 2016).
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

La técnica de PCR en tiempo real resultdé ser altamente efectiva, eficiente,
sensible y eficaz para la deteccion del parasito Amphimerus spp., ho solo en
estado puro sino también en musculo de peces infectados y no infectados. Los
resultados se obtuvieron de manera inmediata, mediante la visualizacion en
software, por lo que elimina las técnicas post PCR como la revelacion de
resultados en gel de agarosa, reduciendo costos, gasto de recursos,
contaminaciones, errores de pipeteo y del tipo humano. Obteniendo resultados

rapidos, seguros y confiables.

Los cebadores y sonda disefiados para este proyecto resultaron ser éptimos
para la identificacion de la regién ITS2 de Amphimerus spp. no solo por la
sensibilidad obtenida en los ensayos, la cual fue del 100%, sino también en la
especificidad ya que no se determind amplificacion en las especies de

Paragonimus sp. y Fasciola sp.

Se demostrd que la extraccidon por el método de Chelex al 10% no interfiere de
manera significativa en la amplificacion de las muestras de Amphimerus adulto,
en estado de metacercaria y muestras de musculo de pescado infectadas.
Resultando ser una técnica rapida, efectiva y econdémica. Sin embargo, el
deterioro del ADN en funcion del tiempo de esta técnica puede afectar a la

sensibilidad.

Los parametros Optimos obtenidos del gradiente de temperatura de hibridacion,
denaturacion y concentracion de cebadores fueron de 62°C, 95°C y 0,9 uM
respectivamente, las curvas de calibracion indicaron una eficiencia cercana al
100% y un coeficiente de correlacion cercano a 1. Sin embargo, a pesar de la
obtencion de los parametros Optimos por medio de la estandarizacion, se
determind mediante de un andlisis estadistico que no existen diferencias

significativas entre los resultados (P > 0,05). Por lo que se puede concluir que
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los ensayos realizados entre los rangos establecidos generan resultados

positivos.

La PCR en tiempo real ha demostrado tener una sensibilidad mayor a las
técnicas de microscopia, la sensibilidad obtenida en este proyecto indico que la
técnica es Optima para determinar un minimo de una metacercaria ya sea en
estado puro o en conjunto con musculo de pez de hasta 50mg. También se
determind la sensibilidad de la técnica en contraccion minima de ADN, la cual
fue de 0,05 ng/ul, lo que indica que es altamente sensible para la deteccion de
metacercarias en musculo de pez ya que la concentracion de ADN es mayor al
minimo obtenido. Finalmente, la sensibilidad total de las muestras fue del 100%
para cada uno de los ensayos con distintos pesos y cantidades de musculo de

pez.

Se determin6 que el estadio del trematodo de vias biliares Amphimerus spp.,
ya sea adulto o metacercaria no afecta a la sensibilidad, eficiencia y
especificidad de la técnica, por lo que es seguro su utilizacion en cualquier

estadio ya sea de huevo, larvario o adulto.

Los ensayos no solo determinaron la sensibilidad de la técnica, sino también
una especificidad del 100%, ya que las pruebas con Paragonimus sp.
y Fasciola sp. resultaron negativas. Lo cual agrega validez a la técnica, debido
a que las tres especies se encuentran cercanas en las mismas zonas
endémicas. Lo que asegura que la amplificacion obtenida representa

Unicamente a Amphimerus spp.

A pesar de que se utiliza una técnica molecular cuantitativa, no se pudo
cuantificar el nimero de metacercarias de cada muestra debido a las
irregularidades obtenidas en la separacidon de metacercarias por medio de
microscopia y la concentracion de ADN de cada ensayo, el coeficiente de
correlacién resulté por debajo de lo 6ptimo (R < 1) en méas de un 90%, por lo
gue se puede concluir que la cuantificacion de metacercarias no es posible

mediante este conjunto de métodos.
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6.2. Recomendaciones

La temperatura y gradiente de cebadores son los 6ptimos para esta técnica, sin
embargo, se recomienda realizar pruebas previo a la utilizacion de este
protocolo, ya que se debe tomar en cuenta que los resultados obtenidos fueron
a 2800 msnm por lo que las condiciones atmosféricas son distintas a las

encontradas a nivel del mar.

Se recomienda el uso de los cebadores y sonda para otras variantes de la PCR
como la PCR en punto final y RT-PCR en tiempo real, debido a su alta

especificidad para deteccidn de la regién ITS2 de Amphimerus spp.

Se recomienda el uso de la técnica molecular PCR en tiempo real para la
identificacion de Amphimerus spp. de peces de agua dulce. Debido a su alta

especificidad, sensibilidad y eficacia.

Se recomienda tomar en cuenta los parametros de la curva de calibracion
antes de realizar cualquier ensayo cuantitativo o prueba en muestras, ya que

indica la eficiencia de la técnica y los parametros utilizados.

Si los resultados son negativos, se recomienda realizar una dilucién de ADN a
10 ng/ul previo a su prueba para determinar si la muestra es negativa de

manera mas exacta.

Para la separacion de metacercarias por medio de microscopia, debe tomarse
la precaucion de asegurarse que las metacercarias pertenezcan a Amphimerus
spp.y que se encuentren en el tubo a extraer, para evitar pérdidas de

resultados.

Se recomienda el uso de esta técnica para la deteccion de huevos de
Amphimerus spp. en muestras de heces humanas como método de diagnostico

y la cuantificacidon de la posible carga infectiva.
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También se recomienda el uso, para la deteccion de los diferentes estadios
larvarios de Amphimerus spp. en los primeros intermediarios de su ciclo vital
(moluscos) como los caracoles de agua dulce, para la incriminacion de

especies intermediarias tanto primarias como secundarias.

Es recomendable el uso en estudios epidemioldgicos para determinar los tipos
y especies de vectores como peces y moluscos de Amphimerus spp. y la
creacion de mapas de amphimeriasis en ecosistemas parecidos al del Rio
Cayapas, provincia de Esmeraldas y en el canton Jipijapa, Provincia de
Manabi. Para establecer de forma precisa las areas endémicas y afectadas por
este trematodo hepatico.

Se recomienda el uso de esta técnica en la vigilancia epidemiologica y
ecoldgica para conocer estadios especificos del ciclo de vida en los huéspedes
primarios y secundarios. Esto podria ayudar a determinar la emergencia y
reemergencia de esta enfermedad en zonas previamente tratadas o0 no

infectadas.
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