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RESUMEN

La fasciolosis es una de las parasitosis hepaticas mas importantes del pais.
Actualmente, las principales limitaciones del control de esta enfermedad son el
correcto diagnostico y la progresiva resistencia al triclabendazol, que es el farmaco
recomendado para su tratamiento. Por tal motivo, el presente trabajo propone i)
desarrollar y evaluar la precision diagnéstica de LAMP (Loop-Mediated isothermal
amplification) aplicando una optimizacion en la extraccion de ADN en heces de
bovinos y ii) evaluar la eficacia fasciolicida in vitro de los extractos de ajo.
Investigacion 1: Estudio donde se desarrolla una nueva prueba LAMP optimizando
la extraccion de ADN evaluando su precision diagndstica. Se optimiz6 la técnica
de extraccion de ADN para F. hepatica combinando la técnica coproldgica de
sedimentacion (concentracion de huevos de F. hepatica) y la técnica de lisis con
perlas de Zirconia/Silica en un homogenizador de alta velocidad a 6m/s durante 40
seg; estas dos técnicas se acoplaron a kits de extraccion de ADN comerciales. Para
el desarrollo de la prueba LAMP se disefiaron primers especificos para la region
ITS-1 optimizando las condiciones de la prueba para ejecutarlo a 60°C por 40 min.
Para la evaluacién de la precision diagnéstica de LAMP, se utiliz6 un disefio de
casos y controles colectando 139 muestras de heces de bovinos sacrificados en el
“Frigorifico camal San Pedro” en Lurin-Perd. Las muestras se clasificaron como
positivas y negativas usando la inspeccion hepética post mortem y la microscopia
de huevos en bilis. LAMP optimizado con la técnica de extraccion de ADN logré
una sensibilidad del 87.8% (IC 95%: 80.4% - 93.2%) y especificidad del 100 % (IC

95%: 85.8% - 100%), con un likelihood ratio negativo de 0.12 (1C95: 0.08 - 0.19).



Investigacion 2: Estudio experimental donde se evalué la eficacia trematicida de
extractos de ajos in vitro. Estadios adultos de F. hepatica fueron incubados durante
48 h expuestos a 10 pg/ml de aceite esencial de ajo, 10 pg/ml de extracto acuoso
de ajo y 15 pg/ml de triclabendazol sulfoxido usando 112 fasciolas por cada
tratamiento. La eficacia se evalué con el porcentaje de fasciolas totalmente
paralizadas por cada grupo. Los adultos de F. hepatica incubados con
triclabendazol sulféxido (15 pg/ml) mostraron un mayor porcentaje de fasciolas
paralizadas con respecto al extracto acuoso (16.9 vs 0 %; P<0.002) y aceite esencial
(16.9 vs 4.5%; P<0.001). Adicionalmente, se hizo una evaluacion de dosis-
respuesta determinando que la concentracion letal 50 (CLso) del aceite esencial de
ajo fue de 0.066 mg/ml, mientras que el CLso del extracto acuoso de ajo fue de 8.37

mg/ml, estas concentraciones no mostraron efectos citotoxicos.

Se concluye que la técnica LAMP con la extraccion optimizada de ADN es una
prueba diagndstica sensible y altamente especifica para el diagnostico de la
fasciolosis bovina y que el extractos acuoso y aceite esencial de ajo a concentracion
de 10 pg/ml muestra una actividad fasciolicida in vitro inferior al triclabendazol
sulfoxido a 15 pg/ml. No obstante, a mayores concentraciones, los extractos de ajos

si evidencian actividad fasciolicida sin actividad citotdxica.

Palabras clave: In vitro, LAMP, Precision diagndstica, Fasciola hepatica,

Peru.



ABSTRACT

Fasciolosis is one of the most important liver parasitosis in the country. Currently,
the main limitations in the control of this disease are the correct diagnosis and the
progressive resistance to triclabendazole, which is the drug recommended for its
treatment. For this reason, the present work proposes i) to develop and evaluate the
diagnostic accuracy of LAMP (Loop-Mediated isothermal amplification) applying
an optimization in the extraction of DNA in bovine feces and ii) to evaluate the in
vitro fasciolicide efficacy of the extracts of garlic.

Investigation 1: Study where a new LAMP test is developed, optimizing DNA
extraction, evaluating its diagnostic accuracy. The DNA extraction technique for F.
hepatica was optimized by combining the stool sedimentation technique (F.
hepatica eggs concentration) and the lysis technique with Zirconia/Silica beads in
a high-speed homogenizer at 6m/s for 40 sec; these two techniques were coupled
with commercial DNA extraction kits. For the development of the LAMP test,
specific primers were designed for the ITS-1 region, optimizing the test conditions
to run it at 60°C for 40 min. For the evaluation of the diagnostic accuracy of LAMP,
a case-control design was used, collecting 139 fecal samples from bovines
slaughtered in the "Frigorifico camal San Pedro" in Lurin-Perd. Samples were
classified as positive and negative using postmortem liver inspection and egg in bile
microscopy. LAMP optimized with the DNA extraction technique achieved a
sensitivity of 87.8% (95% CI: 80.4% - 93.2%) and a specificity of 100% (95% ClI.
85.8% - 100%), with a negative likelihood ratio of 0.12. (C195: 0.08 - 0.19).
Investigation 2: Experimental study where the trematicidal efficacy of garlic

extracts was evaluated in vitro. Adult stages of F. hepatica were incubated for 48 h



exposed to 10 pg/ml garlic essential oil, 10 pg/ml aqueous garlic extract and 15
pg/ml triclabendazole sulfoxide using 112 flukes for each treatment. Efficacy was
evaluated with the percentage of totally paralyzed flukes for each group. Adults of
F. hepatica incubated with triclabendazole sulfoxide (15 pg/ml) showed a higher
percentage of paralyzed flukes with respect to aqueous extracts (16.9 vs 0%;
P<0.002) and essential oils (16.9 vs 4.5%; P< 0.001). Additionally, a dose-response
evaluation was made, determining that the lethal concentration 50 (LC50) of the
essential oil of garlic was 0.066 mg/ml, while the LC50 of the aqueous extract of

garlic was 8.37 mg/ml; these concentrations were not showed cytotoxic effects.

In conclusion, LAMP technique with optimized DNA extraction is a sensitive and
highly specific diagnostic test for the diagnosis of bovine fasciolosis and that the
aqueous extracts and essential oil of garlic at a concentration of 10 pg/ml show
fasciolicidal activity in vitro lower than triclabendazole sulfoxide at 15 pg/ml.
However, at higher concentrations, garlic extracts do show fasciolicidal activity

without cytotoxic activity.

Keywords: In vitro, LAMP, Diagnostic accuracy, Fasciola hepatica, Peru



I. INTRODUCCION

La fasciolosis es una zoonosis parasitaria ampliamente distribuida a nivel
mundial causada por el trematodo Fasciola spp. Se estima que en las Gltimas dos
décadas la fasciolosis ha afectado a aproximadamente 17 millones de personas y ha
tenido un impacto negativo en la economia de la ganaderia, generando pérdidas
anuales de 3 billones de dolares a nivel mundial (1,2). El impacto de la fasciolosis
tanto en la salud animal como en la salud pablica ha llevado a que la OMS la
clasifique como una enfermedad tropical desatendida y que deba de ser abordada

desde un enfoque de una sola salud (3).

Hospederos vy ciclo de vida

La fasciolosis en el Per es causado por Fasciola hepatica, un trematodo
que se transmite por vegetales y agua. F. hepatica tiene un ciclo indirecto
necesitando de hospederos intermediarios (que permiten el desarrollo de estadios
larvarios) y definitivos (que permiten el desarrollo hasta su fase adulta). Se ha
reportado una amplia lista de hospederos definitivos como bovinos (4), caprinos,
ovinos, suinos (5), camélidos sudamericanos (6), cavidos (7,8), cérvidos (9),
equinos (10) y el hombre (11,12). Estos hospederos son infectados por F. hepatica
al consumir vegetales o aguas contaminadas con el estadio infectante (metacercaria)
(13).

F. hepatica tiene como hospederos intermediarios a caracoles de la familia
Lymnaeidae que tienen distribucion a nivel mundial. En el Per( se conocen tres
especies de caracoles limneidos que han sido naturalmente infectados por las

formas larvarias de F. hepatica: Pseudosuccinea columella reportado en Tingo



Maria (14), Ucayali, Cajamarca, la Libertad (15) Cusco, Puno (16) y en la zona
amazonica con frontera con Brasil (17); Lymnaea diaphana reportado en Arequipa
(18) y Lymnaea viatrix reportado en Cajamarca, Valle del Mantaro (19) y sierra sur
del Peru (16). Estas especies han sido clasificadas en base a su morfologia; no
obstante, se han reportado otras especies clasificadas por técnicas moleculares.
Galba truncatula y Lymnaea neotropicans han sido reportada en Cajamarca a través
del secuenciamiento del ITS-2, pero también se ha reportado la presencia de L.
schirazensis, este ultimo sin evidencia de forma larvaria de F. hepatica, pero
presente en zonas endémicas (20,21). Estos caracoles son conocidos como el grupo
Galba/Fossaria y se caracterizan por ser el vector de F. hepatica con morfologia
pequefia (2 - 10 mm de largo), dextrdgiros, de concha conica- piramidal estando
distribuidos en todos los continentes. Sin embargo, los caracoles del género Radix
tienen morfologia semejante a los del grupo Galba/Fossaria, pero con mayor
tamafio (11 — 20 cm de largo) siendo vectores de F. gigantica distribuidos
principalmente en Africa y Asia; cabe resaltar que el género Radix no han sido
reportado en el Peru al igual que F. gigantica (16,22,23).

El ciclo de vida se lleva a cabo de igual manera en todos los hospederos. El
estadio adulto de F. hepatica libera huevos no embrionados en los conductos
biliares, estos llegan a la vesicula biliar donde son liberados al intestino para salir
al medio ambiente por las heces. Cuando los huevos llegan al exterior necesitan
caer en fuentes de agua para poder embrionar. Una vez embrionado, se forma el
miracidio que sale al exterior después de 9-21 dias a 15-25°C. EI miracidio es un
estadio larvario con motilidad, que nada en busca de los caracoles limneidos

(hospederos intermediarios) para ingresar dentro de ellos. Una vez dentro del



caracol, el miracidio se desarrolla a esporocisto, redia y finalmente cercaria en 6 a
7 semanas (24). La cercaria es un estadio mavil, el cual sale del caracol alcanzando
fuentes de agua donde nada por corto tiempo (1 h) hasta encontrar superficies
solidas como plantas acuaticas, donde pierde su cola (que le brinda motilidad) y
forma una capa quistica denominada metacercaria. La metacercaria se vuelve
infectiva para los hospederos definitivos a partir de las 24 a 72 h de su formacion.
Es comun encontrar metacercarias adheridas a la superficie de plantas acuaticas,
pero también puede encontrarse flotando en la superficie del agua. Esta forma
quistica les brinda caracteristicas resistentes a los factores fisicos logrando
sobrevivir hasta mas de un afio en el medio ambiente. Los hospederos definitivos
se infectan con F. hepatica al consumir plantas o aguas contaminadas con la
metacercaria (25).

Cuando la metacercaria ingresa al hospedero definitivo por la via oral, llega
al intestino y por accion de las enzimas digestivas se libera el estadio juvenil o
inmaduro dentro de ella. El estadio juvenil perfora el intestino en solo unas horas,
migra por la cavidad peritoneal y llega al higado en 6-10 dias aproximadamente,
donde perfora la capsula de Glisson (26,27). Una vez dentro del higado, el estadio
juvenil de F. hepatica vive en el paréngquima alimentandose de hemorragias y tejido
hepético destruido debido a su actividad migratoria. Esta actividad migratoria se
Ileva a cabo en 6 a 8 semanas aproximadamente, donde finalmente migra hacia los
conductos biliares. La forma adulta de F. hepatica es alcanzada en los conductos
biliares y es ahi donde deposita cerca de 20 0000 a 24 000 huevos por dia que seran

liberados hacia la vesicula biliar, luego al intestino y finalmente al exterior a través



de las heces. El estadio adulto se alimenta de la sangre, bilis y tejidos hepaticos del

hospedero, logrando vivir hasta por mas de 10 afios (28) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida de Fasciola hepatica. Fuente: CDC.gov

Epidemiologia

Fasciola hepatica es un parasito que esta distribuido a nivel mundial. Los
paises sudamericanos que albergan comunidades rurales andinas con altos niveles
de pobreza presentan una de las prevalencias mas elevadas alcanzando prevalencias
mayores del 50% en rumiantes (29,30) y del 10% en humanos (2,31,32). Estas
zonas endémicas tanto de fasciolosis humana y animal han sido reportadas en
Ecuador (33), Argentina (34,35), Colombia (30,36) Bolivia (37,38) y Peru
(4,29,32,39).

La amplia distribucion de la fasciolosis a nivel mundial se debe a la
capacidad de adaptacion a condiciones adversas de los caracoles vectores (familia

Lymnaeidae). Los caracoles necesitan de aguas frescas para su desarrollo, estas



fuentes de agua las obtienen de fuentes naturales como las lluvias, rios, lagos, pero
también de fuentes artificiales como las irrigaciones para fines agricolas. Estas
fuentes artificiales de agua generan ambientes favorables para los caracoles, donde
en presencia de la ganaderia, logran cerrar el ciclo bioldgico (28). Los caracoles de
la familia Lymnaeidae pueden vivir en amplios rangos altitudinales desde alturas
bajo el nivel del mar hasta alturas mayores a 4000 m.s.n.m. (16,40). También se
conoce que los caracoles vectores de F. hepatica tienen predileccion a climas
templados como los valles andinos, no obstante, en los Ultimos afios se ha reportado
su adaptacion a climas tropicales como los de la Amazonia (41), donde han
infectado a especies nativas nunca antes reportadas (8). La reciente aparicion de
esta enfermedad en zonas no reportadas se asocia a las modificaciones medio-
ambientales debido al cambio climéatico, cambios demograficos, generaciéon de
nuevas zonas agricolas muchas veces con importacién de ganado (42,43) entre otros
factores que adn siguen en investigacion.

La fasciolosis es una enfermedad parasitaria con prevalencias oscilantes que
pueden variar drasticamente en distintas regiones. En base a la frecuencia de los
casos, se ha clasificado a la fasciolosis humana como hipoendémica en regiones
con prevalencias menores al 1% y con un promedio de huevos por gramos por heces
(hpg) menor de 50; regiones mesoendémicas con prevalencias entre 1 al 10% con
cargas parasitarias promedio de 100 — 300 hpg y zonas hiperendémicas con
prevalencias mayores al 10% y con cargas parasitarias promedio mayores a 1000
hpg (3). Sin embargo, esta clasificacion difiere en la fasciolosis animal, donde al
presentar mayores prevalencias en rumiantes que en humanos, se clasifican como

zonas hipoendémicas aquellas que presentan prevalencias menores al 10%,



mesoendémicas a regiones con prevalencias entre 10 a 50% e hiperendémicas en

aquellas regiones con prevalencias mayores al 50% (29).

Patologia y presentacién clinica

La fasciolosis tanto humana como animal es variable en su presentacion
clinica, siendo algunos casos sintomaticos y asintomaticos. La presentacion clinica
toma mucha relevancia en la fasciolosis humana mientras que en la fasciolosis
animal se considera mas las pérdidas econémicas y reduccion de los parametros
productivos. La presentacion clinica ha sido clasificada tradicionalmente en 2 fases:
La fasciolosis aguda y cronica (44). La fasciolosis aguda corresponde a las primeras
8 semanas hasta 3 meses de infeccion y esta asociado a las lesiones causadas por
migracion del estadio juvenil del intestino hasta el higado. En este proceso
migratorio, el parésito genera acciones traumaticas en diferentes drganos (intestino,
cavidad peritoneal e higado). Una vez en el higado puede producir lesiones
hemorragicas, abscesos, necrosis, fibrosis manifestadndose en signos clinicos como
fiebre, anorexia, dolor abdominal y alteraciones gastrointestinales. En la fase
cronica, F. hepatica alcanza su estadio adulto y se localiza en los conductos biliares,
donde la acumulaciéon de estos parasitos y la secrecion de enzimas digestivas causan
obstruccion biliar y colangitis con hiperplasia epitelial, produciendo cuadros
clinicos con c6lico biliar, dolor epigastrico e ictericia. La fase cronica puede durar
afios teniendo en cuenta que el paréasito tiene una esperanza de vida de mas de 10

anos (27,28,45) .



Diagnostico

Los avances en las Ultimas décadas en las tecnologias diagndsticas apuntan
a mejorar los programas de control y a incrementar el conocimiento sobre esta
parasitosis. La microscopia sigue siendo una herramienta diagnostica fundamental
en el control de la fasciolosis. Su bajo costo, su gran nivel de evidencia (se observa
directamente la presencia del parasito) y facil implementacion en laboratorios de
bajo presupuesto lo han llevado a ser considerado como la prueba gold estandar. El
diagndstico microscdpico para la fasciolosis se basa en la observacion de huevos en
heces de los individuos infectados. Las muestras fecales pasan por la técnica
coprologica de “sedimentacién”, que consiste en dejar sedimentar los huevos en
agua, debido al gran tamafio de los huevos (46) . Esta técnica ha recibido diversas
modificaciones que han sido adaptadas a la necesidad de cada laboratorio o
investigador (47,48). No obstante, las limitaciones de esta técnica radican en la
necesidad de un personal altamente capacitado que logre identificar correctamente
los huevos de F. hepatica, tampoco se puede realizar el diagndstico durante la fase
pre-patente (estadio juvenil) debido a que el paréasito todavia no produce huevos y
presenta una baja sensibilidad diagndstica asociado a la carga de hpg (49).
Dependiendo de la modificacion usada, la técnica de microscopia puede alcanzar
sensibilidades diagndsticas del 30 al 70% (47,50); sin embargo, diversos estudios
han demostrado que el analisis seriado de heces (por triplicado) o el analisis de >30g
de heces puede aumentar la sensibilidad hasta en un 90% (51).

La serologia es una alternativa diagnostica a la microscopia mucho mas
sensible y capaz de detectar la fase aguda o migratoria de F. hepatica. La serologia

se basa en la deteccion de anticuerpos contra antigenos especificos de F. hepatica,



estos antigenos son productos de secrecion/excrecion (S/E) y son usado por muchos
laboratorios para la fabricacion de sus propios kits de ELISA (52). En el Peru, la
Unidad de Biotecnologia Molecular de los Laboratorios de Investigacion y
Desarrollo de Ciencia y Tecnologia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
desarroll6 una prueba diagndstica de ELISA usando como antigeno el Fas 2, que es
una cisteina proteinasa (53,54). El Fas2 ELISA, ha logrado alcanzar una
sensibilidad del 96.8% y especificidad del 91.2% (47). Otros estudios han reportado
sensibilidades del 90 — 97 % y especificidades del 95-97% de pruebas de ELISA
usando también antigenos S/E (55-57). A pesar de los beneficios de prueba de
ELISA, esta tiene la limitacion de solo poder detectar la exposicion y se ha
reportado reacciones cruzadas con otros parasitos relacionados (57,58).

Las técnicas moleculares son una alternativa para el diagndstico de la
fasciolosis pero con costos elevados. La PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
es la técnica molecular mas usada en la parasitologia y ha sido aplicada para el
diagnostico de la fasciolosis tanto humana como animal (34,59-62). Una de las
ventajas de las técnicas moleculares es que pueden detectar la presencia de F.
hepatica desde 2 a 5 semanas post infeccion en muestras de heces (59,63), a
diferencia de la microscopia que solo puede detectar la presencia en la fase patente
que es a partir de la 7ma u 8va semana post infeccidén (28). Con respecto a la
precision diagndstica, se ha obtenido sensibilidades del 66% y especificidades del
100% (60), necesitando de modificaciones para aumentar su sensibilidad (61,64).
Sin embargo, una de las principales limitaciones de la PCR es que necesita de

equipos costosos para su ejecucion como termocicladores y equipos de



electroforesis, necesita de 3 horas en promedio para su ejecucion y requiere de un
personal capacitado para la interpretacion de resultados (65).

Ante las limitaciones de la PCR, se han generado alternativas moleculares
isotérmicas. Las técnicas moleculares isotérmicas pueden amplificar el material
genético a una misma temperatura, evitando la necesidad de usar termocicladores
(66). Dentro de las pruebas diagnosticas mas usadas se tiene a LAMP (Loop-
Mediated isothermal amplification o amplificacion isotérmica mediada por
blucles), esta técnica molecular ha ganado popularidad en los Gltimos afios debido
a su sencillez, rapidez, gran especificidad y bajo costo en comparacion a la PCR.
LAMP se caracteriza por usar 3 pares de primers, necesita de una temperatura
constante que oscila entre 60 — 65°C para su ejecucion y este proceso toma en
promedio de 30 a 60 minutos; ademas, sus resultados se pueden interpretar de
diversas formas ya sea por colorimetria, electroforesis o fluorescencia (67). Existen
reportes del uso de LAMP para el diagnostico de la fasciolosis logrando detectar
concentraciones minimas de ADN de 10 ng/ul y sin reacciones cruzadas con otros
parasitos relacionados; sin embargo, se necesitan de modificaciones a la técnica

para aumentar la sensibilidad diagnostica en muestras fecales (68-70).

Tratamiento

Triclabenzadol es el tratamiento de eleccion para la fasciolosis siendo
efectivo tanto para los estadios adultos y juveniles (71). El triclabendazol es un
benzimidazol que tiene como mecanismo de accion la union a las o y  tubulina
causando despolimerizacién de los microtubulos citoplasmaticos, generando una

paralisis de F. hepatica con inhibicion de los procesos de alimentacion y digestion



(72). Se conoce que el triclabendazol tiene un espectro antiparasitario muy
especifico para pocas especies parasitarias como F. hepatica, F. gigantica (73) y
Fascioloides magna (74); pero poca efectividad en nematodos y cestodos (75,76).
El triclabendazol fue utilizado como fasciolicida desde los afios 80, mostrando gran
efectividad durante més de 20 afios (71). La dosis recomendada para el tratamiento
de la fasciolosis es de 10 mg/kg con intervalos de una o dos dosis de 12-24 h (FDA);
no obstante, se han reportado diferentes protocolos de dosificacion (77-79).
Diversos estudios han evidenciado la eficacia de triclabendazol contra la fasciolosis
humana en un 60% en una sola dosis y del 75 — 100% en dos dosis (77,80,81). No
obstante, en casos de fasciolosis animal, se han reportado eficacias del 100% a solo
una dosis de 10-12 mg/kg (82,83).

Debido a la gran eficacia del triclabendazol, éste se ha usado masivamente
durante mas de 30 afios generando reportes de resistencia a nivel mundial. En la
ultima década, se han reportado diversos casos de resistencia de fasciolosis humana
y animal en Inglaterra (84) , Escocia, Paises bajos (85,86) Australia (87), Chile
(88,89), Argentina (90) entre otros paises. En el Per(, se han reportado diversos
casos de resistencia en rumiantes, evidenciando reducidas eficacias del
triclabendazol hasta en un 31% en Cajamarca (79) y 34% en Jauja (91), ambas
eficacias fueron evaluadas con la prueba de reduccién de recuento de huevos
(FECRT). La situacion es igual de preocupante con la fasciolosis humana, en el
Per(, se han reportado casos de resistencia donde el 30 — 50% de los individuos
tratados no obtuvieron una cura parasitoldgica ain después de mas de 2 dosis (92—

94),
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Por otro lado, también existen otros tratamientos farmacoldgicos
alternativos al triclabendazol, pero sin la misma eficacia. Albendazol es otro
benzimidazol que tiene buena eficacia contra F hepatica pero solo en estadios
adultos, alcanzando eficacias del 95% a dosis de 7.5mg/kg (95); no obstante,
también existe evidencia de resistencia a este farmaco (96,97). Clorsulén es una
sulfonamida que ha mostrado eficacias mayores al 90% en bovinos y ovinos (98);
sin embargo, su eficacia también se limita a estadios adultos (>8 semanas) y se ha
reportado casos de resistencia a este farmaco (97,99). Nitroxynil es un fenol
halogenado que representa una alternativa viable al triclabendazol, ha mostrado
eficacias del 80 — 90% pero solo en fasciolas adultas (88,100). Si bien, los farmacos
alternativos han mostrado algunas limitaciones, se han reportado buenos resultados
en combinacién entre ellos asi como el albenzazol y clorsuldn, sin registro aun de
resistencia (97).

Ante la aparicion de resistencia a diversos farmacos utilizados para el
control de la fasciolosis, se ha incrementado el interés en el uso de recursos
naturales. Se tiene conocimiento que las plantas tienen componentes bioactivos que
han sido usados ancestralmente en el tratamiento de enfermedades infecciosas y no
infecciosas (101). Estos recursos naturales, también han sido utilizadas como
tratamiento antiparasitario en cestodos, nematodos y trematodos (102). Dentro de
la gran biodiversidad vegetal, el ajo es una planta ancestral usada para tratar
diversos problemas parasitarios; ademas, es una planta de distribucion mundial,
producida a gran escala en Latinoamérica y de bajo costo. Existe diversa evidencia
cientifica que confirma sus propiedades antiparasitarias, asi se ha encontrado

eficacia contra cestodos como Echinococcus granulosus (103,104); nematodos
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como Haemonchus contortus, Oesophagostomun spp, Trichostrngylus spp,
Strongyloides spp (105,106); protozoarios como Eimeria vermiformis (107),
Trypanosoma spp, Leishmania spp (108); y trematodos como Schistosoma spp
(109,110) y Fasciola gigantica (111,112). Esta evidencia propone al ajo como una
alternativa de tratamiento contra la fasciolosis, necesitando de estudios para

evidenciar sus propiedades trematicidas contra F. hepatica.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La fasciolosis es una de las parasitosis hepaticas mas importantes en el
Per(. Afecta a ovinos (30,113), caprinos (114), camélidos sudamericanos (6),
bovinos (4) y accidentalmente al hombre (11,12). La fasciolosis bovina tiene una
distribucion a nivel mundial con altas prevalencias en Latinoamérica, siendo Per(
uno de los paises méas afectados. La frecuencia de la fasciolosis bovina en el Peru
es oscilante en diferentes zonas geogréficas, reportando prevalencias desde 30%
hasta 90% en las regiones alto andinas (4,29,115,116). La fasciolosis bovina genera
un gran impacto negativo en la ganaderia peruana. Las pérdidas econémicas se
estiman superiores a los 50 millones de dolares al afio basados en decomiso de
higados, baja en la productividad y los costos del tratamiento (117).

Para desarrollar un efectivo programa de control contra la fasciolosis
bovina, se necesitan de varios elementos, dentro de ellos una herramientas
diagndsticas de alta precision y reducido costo (2). Las pruebas diagnosticas
seroldgicas son herramientas de gran sensibilidad y especificidad, pero solo
detectan la exposicién a F. hepatica (55). La microscopia, es la herramienta
diagndstica méas usada; no obstante son pruebas de baja sensibilidad que necesitan
de un personal altamente calificado (118). Las técnicas moleculares son una
importante alternativa diagnostica con buen desempefio, pero necesitan de equipos
costosos y demandan mayor tiempo para su ejecucion (59). Las técnicas
moleculares isotérmicas, como la de amplificacion isotérmica mediada por bucles
(LAMP), nos permiten una ejecucion rapida, sin la necesidad de equipos costosos
y con resultados faciles de interpretar por colorimetria (67,119,120). No obstante,

los huevos de F. hepatica en heces son dificiles de romper; ademas, las muestras
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coproldgicas presentan multiples componentes que inhiben las reacciones
moleculares (121). Ante esta situacion, se han reportado nuevas estrategias de
extraccion de ADN en huevos de F. hepatica de muestras de fecales de rumiantes,
aumentando significativamente la eficiencia diagndstica en PCR (61,64). Estos
nuevos protocolos de extraccion, podria ser una oportunidad para mejorar la técnica
de LAMP en el diagndstico de la fasciolosis bovina, teniendo en cuenta que LAMP
es una herramienta diagndstica molecular versatil que se puede implementar en
programas de control en zonas endémicas rurales o cerca de ellas.

Otro componente importante para el control de infeccion es un tratamiento
eficaz. El triclabendazol es el farmaco recomendado para tratar la fasciolosis. No
obstante, en los Gltimos 20 afios se han reportado diversos casos de resistencia al
triclabendazol tanto en personas (77,93,122) como en ganado (79,91,123). Ante
esta situacion, es importante la busqueda de alternativas como el uso de plantas con
propiedades antiparasitarias que se han usado desde épocas ancestrales de manera
artesanal, siendo el ajo es una de ellas. En la actualidad, existe diversa evidencia
cientifica que confirma las propiedades antiparasitarias del ajo en trematodos como
Gigantocotyle explanatum (124), Schistosoma mansoni (125) y Fasciola gigantica
(111,112). Ante esta evidencia, las propiedades trematicidas de los extractos de ajos
generan una oportunidad en investigaciones de alternativas terapéuticas, teniendo
en cuenta que F. hepatica también es un paréasito de la clase de los trematodos y se
podria esperar resultados similares.

El no contar con el correcto diagnéstico y un eficaz tratamiento contra F.
hepatica son dos de los principales problemas para el control de esta parasitosis.

Por estas razones, el presente proyecto busca desarrollar y mejorar la precision
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diagnostica de la técnica molecular de LAMP para su aplicacion en laboratorios de
bajo presupuesto para el diagnostico de la fasciolosis bovina; ademas, de evaluar la

eficacia fasciolicida in vitro del extracto del ajo (A. sativum) contra F. hepatica.
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I11. CAPITULO 1: DESARROLLOY EVALUACION DE LA PRECISION
DIAGNOSTICA DE UN NUEVO LAMP OPTIMIZADO PARA EL
DIAGNOSTICO DE LA FASCIOLOSIS BOVINA

I11.1 Introduccion

La fasciolosis es generada por Fasciola hepatica, un trematodo que parasita
rumiantes y accidentalmente al hombre. La fasciolosis tiene una importancia
econodmica en la ganaderia peruana que debido a que genera aproximadamente 50
millones de soles al afio en pérdidas econdmicas asociadas al decomiso de higados,
al descenso de parametros productivos y a los gastos por tratamiento (117). La
prevalencia de fasciolosis bovina en el Peru es elevada, reportando prevalencias que
van desde el 30 % al 90% en los valles altoandinos (4,29,126). Esta alta prevalencia
se debe a la capacidad de los caracoles del género Lymnaea (hospedero
intermediario) para adaptarse a condiciones inhdspitas, donde muchas veces se
desarrolla la ganaderia (127).

En la actualidad existe una amplia gama de técnicas diagnosticas para la
fasciolosis. La deteccién microscopica de huevos en heces son las pruebas mas
usadas para el diagnostico de un individuo infectado; no obstante, la sensibilidad
depende de la carga parasitaria, del periodo pre-patente y de contar con un personal
capacitado para el proceso diagndstico. Las pruebas seroldgicas son una alternativa
diagnostica muy utilizada, pueden detectar infecciones agudas desde las 2 semanas
post infeccion; sin embargo, la serologia solo puede detectar la exposicion al
parasito (55,118). En los ultimos afios, las pruebas moleculares se han mostrado
como una importante alternativa para el diagnostico de la infeccidn de F. hepatica.
Las pruebas moleculares como la PCR, logran identificar el ADN de F. hepatica en

heces desde 1 semana post infeccion y con un buen desempefio diagndstico
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(59,128); pero necesitan de equipos costosos y de mayor tiempo para su ejecucion.
Las técnicas moleculares isotérmicas son una alternativa diagndstica de la PCR pero
de bajo presupuesto. La técnica molecular de LAMP, es una técnica de
amplificacion de ADN isotérmica que permite una ejecucion sin la necesidad de
equipos costosos (termocicladores y equipos de electroforesis), necesitan menos
tiempo de ejecucion que la PCR y presentan una facil interpretacion de resultados
basados en colorimetria (119,129).

El desarrollo de LAMP para el diagnéstico de F. hepatica, ha dado buenos
resultados en condiciones controladas mas no en condiciones de campo. Diversos
estudios han mostrado la gran sensibilidad y especificidad analitica de esta prueba;
no obstante, cuando se trabaja en muestras fecales su sensibilidad diagndstica se
reduce dréasticamente hasta un 18% (68,69,130). La baja sensibilidad encontrada en
estos estudios se asocia a la dureza de los huevos y a inhibidores propios de la
materia fecal que no son tratados apropiadamente en el proceso de extraccion de
ADN. En la actualidad, existen técnicas optimizadas de extraccion de ADN en
huevos de F. hepatica aplicadas a PCR basadas en la sedimentacion como técnica
de concentracion de huevos y la lisis de los mismos con perlas, logrando maximizar
la sensibilidad de la PCR hasta en un 99% Yy detectando muestras de heces con
menos de 10 huevos por gramo de heces (hpg) (61,64). Sin embargo, estas nuevas
técnicas de extraccion no han sido aplicadas a LAMP, proponiendo una gran
oportunidad para mejorar la precision diagnostica de esta versatil técnica.

Por esta razdn, el presente trabajo busca desarrollar y evaluar la precisién

diagnostica de la prueba de LAMP en heces de bovinos aplicando una técnica de
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extraccion de ADN optimizada, con la finalidad de obtener una prueba diagnostica

molecular rapida, versatil y de gran eficiencia en el diagndstico de la fasciolosis.
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I11.2  Pregunta de Investigacion

¢La nueva prueba diagnostica LAMP puede alcanzar una sensibilidad del 95% y
una especificidad del 99% para el diagnostico de la fasciolosis bovina en muestras

de heces?

111.3 Hipotesis

La nueva prueba diagnéstica LAMP optimizada alcanzara una sensibilidad del 95%

y una especificidad del 99% para el diagnoéstico de la fasciolosis bovina.

111.4 Objetivos

Objetivo general

- Desarrollar una técnica LAMP optimizada especifica para el diagnostico de

la fasciolosis bovina.

Obijetivos especificos

- Optimizar la técnica de extraccion de ADN en huevos de F. hepatica en
muestras fecales.

- Disefiar y estandarizar la prueba diagndstica LAMP para la deteccion de F.
hepatica en condiciones controladas.

- Evaluar la precision diagnostica de la técnica LAMP optimizada con la
nueva tecnica de extraccion de ADN en heces de bovinos naturalmente
infectados con F. hepatica.

- Comparar la precision diagnostica de LAMP optimizado con la técnica de

microscopia.
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I11.5 Materiales y Métodos

111.5.1 Disefio

El objetivo del presente estudio fue desarrollar una nueva prueba diagnostica
LAMP optimizando la extraccion de ADN; ademas de evaluar su precision
diagnostica para la deteccion de F. hepatica en muestras fecales de bovinos. Para
lograr este objetivo, primero se estandarizO una nueva técnica de extraccion de
ADN para muestras fecales usando como método de concentracion de huevos la
técnica de sedimentacion y con su posterior lisis usando perlas de Zirconia/Silica
en un homogenizador de alta velocidad que fueron acopladas al protocolo de kits
comerciales de extraccion de ADN. Luego se disefiaron primers de LAMP
especificos para la regién ITS-1 de F. hepatica y se optimizaron los pardmetros
para su correcta ejecucién. Finalmente, se colectaron muestras de heces de bovinos
sacrificados en el “Frigorifico Camal San Pedro”, localizado en el distrito de Lurin
de la provincia de Lima, para ejecutar la evaluacion de precision diagnostica del
nuevo LAMP usando un disefio de casos y controles (131) . Se identifico primero a
las muestras fecales positivas y negativas en base a la evaluacion hepatica post
mortem en el camal y un posterior andlisis de microscopia del contenido vesicular
del bovino sacrificado en el laboratorio; ademas, las muestras positivas fueron
colectadas de animales procedentes de zonas hiper-endémicas de fasciolosis
(Provincia de Cajamarca, Huanuco, Junin, Ayacucho, Apurimac, Huancavelica y
Cusco) y las muestras negativas procedentes de zonas hipo-endémicas (Lima)

(Figura 1).
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LAMP optimizado

Optimizacion de la extraccion de ADN en
huevos de F. hepatica

Estandarizacion de LAMP

Evaluacién de la precision diagndstica
con heces de bovinos naturalmente
infectados

Evaluacion de la sedimentacion + lisis de huevos
parasitarios con perlas aplicado a kit de extraccién ADN
como técnica de extraccion de ADN mejorada.

La técnica de extraccion de ADN mejorada se prueba en
LAMP con muestras fecales en condiciones controladas.

Disefio de primers

Evaluacion de la concentracion de reactivos para la
reaccion LAMP.

Evaluacidn de la sensibilidad y especificidad analitica

Colecta de muestras fecales de bovinos positivos y
negativos a F. hepatica.

Evaluacion del desempefio diagnéstico LAMP con la
técnica de extraccion ADN mejorada en las muestras
fecales de bovinos previamente identificadas.

Figura 1. Resumen de la metodologia aplicada en el estudio.

111.5.2 Poblacion y muestra

Todas las muestras utilizadas para la fase de evaluaciéon de la precision

diagndstica provinieron de bovinos sacrificados en el “Frigorifico Camal San

Pedro” de Lurin, Lima, Peru. Los bovinos fueron procedentes de zonas endemicas

de fasciolosis (Cajamarca, Huanuco, Junin, Ayacucho, Apurimac, Huancavelica,

Cusco y Lima). El muestreo se llevo a cabo entre los meses de octubre del 2019 a

febrero del 2020 aplicando un muestreo no probabilistico por conveniencia segun

el estado parasitario del animal en la evaluacion post mortem.

21



111.5.2.1  Criterios de seleccion

Se incluyeron a los bovinos sacrificados en el “Frigorifico Camal San Pedro”

con conocimiento previo de su estado parasitario de fasciolosis segun el analisis

post mortem.

Criterios de inclusién

Bovinos positivos a F. hepatica: Se aplicé una evaluacion post mortem del
higado por el Médico Veterinario del camal con posterior evaluacion por
microscopia del contenido vesicular en el laboratorio, como un “método de
referencia compuesto” (MRC) para definir el caso. EI MRC se aplica
cuando el método gold estandar no es perfecto, combinando diversas
técnicas diagnosticas (132). Ademas, los bovinos eran procedentes de zonas
hiperendémicas (Cajamarca, Huanuco, Junin, Ayacucho, Apurimac,
Huancavelica y Cusco).

Bovinos negativos a F. hepatica: Bovinos que procedian de zonas hipo-
endémicas (Lima) donde no se visualizd macroscopicamente la presencia
de F. hepatica en el higado después del analisis post mortem realizado por
el Médico Veterinario del camal y tampoco se encontrd huevos del parasito
por la evaluacion por microscopia de la vesicula biliar, este Gltimo analizado

posteriormente en el laboratorio (MRC).

Criterios de exclusion:

Se excluyeron los bovinos que hubieran salido positivos a la evaluacion

hepatica post-mortem pero posteriormente negativos a la prueba de
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microscopia del contenido vesicular para los controles positivos o bovinos
negativos a la evaluacion hepética post-mortem y positivos a la prueba de

microscopia de contenido vesicular para los controles negativos.

111.5.3 Recoleccidn y conservacion de muestras

Las muestras de heces fueron colectadas a nivel del recto y colocadas en
frascos de plasticos de boca ancha previamente rotuladas. Adicionalmente se
colectd la vesicula biliar realizando un corte en el conducto cistico con previo
amarre a nivel del cuello de la vesicula para ser almacenadas en bolsas plasticas
rotuladas hasta su procesamiento. Las muestras fecales y vesiculares fueron
transportadas a temperatura ambiente durante 3 horas aproximadamente hacia el
laboratorio de Parasitologia Animal de la Universidad Peruana Cayetano Heredia

donde fueron almacenadas a 6-8°C hasta su procesamiento.

111.5.3.1 Inspeccion post mortem de los bovinos

Los higados de los bovinos sacrificados fueron examinados como rutina
para la identificacién de F. hepatica por el Médico Veterinario del camal. Este
proceso se lleva a cabo inmediatamente después del eviscerado del bovino. La
evaluacion post-mortem del higado consiste en la visualizaciéon y palpacion del
organo entero buscando alguna alteracidn organoléptica compatible con una lesion
parasitaria (fibrosis, hiperplasia de los conductos biliares, abscesos, etc), seguido
de incisiones transversales para confirmar el caso a través de la observacion

macroscépica de F. hepatica.
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111.5.4 Procesamiento de muestras bioldgicas

Todas las muestras fueron procesadas en el laboratorio de Parasitologia
Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia y en el Laboratorio de
Microbiologia Molecular de la Facultad de Ciencias ambos procedentes de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia.

111.5.4.1  Microscopia
Técnica de Sedimentacién

Todas las muestras de heces fueron evaluadas con la técnica de
sedimentacion que fue usada como técnica de concentracion de huevos para
la extraccion de ADN y para el conteo de huevos por gramo de heces (hpg).
El protocolo de sedimentacion se desarroll6 basandose en el protocolo de

Calvani et al (61) con algunas modificaciones:

=

Se pesan 2 gramos de muestras fecales.

2. Se mezclan los 2 gramos de heces con agua de grifo y se homogeniza
en un frasco de 100 ml.

3. Se tamiza la solucion a través de un tamiz de metal de 270 um que
desemboca en un vaso cdnico de 200 ml. Inmediatamente se cubre con
agua hasta 1 cm por debajo del borde del vaso y se deja sedimentar
durante 15 minutos.

4. Pasados los 15 minutos, se eliminan 2/3 partes del sobrenadante.

5. Sevuelve a llenar el vaso de agua y se deja sedimentar durante 5 - 10

minutos (repetir este procedimiento hasta que el sobrenadante quede

limpio).
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6.

*Para la cuantificacion de huevos (hpg): Se pasa todo el sedimento del
paso 5 en una placa Petri y observar en un estereoscopio a 10X. El total
de huevos contabilizados se divide por 2.

*Para la extraccion de ADN, se pasa el sedimento obtenido (ya
cuantificado en hpg) en un tubo Falcon de 50 ml, se centrifuga por 2
minutos a 10 000 rpm para formar un pellet en el sedimento, del cual se

toman 250 mg para la extraccion de ADN.

La técnica de sedimentacion también se aplicé al contenido vesicular de todos los

bovinos seleccionados, para confirmar su estado parasitario y poder obtener huevos

limpios para la fase de estandarizacion, usando el siguiente protocolo:

1.

2.

111.5.4.2

Todo el contenido vesical se vierte en vasos conicos de 200 ml.

Se deja sedimentar durante 30 minutos (debido al grado de turbidez de
la bilis).

Se elimina 2/3 partes del sobrenadante e inmediatamente se cubre con
agua hasta por 1 cm por debajo del borde del vaso.

Se deja sedimentar durante 30 minutos.

Repetir el paso 4 varias veces hasta que el sobrenadante quede limpio).
Evaluar el sedimento en un microscopio a 10X. La presencia de 1 huevo
compatible con la estructura de F. hepatica confirma el caso positivo

(46).

Recoleccion de huevos limpios de F. hepatica

Para el aislamiento de huevos limpios de F. hepatica se aplico la técnica de

sedimentacion previamente detallada en la seccion 111.5.5.1 con el contenido
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vesical. Posterior al paso 5 de mencionada seccion, los huevos sedimentados fueron
recolectados, lavados con solucion PBS y almacenados entre 6 — 8°C en frascos de
boca ancha rotulados. Estos huevos fueron usados para la estandarizacion de la

técnica de extraccion de ADN y LAMP.

111.5.4.3  Optimizacion de la extraccion de ADN de huevos de F. hepatica

111.5.4.3.1 Evaluacion de la calidad de ADN extraido de huevos de F.

hepatica con Kits comerciales

Antes de iniciar la optimizacion de la extraccion de ADN, se evaluo la
eficacia de diversos kits comerciales en la extraccion de ADN en huevos de F.
hepatica previamente aislados (seccion 111.5.5.2). Se utiliz6 el kit comercial
Qiamp® Power fecal® Pro DNA kit (Qiagen, Usa) y el kit Wizard® SV Genomic
DNA Purification System (Promega, Usa). Cada kit comercial se prob6 en
aproximadamente 600 huevos limpios de F. hepatica siguiendo los protocolos del
fabricante. La calidad y concentracion de ADN extraido se evalué con el Thermo
Scientific™ NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (Thermo Fisher scientific, USA).
El andlisis de calidad de ADN evidencia que no se logra una extraccion de ADN

exitosa con ninguno de los kits de extraccion de ADN utilizados (Tabla 1).
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Tabla 1. Evaluacién de la calidad del ADN extraido de huevos limpios de F.

hepatica con diferentes kits comerciales

Repeticiones A260/A280 DNA extraido (ng/ul)
(600 huevos de ) ) _ )
. Kit Kit Kit Kit
F. hepatica por ) _
o Qiagen  Promega Qiagen Promega
repeticion)
1 0.16 0.97 -3.1 -1.4
2 0.16 0.7 0.3 0.9
3 0.1 0.65 0.5 -0.2

111.5.4.3.2 Optimizacion de lisis de huevos de F. hepatica

Para la optimizacion de la extraccion de ADN en huevos de F. hepatica, se
evaluo la técnica de ruptura con perlas de zirconia/silica para extraer el ADN en el
interior del huevo. Se us6 como referencia el protocolo de Calvani et al (61)
probando perlas de distintos didmetros (0.1 mm, 0.5 mm y 1mm) y distintas
cantidades (0.2, 0.5, 1 g en crioviales de 2 ml). Cada una de estas diferentes
combinaciones se probaron en 800 pl de solucion PBS conteniendo
aproximadamente 1000 huevos de F. hepatica limpios (seccion 111.5.5.2). Los
huevos de F. hepatica junto con las perlas en un criovial de 2 ml, fueron agitados
en un homogenizador de alta velocidad (Fast-Prep FP120 — Thermo Electron
Corporation, USA) durante 40 segundos a potencia de 6 m/s. Finalmente, los 800
pl conteniendo los huevos fueron retirados con una pipeta y observados en un

microscopio a 40X para confirmar su total ruptura.
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111.5.4.3.3  Extraccién optimizada de ADN en huevos de F. hepatica

en muestras fecales.

La optimizacion de la extraccion de ADN en muestra fecales se basa en la
aplicacion de la técnica de sedimentacion (seccién 111.5.5.1), como técnica de
concentracion de huevos para aumentar la sensibilidad diagnostica (61,64) y lisis
de huevos contenidos en el sedimento obtenido, previamente estandarizada (seccion
111.5.5.3.2) reemplazando los 800 pl de solucion PBS por 800 pl de buffer de lisis
del kit Qiamp® Power fecal® Pro DNA. Posteriormente se siguid con el protocolo
de extraccion segun las instrucciones del fabricante. EI ADN obtenido con esta
técnica, se aplica en la prueba de LAMP especifico para F. hepatica (seccion

111.5.5.4.2).

111.5.4.4  Desarrollo de la prueba diagnostica LAMP

111.5.4.4.1 Disefio de oligonucleétidos cebadores

Los oligonucleodtidos cebadores o “primers” especificos para F. hepatica
usados en el ensayo LAMP fueron disefiados en base a regiones conservadas del
espaciador transcrito interno 1 (ITS - 1). Las secuencias de nucleo6tidos usadas para
disefiar los oligonucledtidos se descargaron de la base de datos del GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) Se usaron diversas secuencias (Tabla 2)

de laregion ITS 1 de F. hepatica aisladas en el Pert (Cajamarca) y publicadas en
el Genbank de las cuales se alinearon usando el programa bioedit ® 7.2.6 para

obtener la secuencia consenso.
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Tabla 2 Secuencias de nucleétidos de ITS - 1 de F. hepatica peruana publicados

en el genbank y usados para la creacion de los oligonucleotidos cebadores de

LAMP.

Caodigo Genbank Especie procedencia Tamafio Pb
KJ689334.1 Sus scrofa domestica 433
KJ689333.1 Sus scrofa domestica 433
KJ689332.1 Sus scrofa domestica 433
KJ689329.1 Ovis aries 433
KJ689328.1 Ovis aries 433
KJ689327.1 Ovis aries 433
KJ689320.1 Bos taurus 433
KJ689324.1 Bos taurus 433
KJ689323.1 Bos taurus 433
KJ689322.1 Bos taurus 433
KJ689333.1 Bos taurus 433

Los oligonucleétidos fueron disefiados usando el software Primer Explorer

V5 (https://primerexplorer.jp). Los oligonucleotidos fueron disefiados teniendo en

cuenta las siguientes caracteristicas: AG (estabilidad) de los extremos de los
oligonucleotidos menor o igual a -4.0 kcal, teniendo un mayor énfasis en los
extremos 3'de F2/B2, F3/B3 y LF/LB y el 5°del F1c/Blc por su importancia en la
amplificacion del material genético. Contenido de CG entre 50 — 60%. La
Temperatura de melting de cada region entre 64- 66°C para F1c y Blc, entre 50 —
61°C para F2, B2, F3 y B3 y entre 64-66°C para los oligonucledtidos bucle.

También, se evalu6 la formacién de estructuras secundarias y dimeros con los
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oligonucledtidos disefiados usando el software Multiple Primer Analyzer

(www.thermofisher.com). Finalmente, la evaluacion de la especificidad in silico de

los oligonucledétidos se realizd con el software BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). EI BLAST comparé los primers creados

con toda la base de datos estandar del programa para confirmar la especificidad de
los mismos en la deteccion del gen ITS-1 de Fasciola hepatica. El software BLAST
evidencia reacciones cruzadas con Fasciola gigantica; no obstante, solo Fasciola
hepatica ha sido reportado en él Peru. Los oligonucleétidos disefiados se muestran
en el Tabla 3.

Tabla 3. Detalles de los oligonucleétidos del ensayo LAMP para la deteccion de

Fasciola hepatica.

Oligonucleotido cebador Longitud Secuencia5’- 3’

F3 (Forward outer
primer) 20 GACCGTCATGTCATGCGATA

B3 (Backward outer
primer) 20 CCTAGCACTACCAATCGTGG

FIP (Flc + F2) (Forward

inner primer) 40

GTAGGCACCCCATCAGTGTTCG -
ATTTGCGGACGGCTATGC

BIP (Blc + B2
( ) ACTCCGATGGTATGCTTGCGTC -

(Backward inner primer) 42
AGTACAACCCGTTCTCCTGG
LF (Loop forward primer)
20 TGCTGTGACCTCAATGAGCC
LB (Loop backward
17 TCGGGGCGCTTGTCCAA

primer)
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111.5.4.4.2 Optimizacion del ensayo LAMP

El ensayo LAMP se ejecutd inicialmente con un volumen de reaccion de 25
pl a concentraciones de 0.8M de Betaina (Sigma-Aldrich, USA), 6 mM de MgSO4
(New England BioLabs, UK), Buffer de amplificacion isotérmica 1x (conteniendo
2 mM de MgSOs) (New England BioLabs, UK), 1.4 mM de cada dNTP (dATP,
dCTP, dTTP, dGTP) (Invitrogen, USA), 8U de 2.0 Warm Start Bst-DNA
polimerasa (New England BioLabs, UK), templado de ADN (2 ul de ADN) y 1.5
pl de 1000X SYBR Green | concentrado en DMSO (Sigma-Aldrich, USA). Los
oligonucledtidos tuvieron una concentracion de 0.2 pM para cada F3/B3 primer,
1.6 uM para cada FIP/BIP primers y 0.8 uM para cada LF/LB primers. Para el
desarrollo del ensayo LAMP, los reactivos fueron pre-mezclados (10x LAMP
primer mix, 2x LAMP mix y master mix final) acorde al protocolo de Trangoni et
al (133) (Tabla 4, 5y 6). Todos los reactivos fueron almacenados a -20°C.

Tabla 4. Preparacion de la pre-mezcla 10x LAMP primer mix para el desarrollo
de LAMP

] 10x
Soluciéon  1x LAMP
) LAMP  Volumen*
Componentes Stock primer ]
] primer (uh)
M) mix (M)
mix (LM)

Agua libre nucleasas - 48
Primer F3 100 0.2 2 2
Primer B3 100 0.2 2 2
Primer FIP 100 1.6 16 16
Primer BIP 100 1.6 16 16
Primer LF 100 0.8 8 8
Primer LB 100 0.8 8 8

*Volumen final 100 pl
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Tabla 5. Preparacion de la pre-mezcla 2x LAMP mix para el desarrollo de LAMP

Componentes Solucion  1IxLAMP  2x LAMP  Volumen*
Stock mix mix (uh
Agua libre nucleasas - - - 124
betaina 5M 0.8 M 16M 160
dATP 100mM 1.4 mM 2.8 mM 14
dTTP 100mM 1.4 mM 2.8 mM 14
dCTP 100mM 1.4 mM 2.8 mM 14
dGTP 100mM 1.4 mM 2.8 mM 14
MgSO4 100mM 6mM 12 mM 60
Buffer amplificacion 1x 10X 1X 2X 100

*Volumen final 500 pl

Tabla 6. Preparacion del Master mix para una reaccion LAMP

Componentes Volumen total 25 pl Volumen total 10 pl
Agua libre de nucleasas 7 ul 2.6 ul

2X LAMP mix 125 ul 5 ul

10x LAMP primers mix 2.5 ul 1l

Bst polimerasa 1pl 0.4 ul

DNA 2 ul 1l

SYBR Green I* 2 ul 1.5 pl

*SYBR Green | es adicionado al terminar la reaccion de amplificacion.
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Una vez preparadas las pre mezclas de reactivos en los respectivos
microtubos se procedio a agregar el material genético para iniciar el protocolo
térmico (Tabla 5). El protocolo térmico se ejecutd en un termociclador (Eppendorf
AG, Alemania) y se evalu6 la correcta amplificacion del material genético con 2
esquemas diferentes:

e 60°C por 60 minutos (amplificacidén) con 80°C por 10 minutos (paralizacion
de reaccion)

e 62°C por 60 minutos (amplificacién) con 80°C por 10 minutos (paralizacion
de reaccion)

Una vez seleccionada la temperatura adecuada, se procedié a modificar el
volumen final de la amplificacion (10 y 25 pl) (Tabla 5) y posteriormente se prob6
el tiempo de incubacion (60 min, 50 min, 40 min y 30 min).

Interpretacion de resultados: Las muestras positivas evidencian una
coloracion verdosa a la observacion directa y presentan fluorescencia ante la
exposicion a la luz UV, las muestras negativas evidencian una coloracion
anaranjada a la observacion directa y ausencia de fluorescencia ante la exposicion
a la luz UV. Adicionalmente los productos amplificados fueron analizados con la
electroforesis de gel de agarosa al 2% con solucién tampon tris-acetato-EDTA

(TAE), aplicando 100V por 1h.
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I11.5.,5 Caracteristicas analiticas y diagnosticas de LAMP

111.5.5.1  Sensibilidad analitica

La minima cantidad de ADN de F. hepatica que puede detectar la reaccion
LAMP, fue evaluada haciendo diluciones seriadas (1:10) de ADN de F. hepatica
adulta de 1 ng/pl hasta 1x107° ng/pl.

También se evaluo la capacidad de la prueba diagnéstica de LAMP para la
deteccion de la minima cantidad de huevos en muestras fecales con la técnica de
extraccion optimizada (seccién 111.5.5.3.3). Se agregaron cantidades conocidas de
1, 5, 10 y 20 huevos en 250 mg de heces de las cuales se extrajo su ADN para

posteriormente ejecutar el ensayo LAMP.

111.5.5.2  Especificidad analitica (reacciones cruzadas)

La especificidad del LAMP para la deteccion exclusiva de F. hepatica, fue
evaluada con ADN extraido de especimenes previamente identificados como F.
hepatica (control positivo), Monieza benedeni, Trichostrongylus axei, Cyclocoelum
mutabile y Ogmogaster spp. Los especimenes de Moniezia benedeni y
Trichostrongylus axei fueron obtenidos del laboratorio de Parasitologia Animal de
FAVEZ-UPCH. Las muestras de Cyclocoelum mutabile y Ogmogaster spp fueron
donados por el Laboratorio de Epidemiologia y Economia Veterinaria de la
FAMEV-UNMSM. EI ADN de todas las muestras parasitarias fue extraido con el
kit Wizard® SV Genomic DNA Purification System (Promega, Usa) en el

Laboratorio de Parasitologia Animal de la UPCH.
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111.5.,5.3  Evaluacion de la precision diagndstica

Para evaluar la precision diagnostica de LAMP desarrollado y acoplado con
el método optimizado de extraccion de ADN fecal (seccidon 111.5.5.3.3), se
analizaron las muestras de heces positivas y negativas, las cuales fueron clasificadas

segun el “método de referencia compuesto” (seccion 111.5.2.1).

111.5.6 Calculo de tamafio de muestra

Se necesitd un total de 139 muestras de heces de bovinos, siendo 115
positivas y 24 muestras negativas, para estimar un 95% de sensibilidad y 99% de
especificidad con una precision de 4% con un intervalo de confianza del 95%. Se
espera una alta especificidad segun los resultados de Arifin y calvani (61,68),
también se espera lograr aumentar la sensibilidad de LAMP hasta un 95%, este
aumento de sensibilidad se reporta en el estudio de Calvani pero con la PCR (61).
Para determinar el tamafio de muestra se utilizd la férmula para estimar la

sensibilidad y especificidad de una prueba diagnostica segun Hajian-Tilaki (134).

111.5.7 Procesamiento y analisis estadistico

Para determinar la precision diagnéstica de LAMP con el método de
extraccion de ADN optimizado, se estimo la sensibilidad, especificidad, likelihood
ratio positivo y likelihood ratio negativo con sus respectivos intervalos de confianza
al 95%. Se uso como referencia el método MRC, compuesto por la evaluacion
hepatica post mortem y la técnica de sedimentacion en el contenido vesicular, para
confirmar la presencia o ausencia de F. hepatica en los bovinos evaluados. Se
comparé la precision diagnostica entre LAMP y la técnica de microscopia

utilizando la prueba de McNemar tanto para las muestras positivas y negativas;
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también se evalud la concordancia entre ambas pruebas con el coeficiente kappa de
Cohen, donde los valores kappa se interpretan como una concordancia pobre: <0,
leve: 0-0.2, aceptable: 0.21 — 0.4, moderada: 0.41 — 0.6, sustancial: 0.61 —0.8 y casi
perfecta: 0.81 — 1 (135). Todos los analisis fueron realizados con el programa

STATA 17 usando un nivel de significancia del 0.05.

111.5.8 Aspectos éticos

Este protocolo de tesis esta registrado en el Sistema Descentralizado de
Informacion y Seguimiento a la Investigacion (SIDISI) - Direccion Universitaria de
Investigacion, Ciencia y Tecnologia (DUICT), ademas de haber sido evaluado por
el Comité de Etica de la UPCH (CIEA-UPCH) y aprobado con el codigo 104002.

El presente proyecto no genera ningun riesgo animal. Las muestras
obtenidas de heces de animales sacrificados en el “Frigorifico Camal San Pedro”,
centro de beneficio que cuenta con todas las licencias que impone el estado peruano.
Asimismo, la confidencialidad de los datos de los ganaderos propietarios de los
animales reclutados en el estudio ha sido correctamente preservadas, codificando
toda la informacion recolectada en formato alfa-numérico, sin el registro del
nombre ganadero duefio del animal parasitado ni de la razén social del centro de

crianza.
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111.6 RESULTADOS

111.6.1 Optimizacion de las condiciones de lisis de huevos de F. hepatica

Los huevos de F.hepatica previamente aislados se lisaron usando el método
de perlas de zirconia/silica con un homogenizador de alta velocidad (Fast-Prep
FP120 — Thermo electron corporation, USA). Esta técnica logro la lisis de huevos
de F. hepatica a partir de 40 segundos con 6 m/s en una sola sesion. Perlas de 0.5
mm de diametro en adelante mostraron una mayor eficacia de lisis en una sola
sesion en comparacion a perlas de 0.1mm. Con respecto al peso de perlas usado,
0.5 gramos de perlas en un criovial, mostré buena eficacia en la ruptura de huevos
de F. hepatica; sin embargo, la lisis con un 1 gr de perlas dej6 fragmentos mas
pequefios (Figura 8). En base a estos resultados, se optd por seguir con un protocolo
de lisis usando de 1gr de perlas de 0.5 mm en un criovial de 2 ml con una sola sesion

de Fast-Prep de 40 segundos a 6 m/s (Tabla 7).

e A

¥
Fragmento de huevo de '
‘ F hepatica

' Fragmento de huevo de

’ Huevo de F. hepatica F. hepatica

Figura 2. Observacion microscopica (40x) de lisis de huevos de F. hepatica con
perlas de Zirconia/silica en Fast — Prep. a. 1 gr de perlas de 0.1 mm de didmetro con
40 seg a 6m/s no logra una total lisis de los huevos. b. Total lisis de huevos con 0.5
gr de perlas de 0.5 mm de diametro con 40 seg a 6 m/s. c. Se evidencia una total
lisis con residuos mas pequefios al usar 1 gr de perlas de 0.5 mm o 1mm de diametro

con 40 seg a 6m/s.
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Tabla 7. Capacidad de las perlas de zirconia/silica para la ruptura de huevos de
Fasciola hepatica en 1 sesion de Fast-prep a 6m/s por 40 s.

Diametro de las Perlas en microtubo (g)
perlas (mm) 0.2 0.5 1
0.1 + + +
0.5 + ++ +++
1 + ++ +++

+: Se evidencia algunos huevos de F. hepatica sin romper.
++: Se evidencia la ruptura de todos los huevos de F. hepatica.
+++: Todos los huevos de F. hepatica fueron lisados,

mostrando fragmentos residuales muy pequefios.

111.6.2 Optimizacion del ensayo LAMP

Volumen de reaccién: La evaluacion del volumen total usado para cada reaccion

LAMP evidencio que con 25 pl 'y 10 pl se amplifica correctamente el ADN objetivo

(Figura 2).

Figura 3. Reaccion LAMP usando volimenes de 25 pl y 10 pl. A: Visualizacion

colorimétrica de los productos LAMP con SYBR Green en los tubos de reaccion;
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B: Productos LAMP en microtubos con luz UV; C: Gel de electroforesis con los
productos LAMP. Anotaciones: 1 — control positivo 25 pl, 2 — control positivo 10
pl, 3 — control negativo 25 pl, 4 — control negativo 10 pl, M — Marcador de peso

molecular.

Protocolo térmico: La evaluacion de la temperatura para la amplificacion de ADN

con la técnica LAMP evidencid una correcta amplificacion del material genético
objetivo tanto con 60°C y con 62°C. En base a estos resultados se optd por usar una

temperatura de 62°C (Figura 3).

Figura 4. Reaccion LAMP usando distintos protocolos térmicos. A: Visualizacion

colorimétrica de los productos LAMP con SYBR Green en los tubos de reaccion;
B: Productos LAMP en microtubos con luz UV; C: Gel de electroforesis con

productos LAMP. Anotaciones: 1 —Control positivo a 60°C por 60 min, 2 — Control
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positivo a 62°C por 60 min, 3 - Control negativo sin ADN a 60°C por 60 min, 4 -

Control negativo sin ADN a 62°C por 60 min, M — Marcador de peso molecular.

Tiempo de amplificacion: La reaccion LAMP se ejecut6 correctamente con 60 min,

50 min y hasta con 40 min de amplificacion a 62°C; sin embargo, se evidencid una

amplificacion del ADN objetivo muy débil a 30 min con 62°C (Figura 4).

Figura 5. Reaccion LAMP usando distintos tiempos para la amplificacion. A:
Visualizacion colorimétrica de los productos LAMP con SYBR Green en tubos de
reaccion; B: Productos LAMP en microtubos con luz UV; C: Gel de electroforesis
con productos LAMP. Anotaciones: 1 — 62°C por 60 min, 2 — 62°C por 50 min, 3

—62°C por 40 min, 4 — 62°C por 30 min; 5 Control negativo.
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111.6.3 Sensibilidad analitica

La reaccion LAMP demostré una alta sensibilidad detectando el ADN

templado de F. hepatica hasta con 1x107 ng/ul (Figura 5).

L Bh

AR
4 5 6 7

Figura 6. Sensibilidad analitica de la reaccion LAMP para la deteccion F. hepatica
usando diluciones seriadas del templado de ADN. A: Visualizacion colorimétrica
de los productos LAMP con SYBR Green en los tubos de reaccion; B: Productos
LAMP en microtubos con luz UV; C: Gel de electroforesis con productos LAMP.
Anotaciones: tubos 1 — 6 representan diluciones seriadas de ADN de F. hepatica (1
ng/ pula 10° ng/ul), tubo 7 representa un control negativo sin ADN, M — marcador

de peso molecular.
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Por otro lado, el minimo de huevos en muestras fecales que puede detectar
la prueba diagnostica LAMP para F. hepatica usando el método de extraccion de

ADN optimizado fue de 1 huevo en 250 mg de heces (Figura 6).

Figura 7. Limite de deteccidn de huevos de Fasciola hepatica en heces por LAMP.

A: Visualizacién colorimétrica de los productos LAMP con SYBR Green en tubos
de reaccion; B: Productos LAMP en microtubos con luz UV; C: Gel de
electroforesis con productos LAMP. Anotaciones: 1 — 1 huevo de F.hepatica, 2 -5
huevos de F. hepatica, 3- 10 huevos de F. hepatica, 4 - 20 huevos de F. hepética,

5 — control negativo sin ADN, M — marcador de peso molecular
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111.6.4 Especificidad analitica

La especificidad de los oligonucleotidos LAMP disefiados para la deteccién
de la region ITS-1 de F. hepatica fue evaluada al comparar con distintas especies
parasitarias relacionadas. Los resultados demostraron alta especificidad al
amplificar solo el material genético de F. hepatica, logrando diferenciar entre otras
especies parasitarias al dar resultados negativos para Monieza benedeni,

Trichostrongylus axei, Cyclocoelum mutabile y Ogmogaster spp (Figura 7).

Figura 8. Especificidad analitica de la reaccion LAMP para la deteccion F.

hepatica. A: Visualizacion colorimétrica de los productos LAMP con SYBR Green
en tubos de reaccion; B: Productos LAMP en microtubos con luz UV; C: Gel de
electroforesis con productos LAMP. Anotaciones: 1 — Fasciola hepatica, 2 -
Monieza benedeni, 3- Cyclocoelum mutabile, 4 — Ogmogaster spp, 5 —

Trichostrongylus axei. 6 - Control negativo sin ADN.
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111.6.5 Protocolo final del LAMP Optimizado

La optimizacion se basa en el mejoramiento de la extraccion de ADN de
huevos de F. hepatica en heces de bovino aplicado a LAMP. El resultado final de
la optimizacién nos brinda como resultado un protocolo basado en el uso de 2
gramos de heces de bovinos donde se aplica la técnica de sedimentacion (seccion
I11.5.5.1) como técnica de concentracion de huevos parasitarios con posterior lisis
con perlas (seccion 111.5.5.3.3). Para obtener el ADN dentro de los huevos, 250mg
del sedimento se liso en el Fast- Prep a 6m/s durante 40 segundos usando 1gr de
perlas de 0.5 mm de didmetro de Zirconia/silica en crioviales de 2 ml. Los 250 mg
de sedimento a lisar deben de estar en solucion de lisis (viene con el kit de
extraccion de ADN); posterior a este proceso de lisis, seguir con las instrucciones
del fabricante del kit de extraccion de ADN. Finalmente, el ADN obtenido se
amplifica con la técnica LAMP para la region 1TS-1 de F. hepatica desarrollada en

este estudio (Figura 9).

|: Muestras de heces bovinos

2gr

Sedimentacion

250 mg de sedimento

Tubos de 2ml con 1 gr de perlas de 0.5 mm y
buffer de lisis:
* Homogenizador: 40 segundos a 6 m/s

Extraccion ADN > LAMP

Figura 9. Esquema del proceso optimizado de extraccion de ADN en huevos de F.

hepatica en heces de bovino aplicado a LAMP.
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111.6.6 Evaluacion de la precision diagndstica

De las 115 muestras positivas previamente identificadas con el método de
MRC , la técnica LAMP logré detectar 101, mostrando una sensibilidad del 87.8%.
Mientras que, de las 24 muestras negativas previamente identificadas, LAMP logré
clasificar correctamente como negativas a todas, evidenciando una especificidad
del 100%. Estos resultados se traducen en un likelihood ratio negativo de 0.12
(Tabla 8). Esta precision fue obtenida con muestras fecales que mostraron una

mediana de hpg del 20.5 y un rango intercuartil del 8.5 — 39.5.

Tabla 8. Precision diagndstica de LAMP optimizado para la deteccion de F.
hepatica en heces de bovinos sacrificados en el Frigorifico Camal San Pedro.

Prueba referencia*

Positivo Negativo
Positivo 101 0
LAMP )
Negativo 14 24
Sensibilidad : 87.8 % (I1C 95%: 80.4% - 93.2%)
Especificidad : 100 % (IC 95%: 85.8% - 100%)

Likelihood ratio +: -
Likelihood ratio -: 0.12 (1C95: 0.08 - 0.19)
* Evaluacion hepatica post-mortem méas microscopia del

contenido vesicular (MRC).
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111.6.7 Comparacion de la precision diagnostica entre la nueva prueba

LAMP y la técnica de microscopia

El andlisis de muestras pareadas entre LAMP y la técnica de microscopia
evidencia que las sensibilidades y especificidades obtenidos por ambas pruebas son
distintas. Se observan que la sensibilidad para LAMP es de 87.8% y 73.9% para
microscopia (p<0.01; Tabla 9 a) siendo estadisticamente distintas. Mientras que al
analizar solo las muestras negativas se observa que no hay diferencias entre las
especificidades (100%) de ambas pruebas diagnosticas (Tabla 9 b). Al analizar la
concordancia entre ambas pruebas diagndsticas, se evidencia una concordancia
sustancial (k=0.64), resaltando un mayor desempefio por parte de LAMP (Tabla

9c).
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Tabla 9. Frecuencia por pares de los resultados obtenidos por LAMP y microscopia
(sedimentacion) en muestras fecales de bovinos para la identificacion de F.

hepatica

LAMP

Microscopia Valor p
+ - Total

Comparacion de sensibilidades solo con
muestras parasitadas (a)

+ 82 3 85
- 19 11 30 <0.001*
Total 101 14 115

Comparacién de especificidades solo con
muestras no parasitadas (b)

+ 0 0 0
- 0 24 24 -
Total 0 24 24

Muestras de animales parasitados y no
parasitados (c)

+ 82 3 85

p <0.001*

- 19 35 54 K= 0.64%*
Total 0 24 24

*Valor p obtenido con la prueba de McNemar.
**Coeficiente Kappa
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111.7 DISCUSION

Las técnicas moleculares coprologicas en la parasitologia son una alterativa
diagnostica, pero han presentado limitaciones principalmente en la sensibilidad. Las
técnicas diagnosticas moleculares isotérmicas proponen una alternativa de rapida
ejecucion de bajo presupuesto permitiendo su implementacion en laboratorios en
zonas endémicas. Ante esta situacion, el presente estudio desarrolla y evalta la
precision diagndstica de LAMP con un proceso optimizado de extraccién de ADN
en muestras fecales para la deteccion de F. hepatica en heces de bovinos; logrando
qgue LAMP alcance una sensibilidad del 87.8% vy especificidad del 100% para el
diagnostico de la fasciolosis bovina.

Diversos estudios han evaluado la precision diagnéstica de herramientas
moleculares en muestras fecales, obteniendo distintos resultados. Arifin en el 2016
(68), evalua la precision diagnostica de LAMP para la fasciolosis en rumiantes,
alcanzando un 17.9% de sensibilidad y 100% de especificidad; esta baja
sensibilidad se asocia al uso exclusivo de técnicas de extraccion de ADN
comerciales sin procesos fisicos adicionales para la lisis de huevos parasitarios.
Cabada en el 2017 (60), al evaluar la precision diagndstica en heces humanas con
otra técnica isotérmica (Amplificacion por Recombinasas y Polimerasas), encuentra
una sensibilidad del 87% y una especificidad del 100%. Calvani (61), logra
aumentar la sensibilidad de la PCR hasta en un 100%, extrayendo el ADN de F.
hepatica en heces de rumiantes con kits comerciales complementados con técnicas
de concentracion de huevos parasitarios y lisis con perlas. Asimismo, el presente
estudio aplica la técnica de extraccion de ADN de Calvani a LAMP alcanzando una

sensibilidad del 87%. Por otro lado, la variabilidad de la precision diagndstica

48



encontrada en los estudios mencionados puede asociarse al sesgo de desafio
limitado. Este sesgo genera la sobreestimacion de las medidas de precision debido
a que usa muestras de individuos muy representativos de la enfermedad (los méas
enfermos de los enfermos y sanos entre los sanos) (131). Los estudios de Cabada y
Calvani usan como gold estandar la técnica de microscdpica de sedimentacion,
técnica diagnostica de baja sensibilidad que necesita de muestras con alta carga
parasitaria (hpg) para poder detectar a un positivo; el uso de esta técnica como gold
estandar en los estudios previamente mencionados, podria haber sobreestimado la
sensibilidad encontrada. No obstante, el presente estudio us6 como método de
referencia la combinacion de necropsia con microscopia del contenido vesical,
logrando visualizar directamente al paréasito y sus huevos en el animal en estudio,
permitiéndonos una correcta clasificacion del estado parasitario de los bovinos sin
depender de la carga parasitaria (hpg); aun asi, obteniendo una alta precision
diagnostica de LAMP.,

La técnica de LAMP, es una prueba molecular altamente sensible, capaz de
detectar minimas cantidades de ADN. Nuestros resultados encuentran un limite de
deteccion de ADN similar a otros estudios, donde muestran limites de deteccion de
10 3 ng/ul (68,128,136) hasta 10 ng/ul de ADN (69). Estudios donde se evalda el
limite de deteccion de ADN en PCR, logran detectar concentraciones de 10 a 100
veces mayores que en LAMP, donde PCR logra detectar concentraciones desde 10
! ng/pl hasta 102 ng/ul de ADN tanto en F. hepatica como de otros patégenos
(34,137,138), encontrando una mejor capacidad para la deteccion de ADN en
LAMP. A la alta sensibilidad de la prueba, se adiciona la nula reactividad cruzada

gue tuvimos con otras especies parasitarias de otros géneros. Esta especificidad
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analitica se basa en el disefio de primers para la region ITS, siendo una region con
baja variabilidad intraespecifica pero alta interespecifica, utilizado con éxito para
la deteccion molecular de diferentes especies parasitarias como Paraphistomum
cervi, Fascioloides magna (139) Toxocara Cati (140) o Echinococcus granulosus
(141), y Fasciola hepatica (34,139,142). A pesar de su especificidad inter especies,
se logr6 observar reaccion cruzada con Fasciola gigantica en el analisis in silico;
no obstante, F. gigantica es una especie parasitaria que no ha sido reportada en el
Perd.

Las pruebas diagndsticas moleculares usadas en la coprologia parasitaria
necesitan de una correcta técnica de extraccion de ADN para aumentar su
rendimiento. Estudios donde extraen ADN de huevos de F. hepatica con Kits
comerciales basados solo en procedimientos quimicos, han mostrado una reducida
precision diagndstica con técnicas moleculares alcanzando hasta un 18% de
sensibilidad (34,68,70). Nuestros resultados evidencian que se puede alcanzar un
87.8 % de sensibilidad en LAMP cuando se aplica una optimizacion en la
extraccion de ADN parasitario. EI uso de métodos fisicos, como la lisis de huevos
parasitarios con perlas en la extraccion de ADN, es una técnica que ha sido usada
con éxito en la PCR, aplicado para el diagndstico de diversas especies parasitarias
como Ascaris lumbricoides, Ascaris Suum, Trichhuris trichuria, Echinococcus
multinocularis y F. hepatica (61,64,143-146). Ante esta situacién, el presente
estudio, utiliza esta técnica de lisis optimizando algunas caracteristicas como el
peso y tamafio de perlas de Zirconia/Silica minimo necesario para lograr una lisis
perfecta especificamente para huevos de F. hepatica. Estos detalles técnicos no han

sido optimizados en estudios previos como el de Calvani, donde también aplica esta
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técnica de lisis en F. hepatica en PCR, pero sin definir el tamafio de perla usado y
sin confirmar la ruptura adecuada de los huevos con la microscopia (61). Ademas,
se aplicd la técnica de concentracion de huevos de “sedimentacion”, que en
conjunto con la técnica de lisis de huevos con perlas, aumentan las probabilidades
de encontrar ADN parasitario en los animales infectados (64,147). Estas
modificaciones pueden ser acopladas féacilmente a cualquier protocolo de
extraccion de ADN comercial, permitiendo un abanico de oportunidades para la
mejora e implementacion de estos nuevos protocolos en laboratorios.

La técnica LAMP con extraccion de ADN optimizada, ha demostrado tener
una buena precision diagndstica para la fasciolosis bovina; sin embargo, el presente
estudio contiene algunas limitaciones. El presente estudio se basa en un disefio de
casos y controles para pruebas diagnosticas, este tipo de disefios se asocia al sesgo
de desafio limitado (131) , donde si las muestras proceden de animales muy
parasitados podria sobreestimar la sensibilidad obtenida. Las muestras positivas y
negativas obtenidas en este estudio fueron seleccionadas usando el MRC (necropsia
y sedimentacion de bilis), el uso del MRC permite detectar animales positivos con
bajas cargas parasitarias, colectando en este estudio muestras de heces hasta con un
hpg. Ademas, la dificultad de encontrar huevos de F. hepatica en heces de bovinos,
aun estando parasitados, siempre esta presente. Rapsch et al. (51) reporta una
sensibilidad del 69% cuando evalua la sedimentacion coproldgica en bovinos, pero
encuentra un 93.4% de sensibilidad al aplicar la técnica de sedimentacion pero con
el contenido vesicular. Estd marcada diferencia en la precision diagndstica,
evidencia que aun el bovino siendo parasitado, no presenta una liberacion de huevos

constante en heces o no libera la cantidad suficiente para ser detectado por diversos
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métodos diagnosticos (148). A pesar de estas limitaciones, el presente estudio logré
detectar analiticamente hasta un huevo de F. hepatica y alcanza una sensibilidad
del 87.8%, evidenciando que la técnica LAMP con el método de extraccion
optimizado aumenta significativamente las posibilidades de identificar a un bovino
parasitado. Otra limitacién identificada, es la falta de informacion sobre
tratamientos pasados con triclabendazol u otros antiparasitarios en los animales
evaluados. Ante esta situacion, la clasificacion del estado parasitario de las muestras
se baso en la identificacion directa de F. hepatica en higados y en la microscopia
de contenido vesicular para confirmar la presencia de huevos parasitarios en el
animal infectado y la viabilidad de los parasitos.

En conclusidn, el presente estudio desarrolla una prueba diagndstica LAMP
con una extraccién de ADN optimizada para el diagnéstico de la fasciolosis bovina
obteniendo una buena precision diagndstica, que necesita solo de 40 minutos para
su ejecucion y con resultados de facil interpretacion. Esta técnica de extraccion de
ADN optimizada, provee una flexibilidad metodolégica capaz de ser aplicado con
distintos protocolos de extraccién de ADN comerciales. Ademas, la técnica LAMP,
es una herramienta molecular que no necesita de equipos costosos permitiendo su
aplicacion en laboratorios de bajo presupuesto, cerca de las regiones rurales

afectadas.
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IV. CAPITULO 2: EVALUACION IN VITRO DE LAS PROPIEDADES
FASCIOLICIDAS DEL EXTRACTOS ACUOSO Y ACEITE ESENCIAL

DE ALLIUM SATIVUM L.

1IV.1 Introduccidon

Fasciola hepatica es un trematodo que genera la fasciolosis, una de las
zoonosis parasitarias mas importantes en el pais. F. hepatica tiene un ciclo de vida
indirecto donde los hospederos intermediarios son caracoles del género Lymnaea y
el hospedero definitivo es el ganado (149). La infeccion por F. hepatica se adquiere
por el consumo de hierbas sin coccion o agua contaminada (de acequias o rios) con
metacercarias (estadio larvario infectivo) (150). Cuando la metacercaria llegar al
intestino por via oral, se transforma en fasciola joven donde viaja por la cavidad
abdominal alcanzando el higado. El estadio juvenil se desarrolla en el parénquima
hepético y cuando llega a los conductos biliares, consigue su forma adulta donde
empieza a producir huevos (28). Las principales lesiones que genera la fasciolosis
en el hospedero definitivo son colangitis (con hiperplasia y marcada fibrosis),
colecistitis, cuadros obstructivos biliares (por presencia de fasciolas adultas en los
conductos), abscesos, necrosis y hemorragias (45,151-154). En base a estas
lesiones, los higados parasitados son constantemente decomisados en los centros de
beneficios, generando pérdidas millonarias en el sector pecuario (117). Teniendo
en cuenta el impacto de la fasciolosis, contar con un tratamiento efectivo es
fundamental para generar programas de control.

El tratamiento de eleccion de la fasciolosis es el farmacolédgico en base a
Benzimidazoles. Triclabenzol, es el farmaco mas usado desde comienzos de 1980,

con una efectividad mayor al 98% en todos los estadios (71,155). Sin embargo, su
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intensivo uso en el sector pecuario por mas de 30 afios esta generando reportes
frecuentes de resistencia en humanos y animales a nivel nacional (79,91,156) e
internacional (84,87,88,90). El reporte de esta resistencia no solo se evidencia con
el triclabendazol, sino también con otros farmacos como el albendazol y clorsulon.
Albendazol, es otro benzimidazol fasciolicida muy usado en el sector pecuario, pero
también se ha reportado resistencia fasciolicida a nivel mundial (91,96,157).
Clorsulon, es un farmaco que ha presentado eficacias mayores al 90% en estadios
adultos, pero también se ha reportado casos de resistencia en estos Gltimos afios en
rumiantes (97,99). Ante esta situacion, el desarrollo de nuevas herramientas
terapéuticas son necesarias para mejorar el control de la fasciolosis.

Se tiene conocimiento desde épocas ancestrales, que las plantas pueden ser
usadas como tratamiento contra enfermedades parasitarias, basado en las
propiedades de sus metabolitos secundarios (102,158,159). Entre las diversas
alternativas terapéuticas basadas en plantas, Allium sativum (ajo) es una especie
vegetal con gran actividad antiparasitaria. En diversos estudios, se ha encontrado
propiedades trematicidas del extracto del ajo contra como Gigantocotyle
explanatum (124), Schistosoma mansoni (125) y Fasciola gigantica tanto in vitro
como in vivo (111,112). Estas propiedades se basan en los componentes sulfurados
que tiene el ajos, siendo los mas abundantes la alicina, ajoeno, sulfuros de alilo, S-
alil-cisteinas, entre otros (160,161). Sin embargo, se necesitan de estudios para
demostrar sus propiedades trematicidas en F. hepatica. En base al constante reporte
de resistencia farmacoldgica de F. hepatica, es necesario realizar investigaciones
en nuevas alternativas terapéuticas de baja toxicidad y eco-amigables. Por lo tanto,

el presente proyecto propone evaluar la eficacia fasciolicida de los extractos de
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Allium sativum contra F. hepatica in vitro. Los conocimientos obtenidos en este
estudio serén aplicados en futuras investigaciones como una alternativa terapéutica

al constante reporte de resistencia de farmacos usados contra la fasciolosis.
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IV.2 Pregunta de Investigacion

¢ Los extractos de A. sativum L. tendran una eficacia fasciolicida in vitro no

inferior a la eficacia del triclabendazol?

IV.3 Hipotesis

La eficacia in vitro de extractos de A. sativum L. contra F. hepatica no es inferior

a la eficacia del triclabendazol en un 10%.

IV.4 Objetivos

Obijetivo general

Evaluar la eficacia fasciolicida del extracto del extracto acuoso y aceite
esencial de Allium sativum L. in vitro en comparacion con el
triclabendazol.

Objetivos especificos

e Evaluar la eficacia fasciolicida in vitro del aceite esencial y extracto
acuoso (10 pg/ml) de ajo en comparacion con el triclabendazol (15 pg/ml)
a 48 h de incubacion.

e Estimar la concentracion letal del extracto acuoso y aceite esencial de
Allium sativum L.

e Evaluar la citotoxicidad del extracto acuoso y aceite esencial de Allium

sativum L.
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IV.5 Materiales y Métodos
IVV.5.1 Disefio

El presente trabajo es un estudio experimental in vitro donde se evalud la
eficacia trematicida de los extractos de Allium sativum en Fasciola hepatica. Para
lograr el objetivo se colectaron fasciolas adultas directamente de los conductos
biliares de bovinos sacrificados en el “Frigorifico Camal San Pedro”. Las fasciolas
se incubaron a 37°C con 5%CO> en medio RPMI 1640 adicionando el tratamiento
a evaluar en el mismo medio. Los tratamientos fueron triclabendazol sulfoxido (15
pg/ml) como el tratamiento estandar, el extracto acuoso de ajo (10 pg/ml) y aceite
esencial de ajo (10 pg/ml). La eficacia se define con la pérdida de viabilidad de las
fasciolas, determinado por la total ausencia de motilidad confirmado con un
estereoscopio a 10 X, comparando el porcentaje de fasciolas totalmente paralizadas
en cada grupo experimental a las 48 horas de incubacion. Adicionalmente, se
determiné la concentracion letal (CLso, CLoo, CLoo) y la citotoxicidad del extracto

acuoso Yy aceite esencial.

1VV.5.2 Criterios de seleccion

La muestra del estudio se baso en estadios adultos de F. hepatica que fueron
obtenidos directamente del higado de bovinos naturalmente infectados y que fueron
sacrificados en el “Frigorifico Camal San Pedro” de Lurin, Lima, Pert. Los bovinos
evaluados en este estudio proceden de los departamentos de Cajamarca, Huanuco,
Junin, Ayacucho, Apurimac, Huancavelica y Cusco que son zonas endémicas de

fasciolosis bovina.
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e Criterios de inclusién: F. hepatica adulta con vitalidad (presencia de
motilidad y coloracion rosacea) que fueron obtenidos directamente de los
conductos biliares de bovinos.

e Criterios de exclusion: F. hepatica adulta que no tengan vitalidad

(inmoviles y coloracion blanquecina) antes de iniciar el experimento.

1V.5.3 Muestreo

IV.5.3.1 Colecta de F. hepatica

El presente estudio aplicé un muestreo no probabilistico por conveniencia.
Las fasciolas fueron obtenidas segun el proceso de sacrificio de bovinos en el
“Frigorifico Camal San Pedro” y segun la aparicion de higados con presencia de F.
hepatica. Todas las fasciolas fueron obtenidas directamente de los conductos
biliares de bovinos recién sacrificados. Las fasciolas colectadas fueron
almacenados en medio RPMI 1640 suplementado con antibioticos (bencilpenicilina
1000 Ul/ml y gentamicina 100 pg/ml) y transportados a 37 £ 2 °C (por 3 horas
aproximadamente) hacia el Laboratorio de Investigacion en Enfermedades
Infecciosas del departamento de Ciencias Celulares y Moleculares de la UPCH para

su inmediata incubacion.

IV.5.3.2 Colecta de ajos

Las muestras de ajos a evaluar en el estudio fueron obtenidas del mercado
“UNICACHTI” en el distrito de La Victoria, Lima. Los ajos obtenidos mostraron las
siguientes caracteristicas morfologicas: bulbo morado-blanquecino, con forma
desuniforme, con un peso de bulbo aproximado de 40g, con 11 — 15 dientes de ajos

por bulbo y con 40 mm de didmetros aproximadamente siendo compatibles con la
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morfologia de la variedad Napuri (162). Para confirmar la taxonomia de las
muestras vegetales obtenidas, dos bulbos de ajos, de los 20 kg obtenidos en el
mercado, fueron germinados y cultivados hasta su maduracion (Figura 10) para ser
analizados por un experto en taxonomia boténica. El informe del experto concluy6

que las muestras vegetales obtenidas son ajos de la variedad Napuri (Anexo

VIIL1.3).

Figura 10. Especimenes de Allium sativum germinados y cultivados para su

posterior identificacion taxondémica.

IV.5.4 Procesamiento de muestras biologicas

IV.5.41  Preparacion de los extractos de ajos

Los extractos de ajos fueron elaborados en el Instituto de Investigacion en
Ciencias Farmacéuticas y Recursos Naturales de la Facultad de Farmacia y

Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
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IV.5.4.2  Preparacion del aceite esencial

El aceite esencial fue obtenido con la técnica de destilacion por arrastre de
vapor. Inicialmente, los bulbos de ajos fueron lavados con agua de griferia y
posteriormente con agua bidestilada. Luego, se procedio a secar los ajos y aplicar
un proceso de molido parcial con un mortero. Los ajos parcialmente molidos fueron
procesados por la técnica de destilacion por arrastre de vapor el cual duré 3 horas
aproximadamente. El aceite esencial se colectd por decantacion para luego agregar
sulfato de sodio anhidrido para eliminar el agua residual. Una vez obtenido el aceite
esencial, se almacend en frascos estériles herméticos &mbar a 4°C hasta su uso. El

rendimiento obtenido fue de 1 ml por cada kilogramo de ajo (0.1% v/p).

% Rendimiento — Volumen aceite esencial obtenido (ml) 100
o Henaimente = Peso inicial de ajos (gr) X

Los componentes del aceite esencial del ajo, se identificaron mediante la
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) como un
servicio especializado de la Unidad de Investigacion de Productos Naturales, de la

Facultad de Ciencias de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (Tabla 10)
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Tabla 10. Composicion quimica del aceite esencial de Allium sativum L.
analizados por GC-MS

Porcentaje
Componentes Tr (Min) en la
muestra

Dialil disulfuro 18.15 50.24
Alil trisulfuro 24.89 17.06
Alil metil trisulfuro 20.05 11.03
1Alil metil disulfuro 12.76 9.04
(1E)-1-propen-1-il 2-propen-1-il disulfuro 18.69 3.11
1-Alil-2-isopropildisulfano 18.49 1.65
Desconocido (C11H1405) 27.17 1.44
2-Vinil-1,3-diti-4-eno 22.42 1.26
4 Dimetil trisulfuro 14.57 1.21
3H-1,2-Ditiol 14.16 1.18
1,2,3-Tritia-4-ciclohexeno 22.14 0.76
3-Vinil-1,2-ditiaciclohex-4-eno 21.68 0.73
Dialil tetrasulfuro 31.51 0.5
Metil 1-propenil disulfuro 13.46 0.43
1-Alil-3-propiltrisulfano 25.19 0.35
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IV.5.43 Preparacion del extracto acuoso

Los extractos acuosos del ajo se ejecutaron acorde el protocolo de Abid-
Essefi et al (163) con algunas modificaciones. Los bulbos de ajo se lavaron con
agua de griferia y posteriormente con agua bidestilada. Los bulbos de ajo (1 kg) se
licuaron con agua bidestilada (500 ml). El licuado se filtro con telas (tocuyo y tul)
y posteriormente con papel de filtro Whatman (125 mm didmetro) a través de una
bomba de vacio. Los extractos fueron deshidratados a través de un rotoevaporador
(RE 100 Pro - DLAB) y posteriormente en estufa a 40°C hasta su total desecacion.
Del procesamiento de 1 kg de ajos se logro obtener 100 g de extracto acuoso,

alcanzando un porcentaje de rendimiento del 10% (p/p).

% Rendimient _ Peso del extracto seco(gr) 100
O REmAmIEnEe = = peso inicial ajos (gr) X

Los componentes del extracto acuoso de ajo, se identificaron mediante la
cromatografia liquida de ultra-alta performance acoplada a espectrometria de masas
(UHPLC-MS) como un servicio especializado de la Unidad de Investigacion de
Productos Naturales, de la Facultad de Ciencias de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia (Tabla 11).
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Tabla 11. Composicion quimica del extracto acuoso de Allium sativum L.

analizados por UHPLC-MS.

Componente Tr (Min) Formula
Glutamil-S-metilcisteina 1.75 CoH16N20sS
N-gamma-Glutamil-S-allilcisteina 1.78 C11H18N205S
S-(2-carboxipropil)glutationa 2.44 C14H23N308S
Gamma-Glutamil-S-allilthio-Cisteina 7.66 C11H18N205S2
Gamma-Glutamyl-leucina 3.57 C11H20N205
Histidina 1.29 CeHoN3O2
Ornitina 1.3 CsH12N202
Arginina 1.3 CeH14N4O2
Glutamil-fenilalanina 1.75 C14H18N20s
Lauril dietanolamina 14.9 C16H3sNO2
Hexasacarina 1.37 Cs6H62031
Tetrasacarido 14 C24H42021
Trisacarido 14 Ci8H32016
Disacarido 1.44 C12H22011
Acido malico 1.63 C4HsOs
Acido citrico 1.69 CsHsO7
9,12,13-trihidroxi-10-acido-

14.32 C18H3405
octadecenoico
Dietiltoluamida 15.14 C12H17NO
7-butiloxepan-2-1 15.69 C10H20012
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Gingerol 15.92 C17H2604

IV.5.44  Preparacion de medios de cultivo

Los medios de cultivo a usar en este estudio fueron RPMI 1640 y Hedon-
Fleig. El medio RPMI 1640 se prepard segun la tabla 13, adicionando penicilina
(1°000,000 Ul) y gentamicina (100 mg), ajustando el medio a un ph de 7.4.
Finalmente el medio se filtr6 con membranas de 0.22 um (MF Millipore ™) en

cabina de flujo laminar para ser almacenado a 6-8°C hasta su uso.

Tabla 12. Componentes del medio de cultivo RPMI 1640 para F. hepatica

Componente Cantidad

RPMI 1640 10.4 gr (1 frasco)
Bicarbonato de Sodio 29r

Hepes 590¢r

Agua Mili Q 11t

El medio Hedon — Fleig se preparé segln la tabla 14 adicionando penicilina
(17000,000 Ul) y gentamicina (100 mg), ajustando a un pH de 7.4. Finalmente, el
medio se filtrd con membranas de 0.22 pm (MF Millipore ™) en cabina de flujo

laminar para ser almacenado a 6- 8°C hasta su uso.
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Tabla 13. Componentes para preparar el medio de cultivo Hedon — Fleig para F.
hepatica

Componente Medida
Glucosa 1gr
Cloruro de sodio 7qr
Cloruro de potasio 0.3¢gr
Cloruro de calcio 0.1gr
Bicarbonato de sodio 15¢gr
Sulfato de magnesio 0.3gr
Agua mili-Q 11t

IV.5.45 Evaluacién de la viabilidad de F. hepatica

La estandarizacion del cultivo de F. hepatica como la evaluacion de los
tratamientos se evaludé midiendo la viabilidad en base a la motilidad del paréasito.
Para medir la motilidad, se cre6 una nueva escala de motilidad especifica para F.
hepatica usando como referencia las escalas de medicion de motilidad de Kiuchi et

al (164) y Duthaler et al (165) donde:

Puntaje 3 — Buena motilidad (movimientos rdpidos y con buena
intensidad).

Puntaje 2 — Motilidad reducida (se evidencia movimientos lentos y con
poca intensidad, reducidos en un 50%).

Puntaje 1 — Motilidad muy reducida (mueve solo partes del cuerpo,
generalmente en zonas periféricas).

Puntaje 0 — Inmovil (Muestra una total paralisis y una coloracion péalida, se

confirma con un estereoscopio a 10X).
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IV.5.5 Optimizacion del cultivo de F. hepatica

IV.5.5.1  Optimizacién del medio transporte de F. hepatica

Se probaron cuatro medios para evaluar el mantenimiento de la viabilidad de las
fasciolas durante el transporte hacia el laboratorio de investigacion de
Enfermedades Infecciosas - UPCH. Los medios a evaluar fueron DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium — Sigma Aldrich), Hedon-Fleig, RPMI-1640
(Sigma — Aldrich, USA) y solucion PBS. Las fasciolas fueron recolectadas
directamente de los conducto biliares y almacenadas en tubos Falcon de 50 ml
conteniendo los distintos medios de cultivo. Cada tubo contenia aproximadamente
15 fasciolas y se transportaron a temperatura ambiente, 37°C y temperaturas
mayores a 38°C. La viabilidad fue evaluada con escala de motilidad (seccion
IV.5.4.5). Todas fasciolas lograron llegar con buena vitalidad al laboratorio (3 horas
de viaje aproximadamente) con todos los medios de cultivos mientras estuvieran en
aproximadamente 37°C. Finalmente, se optd por utilizar el medio RPMI-1640
suplementado con antibidticos por mantener una buena vitalidad durante su traslado

(Tabla 14).
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Tabla 14. Viabilidad de Fasciola hepatica segun diferentes condiciones de
transporte durante 3 horas de viaje

Medio
Temperatura RPMI 1640 DEMEN Hedon-Fleig
PBS (n=90)
(n=90)* (n=90)* (n=90)*

Temperatura 10) 10) 10) 10)
ambiente (18°C)*

37°C* 3(0) 3(0) 2(0) 2(0)
>38°C* 1(1) 1(0) 1(1) 0 (0)

*Se presenta la mediana (rango intercuartil) de la viabilidad medida segun la siguiente
escala de motilidad: 0, totalmente paralizada, 1 motilidad muy reducida, 2 motilidad
reducida, 3 buena motilidad. Por cada interaccion se evaluaron 15 estadios adultos de F.

hepatica por duplicado.

IV.5.,5.2  Seleccion del medio de cultivo para la incubacién de F. hepatica

Una vez llegadas las fasciolas al laboratorio, se procedia a su lavado. Este
proceso se llevo a cabo varias veces con el medio Hedon — Fleig y la tltima lavada
se realizaba con el medio RPMI 1640 (Gibco, NY). Las fasciolas que presentaban
vitalidad (buena motilidad y coloracion roséacea) posterior al lavado se incluian en

el estudio (Figura 11).
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Figura 11. Estadios adultos de F. hepatica con buena viabilidad (coloracion

rosacea y buena motilidad) después del proceso de lavado

Para el cultivo de F. hepatica se evaluaron tres medios de cultivo: DMEM,
Hedon-Fleig y RPMI-1640 en placas de 6 (con area de crecimiento celular de 9.5
cm?y con un volumen méaximo de 17 ml por pocillo) y 24 pocillos (con area de
crecimiento celular de 1.9 cm?y con un volumen maximo de 3.5 ml por pocillo),
con diversos volimenes de cultivo (2, 2.5, 3, 4 y 5 ml por pocillo) a 37°C, con 5%
CO2y con 95% de humedad. Se usé 1 fasciola por pocillo en las placas de 24
pocillos y 2 fasciolas por pocillo en las placas de 6 pocillos, ejecutando este
experimento por duplicado. La viabilidad fue evaluada con escala de motilidad
(seccion 111.12.4.3). EI medio DMEN y Hedon-Fleig logr6 mantener con gran
viabilidad a las fasciolas con una mediana de 4 dias; mientras que el medio RPMI
logr6 mantener con vida a las fasciolas con una mediana de 5 dias; finalmente
algunas fasciolas presentaron mortalidad a las 72 horas con todos los medios de
cultivo. En base a los resultados se opto por utilizar el medio RPMI con 3 ml por

pocillo para el cultivo de F. hepatica (Tabla 15).
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Tabla 15. Viabilidad de F. hepatica en diversas condiciones de cultivo

Viabilidad de Fasciola hepatica adulta a las 48 horas de incubacién*

Medio Volumen de medio de cultivo usado
de 2ml 2.5ml 3ml 4dml 5ml
cultivo 1.9cm?t 9.5cm?t 1.9cm? 9.5cm?  1.9cm? 9.5cm? 1.9cm? 9.5cm?  1.9cm?  9.5cm?
RPMI-
1 2 2 3 3 - 3 - 3
1640
DMEM 1 2 2 3 3 - 3 - 3
Hedon-
_ 1 2 2 2 2 - 3 - 3
Fleig

*Se presenta la mediana de la viabilidad de estadios adultos de F. hepatica,
evaluados con la siguiente escala de motilidad: 0, totalmente paralizada, 1 motilidad
muy reducida, 2 motilidad reducida, 3 buena motilidad.

$1.92cm2: Area de crecimiento por pocillo correspondiente a placas de cultivo de

24 pocillos; 9.5cm2: Area de crecimiento por pocillo correspondiente a placas de

cultivo de 6 pocillos.

IV.5.5.3 Dilucién de los tratamientos

Triclabendazol sulfoxido (Sigma - Aldrich) se disolvié en dimetil sulfoxido
(DMSO) obteniendo una solucién madre o stock (10mg/ml). La solucién madre fue
agregada al medio RPMI 1640 obteniendo 15 pg/ml como concentracion final con
DMSO no mayor al 0.2%.

El aceite esencial puro se agreg6 al medio RPMI 1640 obteniendo 10 pg/mi

como concentracién final con una concentracion de DMSO no mayor al 0.2%. El
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extracto acuoso puro se agregO directamente al medio RPMI 1640 sin DMSO
obteniendo 10 pg/ml como concentracion final.

Se evalud el triclabendazol sulféxido debido a que es el metabolito activo
del triclabendazol, siendo 15 pg/ml la concentracion plasmética obtenida en
rumiantes a dosis oral de 10mg/kg (166). Por otro lado, se utiliz6 10 pg/ml de
extractos de ajos, simulando concentraciones plasmaticas de sus metabolitos
secundarios en base a estudios de concentracién plasmatica en roedores (167,168)

y en los resultados de los anlisis fitoquimicos obtenidos en este estudio.

IVV.5.6 Eficacia fasciolicida de los extractos de ajos

La evaluacion fasciolicida se llevo a cabo con la incubacion de F. hepatica
en medio RPMI 1640 durante 48 horas a condiciones de 37°C con 5% de COzYy con
95% de humedad. Bajo estas condiciones se evaluaron 3 tratamientos:

Grupo 1: Triclabendazol sulfoxido (15 pg/ml)

Grupo 2: Aceite esencial de ajo (10 pg/ml)

Grupo 3: Extracto acuoso de ajo (10 pg/ml)

IVV.5.7 Evaluacion dosis — respuesta de los extractos de ajos en F. hepatica

Adicional a la evaluacién in vitro de la eficacia de los extractos de ajos con
el triclabendazol previamente mencionados, también se evalud la concentracion
letal (CLso, CLgo e CLgg) del extracto acuoso y aceite esencial del ajo.

Se desarroll6 el ensayo de ClLso, CLoo € Clgo evaluando diferentes
concentraciones del aceite esencial (0.01, 0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y
1 mg/ml) y del extracto acuoso (0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 25, 50 y 100

mg/ml) de Allium sativum durante 48 horas de incubacion a 37°C con 5% COy
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95% humedad. EI medio RPMI 1640 fue usado como control negativo para el
extracto acuoso y el mismo medio con DMSO 0.2% fue usado como control
negativo para el aceite esencial. En cada concentracion evaluada se utilizd 4
fasciolas y se desarroll6 por triplicado, asi también para los controles negativos. La
ClLso, ClLgo € CLgo se evalué en base al porcentaje de fasciolas totalmente
paralizadas a las 48 h de incubacion, siendo evaluadas macroscopicamente y
confirmado la paralisis con un estereoscopio a 10X. Adicionalmente, se describi6

la motilidad de las fasciolas durante las 12, 24 y 48 horas de incubacion.

1VV.5.8 Evaluacion de la citotoxicidad

Se evalud la citotoxicidad de los extractos de ajos mediante el método
cuantitativo de proliferacion celular con Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol (MTT), basado en el protocolo de Rahman et al (169). Para el
ensayo se empled células Vero y se cultivaron en medio RPMI sin rojo de fenol
(Sigma Aldrich, USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Sigma
Aldrich, USA) en microplacas de cultivo celular de 96 pocillos. Las condiciones de
cultivo durante todo el ensayo fueron de 37°C con 5% CO.y 95% de humedad. Se
inicié con la adicion de 100 pl de células Vero (12 x 10 células) en cada pocillo
incubando por 24 horas. Luego de la incubacidn, se expuso a diferentes diluciones
de extractos de ajos obteniendo concentraciones finales de 1, 2, 5, 10, 25, 50, 75y
100 mg/ml para el extracto acuoso y de 0.01, 0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75
y 1 mg/ml para el aceite esencial en un volumen final de 200 ul por pocillo. Las
diluciones se incubaron durante 72 horas, luego se agrego 25 pl de MTT (5 mg/ml)
incubando por 5 horas. Se us6 como control negativo DMSO para el aceite esencial

y solucion salina al 0.9% estéril para el extracto acuoso. Posteriormente, se eliminé
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el medio de cultivo y se agreg6 100 ul de isopropanol. La absorbancia se mide con
un lector de microplacas a 570 nm. EIl porcentaje de viabilidad de las células se
calcula analizando la absorbancia (A) con la siguiente formula: (muestra A 570 nm
/ control negativo A 570 nm) x 100. El 50% de inhibicién del crecimiento celular
(Glso) fue estimado con una regresion no lineal con el programa GraphPad Prism

9.4.1.

1V.5.9 Variables de estudio

Tabla 16. Operacionalizacion de las variables

Definicion Criterios )
Variable Valores de Tipo de
Conceptual Operacional posibles o variable
medicion
Eficacia Porcentaje de Porcentaje de 0 al 100 De razdn Dependi
del fasciolas fasciolas ente
tratamiento paralizadas totalmente
inmoviles
observadas por
esteroeoscopio a
10X
Tratamientos | Sustancias Tratamiento Tratamiento | Nominal Independ
fasciolicidas | que 1: Triclabendaz | 1,2y 3 iente
modifican ol sulfoxido
la viabilidad de | (15 pg/ml)
F. hepatica. 2: Extracto
acuoso de
ajo (10 pg/ml)
3: Aceite
esencial de ajo
(10 pg/ml)
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Variable dependiente

La eficacia fasciolicida se basé en el porcentaje de fasciolas totalmente paralizadas
posterior a las 48 horas de incubacidn. La total pardlisis se definié como la ausencia
de movimiento identificados macroscopicamente y confirmados por un
estereoscopio a 10X.

Variable independiente

Los tratamientos a evaluar en este estudio son el triclabendazol (15 p/ml), el

extracto acuoso (10 pg/ml) y el aceite esencial de Allium sativum (10 pg/ml).

1V.5.10 Analisis estadistico

El presente trabajo evalud la eficacia fasciolicida in vitro de extractos de
Allium sativum comparandolo con triclabendazol. La no inferioridad del extracto
acuoso (10 pg/ml) y el aceite esencial del ajo (10 pg/ml) en comparacion con el
triclabendazol sulfoxido (15 pg/ml) se evalué mediante la construccién de un
intervalo de confianza al 95% de las diferencias de las eficacias de los tratamientos.
Se declara la no inferioridad si el limite inferior del IC fue superior al =10 % (para
el aceite esencial o el extracto acuoso menos el triclabendazol sulféxido). Ademas,
el porcentaje de fasciolas totalmente paralizadas entre los distintos tratamientos se
analiz6 con la prueba de chi cuadrado. El andlisis estadistico se ejecutd con el
programa STATA 17 usando un nivel de significancia del 0.05.

Para determinar las concentraciones letales (CLso, CLgo, CLg9) Se aplico una
regresion no lineal utilizando el software GraphPad Prism 9.4.1, basados en la
formula Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+(EC50/X)"HillSlope); donde EC50= ECF
/ (F/(100-F))(1/HillSlope), siendo ECF la concentracion efectiva del agonista que

se desea evaluar en F porcentaje esperado (concentracion letal en 50, 90 y 99%),
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bottom o el valor minimo (valor de Y en ausencia del agonista), top el valor méas
alto (valor de Y producido por la concentracién mas alta del agonista); y “Hillslope”
o factor de la pendiente, que describe la forma de la pendiente (<1 la curva
sigmoidea es un poco aplanada, >1 la curva sigmoidea es mas profunday 1 = curva
sigmoidea estandar). Para determinar la citotoxicidad en base a la concentracion de
inhibicion del crecimiento celular (Glso), se utilizé el modelo no lineal a través del
software ~ GraphPad  Prism  9.4.1, basdndose en la  formula
Y=100/(1+(1C50/X)"HillSlope), donde IC50 es la concentracion que inhibe el 50%

del crecimiento celular y “Hillslope” que describe la forma de la pendiente (170).

1V.5.11 Calculo de tamafio de muestra

Se estimd un tamafo de muestra de 336 fasciolas viables designando 112
para cada tratamiento para demostrar que no existe inferioridad entre la eficacia
fasciolicida de los extractos de ajos con el triclabendazol in vitro. Se aplica un 80%
de poder de prueba y un nivel de significancia del 0.05 usando una férmula para
estimar no inferioridad en muestras independientes (171). El porcentaje de eficacia
in vitro del tratamiento estandar (triclabendazol) contra F. hepatica se asume que
es del 90% a més (82,172) y se espera que la eficacia del nuevo tratamiento (Allium

sativum) sea igual o0 no sea inferior en un 10% (111,112).

IV.5.12 Aspectos éticos

Este protocolo de tesis esta registrado en el Sistema Descentralizado de
Informacion y Seguimiento a la Investigacion (SIDISI) - Direccion Universitaria de
Investigacion, Ciencia y Tecnologia (DUICT), ademas de haber sido evaluado por

el Comité de Etica de la UPCH (CIEA-UPCH) y aprobado con el codigo 104002.
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El presente proyecto no genera ningin riesgo animal. Las muestras
obtenidas son parésitos de animales naturalmente infectados que fueron
sacrificados en el “Frigorifico Camal San Pedro”, centro de beneficio que cuenta
con todas las licencias que impone el estado peruano. Asimismo, la
confidencialidad de los datos de los ganaderos propietarios de los animales
reclutados en el estudio ha sido correctamente preservadas, codificando toda la
informacion recolectada en formato alfa-numérico, sin el registro del nombre

ganadero duefio del animal parasitado ni de la razon social del centro de crianza.
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IV.6 Resultados

IV.6.1 Eficacia fasciolicida de los extractos de ajos

Las fasciolas tratadas con triclabendazol mostraron un mayor porcentaje de
fasciolas paralizadas en comparacion con el aceite esencial (16.9% vs 4.5%,
p=0.002). El limite inferior del 1C95% para las diferencias de las eficacias de estos
tratamientos excedio el margen de no inferioridad del 10% previamente establecido
(diferencia -12.5, 1C95%: de -20.4 a -4.6), por lo tanto, se evidencia que el aceite
esencial del ajo fue inferior al triclabendazol. Por otro lado, el extracto acuoso no
generG paralisis en ningun espécimen adulto de F. hepatica. Finalmente, al
comparar el aceite esencial con el extracto acuoso, se evidencia una mayor eficacia

por parte del aceite esencial (4.5% vs 0%, p=0.024).
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Tabla 17. Eficacia fasciolicida in vitro de los extractos de ajos durante 48 h de

incubacion
F. hepatica F. hepaticano  Diferencia de
) ) ] o Valor
Tratamientos paralizadas paralizadas eficacia .
n % n % (1C95%) P
Aceite esencial (10 ug/ml) 5 4.5 107 95.5 0.002
] o -12.5 (-20.4,
Triclabendazol sulfoxido
16.9 93 83.1 -4.6)
(15 pg/ml)
Extracto acuoso (10
0 0 112 100 <0.001
pg/ml) -16.9 (-23.9,
Triclabendazol sulféxido -10.1)
16.9 93 83.1
(15 pg/ml)
Aceite esencial (10 pg/ml) 5 4.5 107 95.5
Extracto acuoso (10 4.4(0.6,8.2) 0.024
0 112 100
Hg/ml)
Grupo control (RPMI
0 112 0 - -

1640 + DMSO 0.2%)

* Valor p obtenido con la prueba de chi cuadrado

IVV.6.2 Evaluacion Dosis-respuesta

IV.6.2.1  Evaluacion segun escala de motilidad

Aceite esencial

Los efectos del aceite esencial de ajo en la viabilidad de las fasciolas tratadas
in vitro son mostradas en la Figura 12. Las fasciolas que no recibieron tratamiento

(control), se mantuvieron activas con gran motilidad (puntaje 3) durante las 48

horas de incubacion.
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A las 12 horas de incubacién, la fasciolas incubadas a concentraciones de
10 a 75 pg/ml mostraron gran motilidad (puntaje 3), esta motilidad fue
descendiendo a partir de concentraciones de 100 pg/ml. A concentraciones de 750
pg/ml el 33% de fasciolas estaban totalmente paralizadas mientras que el 67 %
restante presentaban motilidad muy reducida (puntaje 1). Todas las fasciolas
incubadas a 1 mg/ml estuvieron totalmente paralizadas (puntaje 0).

A las 24 horas, las fasciolas incubadas a concentraciones de 10 a 25 pg/ml
mostraron gran motilidad (puntaje 3) mientras que a concentraciones de 50 a 100
pg/ml mostraron un descenso en la motilidad. A concentraciones de 250 y 500
pg/ml el 16% y 66% de las fasciolas incubadas, respectivamente, presentaron una
paralisis total (puntaje 0); mientras que a partir de concentraciones de 750 pg/ml,
el 100% de las fasciolas estuvieron totalmente paralizadas.

A las 48 horas, el 58% de las fasciolas incubadas a concentraciones de 10
pg/ml muestran escasa motilidad (puntaje 1) y un 8% estan paralizadas. La
motilidad se reduce a medida que aumentan las concentraciones, donde el 33 y el
58% de las fasciolas estan totalmente paralizadas a concentraciones de 50 pg/ml y
75 pg/ml respectivamente; mientras que el resto de fasciolas sobrevivientes a
mencionadas concentraciones muestran escasa motilidad (puntaje 1). EI 92% de las
fasciolas incubadas a 100 pg/ml estuvieron totalmente paralizadas; mientras que a
partir de concentraciones de 250 pg/ml se evidencio que el 100% de las fasciolada
incubadas estaban totalmente paralizadas.

Las fasciolas paralizadas en este estudio, no recuperaron la motilidad ain
después de 3 lavados con medio Hedon-Fleig y una posterior incubacion de 24

horas con medio RPMI 1640.
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Figura 12. Efectos in vitro de diferentes concentraciones del aceite esencial de ajo
en Fasciola hepatica adulta. (a) concentraciones de 0.01 a 0.1 mg/ml; (b)

concentraciones de 0.25 a 1 mg/ml.

Extracto acuoso

Los efectos del extracto acuoso de ajos en la viabilidad de las fasciolas
tratadas in vitro son mostradas en la Figura 13.

Las fasciolas que no recibieron tratamiento (control), se mantuvieron
activas con motilidad de todo el cuerpo durante las 48 horas de incubacién. A las
12 horas, las fasciolas incubadas a concentraciones de 100 pug/ml hasta 7.5 mg/ml
presentaron gran motilidad (puntaje 3). Por otro lado, las fasciolas incubadas a
concentraciones de 10 a 25 mg/ml mostraron una reduccién en su motilidad
(puntaje 2), mientras que a concentraciones de 50 mg/ml se observé una total
paralisis del 33% de las fasciolas (puntaje 0). Concentraciones de 75 a 100 mg/ml
generaron la paralisis del 100% de las fasciolas incubadas (puntaje 1).

A las 24 horas, las fasciolas incubadas a concentraciones de 100 pg/ml hasta
750 pg/ml, presentaron gran motilidad (Puntaje 3). Las fasciolas cultivadas a
concentraciones de 1 mg/ml a 7.5mg/ml redujeron su motilidad (puntaje 2),

mientras que a concentraciones de 10 mg/ml a 25 mg/ml presentaron motilidad en
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solo partes de su cuerpo (puntaje 1). Concentraciones a partir de 50 mg/ml
generaron la total parélisis del 100% de las fasciolas (puntaje 0).

A las 48 horas, las fasciolas incubadas a concentraciones de 100 pg/ml hasta
500 pg/ml mostraron gran motilidad (puntaje 3). Las fasciolas cultivadas a
concentraciones de 750 pg/ml a 1mg/ml redujeron su motilidad (puntaje 2) mientras
que las fasciolas incubadas a concentraciones de 2 mg/ml a 5mg/ml vieron reducida
su motilidad progresivamente hasta solo mover parte de su cuerpo (puntaje 1). El
33 % de las fasciolas incubadas a concentraciones de 7.5 mg/ml presentaron una
total pardlisis, mientras que el 83% de las fasciolas incubadas con 10 mg/mi
presentaron total pardlisis.

Las fasciolas paralizadas en este estudio, no recuperaron la motilidad aun
después de 3 lavados con medio Hedon-Fleig y una posterior incubacién de 24

horas con medio RPMI 1640.

a b
3
© 0.75 mg/ml ® 10 mg/ml
S 8 1 mgml + 25 mg/ml
2 A 2.5 mg/ml 2- & 50 mg/ml
> ¥ 5 mg/ml * 75 mg/ml
= % 7.5 mg/ml © 100 mg/ml
° & Control L & Control
=
0 T T 1 0

Incubation hours (h)

Figura 13. Efectos in vitro de diferentes concentraciones del extracto acuoso de
ajo en Fasciola hepatica adulta. (a) concentraciones de 0.75 a 7.5 mg/ml; (b)

concentraciones de 10 a 100 mg/ml.
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1IV.6.2.2  Concentracion letal

Aceite esencial

Se analizaron los efectos de las diferentes concentraciones (0.01 — 1 mg/ml)
del aceite esencial para lograr la completa paralisis de F. hepatica a 48 horas de
incubacion. El analisis concluye que a 0.066 mg/ml se obtiene una letalidad del
50% de las fasciolas incubadas. A concentraciones de 0.119 y 0.228 mg/ml se

obtiene una letalidad del 90% y 99% de las fasciolas respectivamente (Tabla 18).

Extracto acuoso

Se analizaron los efectos de las diferentes concentraciones (0.1 — 100 mg/ml)
del extracto acuoso para lograr la completa paralisis de F. hepatica a 48 horas de
incubacion. El analisis concluye que a 8.37 mg/ml se logra una letalidad del 50%
de las fasciolas incubadas. A concentraciones de 11.76 y 17.03 mg/ml se logra una

letalidad del 90% y 99% de las fasciolas respectivamente (Tabla 18).

1VV.6.3 Citotoxicidad

La citotoxicidad del aceite esencial y extracto acuoso del ajo fueron
evaluados usando células Vero. La concentracion inhibitoria al 50% (Glso) del
aceite esencial fue de 0.459 mg/ml mientras que para el extracto acuoso fue mayor

a 100 mg/ml (Tabla 18).
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Tabla 18. Evaluacion de las propiedades fasciolicidas in vitro de extractos de ajos

en Fasciola hepatica adulta

Extracto Citotoxicidad
Allium Propiedades fasciolicidas In vitro in vitro
sativum (Células Vero)
Tipo de CL*50(IC CL*90(IC CL*99 (IC Glfso (IC
extracto 95%0**) 95%**) 95%0**) 95%**)
| Extracto | |
8.375 (8 127 11.761 (11.053 - 17.03 (15.150 —
acuoso > 100
—8631) 12.635) 19.571)
(mg/ml)
Aceite
" 0.066 (0.056 - 0.119 (0.096 - 0.228 (0.146 — 0.459 (0.424 —
esencia
0.075) 0.173) 0.509) 0.495)

(mg/ml)

*Concentracion letal
** |Intervalo de confianza al 95%

1 Inhibicion del crecimiento celular
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IVV.7 Discusion

El presente estudio evalla las propiedades fasciolicidas de los extractos de
ajos (A. sativum) in vitro. Nuestros resultados evidencian que el aceite esencial a
10 pg/ml fueron significativamente menos eficaces que a 15 pg/ml de
triclabendazol a las 48 horas de incubacién. Se conoce que 15 pg/ml de
triclabendazol sulfoxido es la maxima concentracion plasmatica del metabolito
activo alcanzada en rumiantes con una dosis oral de 10mg/kg (166), siendo esta la
dosis recomendada por la OIE. No obstante, el porcentaje de eficacia fasciolicida
del triclabendazol resulté menor a lo esperado, confirmando los constantes casos de
resistencia a este farmaco a nivel nacional (79,91) e internacional (85,90). Esta
resistencia también ha sido reportada en algunos estudios in vitro, donde
especimenes de F. hepatica incubadas a 15 pg/ml de triclabendazol sulfoxido
evidencian un bajo porcentaje de paralisis a las 48 horas (165). No obstante, se tiene
evidencia que a mayores concentraciones plasmaticas obtenidas por mayores dosis
orales de triclabendazol (2 dosis de 10 mg/kg) in vivo, se alcanza una buena
actividad fasciolicida, siendo la recomendacion actual en el tratamiento contra la
fasciolosis (122,173).

Por otro lado, si se encontro actividad fasciolicida in vitro de los extractos
de ajos a concentraciones mayores de 10 pug/ml. Estos resultados son consistentes
con otros trabajos, que evaluaron la eficacia de los extractos de ajos en F. hepatica
y otros parésitos. Los trematodos como Fasciola gigantica han evidenciado una
total paralisis con el extracto acuoso al 5% a las 3 horas de incubacion (111) y aceite
esencial con 3 mg/ml a los 15 minutos (112); estos efectos también se evidencian

con la incubacién de Gigantocotyle explanatum a 3 mg/ml durante 15 minutos y

83



con Cotylophoron cotylophorum a 1mg/ml por 24 horas ambos con extractos
etandlicos de ajos (174). Las propiedades antiparasitarias del ajo también se han
demostrado en cestodos y nematodos como Echinococcus granulosus (104,175),
Hymenolepsis nana (176), Strongylus spp (177) y Haemonchus contortus (106).
Estos estudios son concordantes con nuestros resultados, donde a concentraciones
de 17.03 mg/ml de extracto acuoso y a 0.228 mg/ml de aceite esencial, se logra una
total paralisis en todas las fasciolas evaluadas a las 48 horas de incubacion. No
obstante, nuestros resultados necesitaron de mayores concentraciones para obtener
la actividad antiparasitaria. Estas variaciones en las concentraciones letales podrian
asociarse a diferencias de las mismas especies parasitarias evaluadas y a las
diferencias de los cultivares de ajos utilizados.

Las propiedades antiparasitarias del ajo se asocian principalmente a la
presencia de componentes sulfurados, que inhiben diversas vias metabdlicas. Se ha
demostrado que los compuestos sulfurados del ajo tienen afinidad por el grupo tiol
de las enzimas, esta afinidad permite su alteracion estructural inhibiendo la
actividad enzimatica e interfiriendo en diversas vias metabdlicas (178,179).
Estudios en protozoarios (Tripanosoma brucei, Plasmodium falciparum vy
Entamoeba histolitica) demostraron la capacidad de la alicina y sus derivados
sulfurados (sulfuros, ajoenos y vinil ditiinas) para inhibir cisteina proteasas,
enzimas necesarias para el procesamiento de proteinas (180,181). Estudios con
extractos etandlicos, encuentran una inhibicion de la produccion de enzimas del
metabolismo de carbohidratos en Haemonchus contortus, impidiendo el normal
desarrollo todas las vias energéticas (182). También se ha reportado la reduccién

del consumo de glucosa en Gigantocotyle explanatum y Fasciola gigantica
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incubados con extractos etanolicos de ajos (183). Si bien el mecanismo de accién
de los extractos de ajos todavia no esta del todo elucidado, existe evidencia de sus
propiedades antiparasitarias, siendo necesario mas estudios para su total
comprension.

En los extractos de ajos obtenidos en este estudio, se logré identificar una
gran variedad de componentes sulfurados. Los componentes fitoquimicos del aceite
esencial presentaron una gran diversidad de componentes sulfurados, siendo los
mas abundantes el dialil disulfuro (50.2 %) y alil trisulfuro (17.1%), estos
componentes sulfurados concuerdan con lo reportados en otras investigaciones,
principalmente en el dialil disulfuro. Hoda et al., al extraer aceite esencial de ajo en
Egipto obtiene un 45.7% de dialil disulfuro y un 15.6% de dialil trisulfuro en ajos
de cultivar de piel-blanca, encontrando diferencias con el cultivar de piel-morada
con un 58.5 % de dialil disulfuro y un 22.4% dialil trisulfuro (184). Plata-Rueda et
al., encuentran que el dimetil trisulfuro (19.9%) y el dialil disulfuro (18.6%) son
los componentes méas abundantes de aceites esenciales de ajos en Brasil (185).
Jardim et al., encuentra que en el aceite esencial de ajo, los componentes mas
abundante son el dialil trisulfuro (66.7%) y al dialil di sulfuro (21.3%) (186). Por
otro lado, el extracto acuoso obtenido en este trabajo estuvo compuestos por solo 4
elementos  sulfurados  (Glutamil-S-metilcisteina, N-gamma-Glutamil-S-
allilcisteina, S-(2-carboxipropil) glutationa y Gamma-Glutamil-S-alliltio-cisteina.
Componentes sulfurados semejantes han sido extraidos en otros estudios en
extractos acuosos, siendo el S-alil-L-cisteina, gamma-gluatmil-S-alilcisteina y S-
alil-mercaptocisteina, componentes sulfurados no volatiles comuinmente

encontrados (160,187). A pesar de existir semejanzas en los componentes extraidos

85



en otros estudios, se observa variaciones cuantitativas y cualitativas, esto se asocia
a las diferencias que pueden existir en el uso de distintas variedades de ajos y a las
condiciones de cultivo con distintas condiciones geo-ecoldgicas (188,189).

El presente estudio evalla la actividad fasciolicida de los extractos de ajos
encontrando propiedades antiparasitarias a concentraciones mayores de 10 pg/ml;
sin embargo, el actual estudio presenta algunas limitaciones. La generalizacion de
los resultados a una situacion in vivo resulta distante, basandose en la omision de
muchas condiciones como el metabolismo hepético de los componentes del ajo, la
concentracion y tiempo en plasma de los metabolitos, entre otros factores no
evaluados en este estudio. No obstante, nuestros resultados son fundamentales para
generar los primeros conocimientos sobre estos nuevos principios activos y conocer
las concentraciones necesarias para producir un efecto fasciolicida. Otra limitacion
identificada, es la falta de informacion sobre tratamientos pasados con
triclabendazol u otros antiparasitarios en los animales evaluados por ser obtenidos
en un camal. No obstante, las fasciolas incluidas en este estudio pasaron por un
criterio de viabilidad (motilidad y coloracidn) antes de iniciar el experimento,
asegurando las mejores condiciones de viabilidad de las fasciolas seleccionadas.
Por otro lado, el presente estudio no tuvo como objetivo evaluar la eficacia acorde
a la provincia de procedencia. Sin embargo, se obtuvieron especimenes de F.
hepatica de diversas regiones de zonas endémicas del Per( (Provincia de
Cajamarca, Huanuco, Junin, Ayacucho, Apurimac, Huancavelica y Cusco),
brindandonos una perspectiva sin restricciones geograficas de su eficacia para su

aplicacion en diversas regiones del pais en investigaciones futuras.
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Finalmente, en base a las CLso obtenidos en este estudio, se puede sugerir su
aplicacion para el control de los estadios larvarios de F. hepatica en los hospederos
intermediarios (caracoles lymneidos). Estudios en Fasciola gigantica evidencian
que los metabolitos secundarios del ajo como la alicina o el dialil disulfuro tienen
propiedades fasciolicidas contra sus estadios larvarios (redias y cercarias)
(190,191). Estos resultados generan oportunidades para el control de la fasciolosis
en hospederos intermediarios, debido a que se podrian implementar en las zonas
agricolas debido a su poca toxicidadad para el medio ambiente.

En conclusion, el presente estudio encuentra que los extractos de ajos tienen
poca actividad fasciolicida siendo inferior al triclabendazol; no obstante, a
concentraciones mayores de 10 pg/ml se observan propiedades trematicidas contra

F. hepatica.
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V. CONCLUSIONES GENERALES

El presente trabajo evidencia que la prueba molecular LAMP creada en este
estudio puede detectar el material genético de F. hepatica a concentraciones
minimas de 1x10° ng/ml, sin reaccion cruzada con otras especies
parasitarias y con un tiempo de ejecucion de solo 40 minutos. Este nuevo
LAMP aplicado con la nueva técnica de extraccion de ADN para muestras
fecales desarrollada en este estudio, logra alcanzar una sensibilidad del
87.7% y especificidad del 100% en bovinos naturalmente infectados con F.
hepatica.

Las propiedades fasciolicidas in vitro del aceite esencial y extracto acuoso
de ajo a 10 pg/ml son inferiores al triclabendazol sulfoxido a 15 pg/ml. No
obstante, en la evaluacion de dosis-respuesta se evidencia que el CLso y
CLgg del aceite esencial es de 66 pg/ml y 228 pg/ml respectivamente;
mientras que el CLso y CLgo del extracto acuoso es de 8.37 mg/mly 17.03
mg/ml respectivamente a las 48 horas de incubacidn, estas concentraciones

no evidenciaron citotoxicidad.
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VI. RECOMENDACIONES GENERALES

Con respecto a la primera investigacion. Se conoce que, para aumentar ain
mas la sensibilidad diagnostica se necesita analizar mayor cantidad de
muestra fecal, de esta forma, se recomienda seguir investigando nuevas
técnicas de extraccion de ADN que puedan analizar mayor cantidad de
muestra fecal a bajo costo. Por otro lado, se conoce las limitaciones de tener
acceso a pruebas diagndsticas de alta precision cerca de las zonas endémicas
de fasciolosis; por lo tanto, se recomienda realizar estudios donde se
implemente esta prueba diagndstica en laboratorios de bajo presupuesto y
evaluar su desempefio en las mismas comunidades campesinas que son
afectadas por la fasciolosis.

En base a las propiedades fasciolicidas de los extractos de Allium sativum,
se recomienda realizar estudios donde se evalle la eficacia antiparasitaria
en estadios larvarios de F. hepatica tanto in vitro como in vivo en los
hospederos intermediarios (caracoles lymneidos). Esta recomendacion es
necesaria debido a que el control en hospederos intermediarios es una pieza
clave en la continuidad del ciclo bioldgico, el intento de su control con
molusquicidas ha generado efectos perjudiciales para el medio ambiente,
siendo los extractos de ajo una alternativa de control eco-amigable. Ademas,
se recomienda realizar estudios in vivo en bovinos y otros rumiantes,
evaluando la eficacia fasciolicida y un andlisis farmacocinético para conocer
las concentraciones plasmaticas de los metabolitos secundarios obtenidas
ante diversas dosis orales, ademas de comprender mejor el comportamiento

de estos metabolitos a través del tiempo.
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VIIl. ANEXO

VI1.1 Certificados y constancias

VI11.1.1 Certificado del comité de ética

DE INVESTIGACION

3 2 UNIVERSIDAD PERUANA VICERRECTORADO
2 @ & CAYETANO HEREDIA

CONSTANCIA R- 028-06-22

El Presidente del Comité Institucional de Etica para el uso de Animales (CIEA) de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia hace constar que el comité de ética aprobé la RENOVACION del
proyecto de investigacion sefialado a continuacion.

Titulo del proyecto : “Evaluacién de la prueba diagnéstica amplificacién
isotérmica mediada por bucle y eficacia Trematicida del
extracto de Allium Sativam para el control de 1a Fasciolosis
Bovina”.

Cédigo de inscripcion 1104002

Investigador(es) principal (es)  : Cesar Abel Burga Cisterna

Cualquier enmienda, desviaciones y/u otras eventualidades deberi ser reportada a este Comité de

acuerdo a los plazos y normas establecidas. El investigador reportara cada 6 meses el progreso del
estudio y alcanzara un informe al término de éste.

La presente RENOVACION tiene vigencia desde el 06 de julio del 2022 hasta el 05 de julio del
2023.

Asi mismo el Comité toma conocimiento del Informe Periédico de Avances del estudio de
referencia. Documento recibido en fecha 02 de junio del 2022.

Los tramites para su renovacion deberan iniciarse por lo menos 30 dias previos a su vencimiento.

Lima, 06 de julio del 2022.
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VI11.1.2 Certificado del registro de posgrado
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& CAYETANO HEREDIA
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ESCUELA DE POSGRADO

AMPLIACION DE VIGENCIA
REGISTRO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION DE GRADO

Registro Dr-00285-2019
PARTICIPANTES CODIGO NOMBRES APELLIDOS
Estudiante 44273999 CESAR ABEL BURGA CISTERNA

Asesor 10518111 MONICA JEHNNY PAJUELO TRAVEZARIO

Titulo del Proyecto

EVALUACION DE LA PRUEBA DIAGNOSTICA AMPLIFICACION ISOTERMICA MEDIADA POR BUCLE
EFICACIA TREMATICIDA DEL EXTRACTO DE ALLIUM SATIVUM PARA EL CONTROL DE LA

FASCIOLOSIS BOVINA

Programa Académico
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| FACULTAD DE SALUD PUBLICA Y ADMINISTRACION |
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Aprobacién CIEI - UPCH (Humanos) No aplica No aplica
Aprobacién CIEA - UPCH (Animales) 06/08/2022 Vigencia: 05/08/2023
Aprobacién ORVEI (Ni humanos ni animales) No aplica No aplica
Registro EPGVAC 07/08/2019 | Plazo de ejecucion: 3 anos
Ampliacién de Vigencia del Registro EPGVAC 07/08/2022 Vigencia: 07/08/2025

El proyecto de investigacion debera ser ejecutado bajo las Normas y Procedimientos del Trabajo
de Investigacion para la obtencion de los grados académicos de Maestria o Doctorado, que se
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C.c. Vicedecano de la Facultad, Asesor, CoAsesor, Secretaria Académica EPGVAC

V.EPGVAC.UGIP.2018.11.02

Av. Honorio Delgado 430, SMP
(511) 319-0000 anexo: 210403

epgvac.ugip@oficinas-upch.pe

® oY o



VI11.1.3 Certificado de clasificacion botanica de los ajos adquiridos en el
estudio

“Ano del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”,

CONSTANCIA DE CLASIFICACION BOTANICA

El Ingeniero Agrénomo SANTOS LITO SIGUENAS MONTALVO, con
experiencia en la clasificacion taxondmica y seleccion de plantas deja constancia que:

El analisis morfologico de las plantas presentadas por el Médico Veterinario Cesar
Abel Burga Cisterna, pertenecen a la siguiente clasificacion taxonomia, segun el
sistema de clasificacion APG IV (Angiosperm Phylogeny Group):

Reino: Plantae
Subreino: Viridiplantae
Division: Tracheophyta
Subdivision: Spermatophytina
Clase: Magnoliopsida
Superorden: Lilianae
Orden: Asparagales
Familia: Amaryllidaceae
Subfamilia: Allioideae
Género: Allium
Especie: Allium sativum L
Cultivar: Allium sativum L. cv. Napuri

Nombre vulgar: “Ajo”

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada para fines de
1nvestigacion.

Lambayeque, 19 de julio del 2022

SANTOS LITO SIGUENAS MONTALYO
INGENIERO AGRONOMO
Reg. CIP. N* 144885



V11.2 Data colectada durante el estudio.

VI11.2.1 Evaluacién de la calidad de ADN extraido de las muestras de heces

sedimentadas

Cantidad
Muestra A260/A280% ~\DN
extraido
(ng/pl)

1 1.89 10.5
2 1.97 10.8
3 1.9 12.1
4 1.81 14.3
5 1.79 5.6
6 1.81 17.1
7 1.85 14.6
8 1.8 11.2
9 2.1 15.6
10 1.9 14.2
11 1.8 15

12 1.83 16.3
13 1.79 9.5
14 1.8 11.5
15 1.81 10.4
16 1.81 11.2
17 1.85 22.3
18 1.82 15.6
19 1.81 14.3
20 1.79 11.7
21 1.81 11.4
22 1.82 11.7
23 1.8 12.4
24 1.79 9.7
25 1.85 10.2
26 1.92 13.4
27 1.81 10.4
28 1.82 10.7
29 1.81 15.9
30 1.79 9.9
31 1.78 8.8
32 1.87 14.5
33 1.86 12.7



34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77

1.79
1.87
1.87
1.86
1.89
1.8
1.83
1.82
1.79
1.85
1.82
1.81
2.02
1.81
1.93
1.82
1.84
1.81
1.81
1.83
1.84
1.9
1.98
1.86
1.98
1.92
1.87
1.86
1.88
1.88
1.98
2.01
1.78
1.98
1.82
1.8
1.82
1.8
1.79
1.8
1.83
1.82
1.83
1.85

115
16.8
15.8
11.7
121
11
10.9
10.1
11
11.9
12
10.6
32.1
10.7
11.3
11
11.7
10.9
10.5
12.7
121
12.1
13
145
12.7
115
185
134
15.8
19.1
10.7
15.9
10.1
17.5
12.3
134
154
17.5
12.3
12.7
11.8
11.9
11.8
14.6



78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121

2.1
1.99
1.85
1.82
1.83
1.84
1.84
1.85
1.82

1.8
1.81
1.81
1.83

1.8

1.8
1.82
1.83
1.82
1.85
1.85
1.86
1.82
1.83

1.8
1.81
1.82
1.79
1.82
1.81
1.84
1.82
1.81

1.8
1.88
1.87

1.9
1.87
1.91
1.88
1.88
1.87
1.92
1.93
1.91

19.2
20.1
19.2
15.1
13.4
13.7
13.7
13.4
14.2
10.2
10.3
10.9
10.6
12.7
145
11.3
12.4
134
135
15.2
14.3
12.5
11.7
10.8
11.2
134
8.6
134
12.6
16.1
15.2
134
12.3
16.3
145
15.2
13.2
12.4
16.4
17
16.3
19
20.1
19.3



122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139

1.87
1.81
1.95
1.86
1.8
191
1.79
1.81
1.8
1.81
1.89
1.97
1.89
1.8
1.93
1.99

2.05

175
12.3
15.6
13.4
9.7
15.2
10
11.6
10.1
15.7
121
27
154
13.8
22.9
17.7
26.3
31.1




VI11.2.2 Resultados de la de la citotoxicidad aplicada a los extractos de ajos en

células Vero evaluada en un espectrofotémetro

e Aceite esencial

Concentracion Valor OD Valor OD Valor OD oD V'ab'l'd.ad
(mg/ml) 1 2 3 Promedio promedio
(%)
Control 1.454 1.4211 1.364 1.41303333 100
1 0.3623 0.3114 0.2015 0.29173333 20.5489423
0.75 0.468 0.5191 0.5229 0.50333333 35.4534996
0.5 0.594 0.6102 0.6201 0.6081 42.8329929
0.25 0.9289 0.9982 1.0647 0.99726667 70.2448874
0.1 1.3653 1.399 1.214 1.3261 93.4070578
0.075 1.4472 1.4459 1.3243 1.4058 99.0209199
0.05 1.4106 1.4792 1.4438 1.44453333 101.749196
0.025 1.4386 1.4158 1.4179 1.4241 100.309925
0.01 1.4505 1.4763 1.423 1.44993333 102.129558
OD: Densidad oOptica
e Extracto acuoso
Concentracion Valor OD Valor OD Valor OD oD V|ab|||dgd
(mg/ml) 1 2 3 promedio promedio
(%)
Control 1.4118 1.3299 1.399 1.3802 100.0000
100 0.6147 0.7607 0.6924 0.6893 49.9384
75 0.8336 0.9245 0.9307 0.8963 64.9359
50 0.9249 0.8917 0.9819 0.9328 67.5852
25 1.2058 1.3006 1.2058 1.2374 89.6515
10 1.3268 1.3199 1.0268 1.2245 88.7169
7.5 1.4099 1.5184 1.4099 1.4461 104.7697
5 1.5094 1.5113 1.5493 1.5233 110.3678
2.5 1.4761 1.4955 1.4612 1.4776 107.0544
1 1.4411 1.4141 1.4411 1.4321 103.7578




VI11.3 Procesamiento de la data
VI11.3.1 Andlisis de la precision diagndstica de la Prueba LAMP y
Microscopia para F. hepatica usando como referencia el MRC

Se utilizo el programa Stata 17:

diagt GOLDSTANDAR LAMP

Gold Standar| LAMP
MRC:bilis |

tnecropsia | Pos. Neg. | Total
___________ _l________________________I___________
Abnormal | 101 14 | 115
Normal | 0 24 | 24
___________ _l________________________I___________
Total | 101 38 | 139

True abnormal diagnosis defined as GOLDSTANDAR = 1

[95%
Confidence Interval]
Prevalence Pr (A) 83% 75%
88.6%
Sensitivity Pr (+|A) 87.8% 80.4%
93.2%
Specificity Pr (- |N) 100% 85.8%
100%
ROC area (Sens. + Spec.)/2 .939 .909
.969
Likelihood ratio (+) Pr (+|A) /Pr (+|N)
Likelihood ratio (-) Pr(-|A) /Pr (—|N) 122 .0745
.199
Odds ratio LR (+) /LR (-) . 42 .7
Positive predictive value Pr (A|+) 100% 96.4%
100%
Negative predictive wvalue Pr (N|-) 63.2% 46%
78.2%

Missing values or confidence intervals may be estimated
using the -sf- or -sf0- options.



diagt GOLDSTANDAR MICROSCOPIA

Gold Standar| MICROSCOPIA
MRC:bilis |

+necropsia | Pos. Neg. | Total
___________ +______________________+__________
Abnormal | 85 30 | 115
Normal | 0 24 | 24
___________ +______________________+__________
Total | 85 54 | 139

True abnormal diagnosis defined as GOLDSTANDAR = 1

[95%
Confidence Intervall]
Prevalence Pr (A) 83% 75%
88.6%
Sensitivity Pr (+|A) 73.9% 04.9%
81.7%
Specificity Pr (- |N) 100% 85.8%
100%
ROC area (Sens. + Spec.)/2 .87 .829
.91
Likelihood ratio (+) Pr(+|A) /Pr (+|N)
Likelihood ratio (-) Pr(-|A)/Pr(-|N) .261 .192
.355
Odds ratio LR (+) /LR (-) . 17.3
Positive predictive value Pr (A|+) 100% 95.8%
100%
Negative predictive wvalue Pr (N|-) 44 .4% 30.9%

58.6%



V11.3.2 Andlisis estadistico de la eficacia fasciolicidas del triclabendazol,
extracto acuoso y aceite esencial de ajo

Los andlisis estadisticos se ejecutaron con el software Stata 17

tab tto2 Viabilidad, row chi?2

Fomm e +
| Key |
| === |
| frequency |
| row percentage |
Fomm e +
Aceite vy | Viabilidad
extracto | Paralizad No parali | Total
_________________ +_______________________I___________
Aceite esencial | 5 107 | 112
| 4.46 95.54 | 100.00
_________________ .|_______________________+__________
Extracto acuoso | 0 112 | 112
| 0.00 100.00 | 100.00
_________________ .|_______________________+__________
Total | 5 219 | 224
| 2.23 97.77 | 100.00
Pearson chi2 (1) = 5.1142 Pr = 0.024
tab tto3 Viabilidad, row chiZ2
o +
| Key |
|- |
| frequency |
| row percentage |
o +
| Viabilidad
Aceite y TCZ | Paralizad No parali | Total
________________ +______________________+__________
Aceite esencial | 5 107 | 112
| 4.46 95.54 | 100.00
________________ +______________________+__________
TCZ.SO | 19 93 | 112
| 16.96 83.04 | 100.00
________________ +______________________+__________
Total | 24 200 | 224
| 10.71 89.29 | 100.00



tab tto4 Viabilidad, row chi?2

Fomm e +
| Key |
| === |
| frequency |
| row percentage |
Fomm e +
| Viabilidad
Acuoso y TCZ | Paralizad ©No paraliz |
———————————————— o
Extracto acuoso | 0 112 |
| 0.00 100.00 |
—— o — — + ______________________ +___
TCZ.SO | 19 93 |
| 16.96 83.04 |
———————————————— o4
Total | 19 205 |
| 8.48 91.52 |

Pearson chi2 (1) = 20.7610 Pr



V11.3.3 Citotoxicidad
La data se procesé con el programa GraphPad Prism 9

e Curva de dosis-respuesta del aceite esencial de ajo en células Vero.

Garlic essential oil
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e Determinacion del Glsode los aceites esenciales del ajo con el software
GraphPad Prism 9.4.1.
[Inhibitor] vs. normalized response -- Variable slope
Best-fit values

IC50 0.4586
HillSlope -1.680
logIC50 0.3386
95% CI (profile likelihood)

IC50 0.4241 to 0.4953
HillSlope -1.898 to -1.492
logIC50 -0.3726 to -0.3051
Goodness of Fit

Degrees of Freedom 28

R squared 0.9787
Sum of Squares 599.9
Sy.x 4.629
Constraints

IC50 IC50>0

Number of points
# of X values 30



#Y values analyzed

30

Curva de dosis-respuesta de los extractos acuosos del ajo en células

Vero.

Garlic aqueous extract
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Determinacion del Glso de los extractos acuosos del ajo con el software

GraphPad Prism 9.4.1.

[Inhibitor] vs. normalized response -- Variable slope

Best-fit values

IC50

HillSlope

loglC50

95% CI (profile likelihood)
IC50

HillSlope

loglC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R squared

Sum of Squares
Sy.x

Constraints

IC50

Number of points
# of X values
#Y values analyzed

100.7
-1.474
2.003

84.38 to 130.1
-2.073 to -1.073
1.926 to 2.114

28
0.8440
1970
8.389

IC50>0

30
30



